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1. RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo o estu� 

do do crescimento do Azolpi1tillum b�a.6ilen6e, bactiria fixad� 

:ria de nitrogênio. Também foram determinados os ni veis de re 0

• 

sistência da bactéria à dez drogas sendo que algumas delas fo 

ram utilizadas para obtenção de mutantes resistentes. 

Posteriormente comparou-se o tempo de geraçao 

da linhagem original com as linhagens mutantes resistentes. 

Com relação ao uso de meios de cultura para o 

Azo-6p-<.Jr.-ll.l!.um b1ta.&.V:en..6e p ressalta-se o crescimento em meio mí 

nimo modificado, um meio mínimo com maior quantidade de citr� 

to de sódio, que age como fonte de carbono para a bactéria. 

Os níveis de resistência foram determinados p� 

lo método da diluição em-placas. 

Para obtenção de mutantes resistentes usou-se 
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a técnica seletiva em placas e a técnica da placa gradient� . 

. A linhagem original mostrou-se naturalmente re 

sistente à penicilina, eritromicina e hetacilina. O tempo de 

geração dessa linhagem foi de 66 minutos. Nas linhagens resi� 

tentes à estreptomicina, tetraciclina e penicilina o tempo de 

geraçao foi maior do que da linhagem original, sendo respect! 

vamente 71, 90 e 78 minutos. No entanto a linhagem resistente 

ao cloranfenicol teve um tempo de geração de 64 minutos, por-· 

tanto menor do que o da linhagem original. 

A frequência de mutação para resistência à es-

6 � 
treptomicina foi de 2,5 mutantes em 10 celulas. 

Através do tempo de geraçao das linhagens ori­

ginal e resistentes e da obtenção de suas meias vidas relati­

vas (MVr), chegamos ã conclusão de que a estreptomicina, peni 

cilina e tetraciclina comportaram-se como drogas fortes e o 

cloranfenicol como droga fraca para o Azo�pl�iltum b�a�iien6� 
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2. INTRODUÇÃO

Toda a vida na terra depende da energia solar. 

Essa energia é usada na redução do dióxido de carbono para 

substâncias orgânicas. Esse processo está ligado, também, a 

quantidade de organismos verdes que desenvolvem a fotossínte­

se. O crescimento desses organismos depende do uso de dióxido 

de carbono na fotossíntese, mas outros elementos são 

essenciais para esse desenvolvimento. 

também 

O elemento que é considerado o maior fator li­

mitante para o crescimento desses organismos ê o nitrogênio. 

Diferente de ou�ros elementos limitantes, que são encontrados 

na água ou no solo e cujo deficit é controlado ·simplesmente 

pelo processo de reciclagem, o nitrogênio ê encontrado em 

grande parte na atmosfera em quantidades consideráveis, entre 

tanto somente alguns organismos são capazes de usar reservas 

de nitrogênio elementar. 
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Nos ecossistemas naturais e formas antigas de 

agricultura, o ciclo do nitrogênio era suficiente para manter 

as quantidades necessárias desse elemento no solo. A medida 

que a população humana mundial cresce, assustadoramente, 

maior produção de alimentos se faz necessária. A quantidade 

de nitrogênío disponível passa então a ser insuficiente 1

Há muitos anos os fertilizantes artificiais ni 

trogenados têm sido largamente usados em solos onde o aumento 

da produção de alimentos tornou-se necessário. O uso desses 

fertilizantes nitrogenados em grande escala é dispendioso pa­

ra a economia de um país, devido a vultuqsa quantidade de e­

nergia utilizada na produção. Estima=se que a energia requeri 

da para a produção de fertilizantes de amônia ê equivalente a 

dois milhões de barris de Óleo por dia. 

O processo básico para a obtenção da amônia 

consiste numa reaçao catalítica de nitrogênio com hidrogênio 

sob alta temperatura e pressao. O petróleo� que ê a fonte do 

hidrogênio, encontrau•se em dramática crise, além de outras li 

mitações econômicas e ecolÔgicas. Assim vem-se ,'estimulando 

muito o interesse na fixação de nitrogênio por microrganismos. 

Trata-se de um processo menos oneroso e que tem uma grande 

vantagem sobre os fertilizantes nitrogenados por não ser po­

luente. Portanto um crescente conhecimento da natureza e mani 

pulação do sistema biológico de fixação de nitrogênio deverá 
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levar a meios mais eficientes e menos dispendiosos de produ­

ção âe alimentos. 

Foi Frank em 1890 quem primeiro cultivou e iso 

lou bactérias dos nódulos de ervilha e soja; o microrganismo 

encontrado foi denominado Rhizobium legumino-0anum. Sem dúvi­

da, a fixação de nitrogênio em leguminosas pelo Rhizobútm é a 

mais conhecida e estudada, mas outras plantas e outros orga­

nismos também efetuam esse processo. 

Foi demonstrado que nas sementes de legumino=

sas as proteínas estão numa porcentagem de 20 a 45% e nas se­

mentes dos cereais na porcentagem de 8 a 20% e que apesar dis 

so a produção de leguminosas ê somente 10% da produção de ce-

reais. Esse ê mais um motivo pelo qual o estudo da fixação 

biológica de nitrogênio em gramíneas tem sido intensificado. 

O isolamento e identificação da bactéria 

Spinillum lipoóenum como fixadora de nitrogênio em gramíneas, 
,, 

por DOBEREINER e DAY (1976), incentivou muito as pesquisas 

nessa area. 

Dentre os pré-requisitos básicos para que oco� 

ra fixação de nitrogênio está a enzima nitrogenase, extraída 

pela primeira vez em 1960 da bactéria anaeróbica� 

Clo�tnidium pa�teunianum. � atrav�s da nitrogenase que o ni­

trogênio atmosférico é fixado ou reduzido à amônia. 
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Somente os organismos que possuem genes para a 

fixação de nitrogênio (ni6), podem fazê-la. Esses genes codi­

ficam a enzima nitrogenase. 

Um objetivo de particular interesse da aplica­

çao da Biologia Molecular ao estudo da fixação de nitrogênio 

em bactérias é a eventual infecção desses genes ni6 em plan­

tas. 

Por todas essas razoes citadas� conclui-se que 

a fixação biológica de nitrogênio ê importante tanto econômi­

ca como cientificamente. Parece portanto ser indispensável o 

aprofundamento das pesquisas sobre a natureza e fisiologia de 

sistemas fixadores de nitrogênio (planta-microrganismo), para 

que se possa identificar os fatores limitantes e encontrar ca 

minhas agronômica.mente viáveis para aumentar a fixação bioló­

gica de nitrogênio. 

Assim, o presente trabalho teve como objetivo 

o estudo do crescimento da bactéria fixadora de nitrogênio�

Azo-0pinillum bna-0ilen-0e. Procurou-se também determinar o n1.-

vel de resistência da bactéria a várias drogas e obter mutan­

tes resistentes às mesmas� para produção de marcos genéticos 

favoráveis, o que possibilitará posterior estudo genético e o 

melhoramento da espécie. 



. 1 . 

3. REVISÃO DE LITERATURA

Segundo Bergey's Manual of Determinative Bacte 

riology (1974), as bactérias do gênero Spl�lllum são bastone­

tes rígidos 5 helicoidalmente curvados, com menos de uma volta 

completa. As células medem em torno de 0,7 a l�O µ dediâmetro 

e 5, O a 7 ,2 µ de comprimento� apresentando flagelo polar 

ples em um ou ambos os polos. 

sim=

BEIJERINCK (1925) foi o primeiro a citar o 

Spl!t-lllu.m llpoáe.Jtu.m como bactéria fixadora de nitrogênio. 

Não se deu muita importância a esse microrga­
,, 

nismo até que DOBEREINER e DAY (1976) identificaram e descre-

veram o Spl�lllu.m llpoóe�um como uma bactéria fixadora de ni­

trogênio em raízes de V-lgita�la. Nesse trabalho ainda verifi= 

caram os sítios de atividade da nitrogenase nas raízes dessa 

gramínea e experimentos com nitrogênio 15 em Pa�palu.m notatu.� 

demonstraram que possivelmente existe um tipo de simbiose pri 
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mitiva intracelular entre essas gramíneas tropicais e a bactê 

ria. 

3.1. Nitrogenase 

WILSON e BURRIS (1947) foram uns dos pioneiros 

no estudo da fixação de nitrogênio, descrevendo o possível me 

canismo para esse processo, os vários fatôres inibidores da 

fixação e a ação do oxigênio. 

A enzima responsável pela fixação de 

nio ê a nitrogenase. POSTGATE (1974) e ZUMFT ,_· e

nitrogê­

MORTENSON 

(1975) descreveram a composição e propriedades dessa enzima. 

Ela ê composta de duas cadeias polipeptÍdicas� o componente 

I, que ê uma proteína contendo ferro e molibdênio, chamada mo 

libdoferredoxina, e o componente II, que ê uma proteína 

tendo ferro, denominada azoferredoxina. Esta tem baixo 

molecular, em torno de 55000 e a molibdoferredoxina tem 

peso molecular, em torno de 200.000. Por dissociação da 

con-

peso 

alto 

pro-

teína com dode�il sulfato de s6dio demonstrou-se que a estru­

tura quaternária da molibdoferredoxina é um tetrâmero consti­

tuído por dois diferentes tipos de subunidades. 

