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RESUMO: Objetivou-se avaliar a producdo de &cido indol-acético de bactérias,
isoladas a partir da Coroa de frade (Melocactus sp.). Para as avaliagGes foram coletadas
trés amostras de raizes de Coroa de Frade (Melocactus sp.) de duas areas diferentes. O
isolamento das bactérias, as raizes foram lavadas e, desinfestadas. As amostras foram
fragmentadas e diluidas, em meio semissélido BMGM e aqueles que desenvolveram
pelicula foram considerados positivos para determinacdo das populagfes de bactérias
diazotroficas e foram purificadas em placas de Petri contendo meio Dyg's.
Posteriormente foi realizada a caracterizagdo bioquimica dos isolados, avaliando a
producédo do acido indol-acético. Todos os 38 isolados foram capazes de produzir AIA
“in vitro” na presenga e auséncia de L-triptofano. O isolado C1 produziu cerca de 53% a
menos de 4cido indol-acético, enquanto que nos resultados do isolado C39 a producéo é
cerca de 300% maior em relacéo a bactéria referéncia. No que diz respeito a auséncia do
precursor, o isolado C1 produziu cerca de 60% a menos de acido indol-acético quando
comparado a bactéria de referéncia (Azospirillum), ja o isolado C39 produziu cerca de
250% a mais que a bactéria referéncia. Bactérias endofiticas isoladas de Coroa de Frade
sdo capazes de produzir &cido indol-acético na presenca e auséncia de seu principal
precursor.

PALAVRAS-CHAVE: Cactaceas, Acido indol-3-acético, Fixago de Nitrogénio.

BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF ISOLATED BACTERIA OF
FROG CROWN (MELOCACTUS sp.) IN THE SEMIARID PERNAMBUCANO

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the indole-acetic acid
production of bacteria, isolated from the Crown of Friar (Melocactus sp.). For the
evaluations, three samples of Crown of Frade (Melocactus sp.) Roots were collected
from two different areas. Isolation of the bacteria, the roots were washed and
disinfested. The samples were fragmented and diluted in BMGM semi-solid medium
and those that developed film were considered positive for determination of the
populations of diazotrophic bacteria and were purified in Petri dishes containing Dyg's
medium. Subsequently, the biochemical characterization of the isolates was performed,
evaluating the production of indole-acetic acid. All 38 isolates were able to produce "in
vitro” 1AA in the presence and absence of L-tryptophan. Isolate C1 produced about 53%
less of indole-acetic acid, whereas when we observed the results of isolate C39 the
production is about 300% greater relative to the reference bacterium. Regarding the
absence of the precursor, isolate C1 produced about 60% less of indole-acetic acid when
compared to the reference bacterium (Azospirillum), while isolate C39 produced about
250% more than the reference bacterium. Endophytic bacteria isolated from Crown of
Frade are able to produce indole-acetic acid in the presence and absence of its main
precursor.
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INTRODUCAO

A Caatinga apresenta uma vegetacdo heterogénea e ajustada as condicOes
edafoclimaticas expostas pela regido semiarida. No Semiérido nordestino, os vegetais e
micro-organismos associados, apresentam alta resisténcia e séo bastante adaptados aos
periodos de aridez (KAVAMURA et al., 2013).

Observando a vasta importancia desses micro-organismos tem-se estudado cada
vez mais sobre essa interagdo existente entre planta/microrganismo, assim como suas
acdes sobre os solos, diversos estudos tem atuado para configurar cada vez mais esse
processo e encontrar novos isolados, ja que os mesmos possuem ampla relevancia
ecologica e econdmica (MOREIRA, 2008). Um dos beneficios que esses micro-
organismos promovem além da Fixagdo Bioldgica do Nitrogénio (FBN), é a producdo
de fitohormdnios vegetais, tais como o 4cido indol-acético (AlA) da classe das auxinas,
fabricado no meristema apical das plantas, propiciando o crescimento de raizes e caules
por meio do alongamento celular Centellas et al.(1999). A formagao de auxinas também
pode ser realizada por bactérias; que, quando agregadas com as plantas promovem o
crescimento vegetal (PATTEN; GLICK et al., 1996). Por conseguinte, objetivou-se
avaliar a producdo de acido indol-acético de bactérias, isoladas a partir da Coroa de
frade (Melocactus sp.).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Campo Experimental da Caatinga pertencente a
Embrapa Semiérido no Municipio de Petrolina-PE. Para as avaliagdes foram coletadas
trés amostras de raizes de Coroa de Frade (Melocactus sp.) de duas areas diferentes,
onde, cada unidade amostral foi composta por pelo menos trés repeticdes. Para 0
isolamento das bactérias, as raizes foram lavadas, em seguida foram, desinfestadas. As
amostras foram fragmentadas e em seguida aliquotas de 10 g foram trituradas com 90
mL de NaCl 0,85% (p/v) em um mini processador, em seguida, foram realizadas as
diluicGes seriadas de 10t a 10 Para cada uma das diluicGes, aliquotas de 0,1 mL,
foram inoculadas em triplicata, em frascos de vidros de penicilina contendo 7 mL do
meio BMGM semissolido (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001). Os frascos
foram incubados a 28 °C, por dez dias, apds esse periodo, aqueles que desenvolveram
uma pelicula microaerotéaxica tipica, foram reinoculados no mesmo meio de cultura e
incubados por dez dias. Aqueles que desenvolveram pelicula apds esta segunda
incubacdo foram considerados positivos para determinagdo das populagdes de bactérias
diazotréficas, sendo assim utilizados para o isolamento das bactérias. Apos a
confirmagdo do aparecimento da pelicula em meio semissélido, as bactérias foram
purificadas em placas de Petri contendo meio Dyg's, para obter a quantificacdo de
compostos inddlicos para os 38 isolados selecionados, tendo Azospirillum brasiliense
(Ab-V5) como bactéria de referéncia. A partir de um pré-inoculo, as bactérias foram
inoculadas em 5 mL do meio liquido Dyg’s com e sem suplementagio com triptofano, e
incubadas sob agitacdo constante durante sete dias (100 rpm). Apé6s o periodo de
crescimento a densidade oGtica (DO) dos isolados foi avaliada em espectrofotdmetro a
540 nm e ajustada para DOsg4 0,3. Posteriormente aliquotas de 1 mL das culturas foram
centrifugadas por 3 min a 6000g. Uma aliquota de 100 pL do sobrenadante foi
adicionada em placa tipo elisa de 96 pogos, em seguida adicionados 100uL de reagente
Salkowski (2% de FeCl; 0,5M em 35% de &cido perclérico). Em seguida, foram
incubados no escuro por 30 min e ap0s este periodo, as amostras foram lidas em



