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RESUMO: Esforgos para a selecdo de bactérias
promotoras do crescimento vegetal tém sido
feitos visando ndo apenas a Fixagdo Bioldgica
do Nitrogénio (FBN), mas a produgio de
fitormonios e outros mecanismos. O objetivo deste
estudo foi isolar Bactérias Diazotréficas (BD)
endofiticas de palma, determinar a identidade entre
sequéncias do gene recA, avaliando o potencial
destas quanto a produ¢@o de dcido indolacético
(AIA) e melanina, e a resisténcia intrinseca a
antibidticos. Os isolamentos foram realizados
a partir dos cladédios, em meios semissolidos
sem nitrogénio (N). A identifica¢@o taxondmica
foi determinada pela identidade entre sequéncias
do gene recA dos isolados quando comparados
com os acessos encontrados no GenBank (Banco
de genes do National Center for Biotechnology
Information — NCBI), utilizando como ferramenta
o algoritmo BLASTn (Basic Local Alignment
Search Tool ) para nucleotideos. Foram isolados
12 micro-organismos provenientes do interior dos
cladédios de palma forrageira de duas regides
do agreste e sertdo de Pernambuco. A andlise
parcial do gene recA dos isolados possibilitou a
identificacio dos géneros Azospirillum, Bacillus
e Methylobacterium. Com o sequenciamento do
gene recA, as espécies Azospirillum lipoferum
e Methylobacterium radiotolerans formaram
um grupo bem conciso (grupo II) e as espécies
de Bacillus pumillus agruparam-se nos grupos
IV e V, com identidades altas com 0s acessos
encontrados no NCBI. No teste colorimétrico para
detecgdo de produgdo do AIA, oito foram positivos.
Para a producdo de melanina, todos os isolados
mostraram-se positivos. As técnicas bioquimicas
e moleculares foram excelentes para observar
a diversidade microbiana na cultura da palma.

PALAVRAS-CHAVE: Acido indolacético, cladddios,

gene recA, melanina, resisténcia intrinseca a
antibidticos.

ABSTRACT: Efforts for selection of plant growth
promoting bacteria have been made with a view
not only to biological nitrogen fixation (BNF),
but also the production of hormones and other
mechanisms. The aim of this study was to isolate
Cactus Pear endophytic diazotrophic bacteria
(DB) and determine the identity of recA gene
sequences evaluating the potential of producing
indole-acetic acid (IAA), melanin and intrinsic
resistance to antibiotics. The isolations were
made from cladodes in semi-solid media without
N (Nitrogen). The taxonomic identification was
determined by the identity between the recA gene
sequences of isolates compared with accesses

found in the GenBank (NCBI - National Center
for Biotechnology Information), using the

algorithm as a tool for BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool) nucleotides. Twelve
microorganisms from inside the cladodes of
Cactus Pear were isolated in two regions of wild
lands and backlands of Pernambuco state. Partial
analysis of the recA gene of isolates allowed the
identification of genera Azospirillum, Bacillus,
Methylobacterium. With the sequencing of the
recA gene, species Azospirillum lipoferum and
Methylobacterium radiotolerans formed a very
concise group (group Il) and species Bacillus
pumillus formed clusters in groups 1V and V,
showing high identities with access found in the
NCBI. There were eight positive results in the
colorimetric test for detecting the production of
IAA; while all isolates were positive for melanin
production. Biochemical and molecular techniques
were excellent for observing microbial diversity
in the culture of Cactus Pear.

