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Resumo

O objetivo deste trabalho foi isolar e determinar a resistência intrínseca a an-
tibióticos (RIA) de bactérias de nódulos de Vigna spp. em solos de Caatinga. 
Foi realizado um experimento utilizando-se amostras de solos de áreas de 
Caatinga dos municípios de Teresina, PI, Paulistana, PI; Uauá, BA; Juazeiro, 
BA e Petrolina, PE com três espécies de Vigna spp. A identifi cação fi logenéti-
ca de todos os isolados foi realizada pela análise das sequências parciais do 
gene 16S rRNA. Foi selecionado um isolado de cada gênero para os testes 
de resistência a nove tipos de antibióticos. Foram identifi cadas 17 bactérias, 
pertencentes aos gêneros Pseudomonas, Rhizobium, Bacillus e Sphingomo-

nas isoladas de diferentes cultivares e locais de coleta, consideradas resis-
tentes a pelo menos quatro tipos de antibióticos.

Palavras-chave: competitividade, fi xação biológica de nitrogênio, inocula-
ção, Semiárido. 

Introdução

A associação entre leguminosas e bactérias do grupo rizóbio se destaca 
como uma relação simbiótica de grande efi ciência e importância econômica 
(Moreira; Siqueira, 2006). No entanto, os nódulos dessas plantas podem ser 
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colonizados, naturalmente, por diversos grupos de bactérias não rizobianas 
que, apesar de não nodularem, podem promover o crescimento vegetal por 
outros mecanismos (Dhole et al., 2016; Leite et al., 2017; Cardoso et al., 
2018).

Bactérias autóctones possuem melhor adaptabilidade e estabilidade genética 
em suas condições ambientais de origem, quando comparadas às alóctones, 
introduzidas via inoculação, o que confere melhor efi ciência na colonização, 
resistência a estresses abióticos e sobrevivência no solo. A capacidade de 
produzir ou resistir a bacteriocinas, substâncias antibacterianas produzidas 
por diversos rizóbios, e outros antibióticos sintetizadas pela população micro-
biana do solo, pode benefi ciar estirpes nativas na co-colonização dos tecidos 
vegetais, como os nódulos radiculares (Naamala et al., 2016).

A identifi cação de bactérias resistentes a esses bacteriocinas e com potencial 
para promoção de crescimento possui implicações práticas importantes na 
recomendação de novas estirpes como inoculantes. 

O objetivo deste trabalho foi determinar a sensibilidade a antibióticos de bac-
térias isoladas de nódulos de Vigna em solos de Caatinga do Semiárido nor-
destino.

Material e Métodos

Foi realizado um experimento para a obtenção de bactérias nodulares utili-
zando-se amostras de solos de áreas de Caatinga dos municípios de Teresi-
na, PI (Latossolo); Paulistana, PI (Luvissolo); Uauá, BA (Planossolo); Juazei-
ro, BA (Neossolo fl úvico) e Petrolina, PE (Argissolo). Como plantas-isca para 
a obtenção dos isolados foram utilizadas três espécies de Vigna: V. mungo; V. 

radiata e V. unguiculata, sendo esta última representada por duas variedades 
comerciais (BRS Pujante e BRS Novaera) e um genótipo de V. unguiculata 
subsp. sesquipedalis não cultivado comercialmente.

As plantas foram cultivadas em viveiro com sombrite nas dependências da 
Embrapa Semiárido por 35 dias, sendo irrigadas diariamente com água desti-
lada autoclavada. Na ocasião da coleta, dois nódulos foram coletados aleato-
riamente de cada vaso e sanitizados superfi cialmente de acordo com Vincent 
(1970) e, com auxílio de um estilete esterilizado, foram cortados e esfregados 
(parte interna) em placas de Petri com meio BDA com cloranfenicol (100 mg 
L-1) e, em seguida, incubados a 28 ºC. 

Todos os isolados crescidos tiveram o DNA extraído com a utilização do kit de 
extração de DNA genômico Wizard Genomic DNA Purifi cation kit (Promega), 
seguindo-se as instruções do fabricante. A identifi cação fi logenética de todos 
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os isolados foi realizada pela análise das sequências do gene 16S rRNA, 
amplifi cado utilizando-se os iniciadores universais Y1 e Y3. 

Os produtos da PCR foram purifi cados e enviados para a empresa Macrogen 
(Seul, Coreia do Sul) para sequenciamento. A similaridade das sequências 
obtidas foi comparada às depositadas no banco de dados GenBank, do Na-
tional Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando-se a ferramenta 
BLASTn (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov). 

O fi ngerprinting molecular foi avaliado por meio de reação de PCR com o ini-
ciador microssatélite (GAC)

5
. Em seguida, foi selecionado um isolado de cada 

gênero para os testes de resistência intrínseca a antibióticos. 

O antibiograma foi realizado pelo método de difusão em placa com discos de 
papel impregnados utilizando-se os antibióticos ampicilina (10 µg), cloranfeni-
col (30 µg), gentamicina (10 µg), neomicina (30 µg), estreptomicina (300 µg), 
eritromicina (15µg), rifampicina (5 µg), vancomicina (10 µg) e ácido nalidíxico 
(30 µg). As bactérias foram crescidas em meio Dyg’s líquido por 72 horas e a 
OD

540
 ajustada para 0,3 em espectrofotômetro. 