Quanto ao conteúdo de metal, a molibdoferredo=

xina possui dois átomos de molibdênio, 24-32 átomos de ferro 

e enxôfre. 
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A azoferredoxina é um dÍmero formado por duas 

subunidades idênticas. Este componente II contêm quatro áto­

mos de ferro e enxôfre. 

O ATP (adenosina trifosfato) ê descrito como a 

fonte de energia, para o processo da fixação de nitrogênio. 

O oxigênio inativa a enzima nitrogenase e as 

bactérias aeróbicas fixadoras de nitrogênio possuem mecanis=

mos próprios e diferentes para a proteção contra o oxigênio. 

Os autores ressaltam o fato de nao ser o nitro 

gênio o Único substrato para a nitrogenase. Acetileno, "" ions

hidrogênio, cianeto, nitrito e outros também são reduzidos em 

presença da ni trogenase e funcionam como inibidores da. fixa­

ção de nitrogênio. Pela não especificidade da nitrogenase, a 

redução de acetileno para etileno, acoplada a análise por cr� 

matografia gasosa é usada para medir a fixação de nitrogênio 

(HARDY e HAVELKA 3 1975). 

3.2. Fatôres que afetam a fixação de nitrogênio. 

Vários autores têm descrito as fontes de carbo 

no utilizadas por bactérias fixadoras de nitrogênio, em parti 

KNOWLES (1976) chama a atenção para o fato de 

que a fixação de nitrogênio ê frequentemente limitada pela 
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fonte de carbono usada. 

Algumas bactérias desenvolvem mais facilmente 

atividade de nitrogenase quando complementadas com glicose ou 

sacarose. A sacarose permite a fixação de nitrogênio na ausên 

eia de luz em algumas algas cianofÍcias e o piruvato permite 

a fixação de nitrogênio sob qualquer condição 3 
ausência ou 

presença de luz, aerobiose ou anaerobiose por 

Rhodop-0eudomona-0 eap-0ulatu-0. Compostos simples de carbono po� 

sibilitam alta atividade de nítrogenase da Azotobaete4. 

O'TOOLE e KNOWLES (1973) descreveram o efeito 

de diferentes concentrações de glicose e manitol no desenvol­

vimento da atividade de nitrogenase em amostras de solo que 

continham Clo-0t4idium e Azotobaete4. Houve um marcado aumento 

da fixação de nitrogênio com a diminuição da concentração de 

glicose, sugerindo que a eficiência da nitrogenase é alta 

quando a glicose estã em pequenas quantidades. Altas concen=

trações de glicose e manitol inibiram a redução do acetileno. 

Comparando, os autores observaram que baixas concentrações de 

glicose possibilitam melhor atividade da nitrogenase do que a 

mesma concentração de manitol. 

Usando diferentes pressoes de oxig�nio, a efi­

ciência maior da fixação de nitrogênio foi em anaerobiose, in 

dependente da concentração de glicose ou manitol. 
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DOBEREINER e DAY (1976) no seu trabalho pionei 

ro, ensaiaram como fonte de carbono o malato e lactato, ambos 

como sal de cálcio e verificaram que com baixa concentração 

de lactato (0,05%) ocorria uma alta eficiência na fixação de 

nitrogênio (aproximadamente 100 mg N2 fixado/g de substrato

de carbono) e com baixa concentração de malato (0,05%) a fixa 

ção d.e nitrogênio era aproximadamente a metade da quantidade 

fixada quando se usava lactato. Em concentrações mais altas 

de ambos substratos, a fixação de nitrogênio decrescia signi­

ficativamente. 

Segundo OKON e col. (1976) o Sp,ln,U.lu.m l,lpoóe.Jtu.m 

cresce muito bem em malato 5 succinato, lactato e piruvato; 

cresce moderadamente em galactose e acetato e cresce mal em 

glicose e citrato. 

CHILD e KURZ (1978) demonstraram que as exigên 

cias nutricionais, tanto do S pl.n,lll!.u.m l,lpo fe.Jt.um como- de

Rh,lzob,lum -0p 32H1 em culturas de tecido de células de plantas, 

foram semelhantes para a indução da atividade da nitrogenase. 

Na ausência de cultura de tecido ambos os organismos necessi= 

tam de pentose e ácidos tricarboxílicos para se ter altos ní-

veis de fixação de nitrogênio. No entanto, a cultura de teci­

do parece ser capaz de suprir a necessidade de ácidos tricar­

boxílicos. 

Outro fator que afeta a fixação de nitrogênio 
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é o pH� tanto em cultura pura como no solo. OKON e col.(19?6)

descreveram que a redução de acetileno decresce quando o pH � 

maior que 7�8 e que o crescimento da cultura estaciona ou de­

clina acima desse pH 9 (OKON e aol. 19??a).

OKON e aol. (197?bJ chegaram a conclusão de que o pH Ótimo pa 

ra a atividade da nitrogenase era de 7�1 a 7�4. Abaixo de 6,5 

e acima de 8�2 a atividade cessa. 

Quanto ao efeito da temperatura� NEVES e aol.

(19?6) conseguiram os seguintes resultados: à 289C o cresci­

mento das culturas foi lento, atingindo a atividade da nitro­

genase máxima após 41 horas de incubação. À 349C a atividade 

da nitrogenase em apenas 23 horas de incubação chegava próxi­

mo ao ponto máximo. A 22 e 399C algumas estirpes estudadas ti 

nham uma pequena atividade de nitrogenase após 41 horas de in 

cubação. A 109C e acima de 409C a redução de acetileno 

uma súbita diminuição. 

teve 

A exigência de temperaturas relativamente al­

tas pelo Spi�illum lipo6enum demonstra que estas bactérias es 

tão bem adaptadas ao clima tropical� onde as temperaturas ôti 

mas para a atividade da nitrogenase ocorrem quase o ano intei 

ro. 

DOBEREINER e DAY (19?6) relataram ser o 

Spinillum lipoóe�um aeróbico ou microaerÓbico e demonstraram 
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que a eficiência da fixação de nitrogênio aumenta quando a 

tensão oxigênio 
... 

baixa. 
.. 

de eficiência foi de e o maximo a uma 

p02 de 0,005 atm com 0�05% de substrato de carbonoº

Segundo ZUMFT e MORTENSON (1975) a azoferredo­

xina da nitrogenase é completamente inativada após cinco minu 

tos de exposição ao ar. 

POSTGATE (19?4) enumera algumas 

planta-microrganismo, fixadoras de nitrogênio, 

associações, 

demonstrando 

como esses microrganismos protegem a nitrogenase aos danos do 

oxigênio, mecanismos esses que são resultados de uma evolução 

para que mesmo microrganismos aeróbicos possam fixar ni trogê·-

nioo 

Segundo OKON e col (1976) o S. lipo6e�um sob 

condições microaerófilas reduz bem o nitrogênio. O Ótimo de 

p02 foi de 0,006 a 0,02 atm 5 acima de 0,04 atm não há redução 

de acetileno� mostrandQ que a po2 ótima para fixação de nitro

gênio inclui limites muito restritosº 

Outro fator que interfere na fixação de nitro­

gênio ê o teor de amônia. A repressão da atividade da nitrog� 

nase pela amônia foi relatada por vários autores (OKON e col,

1976; ABRANTES e col, 1976a_; ZUMFT e MORTENSON,, 1975; KNOWLES,

1976; SHANMUGAM e col, 1976; HARDY e HAVELKA, 1975).

Além destes fatores, LINDSTROM e col. (1952) 
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usando a associação Rhodo-0p,[!1.,,lllu.m ll.u.bnu.rn e, TflióoUw,i p!ta:te.n.6e 9

demonstraram que existe uma interdependência definida entre 

fixação de nitrogênio e fotossíntese, sendo que a fixação de 

nitrogênio no escuro foi bem menor do que no claro. Também 

HARDY e HAVELKA (1975) relatam que associações fixadoras de 

nitrogênio enriquecidas com dióxido de carbono, em 

de luz, fixam uma quantidade maior de nitrogênio. 

,, 

presença 

PEflA e DOBEREINER ( 19 7 4) fizeram um experimen ·-· 

to usando Azo:toba.cteA pMpaLl, B'eij�Jr.,.fnc/u.d indiea, · B. · 6lum,lnenf.Ji-6 e. 

Be.ije.ninekia sp e deduziram que o efeito do nitrato na ativi= 

dade da nitrogenase é de repressão parcial� diminuindo a redu 

ção de acetile�o. 