KEYWORDS: Indole-acetic acid, cladodes, recA
gene, melanin, intrinsic resistance to antibiotics.
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Introducao

A cultura da palma forrageira (Opuntia sp.) foi introduzida
no Brasil no final do século XIX, sendo oriunda do México;
pertence aos géneros Opuntia € Nopalea, ambos da familia
Cactaceae (SANTOS et al., 2001, 2006). No Nordeste do
Brasil, esta cultura tem uma grande importancia econdmica por
ser o principal alimento para os animais na regido semidrida.
A necessidade de estudos que visem a melhorar a resisténcia
desta cultura contra ataques de insetos e microrganismos
faz com que este estudo de diversidade de endofiticos tenha
uma grande importancia, principalmente porque estes estdo
envolvidos em muitas rotas metabdlicas e podem ajudar na
protecdo da planta quanto a ataques de patégenos e pragas.
Atualmente, tem sido demonstrado que a interag@o planta-
bactéria através do Quorum sensing (QS) € requerida para
o sucesso da colonizacdo das plantas pelas bactérias e que,
em plantas associadas com bactérias Gram-negativas, uma
molécula como AHLs (Acil Homoserina Lactona) € usada
por micro-organismos simbidticos, patogénicos e estirpes de
controle bioldgico para regular o amplo espectro de fenétipos,
incluindo viruléncia, competéncia rizosférica, conjugacio,
secre¢do de enzimas hidroliticas e produgdo de metabdlitos
secundarios (LIU et al., 2011).

Os micro-organismos endofiticos que estdo presentes na
cultura da palma forrageira geralmente sdo fungos e bactérias,
que interagem e vivem sistematicamente no interior dessas
plantas, sem causar aparentemente danos aos seus hospedeiros.
Existe uma série de razdes para que se aprofundem os
estudos com endofiticos, pois varios destes tém apresentado
a capacidade de estimular o crescimento das plantas por
mecanismos diretos (fixa¢do de nitrogénio e/ou producdo de
fitormonios) e indiretos (antagonismo contra patégenos ou
resisténcia a drogas) (DOBEREINER, 1997).

Os fitormdnios podem ser classificados como citocinina,
giberelina, etileno e auxina, e estudos fisiolégicos sugerem
muitas ligagdes entre estes. Diversos outros hormonios
modulam ou sdo modulados pelos niveis de auxina
(DEMASON, 2005). O acido indolacético (AIA) ou auxina €
um fitormonio comumente produzido por bactérias promotoras
de crescimento, como Aeromonas veronas, Agrobacterium sp.,
Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium sp., Rhizobium sp. e
Enterobacter sp., e é requerido em baixas concentracgdes, sendo
conhecido por sua capacidade de atuar no desenvolvimento da
raiz e na divisdo celular (VESSEY, 2003).

Devido aos avangos nas pesquisas sobre o potencial
de uso de bactérias diazotréficas como alternativa para a
nutricdo nitrogenada em diversas culturas de importancia
econdmica, a biotecnologia ganhou um novo aliado para
diversidade e classificagdes microbianas dos solos através de
metodologias moleculares. O produto do gene recA ¢ uma
enzima multifuncional amplamante distribuida em procariotos
(MILLER; KOKJOHN, 1990). Por ser um gene que estd
envolvido na recombinag@o e na reparacdo do DNA, possui
vdrias funcdes, como atividade protedsica, que cliva varios
repressores, incluindo o produto do gene lexA que inicia
a cascata de reagdes e induz mais de 15 genes reparadores
SOS. O gene recA também se liga a0 DNA de cadeia simples

e desenrola o DNA de fita dupla antes do emparelhamento
homoélogo. Em razdo disto, o papel desta molecula € crucial
em todos 0s procariotos.

Estudos realizados por Scholz et al. (2008) demonstraram
que a andlise comparativa baseada em nucleotideos do gene
recA fornece maior resolucdo em nivel de subespécies do
que os genes rrs (genes ribossomais) e que as sequéncias
geradas por genes recA podem ser usadas para determinar a
posi¢do taxondmica de novos isolados. O gene recA permite
melhor discriminacdo do que o gene 16S rDNA. Entretanto, as
analises obtidas do gene recA nao sdo exatamente semelhantes
as obtidas pela filogenia da sequéncia do gene 16S rRNA,
indicando maior grau de resolucgdo entre espécies relacionadas
(PAYNE et al., 20006).