Uma alíquota de 100 µL de caldo de cultivo ajustado foi inoculado nas 
placas de meio BDA para posterior depósito dos discos com antibióticos. O 
experimento foi implantado em triplicata e as placas incubadas por 7 dias. 

Resultados e Discussão

Foram obtidas 17 bactérias isoladas dos nódulos das plantas de Vigna, con-
sideradas resistentes a cloranfenicol. A análise fi logenética das sequências, 
obtidas a partir da análise parcial do gene 16S rRNA, revelou que a maioria 
das bactérias pertencem ao gênero Pseudomonas (10), isoladas de diferen-
tes cultivares e locais de coleta, seguida dos gêneros Rhizobium (3), Bacillus 
(2) e Sphingomonas (2) (Figura 1). 

A diversidade da comunidade de bactérias pode ocorrer em função da planta 
hospedeira, mas principalmente do solo cultivado (Leite et al., 2017). Neste 
trabalho, foi observada presença de isolados geneticamente próximos em 
amostras de solos de diferentes locais e em genótipos de Vigna distintos 
cultivados nos mesmos solos, indicando diversidade de bactérias resistentes 
a antibióticos, variando nos locais de coleta de solo e plantas-isca utilizados.

Os gêneros isolados nos nódulos de Vigna, coabitando com rizóbios neste 
estudo, são reconhecidos como bactérias promotoras de crescimento, capa-
zes de produzir sideróforos, hormônios de crescimento, solubilizar fosfatos e 
tolerância a estresses abióticos, além de serem coabitantes dos nódulos de 
leguminosas com os rizóbios nodulantes (Dhole et al., 2016; Leite et al., 2017). 
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Figura 1. Árvore fi logenética montada com base nas sequências parciais do gene 16S rRNA dos 
isolados bacterianos resistentes à cloranfenicol. 
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O fi ngerprinting molecular mostrou grande variação dos perfi s de bandas dos isola-
dos (dados não mostrados), permitindo ainda identifi car isolados idênticos e excluir 
 culturas clones dentro dos isolados classifi cados no mesmo gênero. 

O antibiograma revelou que as bactérias foram consideradas resistentes a pelo 
menos quatro antibióticos testados (Tabela 1). A resistência intrínseca a antibió-
ticos pode ser adquirida por transferência horizontal de genes (HTG) ou induzida 
por micro-organismos do solo do qual o isolado foi obtido por meio de seleção de 
isolados tolerantes (Zhang; Dick, 2014). A resistência intrínseca a bacteriocinas e 
sua intensidade, por estirpes nativas varia com a população microbiana antagônica 
presente no local. 

Tabela 1. Resistência intrínseca a antibióticos em quatro bactérias isoladas de nó-
dulos de Vigna spp. em diferentes solos. 

Antibióticos
Nº de anti-
bióticos

Isolado Gênero AMP CLO GEN NEO EST ERI RIF VAN NAL

14.2 Rhizobium + + + + - + + - + 7

72.1 Bacillus + + - - - + - + + 5

98.1 Pseudomonas + + + + - + - + + 7

50.1 Sphingomonas - - + + - + + - - 4

* Sinal de (+) indica crescimento da estirpe, (-) ausência de crescimento. Na última coluna, mostra-se a 
quantidade de antibióticos que o isolado foi resistente. AMP - ampicilina, CLO - cloranfenicol, GEN - gen-
tamicina, NEO - neomicina, EST - estreptomicina, ERI - eritromicina, RIF - rifomicina, VAN - vancomicina, 
NAL - ácido nalidixico.

Apesar de inicialmente ter sido isolado em meio com cloranfenicol, o isolado de 
Sphingomonas mostrou-se suscetível a este e a mais quatro antibióticos. Provavel-
mente, esta característica pode ter sido alterada durante os processos de isolamen-
to, purifi cação e estocagem, pela perda dos genes de resistência. A perda dessa 
característica, no entanto, diminui a probabilidade de HTG de genes relacionados 
à RIA para bactérias patogênicas a humanos e animais, o que poderia resultar na 
aquisição de multirresistências, um sério problema de saúde pública.

Estirpes rizobianas nativas resistentes a antibióticos possuem vantagens ecológi-
cas, podendo competir pelos sítios de infecção de forma mais efi ciente, quando 
comparada às introduzidas (Naamala et al., 2016). A competitividade e a capacida-
de de promover crescimento nas plantas possuem implicações práticas importan-
tes, principalmente na recomendação de novas estirpes como inoculantes.
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Conclusão

As bactérias isoladas neste estudo, pertencentes aos gêneros Pseudomonas, 
Rhizobium, Bacillus e Sphingomonas apresentam RIA a diferentes antibióti-
cos. Esses gêneros são descritos como promotores de crescimento vegetal e 
habitantes de nódulos de leguminosas.
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