3.3. Spinillum lipo6e.num 

,, 
DOBEREINER e DAY (1976) 3 citam as seguintes c� 

racterísticas do S. lipoáe.Jiumi células em espiral� com grande 

motilidade, contendo inclusões lipídicas. O tamanho da �élula 

varia com o meio de cultura. OS. l,lpoóenum é Gram negativo, 

catalase positiva, Voges Proskauer, indol e metil red negati­

vo, não produz H2s� hidrolisa uréia, não forma cistos e tem

pigmentação rosa em culturas velhas. Em meio sólido, as colô­

nias são brancas e translúcidas. 

Nesse mesmo trabalho os autores determinaram a 

temperatura Ótima para o crescimento da bactéria entre 36 a 
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399C. 

Através da técnica da redução do ·· ·tet�à±61io 

foi detectado S. lipoóe.Jt.um no interior do córtex e ocasional­

mente no endoderma. 

A extrema sensibilidade a mudanças de tensão 

de oxigênio talvez ocorra como consequência do mecanismo de 

proteção contra o oxigênio� por ser este muito primitivo ou 

não existir. 

Nesse mesmo trabalho descreve-se um meio de 

cultura sem nitrogênio, apropriado para o crescimento do 

S. .tipo 6 e.Jt.um.

,, 

PATRIQUIN e DOBEREINER (1978) confirmando os 

dados já citados, observaram, pela redução do tetrazÔlio, que 

o S. lipoóe.Jc.um ê capaz de colonizar os espaços intercelulares

da raiz e o interior do córtex� sendo que células endodérmi .. , 

cas raramente contém a bactéria. 

NEYRA e VAN BERKUM (1977) verificaram a impor-

tância da redução do nitrato pelo S. lipoóe.Jc.u.m em condições 

anaeróbicas, como produtora de energia (ATP) suficiente para 

que haja atividade da nitrogenase. 

NEYRA e cal. (1977) demonstraram que o 

S. lipoóe.Jc.um além de reduzir o nitrato é capaz de fazer a de-



.16. 

nitrificação, com consequente liberação de gás, concluindo 

que estudos para aumentar a fixação de nitrogênio e diminuir 

a denitrificação sao importantes agronômica e economicamente. 

Dados sobre a ecologia do S. lipo6e�um revelam 

que mais da metade das amostras de raízes de gramíneas coleta 

das em quatro países africanos, Hawaii, Filipinas e Bràsil 

continham grande quantidade de S. lipo6e�um. Já em menos de 

10% das amostras de reglões temperadas (Europa e USA) ocorria 

esta bactéria. No Rio Grande do Sul, talvez por não ser uma 

região tropical 5 o aparecimento desta bactéria fói 
" 

(DOBEREINER e aol� 197�). 

de ·20% 

Neste mesmo trabalho os autores citam uma modi 

ficação no meio de cultura livre de nitrogênio para crescimen 
" 

to de S. lipoóenum, descrito por DOBEREINER e DAY (1976)� o 

qual ficou com o nome de NFb. 

" 

DOBEREINER (1977) conclui que a técnica de in� 

culação no solo de S. tlpo6enum p não é uma maneira muito pro­

missora de aumentar a fixação de nitrogênio em gramíneas nas 

regiões onde ela já existe, talvez pela competição. Esse au­

mento da fixação de nitrogênio poderá ocorrer, mas somente em 

solos onde não existe esta bactéria. 

O nome Spinillum lipoóenurn foi usado para es=

tas bactérias fixadoras atê 1977 quando KRIEG e TARRAND atra-
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do estudo de homologia do DNA mostraram que provavelmente e­

xistem duas espécies distintas no grupo SpiJt.lllu.m .tipo 6 e.Jtum 6 

sendo que estas duas espécies são do mesmo genero. o

S. l.lpo6e.Jtum foi dividido em dois grupos: grupo I, onde o ti­

po padrão é o Spl1tillam sp7 e o grupo II, onde o tipo padrão 

é o SpiJtillum sp59b. Estes dois grupos têm características fi 

siolÓgicas diferentes entre si e entre os outros 

Como consequência� o Sp.l1t.lllum l.lpoáe1tum passou para o gênero 

Azo�pi1t.lllum p sendo que as espécies do grupo II (sp59b) pass� 

ram a chamar Azo6p.l1t.lllum l.lpaáe.Jtum e as espécies do grupo I 

(sp7)� Aza-0pl1tillum b1ta-0ile.n-0e, por terem sido isoladas pela 

primeira vez no Brasil. 

3 • 4 • Experimento de campo com S. lipo ó e..Jtum 

,, 

DOBEREINER e DAY (1976) pela primeira vez, des 

creveram o S pDi.lf..lu.m .tlpo ó e.Jtu.m como uma bactéria fixadora de 

nitrogênio em raízes de 'V.i..g,l.ta..Jr.ia;<, sendo que a

Vig.,i,.ta.Jtia de,c.umbe.n.6 cv t1ta.n.6va..ta foi a que apresentou ·maior 

fixação de nitrogênio. 

Para análise da atividade da nitrogenase em 

raízes de gramíneas colhidas no campo, ABRANTES e ao i .l! ( 19 7 6b)3

propuseram um método que tem o objetivo de manter o melhor 

possível as condições do solo. Essa técnica foi chamada de mi 

cropastagens em tubo de aço� que consiste em amostras de gra-
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neas coletadas pela introdução de um tubo de aço de 10 x 15 

cm no solo, retirando um sistema solo-planta, que constitui 

um �loco intacto ou uma micropastagem. A análise da atividade 

da nitrogenase é feita normalmente pela infecção de acetileno 

(C2H2) no sistema e posterior incubação. Após três a

horas a produção de etileno (C2H4) é medida.

quatro 

Esse método não ê muito eficiente porque usa 

um número muito pequeno de amostras, por ser difícil o manu~ 

seio desses tubos. Outro problema é que plantas de porte alto 

dificultam o uso desse método. 

SMITH e col. (19?6) realizaram um experimento 

com Pe.n.n,if., e..tum am eJt.ic.a.n.um e. Pan.lc.u.m ma.x.imum, sendo que estas 

duas gramíneas foram plantadas e fertilizadas com nitrogênio 

na forma de nitrato de r,amónia · e · inoculadas com 

Sp.l�illum l�poóeJtum. Quantidades diferentes de fertilizante 

foram aplicadas. OS. l.lpoóe.Jtum foi inoculado no solo e foi 

feito um controle onde foi inoculado somente meio de cultura 

sem a bactéria. Concluíram que para se obter a mesma produção 

das plantas inoculadas e fertilizadas com 30 a 60 Kg/ha é ne =

cessário a fertilização com 55 a 99 Kg/ha nas nao inoculadas . 

.. 

Segundo os autores o fertilizante nitrogenado e necessário 

para induzir resposta à inoculação. 

NAYAK e RAJARAMAMOHAN RAO (197?) cultivaram ar 

roz inoculado com Spi�illum sp fertilizado com diferentes 
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quantidades de nitrogênio (sulfato de amônia). Spinillum sp 

isolado de raízes onde foram usados baixos níveis de fertili­

zante nitrogenado (20=40 Kg/ha) teve maior eficiência na fixa 

çao do que quando isolados de raízes que receberam altas do­

ses de nitrogênio combinado (60-100 Kg/ha). Altas doses de 

fertilizante nitrogenado suprime o potencial de fixação de ni 

trogênio do Spiniilum sp. 

BARBER e aoZ. (1976) trabalhando com milho , 

e ALBRECHT e col. (19??) trabalhando com sorgo e milho, medin 

do a fixação de nitrogênio atrav�s do m�todo da redução de a­

cetileno, em plantas inoculadas com S. lipo6enum e plantas 

sem inoculação, não demonstraram aumento significativo na 

quantidade de nitrogênio fixado em plantas inoculadas. 

ALBRECHT e aol (1977) no mesmo experimento us� 

ram diferentes temperaturas (28, 32, 36 e 409C) e diferentes 

intensidades de luz (500, 1250, 2400 e 3000 ft-c) e verifica­

ram que essas variações de temperatura e luz têm pequena in­

fluência na fixação de nitrogênio. 

ABRANTES e aol (19?5) citam como fatores limi­

tantes da -fixaçio · de nitrogênio'.· 1 ·da ·0associação de 

Vigitania deeumben� cv tnan-0vala coIT .S. ·tipoáenum, .quando no 

campo� a temperatura do solo e o teor de amônia na solução do 

solo, sendo que concentrações até 200ppm de amônia na solução 

do solo ainda permitiram atividade da nitrogenase indicando a 
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possibilidade do aproveitamento simultâneo de baixas dosagens 

de adubo nitrogenado e da fixação de nitrogênio. 

,r ,, 

VON BULOW e DOBEREINER (1975) 

S. l.lpo6enum de milho e observaram como a variação 

isolaram 

genética 

em linhagens diferentes de milho e as diferentes fases do 

crescimento da planta influenciam na fixação de nitrogênio. 