A falta de conhecimento sobre a ocorréncia de bactérias
endofiticas em palma forrageira quanto a sua identidade e
diversidade, e sobre os niveis populacionais nos diferentes
tecidos ainda constitui um enigma. Para entender a intima
relagdo que desenvolveram estes micro-organismos com
a sua planta hospedeira, faz-se necessdrio estudar o papel
dos endofiticos e suas interagdes na cultura da palma. Tal
conhecimento podera conferir grandes beneficios e melhorar
a dindmica dos ecossistemas, porque os endofiticos sdo
capazes de promover o crescimento nas plantas e aumentar
a capacidade destas para lidar com os estresses bidticos e
abioticos. De acordo com Souza (2001), t€m sido destacadas
diversas alternativas envolvendo a aplicagdo de agentes
microbianos para prevengdo e controle de doencas e pragas
na agricultura. Neste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo isolar bactérias diazotroficas endofiticas de palma e
identificar a sequéncia do gene recA nos isolados, avaliando o
potencial destas quanto a produg¢ao de 4cido indolacético (AIA)
e melanina, e a resisténcia intrinseca a antibidtico.

Material e Métodos

Isolamento de bactérias diazotroficas

Foi coletado como amostra um cladédio de cada variedade
de palma (Tabela 1); as amostras de cladédio foram cultivadas
em meios de cultivo semissodlidos, semisseletivos (NFb, JNFb,
LGI e LG) e sem adicdo de nitrogénio, como descrito por
Dobereiner, Baldani e Baldani (1995). Para o isolamento,
foram utilizados 10 g de cada amostra do cladédio (massa
fresca), os quais foram lavados com dgua corrente, triturados
e misturados em 90 mL de solucdo salina (NaCl, 0,5%)
e diluidos serialmente (10'-107). De cada dilui¢do, foram
retiradas aliquotas de 0,1 mL e inoculadas em frascos de vidro
contendo os meios de cultura (NFb, JNFb, LGI e LG); estes
foram incubados a 30°C e o crescimento bacteriano foi avaliado
aos trés, cinco e sete dias, verificando-se o aparecimento ou
ndo da pelicula caracteristica para as bactérias diazotréficas
endofiticas. Apds o completo isolamento de uma cultura pura,
estes isolados foram crescidos em meio DYGS (RODRIGUES
NETO; MALAVOLTA JUNIOR; VICTOR, 1986) e foi
realizada a extragdo de DNA gendmico.
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Tabela 1. Resultados da busca por similaridade no NCBI GenBank dos isolados pelo sequenciamento parcial do gene recA.

Legenda Genbank Meio de Variedade Micro-organismo Homologia Identidade E-value
isolamento de Palma/Local de Coleta no NCBI (%)
. . Azospirillum lipoferum 4B
isolAMO1 KC312318 NFb (1327) Marmillon Fodder/Caruaru (NC_016622.1) 97% 100 5e-125
. . Azospirillum lipoferum 4B,
isolAM02 KC312319 LG (1327) Marmillon Fodder/Caruaru (NC_016622.1 97% 100 Te-125
. 27(1294) Mexico Vegetable/ Azospirillum lipoferum 4B
isolAM0O4 KC312320 NFb Arcoverde (NC_016622.1 100% 100 2e-120
. KC312321 27(1294) Mexico Vegetable/ Azospirillum brasilense
isolAMOS NFb Arcoverde Sp245 (NC_016617.1) 9% 100 Te-120
. Methylobacterium
isolAMO6 KC312322  JNFb AMG6 ;fe;ii /(/iffgvl: ;’gfge‘ra radiotolerans 91% 100 le-126
(NC_010505.1)
Gluconacetobacter
isolaMzo KC312323 1y IPA 90-92/Caruaru i TG 49% 100 4¢-06
(NC_011365.1)
. 422 CPTSA 1281 (2001800)/ Bacillus pumilus SAFR-032
isolAM24 KC312324 NFb Caruaru (NC._009848.1) 80% 89 6e-72
. F3 Rojo Vigor — Frutifera/ Bacillus pumilus SAFR-032
isolAM26 KC312325 NFb Arcoverde (NC_009848.1) 94% 93 0.0
Methylobacterium
isolAM28 KC312326 NFb Palma de Espinho Frutifera radiotolerans JCM 2831 90% 95 6e-115
(NC_010505.1)
. /Arcoverde51-1317 Chile Fruit/  Bacillus pumilus SAFR-032
isolAM29 KC312327 NFb Arcoverde (NC_009848.1) 92% 94 0.0
. . .. Bacillus pumilus SAFR-032
isolAM30 KC312328 NFb 43- Midda Tradicional/Arcoverde (NC_009848.1) 91% 92 0.0
isolAM36 KC312329 JNFb (438) F8 Forrageira/Caruaru Bacillus pumilus SAFR-032 89% 91 0.0

