Amplificacao de Genes
Simbioticos e Produgao de
Acido Indolacético in Vitro
por Bactérias Isoladas de
Nodulos de Mulungu e
Angico

Symbiotic Gene Amplification and

in vitro Indolacetic Acid Production
by Bacteria Isolated from Mulungu
and Angico Nodules

Resumo

Este estudo teve como objetivo isolar e caracterizar bactérias de
nédulos radiculares das espécies mulungu (Erythrina velutina Willd)

e angico [Anadenanthera colubrina (Vellozo) Brenan] cultivadas

em solos de areas da Caatinga dos municipios de Serra Talhada,
Petrolina, Caruaru e Garanhus, no Estado de Pernambuco. As plantas
foram cultivadas em casa de vegetacao nos solos das diferentes
localidades por quatro meses. Os nédulos foram superficialmente
desinfetados com hipoclorito de s6dio e macerados em placas de Petri
contendo o meio YMA com vermelho congo. Para a autenticacéo,
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os isolados foram avaliados quanto as amplificagées de genes nifH

e nodC em um duplex PCR. Os isolados com amplificag6es positivas
foram utilizados para testar a capacidade de producao de acido
indolacético (AIA) em meio liquido. Das 180 bactérias obtidas, 87
foram selecionadas por apresentar amplificacdo positiva para ao
menos um dos genes estudados. Dentre estas, 40 isolados foram
selecionados para a avaliacdo da producéo de AlA, sendo que sete
isolados apresentaram producao de AIA iguais ou superiores ao
observado para a estirpe de referéncia BR 3299, com destaque para
M47 (mulungu) e A42 (angico) que apresentaram 0s maiores valores
de sintese de AlA, indicando o potencial destes isolados na promocéao
do crescimento vegetal.

Palavras chave: fito-hormoénio, areas degradadas, rizobio-leguminosa,
inoculante.

Introducao

Espécies arbdreas nativas, como o mulungu e o angico, tém sido
estudadas por causa do alto potencial dessas plantas nos processos
de recuperacédo de areas degradadas em regides de Caatinga
(ARAUJO FILHO et al., 2007). O mulungu e o angico pertencem a
familia Fabaceae e se caracterizam por sua rusticidade e resisténcia
a seca. Estas espécies apresentam capacidade de se associar com
isolados de rizébio capazes de fixar o N, atmosférico, tornando-o
absorvivel pelas plantas.

A fixacao biolégica do nitrogénio (FBN) é um processo natural
realizado por bactérias denominadas bactérias diazotréficas. Dentre
as associacOes de bactérias diazotroficas e espécies vegetais, a que
€ mais bem estudada e caracterizada é a simbiose rizébio-leguminosa
(FERNANDES JUNIOR; REIS, 2008).

Estudos de selecao de estirpes de rizébio, quanto a sua capacidade
de nodular e fixar o N, necessitam de uma etapa de autenticacao

em que os isolados sao re-inoculados em seus hospedeiros em
condi¢des gnotobidticas. Entretanto, recentemente, um método
molecular que emprega a reacdo conjunta para a amplificacao de
dois genes simbidticos foi desenvolvido por Fernandes Junior et al.
(2013), permitindo reduzir o numero de isolados bacterianos que séo
avaliados em experimentos de casa de vegetacdo, poupando, assim,
tempo e recursos.



X Jornada de Iniciagdo Cientifica da Embrapa Semiarido, Petrolina, PE, 2015

Além da capacidade de fixar nitrogénio, essas bactérias podem
promover o crescimento vegetal por meio de diversos mecanismos,
como a produgéo de fito-horménios, como o acido indolacético (AlA),
por exemplo (KUMARI et al., 2008). Nesse contexto, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a amplificacdo de genes simbiéticos e a producéo de
acido indolacético in vitro por bactérias isoladas de n6dulos de plantas
de mulungu e angico, cultivadas em solos de areas de Caatinga dos
municipios de Serra Talhada, Petrolina, Caruaru e Garanhus, no Estado
de Pernambuco.

Material e Métodos

Foi realizado o isolamento das bactérias a partir dos nédulos obtidos em
um experimento de plantas-isca em condi¢cdes de cada de vegetacao.
As sementes de angico e de mulungu foram plantadas e crescidas

por um periodo de quatro e trés meses, respectivamente, em vasos
com amostras de solo de areas de Caatinga dos municipios de Serra
Talhada, Petrolina, Garanhuns e Caruaru. Apés o cultivo, os nédulos
foram destacados e lavados com agua corrente. Os nédulos frescos (20
nddulos por planta) foram superficialmente desinfestados com hipoclorito
de sédio, lavados com agua destilada autoclavada por oito vezes,
macerados com o auxilio de uma pinga e riscados em placas de Petri
contendo meio de cultura YMA com vermelho congo (VINCENT, 1970).
Apés o isolamento, as bactérias foram inoculadas sucessivas vezes no
meio YMA até obtencdo de colbnias puras.