3.5. Alguns aspectos da genética da fixação de nitrogênio 

Foram DIXON e POSTGATE (1971) na Inglaterra e 

STREICHER e col (1971) no Estados Unidos, que relataram a e­

xistência e posição dos genes que codificam a nitrogenase, os 

chamados genes n.l�. Esses utilizaram 

por ter urna relação genética com a E-0ehen.leh.la eol.l. Com a 

descoberta de que o fago P1 da E. eol.l faz transdução desses

genes niá p as pesquisas foram facilitadas. Foi através da 

transdução por esse fago que os autores verificaram que ·os g� 

nes n.ló estão entre o gene h.l� (histidina) e -0h.l A (shiquirna=

to permease) e foi observado também serem marcas ligadas por 

apresentarem co=transdução. 

CANNON e coZ (19?6) produziram híbridos entre 

K. pneumon.lae fixadora de nitrogênio� usada como doadora e 

E. Col.l não fixadora de nitrogênio, portanto usada como receE

tora. Esses híbridos eram geneticamente instáveis, mas fixa­

vam nitrogênio. 



Para os genes niá i observaram=se duas 

çoes que permitem a ocorrência de conjugação: 

021. 

lº quando os genes nl6 estão numa célula que 

carrega um plasmÍdio R� que ê um plasmÍdio conjugativo. 

2. quando no organismo existe um plasmÍdio F 

que pode se integrar no cromossomo e ao desintegrar leva os 

genes ni.ó p formando o plasmÍdio F'. Posteriormente esses ge~ 

nes ni.6 podem ser facilmente transferidos durante o contato 

de células de uma doadora fixadora de nitrogênio F' para uma 

receptora não fixadora. 

Esses genes ni.6 p· como qualquer gene, estão su­

jei tos a um mecanismo de regulação. SHANMUGAM e aol (19?6) 

propuseram um sistema regulador que ê tido como um dos mais 

sofisticados em bact�riasº Os genes ni.6 codificam a síntese 

da nitrogenase que catalisa a fixação do nitrogênio atmosféri 

co. A glutamina sintetase é a enzima que regula indiretamente 

a síntese da nitrogenase. Altas concentrações de glutamina e 

outros aminoácidos regulam a atividade da glutamina sintetase 

por retroinibição e a ausência de glutamina sintetase ativa, 

suprime a fixação, pois nessas células não há necessidade de 

nitrogênio fixado para produção de aminoácidoº 

Sabe-se também que a amônia, talvez por ser 

uma forma combinada de nitrogênio, cessa a fixação de nitrogê 
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nio. 

Os mesmos autores descreveram alguns mutantes 

relacionados com o sistema de regulação. O primeiro foi o mu=

tante chamado de gln A-� que falha na síntese da glutamina 

sintetase, não podendo portanto sintetisar nitrogenase. Outro 

mutante isolado foi o mutante nif e
=

, no qual a síntese da ni 

trogenase é constitutiva. 

CANNON e POSTGATE (19?6) fizeram a transferên­

cia intergenêrica de genes ni6 da K. pneumoniae p carregado pe 

lo plasmÍdio RP41, para Azotobaeten vinelandii. 

KENNEDY (19?7) por análise genética em 

K. pneumoniae p descreveu sete cistrons especificamente liga­

dos com a fixação de nitrogênio: nió B nióA (ni6 L) ni6 F nló 

E ni6 K nió D nió H, divididos respectivamente em dois grupos: 

um grupo proximal do locus da histidina 5 que compreende 

ni6BA(L)F e um grupo distal do locus da histidina, que compr� 

ende nió EKDH. Nió A e nió F são responsáveis pela regulação 

da fixação de nitrog�nio e os ni6 K. ni6 D e ni6 H, determi­

nam os polipeptÍdeos da nitrogenase. A função do nió E nao 

conhecida. Entre ni6 F e nió E há uma sequência de DNA 

talvez não esteja relacionada com a fixação de nitrogênio. 

que 

SHANMUGAM e VALENTINE (19?5) propuseram uma h! 

p6tese para a produção de grande quantidade de plasmÍdio nif 
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que seriam posteriormente inseridos, por técnicas nao conheci 

das, em células de plantas. 

OKON e col (1976) demonstraram, usando cloran­

fenicol em culturas de S. lipo6e�um, a necessidade de ocorrer 

síntese protêica para haver restauração da atividade da nitro 

genase. 

As seguintes possibilidades das aplicações pr[ 

ticas de organismos fixadores de nitrogênio foram citadas por 

AZEVEDO (1979): 

1. aumento de eficiência-mutantes com alta ca­

pacidade de fixação de nitrogênio. 

2. uso de marcos genéticos para estudos ecol5-

gicos, como marcas para resistência a drogas. 

3. mutantes constitutivos para o sistema de r�

gulação, já que esses mutantes continuam a fixar nitrogênio 

mesmo na presença de nitrogênio já fixado. 

4. engenharia genética, transferência de genes

ni6 tanto para bactérias não fixadoras como para plantas. 

3. 6. Antibió·ticos

O estudo genético de resistência a drogas foi 

impulsionado quando LURIA e DELBRUCK (1943) 3 DEMEREC (1948) 3
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NEWCOMBE (1949) 3 LEDERBERG e LEDERBERG (1952) e CAVALLI�SFOR 

ZA e LEDERBERG (1956) provaram que o fenômeno da resistência 

era causado por mutação, mas que a droga não induzia a muta­

çao, apencys seleciona os mutantes resistentes, eliminando as 

bactérias sensíveis. Assim foi abandonada a teoria da adapta­

ção fenotípica, que dizia que a mutação ocorria somente na 

presença da droga e foi aceita a teoria ···genética onde a muta 

tação ocorre espontaneamente e ao acaso. 

Com isto várias técnicas de seleção desses mu­

tantes foram aparecendo e destas técnicas, a placa gradiente 

(BRYSON e SZYBALSKI3 1952) é usada atê hoje para isolar mutan 

tes resistentes a drogas que tenham resistência obtida atra­

vés do mecanismo de múltiplos passos. 

Revisões sobre a genética e mecanismos de re­

sistência aos antibióticos são numerosas 5 incluindo aspectos 

de resistência cromossômica e extra-cromossômicas a drogas a� 

timicrobianas. Entre elas podem citar LACAZ (1975) e AZEVEDO

(1977). 
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4. MATERIAL E MÊTODOS

4.1. Material 

4.1.1. Linhagem 

Foi usada a bactéria fixadora de nitrogênio, 

em gramíneas, Azo�pihillum b�a�ilen�e 9 cedida pelo Dr. Jos� 

Otávio Machado (Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, 

UNESP, Jaboticabal). 

4.1.2. Drogas e sua origem 

Penicilina G Potássica (Pc) Squibb Indústria Química S.A. 

Sulfato de Estreptomicina (Sm) Indústrias Farmacêuticas Fon­

toura-Wyeth S.A. 

Esteolato de Eritromicina (Em) Eli Lilly Laboratório Farma­

cêutico. 

Cloranfenicol (Cm) Parker Davis Ltda. 



Tetraciclina (Te) 

Ácido NalidÍxico (Nx) 

Bicloreto de Mercúrio (Hg) 

Hetacilina Potássica (He) 

Sulfato de Canamicina (Km) 

Sulfato de Gentamicina (Gm) 

4.1.3. Meios de Cultura 

.26. 

Laborterâpica Bristol S.A. 

Winthrop Products Inc. 

E. Merck.

Laborterâpica Bristol S.A. 

Laborterápica Bristol S.A. 

Schering. 

,, 

4.1.3.1. Meio de ágar batata (VON BULOW e 
ff 

DOBEREINER3 19?5 modificado} 

Batata º º º º º º º •• º º •• º º º º º º º º º º º º º. º. º 200 s O 

Ácido Málico º º º º º = º º º º º º º º º º º º º º. º º º 2:;, 5g 

S a e ar os e º º º º º º º º º • º º º º º º º º • º º º º • • º • º 2 � 5 g 

Solução alcoólica de azul de bromoti-

mol ã O, 5 % º º º º • º º º º º º • º º º º º º º º º º º º º º 2 gôtas " 

pH ajustado para 6,8 - 7,0 com KOH. 

Esse meio de cultura foi usado para estoque. 

Após incubação
j a superfície do meio foi coberto com nujol es 

terilizado. 
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4.1.3.2. Meio Mínimo (AZEVEDO e COSTA :; 1973 -

MM). 

l< 
2 

HP O 
4 

0c º º º º ª º • " º º º º • º º • º º º º º º º º º • º º º 7 , O g 

KH 2 PO 4- º (l' º • º º º º º º º º º º • º º º º º " º º º º º º º º º 3 3 O g 

(NH
4

)
2

so
4 

••••••••••••••••••••••••••• l,Og 

r-1g s o 4 • 7 H 2 o • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • o , 1 g

Citrato de Sódio .................... 0,5g 

Ágar 

Água 

o o -:i o o o o o c. o o o o o o o o o o c o o o c, o c. 0 0 0 0 0 0

d e s ti 1 ada º º 0 º º º º º º º "' º º º º º º º º º º º 

15,0g 

1000,0ml 

Glicose � concentração final ........ 0,2% 

pH ajustado para 7,2 com NaOH 4% 

L� .1. 3. 3. Meio Mínimo Ci trato ( AZEVEDO e COSTA:;

1973 modificado � MMm). 