Analise e sequenciamento baseados no gene recA
Para identificar o provavel género bacteriano, foi realizada
a extracdo de DNA usando o Kit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. A amplificacio do gene recA foi realizada usando
os primers recA-6F (5-CGK CTS GTA GAG GAY AAA
TCG GTG GA-3") e recA-555R (5-CGR ATC TGG TTG
ATG AAG ATC ACC AT-3") (GAUNT et al., 2001), e as
condi¢des de amplificagdo foram realizadas em um volume
final de 25 pL, contendo: 40 ng de DNA molde, 1pM de
cada primer e 12,5 pL de GoTaq Colorless (Promega). Os
ciclos de temperaturas foram realizados em um termociclador
PCT-100™ (MJ Research, Inc, USA), com uma desnaturacéo
inicial de 94°C por 4 min., 30 s a 94°C, 30 s de anelamento a
50°C e 1 min. de extensdo a 72°C, seguidos de uma extensio
final de 8 min. a 72°C por 30 ciclos. Os produtos amplificados
foram visualizados em eletroforese a 1% em gel de agarose
utilizando SybrGold (Invitrogen) em tampao TBE 0,5X a
100 Volts e fotodocumentados no LPIX-HE da Loccus do
Brasil. Apés a purificacdo, segundo Lyra (2001), os produtos
amplificados foram sequenciados na Macrogen Inc. Korea.
As sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas
pelo programa ‘ClustalX V.4.0.” (LARKIN et al., 2007), com
base no gene recA. Além disso, para esta comparacio, foi
realizada a busca de sequéncias depositadas no GenBank,

com o propésito de agrupar as bactérias nos respectivos
géneros. Para matriz de distincia das arvores filogenéticas,
foi utilizado o método fenético baseado em distancia genética
neighbor-joining (NJ) (SAITOU; NEI, 1987) e o algoritmo
p-distance, respectivamente processado pelo programa
Molecular Evolutionary Genetics Analysis-MEGA versao 4.0
(TAMURA et al., 2007). Todas as sequéncias do gene recA
obtidas neste estudo foram enviadas ao banco de dados do
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e receberam os niimeros
de acesso: KC312318 a KC312329.

Producao do acido indolacético (AlA)

Para verificar a producdo de 4cido indolacético (AIA),
os isolados foram inoculados em tubos contendo 50 mL de
meio DYGS (RODRIGUES NETO; MALAVOLTA JUNIOR;
VICTOR, 1986) com triptofano (100 pg/mL") como precursor
(LOPER; SCROTH, 1986) e incubados no escuro, a 30°C e
agitagdo constante a 140 rpm por 24 h.

Depois de atingido o periodo de cultivo, uma aliquota de
1,5 mL foi retirada de cada amostra e centrifugada durante
10 minutos, a 7.000 rpm e temperatura de 15°C. A andlise
qualitativa de AIA foi determinada misturando 1 mL do
sobrenadante de cada amostra com 2 mL do reagente de
Salkolwisk (FeCl,.6H,0 2% e HCI, 37%) (SARWAR;
KREMER, 1995), e os tubos foram mantidos no escuro por
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30 min. A presenga do hormonio foi visualizada pela coloracdao
rosea. As dosagens foram realizadas em triplicata. Como
controle negativo, utilizou-se apenas o meio de cultura DYGS,
permanecendo no escuro por 30 min. O desenvolvimento da
cor rosa indica a producio qualitativa de AIA.