espectrofotometro a 540 nm. Uma curva padrdo foi previamente obtida de
concentragdes conhecidas de AIA sintético para estimativa de produgdo de compostos
inddlicos pelos isolados bacterianos. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de
variancia e comparacao de médias por meio do teste de Scott-Knott com significancia
de (p>0,05%) utilizando-se o programa Sisvar 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os 38 isolados de Coroa de frade (Melocactus sp.), produziram acido
indol-acético (AlA) na presenca e na auséncia do L-triptofano, como suplementacéo do
meio de cultura (Figura 1). Houve diferenca estatistica entre os isolados submetidos ao
L-triptofano (p>0,05%). Ao analisarmos a Figura 1, pode-se observar que valores de
AIA na presenca do L- triptofano variaram entre 47,07 pg mL-! no isolado C1 a 485,56
pg mL-! no isolado C39. Ao compararmos os resultados com a bactéria referéncia
(Azospirillum), observa-se que o isolado C1 produziu cerca de 53% a menos de &cido
indol-acético, enquanto que observamos os resultados do isolado C39 a producéo é
cerca de 300% maior em relacdo a bactéria referéncia. Os isolados C27 e C30
produziram basicamente a mesma quantidade de AlA.
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Figura la. Producdo de acido indol-acético com suplementagdo de L-Tritofano. Figura 1b. Produgdo
de &cido indol-acético sem suplementacdo de L-Tritofano de isolados de Coroa de Frade (Melocactus
sp.). Barras com Erro padréo.

Na figura 2, podemos observar que o isolado C1 na auséncia do L-triptofano
produziu cerca de 60% a menos de acido indol-acético quando comparado a bactéria de
referéncia (Azospirillum), ja o isolado C39 produziu cerca de 250% a mais que a
bactéria referéncia. Para os isolados C27 e C30 verificou-se que a producdo de acido
indol-acético (AIA) foi basicamente igual girando em torno de 280 pg mL™. Nas duas
variaveis analisadas, os isolados C1 e C39 obtiveram as menores e maiores producoes,
respectivamente. Todos os isolados testados produziram AIA, porém os valores
encontrados foram superiores ao encontrados por Mascarua-Esparza et al. (1988) que
variaram entre 28,54 a 97,03 uM em isolados de A. lipoferum originérios de plantas
cactaceas no México. Antunes (2016) isolando bactérias diazotroficas endofiticas de
Palma forrageira obtiveram elevadas produgdes de AIA, superiores ao isolado
comercial, com os valores variando entre 61 e 132,79 pg/mL. Os micro-organismos
podem ser isolados da regido da rizosfera de vérias culturas, a capacidade de produzir
acido indol acético como metabdlito secundario pode estar ligado ao elevado



suprimento de substratos. O &cido indol-acético estd diretamente relacionado na
producdo de raizes mais longas, com maior nimero de pélos radiculares e raizes
radiculares, sendo responsaveis na absorcao de nutrientes (Datta e Basu, 2000). O AIA
estimula o alongamento celular, modificando certas condigdes como, aumento da
osmose, conteido celular e aumento da permeabilidade da 4gua na planta. Além disso,
inibe ou atrasa a abscisdo das folhas, e induzem a floragéo e a frutificagdo (ZHAO,
2010).

De acordo com Spaepen et al. (2007), a biossintese de auxinas por bactérias
ocorre em diferentes rotas metabdlicas, sendo o triptofano o principal precursor para
sintese de AIA. Todos os isolados sintetizaram AIA tanto pela via dependente quanto
por via independente de L-triptofano. Grande parte apresentou maiores valores quando
na presenga do aminodcido. Dessa forma, bactérias que produzem elevadas
concentracdes de AIA, podem ser utilizadas em futuros ensaios com inoculagdo em
espécies vegetais.

CONCLUSOES

Nas condigdes do Semiérido Nordestino bactérias isoladas da Coroa de Frade séo
capazes de produzir &cido indol-acético na presenca e auséncia de seu principal
precursor.
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