K 
2 

HP O 1+ º º º º º º º º fl º º º • º º º • º º º º º º º º º º º º º 7 � O g 

KH 2 PO 4. o o o o e o o o o o o o o b o o e, o o n o f'I o o o o o o o o 3 ) O g 

( NH
4 

) 2 S O 4 º º º º º º º º º º º º • º º º º º º º º º º º • º º 1 , O g 

MgS O 4 • 7 H 2 O • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • O , lg 

Citrato de Sódio .................... 5,0g 

Ágar 

Água destilada º º º º º º º º º º º º º º º º º º Q º º º 

pH ajustado para 7,2 com NaOH 4% 

15,0g 

1000,0ml 



• 2 8 •

4.1.3.4. Meio Completo (Nutrient Agar - Difco­

NA). 

Extrato de carne ................... . 

Peptona 

Ágar

o o o o o o o o o o o o o o o o c,, a o o o o o o o o o o o

Água destilada º º º º º º º º º õ ·º º º º º º º º e, º º º 1000,0ml

4.1.3.S. Nutriente Líquido (Nutriente Broth 

Difco - NL).

Extrato 

Peptona 

de carne º º e º º º º º º º e º º º º º e º º (lo 

.,. 
.

Agua destilada ...................... 1000 50ml 

4.1.3.6. Caldo Infusão Cérebro e Coração 

(Brain Heart Infusion - Difco. BHI) 

Infusão de cérebro 

Infusão de coraçao 

Proteose 

Dextrose 

peptona O O O O 'lo Q CI O O O O 8 O O O O C,, O O 0 

NaCl o o o o o e o o o o o li o o o o (, o o o o o o o o o o e o o • C 

Na 
2

HPO 
4 

º º º º º º º º º º º º º º º º º º e º º º º º • º º º º 

.,. 
d 

. 
Agua estilada º º º º º º ª º º º º º º Q º º º º º º º º 

200,0g 

2so,eg 

10,0g 

2,0g 

5,0g 

2,5g 

1000,0ml 



4.1.4. Solução Salina 

NaCl 

Água destilada º º º º º º º º º º º º º º º º º º º º º º 

• 2 9.

9,0g 

1000,0ml 

9,0 ml da solução salina foram distribuidos em 

frascos e autoclavados. 

4.2. Métodos 

4.2.1. Esterilização e incubação 

Os meios de cultura e as so�uções foram esteri 
r·

· 

lizadas em autoclave à 1209C 
"1 !- ,-, ' •  r, 

por 20 minutos. 
..J _: 

A !emperatura de incubação foi de 309C. 

4.2.2. Determinação do meio de cultura 

Com alça de níquel-cromo, o AzoJpiJr.,,l,Uw;,i bM.J..il.enJ.i� 

foi semeado do estoque para placas contendo âgar batata sólido. 

As bactérias crescidas nestas placas foram re­

picadas nos seguintes meios de cultura� meio mínimo (sólido e 

líquido), meio mínimo modificado, nutriente ágar, 

lÍquidb, BHI (sólido e líquido). 

nutriente 

Após incubação à 309C por 48 horas os resulta­

dos foram observados. 



. 30. 

4.2.3. Curva de crescimento 

O crescimento das bactérias foi medido pelo mê 

todo de contagem de colônias em placas. 

A. b�a�ilen�e foi crescido em NL por 48 horas,

depois foi diluído até obter-se aproximadamente 10 3 células.

Da Última diluição foram inoculados tubos de 

NL com 1 ml de in6culo cada tubo e incubados; 379C por dife­

rentes intervalos de tempo, que seguem: O� 1, 2, 4, 6, 12 3 18 

e 20 horas. 

Passados os tempos respectivos foi semeado O j l 

ml em placas com ágar nutriente. As células que cresceram qua 

tro horas ou mais, foram diluidas antes de serem •· ··colocadas· 

nas placas para permitir a contagem de colônias. 

Após incubação por 72 horas, à 379C procedeu­

se a contagem das colônias. 

4.2.4. Determinação dos níveis de resistência 

As soluções das drogas foram preparadas nos se 

guintes diluentes: 

a. água destilada esterilizada para: penicili­

na, estreptomicina, bicloreto de mercúrio� gentamicina e heta 

cilina. 
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b. 0,5 ml de NaOH 0,1 N para ácido nalidÍxico,

completado com água destilada esterilizada. 

c. 0,5 ml de álcool metílico para� cloranfeni­

col ) tetraciclina, eritromicina 1 posteriormente completado o 

volume com água destilada esterilizada. Todas as soluções pa­

drões foram preparadas numa concentração de 10.000 mcg/ml,po� 

teriormente diluída em água destilada esterilizada atê a con­

centração adequada para se obter •• concPn�rac5P� �inRiR de 

1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 mcg da droga por mi­

lilitro de meio de cultura. 

Os níveis de resistência foram determinados pe 

lo método das diluições em placas, onde o meio de cultura (NA) 

ê mantido à 459C em banho maria, já separados em tubos com 20 

ml cada um, posteriormente é misturado o antibiótico, sendo 

então preparadas várias placas de Petri contendo meio de cul­

tura e antibiótico nas concentrações citadas acima. Obtem-se 

então uma serie de diluições da droga em meio sólido. ( FAVA

NETO� 1975). 

A amostra de A. b�a-0�len-0e a ser usada� foi 

inoculada em NL e colocada para incubar à 309C, 48 horas an=

tes do preparo das placas com os antibióticos. Com alça de ní 

quel-cromo as bactérias foram inoculadas do NL para as placas 

com antibiótico, por estria. 
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Como controle da viabilidade da amostra foram 

usadas placas contendo o meio de cultura� sem antibiótico. 

Após incubação por 48-72 horas à 309C os resul 

tados foram anotados. 

Os níveis de resistência dos mesmos antibióti­

cos foram também medidos em meio líquido (NL), para as mesmas 

concentrações dos antibióticos. 

Após incubação por 48-72 horas à 309C os resul 

tados foram observados por turvação do meio de cultura, resul 

tado de crescimento. 

Foi considerado como nível de resistência a 

concentração da droga imediatamente inferior àquela que impe­

dia o crescimento da amostra. 

4.2.5. Obtenção e isolamento de mutantes resistentes 

às drogas 

4.2.5.1. Isolamento de mutantes resistentes 

penicilina, cloranfenicol e tetraci­

clina 

A técnica usada foi da placa graêiente de 

BRYSON e SZYBALSKI (1952). Dez ml de meio de cultura sem anti 

bióticos foi vertido na placa com uma inclinação de 6mm. De-
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pois do meio de cultura estar solidificado mais 10 ml de mei� 

agora com antibiótico na concentração desejada� foi 

na placa sem inclinação. 

vertido 

Solidificado o meio de cultura, as placas fo­

ram entreabertas, em ambiente asséptico, para eliminação do 

excesso de umidade da superfície. 

Para penicilina foram feitas duas transferên-

cias para gradientes crescentes: um gradiente de O 

mcg/ml e outro de O à 1000 mcg/ml. 

a 500 

Para cloranfenicol foram feitas quatro transfe 

rências para gradientes crescentes: um gradiente de o 5

mcg/ml outro de O ã 10 mcg/ml, outro de O à 20 mcg/ml e Últi­

mo de O à 40 mcg/ml, 

Para tetraciclina foram feitas quatro passa =

gens para gradientes crescentes: um de O à 1 mcg/ml, outro de 

O à 2 mcg/ml outro de O à 4 mcg/ml e o quarto de O à 8mcg/ml. 

Para procederem-se as transferências foi reti­

rada a colônia crescida, isolada� mais próxima da maior con�, 

centração do antibiótico, que foi então inoculada em NL. Após 

incubação à 309C por 48 horas alíquotas foram semeadas em pl� 

ca com gradiente maior e assim sucessivamente até a placa gr� 

diente mais alta. 
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As colônias que apareceram no Último gradien­

te, foram passadas em NL incubadas à 309C por 48 horas e de­

pois ensaiadas em placas com concentrações crescentes atê a 

maior concentração usada em placa gradiente. Nestas placas se 

meou=se de um lado a bactéria original e do outro o 

resistente. 

mutante 

Observou-se o crescimento. 

4.2.5.2. Isolamento de mutantes resistentes 

estreptomicina. 

Quarenta ml de uma cultura da amostra incubada 

por 72 horas ã 309C� foi centrifugada a 6000 rpm por 15 minu­

tos e ressuspendida em 4,4 ml do salina. 

Um ml dessa suspensão foi diluída 10 8 vezes e 

das três Últimas diluições foram semeadas O,l ml, com alças 

de Drigalsky em placas com NA sem antibiótico. Após incubação 

foi escolhida a placa mais apropriada para o cálculo do títu"· 

lo da ressuspensão. 

Para a estreptomicina foram feitas 19 'placas 

com 20 ml de NA mais estreptomicina numa concentração final 

de 500 mcg/ml. 