Producao de melanina

A produgdo de melanina (pigmento escuro) pelas coldnias
das bactérias endofiticas foi avaliada conforme procedimento
adaptado (ANDRADE; MURPHY; GILLER, 2002) para
estirpes de rizébio, ap6s dois dias de crescimento em meio
de cultura DYGS. Para facilitar sua observagdo, 2 a 3 mL de
uma solu¢@o de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 10% foram
adicionados sobre o crescimento nas placas de Petri e, apds
2 a6 h, a producido de pigmentos de coloracdo marrom escuro
(melanina) nas colonias foi verificada e anotada. As estirpes
que apresentaram a pigmentacdo escura foram classificadas
como produtoras de melanina.

Resisténcia intrinseca aos antibioticos

Todos os isolados bacterianos foram avaliados quanto
a susceptibilidade e a resisténcia intrinseca aos agentes
antimicrobianos pelo método de difusdo em placa, utilizando-se
meio de cultura DYGS. Foram utilizados dez discos
impregnados de antibiéticos: gentamicina (GEN), vancomicina
(VAN), 4cido nilidixico (NAL), ciprofloxacino (CIP),
estreptomicina (EST), clorofenicol (CLO), cefotaxima (CTX),
rifampicina (RIF), ampicilina (AMP) e tetraciclina (TET).
As placas de Petri contendo meio DYGS foram inoculadas
com 500 pL de cultura de cada micro-organismo e os discos
de antibiéticos foram depositados na superficie do meio,
incubados a 37 + 0,5°C por 24 h. A susceptibilidade das
bactérias isoladas ao antibiético foi determinada pelo halo de
inibi¢do ao redor do disco, utilizando-se o critério descrito pelo
fabricante para cada antibidtico.

Resultados e Discussao

Isolamento das bactérias diazotroficas

Foram isolados 12 micro-organismos provenientes do
interior dos cladédios de palma forrageira das regides do
agreste (Caruaru) e do sertdo (Arcoverde) de Pernambuco
(Tabela 1). Rodriguez e Fraga (1999) relataram que os
géneros bacterianos que mais se destacam como promotores
de crescimento sdo: Pseudomonas, Bacillus, Serratia,
Azospirillum e Azotobacter. Estes dados corroboram com 0s
resultados encontrados neste estudo, em que foram isoladas
bactérias diazotréficas endofiticas destes géneros.

Do total de bactérias diazotréficas endofiticas, oito foram
provenientes do meio NFb (Azospirillum brasilense; A.
lipoferum;, Bacillus pumilus; Methylobacterium radiotolerans).
Magalhées e Dobereiner (1984) mostraram que, mesmo sendo
as espécies de Azospirillum favorecidas nos meios NFb, outros
micro-organismos diazotr6ficos podem crescer nestes meios,
como ocorreu no presente estudo. No meio LG, cresceu
apenas um isolado, que obteve homologia com Azospirillum

brasilense, e no meio LGI, o isolado teve uma homologia
muito baixa com Gluconacetobacter diazotrophicus PAlS, de
49%. Foram encontrados dois isolados no meio JNFb (Bacillus
e Methylobacterium) do total das bactérias diazotréficas
isoladas. Apesar de descrito na literatura, segundo Dobereiner
(1997), que o meio JNFb (Tabela 1) seja um meio para isolar
Herbaspirullum, no nosso estudo, os isolados que cresceram
neste meio foram: Methylobacterium radiotolerans e Bacillus
pumilus (Figura 1). A falta de especificidade do meio JNFb,
j& considerada por Baldani et al. (1999), indica que o meio
JNFb permite o crescimento de outras bactérias endofiticas,
principalmente aquelas capazes de tolerar a maior acidez
inicial deste meio.

