Bactérias resistentes a anti-
bioticos em nodulos de Vig-
na spp. cultivados em solos
de Caatinga

Resumo

O objetivo deste trabalho foi isolar e determinar a resisténcia intrinseca a an-
tibioticos (RIA) de bactérias de nédulos de Vigna spp. em solos de Caatinga.
Foi realizado um experimento utilizando-se amostras de solos de areas de
Caatinga dos municipios de Teresina, PIl, Paulistana, PI; Uaua, BA; Juazeiro,
BA e Petrolina, PE com trés espécies de Vigna spp. A identificagao filogenéti-
ca de todos os isolados foi realizada pela analise das sequéncias parciais do
gene 16S rRNA. Foi selecionado um isolado de cada género para os testes
de resisténcia a nove tipos de antibidticos. Foram identificadas 17 bactérias,
pertencentes aos géneros Pseudomonas, Rhizobium, Bacillus e Sphingomo-
nas isoladas de diferentes cultivares e locais de coleta, consideradas resis-
tentes a pelo menos quatro tipos de antibioticos.

Palavras-chave: competitividade, fixagdo bioldgica de nitrogénio, inocula-
¢ao, Semiarido.

Introducao

A associagdo entre leguminosas e bactérias do grupo rizobio se destaca
como uma relacao simbiotica de grande eficiéncia e importancia econémica
(Moreira; Siqueira, 2006). No entanto, os nédulos dessas plantas podem ser
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colonizados, naturalmente, por diversos grupos de bactérias ndo rizobianas
que, apesar de ndo nodularem, podem promover o crescimento vegetal por
outros mecanismos (Dhole et al., 2016; Leite et al., 2017; Cardoso et al.,
2018).

Bactérias autdctones possuem melhor adaptabilidade e estabilidade genética
em suas condigdes ambientais de origem, quando comparadas as aléctones,
introduzidas via inoculagéo, o que confere melhor eficiéncia na colonizagao,
resisténcia a estresses abidticos e sobrevivéncia no solo. A capacidade de
produzir ou resistir a bacteriocinas, substancias antibacterianas produzidas
por diversos rizébios, e outros antibidticos sintetizadas pela populagéo micro-
biana do solo, pode beneficiar estirpes nativas na co-colonizagéo dos tecidos
vegetais, como os nodulos radiculares (Naamala et al., 2016).

Aidentificagao de bactérias resistentes a esses bacteriocinas e com potencial
para promogao de crescimento possui implicagbes praticas importantes na
recomendagao de novas estirpes como inoculantes.

O objetivo deste trabalho foi determinar a sensibilidade a antibiéticos de bac-
térias isoladas de nédulos de Vigna em solos de Caatinga do Semiarido nor-
destino.

Material e Métodos

Foi realizado um experimento para a obtengédo de bactérias nodulares utili-
zando-se amostras de solos de areas de Caatinga dos municipios de Teresi-
na, Pl (Latossolo); Paulistana, PI (Luvissolo); Uaud, BA (Planossolo); Juazei-
ro, BA (Neossolo fluvico) e Petrolina, PE (Argissolo). Como plantas-isca para
a obtencédo dos isolados foram utilizadas trés espécies de Vigna: V. mungo; V.
radiata e V. unguiculata, sendo esta ultima representada por duas variedades
comerciais (BRS Pujante e BRS Novaera) e um genétipo de V. unguiculata
subsp. sesquipedalis nao cultivado comercialmente.

As plantas foram cultivadas em viveiro com sombrite nas dependéncias da
Embrapa Semiarido por 35 dias, sendo irrigadas diariamente com agua desti-
lada autoclavada. Na ocasido da coleta, dois nddulos foram coletados aleato-
riamente de cada vaso e sanitizados superficialmente de acordo com Vincent
(1970) e, com auxilio de um estilete esterilizado, foram cortados e esfregados
(parte interna) em placas de Petri com meio BDA com cloranfenicol (100 mg
L") e, em seguida, incubados a 28 °C.

Todos os isolados crescidos tiveram o DNA extraido com a utilizag&o do kit de
extracdo de DNA genémico Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega),
seguindo-se as instrugbes do fabricante. A identificagéo filogenética de todos
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os isolados foi realizada pela analise das sequéncias do gene 16S rRNA,
amplificado utilizando-se os iniciadores universais Y1 e Y3.

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

O fingerprinting molecular foi avaliado por meio de reagao de PCR com o ini-
ciador microssatélite (GAC),. Em seguida, foi selecionado um isolado de cada
género para os testes de resisténcia intrinseca a antibioticos.

