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RESUMO: Bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico habitam naturalmente o interior e a
superficie das plantas. Essas bactérias também
podem possuir a capacidade de sintetizar
auxinas, hormdnios que atuam no crescimento e
desenvolvimento das plantas. Diante do exposto,
0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a
capacidade in vitro de bactérias diazotréficas,
isoladas de raizes e folhas de orquidea do género
Cymbidium, em sintetizar indol, substancia
precursora das auxinas. Bactérias diazotréficas
foram isoladas previamente de raizes e folhas de
Cymbidium sp. nos meio de cultivo JMV, JMVL,
NFb, JNFb, LGl e LGI-P. Posteriormente, foi
avaliada a capacidade desses isolados em
sintetizar indol em ensaio qualitativo in vitro. As
bactérias foram crescidas em meio liquido DYGS
por 24 h, a temperatura de 30 °C e agitagao de
120 rpm. Em seguida, 10 pL da cultura bacteriana
foram transferidos para placas contendo 1/ 10 do
meio TSA. Apo6s a transferéncia, o meio foi
coberto com membrana de nitrocelulose e
incubado a 28°C por 24h. Em seguida, a
membrana foi transferida para outra placa e
saturada com a solugdo de Salkowski e incubada
a temperatura ambiente por 30 minutos. A
formacdo de halo avermelhado na membrana
indicou a presengca de indol sintetizado pelas
bactérias. Foram realizadas trés repetigbes para
cada estirpe bacteriana. Dos 17 isolados
avaliados 4 apresentaram a capacidade de
sintetizar indol. Os resultados indicam que essas
bactérias além de fixarem o nitrogénio
atmosférico, também sintetizam fitohormoénio da
classe das auxinas, tendo potencial para uso na
formulacao de inoculantes e ou biofertilizantes.

Termos de indexacdo: auxinas, fixacao bioldgica
de nitrogénio, inoculantes.

INTRODUCAO

Diversos trabalhos tém demonstrado que as
bactérias epifiticas, que habitam a superficie
vegetal (Baldotto & Olivares, 2008), e as bactérias
endofiticas, que habitam o interior dos tecidos
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vegetais (Halmann et al., 1997), podem promover
o crescimento da planta hospedeira.

Os primeiros relatos da associacdo entre
orquideas com bactérias endofiticas e epifiticas
foram realizados por cientistas australianos que
isolaram bactérias dos géneros Pseudomonas,
Bacillus, Xanthomonas, Arthrobacter e Kurthia
com potencial de sintese de fitohérmonio da
classe das auxinas (Wilkinson et al., 1989;
Wilkinson et al., 1994).

Posteriormente, Tsavlekova et al. (2001;
2002; 2004) isolaram das orquideas Acampe
papillosa e Dendrobium moschatum bactérias dos
géneros Acinetobacter, Bacillus, Cellulomonas,
Flavobacterium,  Gluconobacter, —Micrococcus,
Mycobacterium, Pseudomonas, Rhodococcus,
Streptomyces.

Atualmente, ja foram também relatadas a
ocorréncia de bactérias endofiticas e epifiticas em
orquideas das espécies Laelia purpurata,
Oncidium varicosum, Miltonia flavecens, Vanda
tricolor, Laelia flava brasil, Dendrobium
fimbriatum, Epidendrum sp., Dendrobium nobilis e
Coelogyne lawrenceana (Lange e Moreira, 2002).

A inoculagdo de bactérias diazotréficas em
plantulas semeadas in vitro poderia ser uma
estratégia viavel na aclimatizacdo das mudas de
orquideas, pois poderia reduzir os custos de
producdo com base na maior eficiéncia de
crescimento e nutricional (Baldotto et al., 2009).
Para desenvolver esses inoculantes séo
necessarios estudos prévios de isolamento,
caracterizacao, selecao e testes de eficiéncia.

Além da fixacdo bioldégica de nitrogénio
atmosférico, essas bactérias também podem
possuir a capacidade de sintetizarem auxinas,
fitohormbnios que atuam no crescimento das
plantas. Uma maneira indireta de verificar essa
habilidade é a identificagdo de estirpes que
sintetizam indol, substancia precursora das
auxinas, em ensaios colorimétricos in vitro (Bric et
al., 1991).