A diversidade da comunidade endofitica ainda tem muito
a ser elucidada. Algumas bactérias diazotréficas, como
Acetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae,
Azoarcus spp. e Azospirillum spp. (CHAINTREUIL et al.,
2000), antes descritas somente com localiza¢do na regido de
rizosfera, agora também sdo descritas em regides endofiticas.

Analise e sequenciamento baseados no gene recA

A qualidade do DNA genomico isolado foi avaliada por
meio de eletroforese em gel de agarose. Foi utilizado o padrao
100 pb DNA ladder (Invitrogen) como padrdo de tamanho
molecular, sendo que o tamanho gerado pela amplificacdo do
gene recA foi de 700 pb. As sequéncias do gene recA foram
submetidas ao programa BLASTn do GenBank, pelo qual se
realizou uma pesquisa: uma comparacao entre os dados obtidos
neste trabalho e os que ja se encontram no banco de dados.
A andlise por clusterizagdo baseada nas sequéncias do gene
recA permitiu um agrupamento mais congruente entre todos
os géneros distribuidos no dendrograma, porque os isolados
estudados neste trabalho ficaram agrupados de acordo com
suas espécies, mostrando que este gene tem uma capacidade de
determinar a posic¢do taxondmica de novos isolados, segundo
mostrado por Scholz et al. (2008) (Figura 1).

De acordo com a andlise comparativa, foram formados cinco
grupos: grupo I - formado apenas por sequéncias de bactérias
retiradas do GenBank, dos géneros Gluconacetobacter
e Azospirilum; grupo II - formado pelas sequéncias dos
isolados —isolAMO1, isolAM02, isolAMO04 e isolAMOS5 — que
apresentaram elevada homologia ao género Azospirilum, mas
separadas em ramos diferentes; grupos III e IV - formados
pelos isolados isolAM20 e isolAM24, respectivamente; grupo
V - representado pela sequéncia dos isolados — iSoOlAM?26,
is0lAM29, isolAM30 e isol AM36) — que apresentaram elevada
homologia com o género Bacillus. O predominio dos géneros
Bacillus e Azospirillum corrobora com os resultados obtidos
por Lalande et al., 1989.

A partir desses resultados, verificou-se que as sequéncias
obtidas, em relagdo as do banco de dados, apresentaram
entre 80 e 100% de similaridade, o que indica confiabilidade
para os resultados encontrados. Apenas o isolado isolAM20
(Gluconacetobacter diazotrophicus) apresentou uma
baixa homologia, de 49%, com as sequéncias de bactérias
diazotroficas endofiticas. Segundo Payne et al. (2000) e
Scholz et al. (2008), o gene recA permite melhor discriminagao
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Figura 1. Dendrograma baseado na sequéncia do gene recA, mostrando as posi¢des filogenéticas dos isolados em relagdo as sequéncias ja depositadas em

banco de dados. Os nimeros internos representam a porcentagem de vezes em que foi possivel reconstruir o agrupamento em questio. A régua € a distancia
de similaridade do agrupamento em questao.

do que o gene 16S rDNA e os genes rrs (Ribossomais).
Entretanto, as andlises obtidas do gene recA ndo sao exatamente
semelhantes as obtidas pela filogenia da sequéncia do gene
16S rDNA, indicando maior grau de resolugao entre espécies
relacionadas.

Producao de AlA pelos isolados

A producdo do acido indolacético (AIA) in vitro foi
observada nos isolados Azospirillum lipoferum (isolAMOI),
Azospirillum lipoferum (isolAMO04), Azospirillum brasilense
(is0lAMOS), Bacillus pumilus (isolAM24), Bacillus pumilus
(is0olAM26), Methylobacterium radiotolerans (isolAM28),
Bacillus pumilus (isolAM?29), Bacillus pumilus (isolAM30)
cultivados em meio DYGS suplementado com 100 pg/mL" de
triptofano (Tabela 2). E necessario conhecer o comportamento
de cada isolado para realizar a leitura da sintese de auxina
em diferentes tempos do desenvolvimento bacteriano,
possibilitando a determinagdo do periodo em que ocorre
a sintese mdxima do hormonio. A utilizacdo de bactérias
produtoras de ATA € uma forma inicial de selecao de estirpes;
entretanto, deve-se considerar que tal caracteristica exige
condicdes adequadas para se expressar (TEIXEIRA et al.,