O antibiograma foi realizado pelo método de difusdo em placa com discos de
papel impregnados utilizando-se os antibidticos ampicilina (10 ug), cloranfeni-
col (30 ug), gentamicina (10 ug), neomicina (30 ug), estreptomicina (300 ug),
eritromicina (15ug), rifampicina (5 pg), vancomicina (10 ug) e acido nalidixico
(30 pg). As bactérias foram crescidas em meio Dyg'’s liquido por 72 horas e a

OD,,, ajustada para 0,3 em espectrofotémetro.

Uma aliquota de 100 yL de caldo de cultivo ajustado foi inoculado nas
placas de meio BDA para posterior depdsito dos discos com antibioticos. O
experimento foi implantado em triplicata e as placas incubadas por 7 dias.

Resultados e Discussao

Foram obtidas 17 bactérias isoladas dos nddulos das plantas de Vigna, con-
sideradas resistentes a cloranfenicol. A andlise filogenética das sequéncias,
obtidas a partir da analise parcial do gene 16S rRNA, revelou que a maioria
das bactérias pertencem ao género Pseudomonas (10), isoladas de diferen-
tes cultivares e locais de coleta, seguida dos géneros Rhizobium (3), Bacillus
(2) e Sphingomonas (2) (Figura 1).

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

Os géneros isolados nos nédulos de Vigna, coabitando com rizébios neste
estudo, sdo reconhecidos como bactérias promotoras de crescimento, capa-
zes de produzir sideréforos, hormdnios de crescimento, solubilizar fosfatos e
tolerancia a estresses abidticos, além de serem coabitantes dos nédulos de
leguminosas com os rizobios nodulantes (Dhole et al., 2016; Leite et al., 2017).
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Figura 1. Arvore filogenética montada com base nas sequéncias parciais do gene 16S rRNA dos
isolados bacterianos resistentes a cloranfenicol.
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O fingerprinting molecular mostrou grande variagédo dos perfis de bandas dos isola-
dos (dados nao mostrados), permitindo ainda identificar isolados idénticos e excluir
culturas clones dentro dos isolados classificados no mesmo género.

O antibiograma revelou que as bactérias foram consideradas resistentes a pelo
menos quatro antibiéticos testados (Tabela 1). A resisténcia intrinseca a antibio-
ticos pode ser adquirida por transferéncia horizontal de genes (HTG) ou induzida
por micro-organismos do solo do qual o isolado foi obtido por meio de selecao de
isolados tolerantes (Zhang; Dick, 2014). A resisténcia intrinseca a bacteriocinas e
sua intensidade, por estirpes nativas varia com a populagao microbiana antagénica
presente no local.

Tabela 1. Resisténcia intrinseca a antibiéticos em quatro bactérias isoladas de né-
dulos de Vigna spp. em diferentes solos.

Antibiéticos ::6‘;'; ::“'
Isolado Género AMP CLO GEN NEO EST ERI RIF VAN NAL
14.2 Rhizobium + + + + - + + _ + 7
721 Bacillus + + - - - + - + + 5
98.1 Pseudomonas + e + + = + - + + 7
50.1 Sphingomonas - - + + = + + - - 4

"Sinal de (+) indica crescimento da estirpe, (-) auséncia de crescimento. Na ultima coluna, mostra-se a
quantidade de antibiéticos que o isolado foi resistente. AMP - ampicilina, CLO - cloranfenicol, GEN - gen-
tamicina, NEO - neomicina, EST - estreptomicina, ERI - eritromicina, RIF - rifomicina, VAN - vancomicina,
NAL - &cido nalidixico.

Apesar de inicialmente ter sido isolado em meio com cloranfenicol, o isolado de
Sphingomonas mostrou-se suscetivel a este e a mais quatro antibioticos. Provavel-
mente, esta caracteristica pode ter sido alterada durante os processos de isolamen-
to, purificagdo e estocagem, pela perda dos genes de resisténcia. A perda dessa
caracteristica, no entanto, diminui a probabilidade de HTG de genes relacionados
a RIA para bactérias patogénicas a humanos e animais, o que poderia resultar na
aquisicao de multirresisténcias, um sério problema de saude publica.

Estirpes rizobianas nativas resistentes a antibidticos possuem vantagens ecolégi-
cas, podendo competir pelos sitios de infeccdo de forma mais eficiente, quando
comparada as introduzidas (Naamala et al., 2016). A competitividade e a capacida-
de de promover crescimento nas plantas possuem implicagdes praticas importan-
tes, principalmente na recomendagéo de novas estirpes como inoculantes.
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Conclusao

As bactérias isoladas neste estudo, pertencentes aos géneros Pseudomonas,
Rhizobium, Bacillus e Sphingomonas apresentam RIA a diferentes antibi6ti-
cos. Esses géneros sdo descritos como promotores de crescimento vegetal e
habitantes de nddulos de leguminosas.
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