Em cada placa foi semeado 0,2 ml de ressuspen­

são e espalhadas com alça de Drigalski. 
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Todas as placas foram incubadas à 309C por 48 

horas� posteriormente as colônias foram contadas tanto das 

placas usadas para título, como das placas usadas para obten­

ção de mutantes. 

O número de colônias desenvolvidas nas placas 

acrescida de antibiótico corresponde ao número de 

mutantes. 

bactérias 

Posteriormente essas colônias resistentes fo­

ram inoculadas em NL e incubadas à 309C por 48 horas. 

Uma placa com NA mais estreptomicina(500mcg/rnl) 

foi preparada para o ensaio da resist�ncia. Inoculou-se, por 

estria� de um lado a· bactéria original, do outro a ··mutante. 

Incubou-se por 48 horas� 309C e observou-se o crescimento. 

4.2.6. Comparação do crescimento da linhagem original 

com as linhagens mutantes resistentes. 

Foram feitas culturas em NL da linhagem origi­

nal e das quatro linhagens mutantes resistentes obtidas� clo­

ranfenicol, penicilina, tetraciclina e estreptomicina, que 

foram incubadas à 309C por 72 horas. 

Após esse tempo as culturas foram diluídas em 

salina, atê obter-se 10 3 células. Da Última diluição transfe­

riu-se 1 ml para 10 ml de meio líquido (NL). Desses tubos de 
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NL foram imediatamente semeados 0,1 ml em placas de Petri com 

NA, correspondentes ao tempo zero (t0) de incubação.

Esses mesmos tubos foram colocados para incu­

bar à 309C. Após 8 horas (t8) retirou =se 1 ml das amostras�d! 

=5 luiu-se 10 vezes e das três Últimas diluições, foram semea-

das 0 3 1 ml em placas com NA. Apôs 13 horas (t13) · re�irou-se

novamente 1 ml e diluiu-se 10-6 vezes, semeando 0,1 ml das

três Últimas diluições em placas com NA. 

Para tetraciclina foram semeadas as diluições 

-1 -2 -3 - -
10 , 10 e 10 tanto apos 8 horas como apos 13 horas. 

Todas as placas (t0� t8 e t13) foram incubadas

à 309C por 48 horas. Após esse tempo procedeu-se a 

das colônias, 

contagem 
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5. RESULTADOS

5.1. Determinação do meio de cultura 

De acordo com o item 4.2.2. a bactéria em estu 

do foi ensaiada em alguns meios de cultura para observar-se o 

crescimento. 

A temperatura de incubação foi de 309C. 
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A Tabela 1. mostra que em meio líquido
)

por 

inspeção visual, o crescimento pareceu ser mais demorado do 

que em meio sólido. 

. ... . 

Observou-se que em meio minimo ? tanto na forma 

sólida como líquida, não houve crescimento; no entanto, cres­

cimento ocorreu em meio mínimo modificado (MMm). 

5.2. Curva de crescimento 

De acordo com o Ítêm 4.2.3 •. foi feita a curva 

de crescimento do Azo-0pinillum bna-0ilen�e p pelo método de con 

tagem de col3nia em placa, a partir da qual foi calculado o 

título. 

A temperatura de incubação foi 309C. 
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l-l""-+---f---+---+-------l'--------+---1----------

0 1 2 4 6 12 18 20 Horas 

Gr�fico 1. Curva de crescimento do AzoJpi�illum b�a�ilen�e. 
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A Tabela 2 e o Gráfico 1 correspondem aos da­

dos da curva de crescimento. 

A linhagem estudada mostrou uma lag fase de a­

proximadamente duas horas; vindo após a fase logarítimica. O 

tempo de geração foi calculada pela fórmula Nf=Ni x 2
n

(LAR=

PENT e LARPENT-GOURGAUDs 1975) 3 _ utilizando-se 2 pontos da fa­

se logarítimica de crescimento. (6 horas e 12 horas) onde Nf 

é o n9 de bactérias no tempo 12 horas './ Ni o número de bacté­

rias no tempo 6 horas e n é o número de gerações no intervalo 

de tempo correspondente (6 horas). 

O tempo de geraçao encontrado foi aproximada­

mente de 66 minutos. 

5.3. Níveis de Resistência 

De acordo com o item 4.2.4. foram determinados 

os níveis de resistência do Azo�pinitlum bna�ilen�e a várias 

drogas, pelo método das diluições em placas. 

A temperatura de incubação foi 309C. 

Os resultados obtidos podem ser encontrados 

na Tabela 3. 
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Tabela 3, Crescimento do f,zo-0pi�illum b�a-0ilen-0e em diferen­

tes concentrações das drogas, em meio sólido (NA), 

Concentração Drogas 

(mcg/ml) 
Te Pc Cm Sm Em Nx Hg Km He Gm 

º� º + + + + + + + + + + 

l�O + + + + + + + + + 

2,0 + + + + + + + + + 

5,0 + + + (-) + + + 

10,0 + + + (-) + (+)

20,0 + + + (-) + (+)

50,0 + (+) + + (+)

100,0 + (+) + + 

200,0 + (+) + 

500,0 (+) 

1000,0 (+) 

+ Crescimento - ausência de crescimento

(+) Colônias de menor tamanho 

(-) Forma colônias na região da estria por onde se iniciou 

a inoculação. 
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Para tetraciclina, foram usadas concentrações 

menores que 1 mcg/ml � porque essa. concentração já é suficien·,. 

te para inibir o crescimento do A. b�a6ilen6e. Os resultados 

estão apresentados na 'tabela. 4 º 

Tabela 4. Crescimento do A. b�a6llen6e em concentraç6es meno­

res que 1 1 0 mcg/ml de tetraciclina. 

Concentração mcg/ml Te 

Ü 3 Ü + 

0,1 + 

0,2 + 

0 3 4 + 

0,5 + 

O,G + 

0,8 

A concentração das diferentes drogas, imediata 

mente inferior àquela que impedia o crescimento da amostra 

foi para tetraciclina = 0 :) 6 mcg/ml ) penicilina = 200 mcg/ml :, 

cloranfenicol ~, 2 mcg/ml, estrep·tomicina = 20 mcg/ml, eri tro-

micina - 100 mcg/ml� ;cido nalid!xico - 2 mcg/ml, bicloreto 

de mercúrio - 2 mcg/ml, canamicina ·· 5 mcg/ml � hetaciclina 

200 mcg/ml e gentamicina - 5 mcg/ml. 
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Com 50 e 100 mcg/ml de estreptomicina 5 200 a 

1000 mcg/ml de eritromicina e 10 a 50 mcg/ml de gentamicina, 

ocorre crescimento� só que as colônias formadas são de menor 

tamanho, aparecendo em toda a extensão do inóculo por estria. 

Com 5 a 20 mcg/ml de ácido nalidÍxico há cres=

cimento somente no princípio da estria, ou seja ) por onde se 

iniciou a inoculação da bactéria aparecendo colônias grandes 

e isoladas. 

Nas tabelas 5 e 6 estão apresentados os dados 

referentes ao crescimento da bactéria em diferentes concentra. 

ções das drogas ensaiadas em meio líquido (NL). 
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Tabela 5. Crescimento do A. b�a�ilenle em diferentes concen­

trações das drogas, em meio líquido (NL). 

Concentrações 

(mcg/ml) 
Te Pc 

º� º + + 

1,0 + 

2�0 + 

5,0 + 

10 1 0 + 

20,0 + 

50,0 + 

100�0 + 

200,0 (+) 

500,0 

1000,0 

+ Turvr;1.ção

(+)'-pouca turvação 

Cm 

+ 

+ 

+ 

Drogas 

Sm Em Nx Hg Km Hc Gm 

+ + + + + + + 

+ + + + + + + 

+ + + + + + + 

+ + (+) + + 

+ + + + 

+ + + 

+ + + 

(+) + 

+ 

- ausincia de turvaç�o
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Tabela 6. Crescimento do A. b�a�ilen�e em concentraç5es meno­

res que l�0 mcg/ml de tetraciclina. 

Concentração mcg/ml Te 

o,o + 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

0,8 

Para tetraciclina, cloranfenicol, �cido nalidf 

xico, bicloreto de mercúrio 5 hetacilina e gentamicina os 

veis de resistência observados por inspeção visual, através 

da turvação, foram iguais aos níveis de resistência medido em 

meio sólido. 

No entanto, para penicilina em meio líquido, 

foi 100 mcg/ml, estreptomicina - 50 mcg/ml
5 

eritromicina - 50 

mcg/ml e canamicina - 2 mcg/ml. 

Observou-se também que com 200 mcg/ml de peni-

cilina, 100 mcg/ml de eritromicina e 5 mcg/ml de canamicina 

ocorreu pouca turvação, indicando menor crescimento. 
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5.4. Isolamento de mutantes resistentes 

-

5.4-.1, Isolamento de mutantes resistentes a penicili-

na� cloranfenicol e tetraciclina. 