2007). Este hormonio € comumente produzido por bactérias
promotoras de crescimento, como Aeromonas veronas,
Agrobacterium sp., Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium
sp., Rhizobium sp. e Enterobacter sp., entre outras (VESSEY,
2003). Tem-se verificado que o AIA excretado pelas bactérias
que vivem em associa¢do com a rizosfera € responsdvel pela
estimulacdo do crescimento e pela proliferacdo das raizes
secundadrias, ou pela patogé€nese, em diversas plantas. Sabe-se
que esse estimulo € dependente da dosagem do hormoénio, pois
o excesso deste pode retardar ou até inibir o crescimento do
vegetal (BROEK, 1999). Muitos grupos microbianos, incluindo
aqueles de vida livre ou que vivem em associa¢do com o tecido
das plantas, podem produzir AIA (PATTEN; GLICK, 1996).

Bactérias diazotréficas do género Azospirillum sdo
estudadas em razdo de sua interagdo com gramineas e por
sintetizarem AIA por diferentes vias. No entanto, alguns
autores sugerem que 80% do dcido indolacético sintetizado por
este género ¢ derivado de uma via independente da adigdo de
triptofano ao meio de cultura, pois outros compostos podem ser
metabolizados (ZAKHAROVA et al., 1999). De acordo com
Ona et al. (2005), a produ¢do de AIA s6 ocorre sob condicdes
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de estresse, incluindo deficiéncia de carbono, e estresse por
oxigénio, na fase final de crescimento das bactérias.

Producao de melanina pelos isolados

Todos os isolados testados neste estudo foram capazes de
produzir melanina em placas com meio DYGS suplementado
com L-tirosina e CuSO, (Tabela 2). A produgio de melanina
€ uma caracteristica que vem sendo estudada em bactérias
diazotréficas. Azospirillum spp. apresenta ampla distribuigdo
nos solos (DOBEREINER; DE-POLLI, 1980); pouco se sabe,
porém, sobre a sobrevivéncia das espécies de Azospirillum
spp. no solo na auséncia da planta hospedeira, mas tem sido
demonstrado que a bactéria apresenta varios mecanismos
fisiolégicos de protecdo (formacdo de cistos, producdo de
melanina e de poli-hidroxibutirato), que podem facilitar a sua
sobrevivéncia em condicdes desfavoraveis.

A formagdo de melanina pode estar relacionada a protecio
contra estresses ambientais, principalmente compostos
fendlicos originados da degradac@o da matéria organica do solo
(BORTHAKUR; BARUAH; BHAGAT, 1987). Giongo et al.
(2006) observaram que os solos dos quais foram isolados
rizébios sem esta caracteristica fenotipica apresentavam baixo
teor de matéria orgdnica.

Resisténcia intrinseca aos antibioticos pelos
isolados

A resisténcia aos diferentes antibidticos foi uma
caracteristica comum dos isolados Azospirillum lipoferum
(isolAMO1), Azospirillum lipoferum (isolAMO04), Bacillus
pumilus (isolAM26), Azospirillum sp. (isolAM28), Bacillus
pumilus (is0lAM?29), Bacillus pumilus (isolAM30) e Bacillus
pumilus (is0lAM36) (Tabela 3). Os antibidticos atuam como

Tabela 2. Producao do dcido indolacético (AIA) em meio DYGS suplementado com 100 ug/mL de triptofano e melanina dos isolados.