Todos os isolados foram submetidos a reacdo de Duplex PCR para a
amplificagao simultanea de fragmentos dos genes nifH e nodC, como
estratégia de autenticagdo das bactérias (FERNANDES JUNIOR et al.,
2013). Os produtos das reagdes de PCR foram submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose a 1,5% (p/v) e visualizados em sistema

de fotodocumentagao com luz UV. Foram considerados positivos os
isolados que apresentaram um dos fragmentos com o tamanho molecular
desejado (360 pb para o nifH e 980 pb para o nodC).

Isolados nifH e/ou nodC positivos foram selecionados a partir de sua
localidade de origem e hospedeiro para a avaliacdo da producédo de AlA
em meio liquido. Aliquotas de um pré-in6culo foram repicadas em meio
liquido YMA com triptofano, em triplicata, e incubadas sob agitacao
constante durante sete dias. Apds esse periodo, a densidade 6tica

(DO a 540 nm) foi ajustada para 0,3. As amostras ajustadas foram
centrifugadas e 100 ul de reagente de Salkowski foram adicionados
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a 150 ul do sobrenadante e incubadas por 30 minutos no escuro. A
determinacao colorimétrica foi realizada em espectrofotometro a 530
nm. Para a estimativa da produgao de AlA, foi utilizada uma curva
padrdo com concentracdes conhecidas de AlA: 0, 50, 100, 150,
200 e 250 ug.L". Os dados foram submetidos a andlise de variancia
e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa Assistat.

Resultados e Discussao

Um total de 180 bactérias foi obtido dos nédulos das plantas de
mulungu e angico. Dentre estas, 87 bactérias foram caracterizadas
como portadoras dos genes nifH e/ou nodC. Para as plantas de
mulungu, 19 bactérias apresentaram amplificagao para o gene nifH
e/ou nifH+ nodC, sendo dez isoladas dos solos de Caruaru, um de
Garanhuns e oito de Serra Talhada. Para o angico, foram isoladas

23 bactérias dos solos de Caruaru, nove de Garanhuns, 27 de

Serra Talhada e oito de Petrolina (Tabela 1). Os solos de Petrolina
apresentaram o menor numero de isolados para as duas plantas-iscas.
As plantas de mulungu apresentaram menor nimero de isolados do
que as plantas de angico em todos os solos avaliados. Alguns fatores
restringem a simbiose entre rizobios e leguminosas, destacando-se a
acidez do solo e os fatores nutricionais relacionados, competi¢céo por
sitios de nodulagéo e baixa umidade de solo (HUNGRIA; VARGAS,
2000). Tais condicbes de solos podem determinar problemas para a
planta, bactéria e para a associacao entre elas (ZAHRAN, 1999).

Tabela 1. Amplificacdo dos genes nifH e nodC de bactérias isoladas de
nddulos de plantas de angico e mulungu

Areas de coleta  Mulungu Angico
Ne¢ de Amplificagao Ne¢ de Amplificagao
isolados N de isolados isolados
nifH nifH+ nodC nifH nifH+ nodC
Caruaru 10 9 1 23 18 5
Garanhus 1 1 - 9 6 3
Serra Talhada 8 8 - 27 18 9

Petrolina 0 - - 9 8 1
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Dentre as 87 bactérias isoladas de nédulos de angico e mulungu, 40
foram selecionadas para a avaliacdo da producao de AlIA. Do total de
bactérias avaliadas para a sintese de AlA via triptofano, sete isolados,
sendo quatro de angico e trés de mulungu, obtiveram producgao igual
ou superior ao observado pela estirpe BR 3299 de Microvirga vignae.
Dentre estas bactérias, destacam-se os isolados M47 e A42 que
apresentaram os maiores valores de sintese de AIA (Figura 1).
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Figura 1. Sintese de 4cido indolacético (AlA) por bactérias isoladas de
nodulos de angico e mulungu. Colunas cinza claro: isolados de mulungu;
Colunas brancas: isolados de angico; Coluna cinza escuro: estirpe de re-
feréncia. Colunas com a mesma letra ndo diferem pelo teste Scott-Knott
(p< 0,01). Barras representam o erro padrao da média.

Conclusoes

Aproximadamente 50% dos isolados obtidos apresentou amplificacao
positiva para ao menos um dos genes simbidticos estudados.

Dentre os isolados avaliados quanto a producao de AlA, dois se
destacaram por superar a estirpe de referéncia.
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