As placas usadas para teste dos mutantes resis 

tentes obtidos nas placas gradiente foram de: 500 e 1000 

mcg/ml na penicilina; 5 a 40 mcg/ml para cloranfenicol� onde 

foram feitos 6 gradientes e 1 a 8 mcg/ml de tetraciclina� pa� 

sando-se por 5 gradientes. 

·os resultados de obtenção de linhag.ens resis­

tentes estão na Tabela 7. 
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Tabela 7. Mutantes resistentes obtidos em placa gra.diente. 

Concentração Cm Te

mcg/ml mutante original mutante original mutante original 

o + + + + + + 

1 + + + + + 

2 + + + + + 

5 + + + 

10 + + + 

20 + + + 

25 + + + 

30 + + + 

35 + + + 

4-0 + + + 

50 + + + 

100 + + + 

200 + + + 

500 + 

1000 + 

+ crescimento - aus�ncia de crescimento
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Pela Tabela 7 observamos que foram seleciona=

das linhagem resistente à 1000 mcg/ml de penicilina� outra re 

sistente à 200 mcg/ml de cloranfenicol e outra resistente 

2 mcg/ml de tetraciclina. 

Fica salientado que para penicilina a linhagem 

encontrada pode ser resistente a concentrações mais altas des 

se antibiótico, concentrações que não foram testadas. 

5.4.2. Isolamento e frequência de mutantes resisten­

tes à estreptomicina. 

A Tabela 8 apresenta os resultados da frequê� 

eia de mutantes resistentes à estreptomicina. 



T
a

b
e

l
a

 
8

. 
Fr

e
q

u
ê

n
c

i
a

 
d

e 
m

u
t

a
n

t
e

s 
r

e
s

i
st

e
n

t
e

s 
à

 
es

t
r

e
p

t
o

m
i

c
i

n
a

. 

n
ú

m
e
r

o
 

m
é

d
i

o
 

d
e

 

co
l

ô
n

i
a

s
/

p
l

a
c

a
 

(O
�l

 
ro

l
/

p
l

a
ca

) 

3
3

6
 

D
i

l
u

i
ç

ã
o

 

n
ú
m

e
r

o
 

i
n

i
c

i
a

l
 

d
e 

b
a

c
t

é
r

i
a

s
/

m
l 

9 
3

,
3

6
 

X
 

1
0
 

Sm
r

=
 

es
t

r
e

p
t

o
m

i
c

i
n

a
 

r
e

s
i

s
t

e
n

t
e 

n
ú

m
er

o 
t

o
t

a
l 

d
e

 

c
o

l
ô

n
i

a
s 

Sm
r

 
ob

 

t
i

d
a

s 
(0

)
2 

m
l

/ 

p
l

a
ca

, 
1

9 
p

l
a

c
a

�
 

5
0

8
2

 

n
u

m
er

o 

t
e

r
i

a
s 6 

em
 

10
 

d
e 

b
a

c
=

r.m
t

a
n

t
e

cé
l

u
l

a
s



. 52. 

Nas placas com estreptomicina foram inoculadas 

0,2 ml por placa� de tal modo que no total (19 placas) foram 

inoculados 3,8 ml 5 e portanto� cerca de : · aproximadamente. 

1 � 3 x 10
10 

bactêr•ias º Nessas placas cem 500 mcg/ml de estrep­

tomicina foram contadas 5082 colônias resistentes. Portanto, 

a frequência de mutantes resistentes à estreptomicina foi de 

um mutante em 2 3 5 x 10
6 

bactérias. A linhagem r8sistente e a

linhagem original foram ensaiadas com 500 mcg/ml de estrepto-� 

micina. 

Os resultados estão na Tabela 9. 

Tabela 9. Crescimento das linhagens original e resistentes na 

presença de estreptomicina, 

Concentração mcg/ml Crescimento 

original riesistente 

o + + 

500 + 

+ crescimento - aus�ncia de crescimento

Na placa teste (com 500 mcg/ml) a linhagem ori 

ginal nao cresceu e a. linhagem mutante cresceu. 

Nesse teste nao foram usadas concentrações 
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maiores que 500 mcg/ml, podendo essa linhagem ser resistente 

a concentrações mais altas de estreptomicina. 

5.4.3. Comparação do crescimento da linhagem original 

com as linhagens mutantes resistentes. 

Foram comparados, segundo item 4.2.6. 3 os cres 

cimentos da linhagem original com as linhagens mutantes, para 

determinar se as mutações para resistência a drogas influiram 

ou não no tempo de geração do A. bna�itenJe.



Tabela 10. Número médio de bactérias viáveis, por ml de meio 

de cultura, em três tempos diferentes. 

Dºl . ~ (a) Número médio de bac Título 
Horas Linhagem 1 uiçao 

(b) ,.,, 
terias por placa (bact./ml) 

original S/D 600�0 6 ,00 X 10 3

Smr S/D 470,0 4,70 X 10 3

o Ter
S/D 63,0 6, 3 0 X 10 2

Per S/D 527 '.! 0 5,27 X 10 3

Cmr S/D 295,0 2,95 X 10 3

original 10
=3 427 � O 4,27 X 10 6

Smr 10
=5

3 ,5 3, 5 0 X 106

8 Ter
10

=1 135,0 1,35 X 104

Per 10-3 36,0 3,60 X 10 5

Cmr 10 ·-3 256,0 2�56 X 10 6

original 10-5
95,5 9 " 55 X 10 7

Sm r 10-5 65,0 6, 50 X 10 7

13 Te r 10-2 129,0 1,29 X 10 5

Per 10
=4 51,0 5,10 X 106

Cmr 10-5 67,0 6,70 X 10 7

(a) Foram semeados O, l inl ·· Ter 
~ tetraciclina resistente

(b) média de três placas Per - penicilina resistente

S r t · · · m -estrep om1c1na resistente Cmr ·· cloranfenicol resistente



o 

.�··SS. 

8 

Gráfico 2. Número mêdio de bactérias viáveis, por ml de 
cultura, em função de dois tempos (t� e t13), para

linhagens original e mutantes resistentes à
• c·s r) . •· • 1·. (.P r) .(T •r). cina m , pen1.c1 ina . e ·,, . ·. e e 

ranfe:nico1 (Cmr>) •. 
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A Tabela 10 mostra o número de bactérias por 

ml de meio de cultura j no tempo de zero, oito e treze horas. 

Com o número de bactérias após oito e treze ho 

ras foi calculado o tempo de geração para a linhagem original 

e as linhagens mutantes resistentes. 

O cálculo do tempo de geraçao foi feita pela 

fórmula Nf = Ni x 2n 
(LARPENT e LARPENT - GOURGAUD3 1975) J a 

mesma usada no item 5.2. 

Os tempos de geraçao encontrados estão na Tabe 

la 11. 

Tabela 11. Tempos de geraçao� da linhagem original e das li-

nhagens mutantes resistentes a antibióticos em 

Linhagens 

original 

Smr

Ter

Per

Cmr

Sm
r 

estreptomicina resistente 

Ter tetraeielina resistente 

Tempo de Geração 

(minutos) 

66 

71 

90 

78 

Per Penicilina resistente 

Cmr cloranfenieol resistente 
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Foi determinada a meia vida relati�a (MVr) das 

linhagens mutantes resistent·es em relação à linhagem original, 

pelo método proposto por BERGAMIN PILHO e col. (1975)� usando 

-se os tempos oito e treze (Tabela 10, Gráfico 2).

Os resultados obtidos estão na Tabela 12. 

Tabela 12. MVr das linhagens mutantes resistentes. 

Linhagens 

Smr

Ter

Per

Cm
r

Smr estreptomicina resistente 

Ter tetraciclina resistente 

MVr (horas 

34,65 

0,81 

1,24 

{-)8 66 
, 

Per Penicilina resistente 

Cmr cloranferiicol resistente 

(=) indica que esse tempo é o tempo necessário para a linha=

gem mutante dobrar em relação à linhagem original. 
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6. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

6.1. Meios de cultura e curva de crescimento 

Pela · Tãbelav , 1 : ,· verificamos que o

Azo.6 p,l/i,lllum b1ta.1.,,lle.n.;., e. cresce bem em todos os meios de cul tu 

ra ensaiados com exceçao do meio mínimo. 

Comparando-se a composição do méio mínimo e do 

meio mínimo modificado observa=se que o meio mínimo modifica­

do não contêm glicose e a fonte de carbono ê o citrato de só­

dio, que ê usado pela A. b1ta.6ilen..6e possibilitando o seu cres 

cimento. 

Nos três meios 1 Íquidos onde . cresceu o

A. b1ta..6,lle.n..6e. (NL, BHI liq. e MMm liq.)� observamos que o

crescimento foi aparentemente mais demorado, não havendo cres 

cimento visível por turvação após 24 horas de incubação . 

O crescimento do A. b1ta.6ile.n..6e. em meio 
., . 

minimo 
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possibilita um estudo dessa bactéria sob o ponto de vista ge­

nético; para que se tenham definidos os tipos de recombinação 

nessa bactéria há necessidade de se construirem linnágens com 

marcadores genéticos apropriados. Marcas para auxotrofia sao 

extremamente Úteis e assim, com um meio mínimo apropriado co­

mo o MMm elas poderão ser obtidas e então utilizadas, como já 

vem sendo tentado em outros laboratórios (LEMOS, M.V. 3 

pessoal). 

com.