Legenda Micro-organismo AIA Melanina
isolAMO1 A. lipoferum + +
isolAMO02 A lipoferum - +
isolAMO4 A. lipoferum + +
isolAMOS5 A. brasilense + +
isolAMO06 M. radiotolerans - +
isolAM20 G. diazotrophicus - +
isolAM24 B. pumilus + +
isolAM26 B.pumilus + +
iSOlAM28 M. radiotolerans + +
isolAM?29 B. pumilus + +
isolAM30 B. pumilus + +
isolAM36 B. pumilus - &

A. lipoferum = Azospirillum lipoferum; M. radiotolerans =Methylobacterium radiotolerans; G. diazotrophicus= Gluconacetobacter diazotrophicus; B. pumilus=

Bacillus pumilus.

Tabela 3. Resisténcia intrinseca aos antibidticos de bactérias diazotréficas endofiticas, isoladas de cladddios de palma.

Legenda GEN VAN NAL CIP

>
=~
=
-
=
-

EST CLO CTX RIF

isSolAMO1
isS0lAM02
isolAMO4
isolAMOS5
isol AM06
isolAM20
isolAM24
isS0lAM26
iS0lAM28
iS0lAM29
isolAM30
isolAM36 R R

~ A 7R R® X X R®RF
A~ AR X AR A X RIA
7 78RR R® R R R R R
7 v X R”R® R R R R

R

~ 7 AR R®R R RBR » X
A~ T R” A A v wnw I AIR
~ P M A A X wnw X XX
~ ”® ” XA XAy ® X X XX
~ P ™ AR A w»wxX X X RXA
7 AR w® ™R R R® R

R R R R

S: Suscetivel; R: Resistente; GEN: Gentamicina; VAN: Vancomicina; NAL: Acido Nalidixico; CIP: Ciprofloxacina; EST: Estreptomicina; CLO: Clorafenicol; CTX:

Cefotaxina; RIF: Rifapicina; AMP: Ampicilina; TET: Tetraciclina.
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um fator ecolégico que pode afetar comunidades bacterianas,
selecionando populacdes que exibem mecanismos de
resisténcia intrinseca ou adquirida, que podem ser mediados
por elementos genéticos, como plasmideos e/ou integrons.

Considerando-se a sensibilidade dos isolados testados
frente aos antibioticos, verifica-se uma sensibilidade do isolado
de Azospirillum lipoferum (isolAMO02) a estreptomicina
(EST), do isolado de Methylobacterium radiotolerans
(is0lAMO06) ao clorafenicol (CLO), do isolado de Bacillus
pumilus (isolAM24) a tetraciclina (TET) e do Bacillus
pumilus (isolAM29) a ciprofloxacina (CIP). Ja o isolado
Gluconacetobacter diazotrophicus (isolAM20) apresentou
sensibilidade para quatro dos antibiéticos estudados:
clorafenicol (CLO), cefotaxima (CTX), rifampicina (RIF) e
ampicilina (AMP).

A resisténcia da maioria dos isolados a tetraciclina € uma
fator positivo. Uma vez que este antibidtico compromete
a sintese de proteinas por interferir com a subunidade
30S ribossomal, as bactérias resistentes a este antibidtico
possuem um gene, que codifica uma enzima capaz de
interferir na membrana plasmadtica e comprometer o
transporte do antibi6tico para o interior da célula (ARAUJO,
1994; TORTORA; FUNKE; CASE, 2000). Trabalhos
prévios envolvendo estirpes de bactérias diazotréficas
mostraram sua sensibilidade/resisténcia a antibidticos
diversos (MAGALHAES etal., 1983, BALDANI et al., 1986;
URETA etal., 1995; MOWADE; BHATTACHARY YA, 2000).
A resisténcia/sensibilidade de uma bactéria a um antibidtico
depende da natureza do micro-organismo-teste utilizado
(estirpe) e das condicdes de cultivo.

Conclusées

Osisolados de bactérias diazotréficas endofiticas encontradas
na cultura da palma tém grande eficiéncia na promocao de
crescimento vegetal, com a producido de AIA e melanina, e
resisténcia intrinseca a antibioticos, tornando-se, desta forma,
possivel a identificagdo de isolados com potencial para fins
biotecnoldgicos.
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