A curva de crescimento do A. b�a-0ilen-0e obtida 

em meio completo revelou um tempo de geração de aproximadamen 
. -

te 66 minutos (Tabela 2 e Gráfico 1). 

Esse tempo ê bem maior que o encontrado em ou­

tras bactérias como a E-0ehe�iehia eoli p largamente usada em 

estudos genéticos. Embora esse tempo de crescimento 

um pouco a obtenção de resultados com o A. b�a-0ilen-0e 

retarde 

quan_do 

usada para experimentos em gen�tica, não constitui fator limi 

tante para seu estudo se ela for empregada para aspectos apli 

cados visando o seu melhoramento genético. 

6.2. Níveis de resistência e isolamento de mutantes resis­

tentes 

Os níveis de resistência em meio sólido e meio 

líquido (Tabelas 3, 4, 5 e 6) de A. b�a-0iten-0e revelam que 

ela ê naturalmente resistente à penicilina (200 mcg/ml), eri-
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tromicina e hetacilina (200 mcg/ml)� o que era de se esperar� 

pois se trata de bactéria Gram negativa. Por outro lado ela é 

bastante sensível a antibióticos como a tetraciclina, cloran­

fenicol e canamicina. 

Verifica-se que em meio líquido para algumas 

drogas os níveis de resistência foram menores quando compara­

dos com os níveis de resist�ncia das mesmas drogas em meio s6 

lido. 

Posteriormente foram isolados mutantes resis�­

tentes obtidos espontaneamente através da técnica seletiva em 

placas contendo antibióticos em uma determinada concentraç�o 

(para os antibióticos com modelo de resistência monogênica) e 

placas gradientes (para os antibióticos com modelo de· resis­

tincia poligênica). 

Os mutantes resistentes foram obtidos em mÚlti 

plos passos para a penicilina� cloranfenicol e tetraciclina, 

em um Único passo para a estreptomicina. 

Os mutantes para penicilina sao cinco vezes 

mais resistentes que a linhagem original, os mutantes ···para 

cloranfenicol são cem vezes mais resistentes que a linhagem 

original� os mutantes para tetraciclina cerca de três vezes 

mais resistentes e os mutantes para estreptomicina vinte e 

cinco vezes mais resistentes que a linhagem original. 
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As drogas que apresentam modelos de resistên­

cia do tipo múltiplos passos, adquirem pequeno aumento na re­

sistência em cada passo, (CARLBERG3 1976) 3 sendo que os nos­

sos mutantes resistentes a penicilina e tetraciclina demons­

tram isso. No entanto o mutante resistente a cloranfenicol en 

contrado, aumentou muito e rapidamente e a sua resistência, 

não afetando praticamente o tempo de geração com relação à li 

nhagem original, isso favorece a hipótese de que a mutação te 

nha ocorrido em alguma estrutura extracromossomica. Aliás, 

LEMOS:; 'M.- V. (oom. pessoal) já faz referência à existência de 

um poss!vel plasmÍdeo nessa mesma linhagêm bàêteriana. 

Pelos mutantes resistentes à estretomicina ob­

tidos :; pode�se calcular a frequência com que esses mutantes 
. 6 .. .. . 

aparecem. O valor· obtido de 2,5 x 10 esta proximo do que se 

espera para uma frequência de mutação (cerca de 1 mutante em 

6 ... �9 celulas) mas está bem acima dos valores encontrados para 

a frequência de mutantes resistentes à estreptomicina em ou-

,,. . 10 -
tras bacterias. BRAUN (195?) descreve como 1 x 10 a frequen 

eia de mutantes resistentes à estreptomicina. 

6.3. Comparação do crescimento dé!. linhagem original com as 

linhagens mutantes resistentes 

Na Tabela 11 encontram-se os tempos 4e geraçao 

da linhagem original e das linhagens mutantes. 



Verificou-se que o tempo de geraçao das linha­

gens resistentes à estreptomicina, tetraciclina e penicilina 

parece ter aumentado, o que indica que a taxa de crescimento 

diminuiu. Já para o mutante resistente ao cloranfenicol o tem 

po de geração permaneceu praticamente o mesmo daquele da li­

nhagem original. 

Segundo BERGAMIN FILHO e coZ. (1975) quando a 

mutação para resistência a uma determinada droga diminui a ta 

xa <le crescimento do organismo mutado significa que a droga 

em questão é forte, isto ê, quando a seleção estabilizadora a 

ge sobre o mutante resistente, na ausência da droga. 

Segundo os mesmos autores citados acima quando 

a taxa de crescimento não é alterada a droga é neutra. 

Explicam ainda que quando a taxa de crescimen­

to diminui a droga é fraca. Isto ocorre porque o gene que foi 

mutado para resistência, possivelmente, antes controlasse uma 

função importante no metabolismo do microrganismo e com a mu­

tação perde essa função. No entanto se esse gene mutado con­

trolasse anteriormente uma função não tão vital à célula a mu 

tação não alteraria sua taxa de crescimento. 

Segundo esses mesmos autores ainda, a maioria 

das drogas fortes são as que apresentàm modelos de resistên­

cia do tipo múltiplos passos, isto porque a linhagem mutante 
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peràe muitos genes para tornar=se resistente e a maioria das 

droe;as neutras e fracas seriam as que seguem modelo de resis­

t�ncia de um s6 passo. Penicilina e tetraciclina comportaram­

se como drogas fortes. No entanto os nossos dados mostram que 

o mutante estreptomicina resistentE encontrado diminuiu sua 

taxa de crescimento s indicando ser a estreptomicina uma droga 

forte� apesar de que resistência à estreptomicina segue o mo­

delo de um Único passo. 

Segundo BERGAMIN FILHO e ooZ, (19?5) meia vida 

relativa (MVr) � o tempo necess;rio para a população de uma 

dada linhagem de um micro1"ganismo cair atê a metade ou dobrar 

em relação a uma outra linhagem considerada. 

Os dados de MVr estão na Tabela 12. Para as li 

nhagens resistentes à estreptomicina� tetraciclina e penicil! 

na a meia vida relativa ê o tempo necessário para essas linh� 

gens cair a metade em relação à linhagem original� já para o 

mutante resistente ao cloranfenicol, a MVr ê o tempo necessá•· 

rio para essa linhagem dobrar em relação à linhagem original. 

Portanto o cloranfenicol em relação a nossa linhagem é uma 

droga fraca pois a taxa de crescimento do mutante resistente 

aumentouº 

BERGAMIN FILHO (19.73) 

Coll.yne.,ba.c..te..11,..é..um m..lc.h,lgan.e.n.& e. e. ALVES ( 19? 5) 

trabalhando com 

trabalhando com 

Rh.lzob..é..um japonic.u.m CB = J..809� demonstraram ser a estreptomi-
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cina uma droga forte para essas duas bactérias, como encontra 

do para a nossa linhagem de AzoJpi�illum b�aJilen�e resisten­

te à estreptomicina. 

Esses dados obtidos em nosso trabalho sao sub­

sídios de importância para posteriores estudos genéticos. 

O tempo de geraçao do Azo�pi�illum b�a�ilenJe, 

de 66 minutos 3 que nao chega a ser um fator limitante 

seu estudo, a existência de um meio mínimo modificado 

onde ele cresce e a obtenção de linhagens resistentes à 

para 

(MMm) 

dro-

gas 5 abrem novos campos para o estudo de mutantes auxotrÓfi= 

cos, produção de marcos genéticos e posterior melhoramento de 

espécie para uso prático. 
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7. SUMMARY

'I'he obj ect of this work was a study of the growth 

of Azo4pe�illum b�a�ilen6ei a nitrogen fixing bacteria and to 

determine the levels of resistence of this bacteria to ten 

drugs. Some of these drugs were used to obtain resistant mu·,. 

tant strains. The generation time of the original strain was 

compared with that of the resistant mutants. 

It was found that it is better to use 

citrate as the source of carbon in the minimal medium. 

sodium 

'l'he levels of resistance were determined by 

the method of plate dilution. The resistant mutant strains 

were obtained by the use of plate selection and gradient pla­

te. 

The original strain appears to have natural re 

sistance to penicillin, erytromycin and hetacillin. 
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The generation time of the original strain was 

66 minutes; for the mutant strains it was: streptomycin, 71 

minutes; tetracycline, 90 minutes and penicillin, 78 minutes. 

Significantly the generation time of the mutant strain to 

chloramphenicol was only 64 minutes, less than the generation 

time of the original strain. 

The frequency of mutation to streptomycin was 

2 1 5 mutants/10
6 

cells.

With the data of the generation times of the 

original and mutant strains and the observed relative half­

lives {MVr), we concluded that streptomycin, penicillin and 

tetracycline act as strong drugs and chloramphenicol 

weak drug for AzoJpe�illum b�a�ilen�e. 

as a 
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