O trabalho teve como objetivo caracterizar as
estirpes bacterianas diazotréficas isoladas de
folhas e raizes de Cymbidium sp. quanto ao
potencial de sintese de compostos inddlicos.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Setor de Floricultura
da Universidade Federal de Vicosa Campus
Florestal, Municipio de Florestal, MG.

Bactérias  diazotroficas  foram  isoladas
previamente de folhas e raizes de Cymbidium sp.
utilizando-se os meios semi-sélidos JMV, JMVL,
NFb, JNFb, LGl e LGI-P, todos sem adicdo de
nitrogénio (Débereiner et al., 1999). Em todos os
meios, o volume foi aferido para 1000 mL
utilizando-se é4gua destilada e o pH ajustado
utilizando-se KOH (sol. 10%) e H,SO, (sol. 5%). A
composi¢cao do meio JMV foi de 5g de manitol, 6
mL de K;HPO, (sol. 10%), 18 mL de KH,PO, (sol.
10%), 2 mL de MgS0,.7H,0 (sol. 10%), 1 mL de
NaCl (sol. 10%), 2 mL de CaCl,.2H,0 (sol. 1%), 4
mL de FEEDTA (sol. 1,64%), 2 mL de solucdo de
micronutrientes para meio de cultura, 1 mL de
vitamina para meio de cultura, 2 mL de azul de
bromotimol (sol. 0,5% em 0,2N de KOH) e pH
entre 4,2 e 4,5. O meio JMVL se difere do JMV
devido ao acréscimo de 20 mg L" de extrato de
levedura e pH entre 5,0 e 5,4. O meio NFb foi
composto por 5g de &acido madlico, 5 mL de
KoHPO, (sol. 10%), 2 mL de MgSQO,.7H,O (sol.
10%), 1 mL de NaCl (sol. 10%), 2 mL de
CaCl,.2H,0 (sol. 1%), 4 mL de FeEDTA (sol.
1,64%), 4,5 mL de KOH (sol. 10%), 2 mL de
solugdo de micronutrientes para meio de cultura,
1 mL de vitamina para meio de cultura, 2 mL de
azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2N de KOH) e
pH 6.5. O meio JNFb foi composto por 5g de
acido malico, 6 mL de K;HPO, (sol. 10%), 18 mL
de KH,POy, (sol. 10%), 2 mL de MgSQ,.7H,0 (sol.
10%), 1 mL de NaCl (sol. 10%), 2 mL de
CaCl,.2H.0 (sol. 1%), 4 mL de FeEDTA (sol.
1,64%), 4,5 mL de KOH (sol. 10%), 2 mL de
solucdo de micronutrientes para meio de cultura,
1 mL de vitamina para meio de cultura, 4 mL de
azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2N de KOH) e
pH 5,8. O meio LGl foi composto por 5g de acucar
cristal, 2 mL de K;HPO, (sol. 10%), 6 mL de
KH.PO, (sol. 10%), 2 mL de MgSQO,.7H,O (sol.
10%), 2 mL de CaCl,.2H,0 (sol. 1%), 4 mL de
FeEDTA (sol. 1,64%), 2 mL de Na,MoQO,.2H,O
(sol. 0,1%), 1 mL de vitamina para meio de
cultura, 5 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5% em
0,2N de KOH) e pH entre 6,0 e 6,2. Os dezessete
isolados foram estocados em &gua destilada
autoclavada.

Posteriormente, as bactérias foram crescidas
previamente em meio liquido DYGS por 24 h, a
temperatura de 30 °C e agitagao de 120 rpm.

Para avaliagcdo da sintese de compostos
inddlicos, 10 pL da cultura bacteriana foram
transferidos para placas contendo 1/ 10 do meio

TSA (Bric et al., 1991). Apds a transferéncia, o
meio foi coberto com membrana de nitrocelulose
e incubado a 28°C por 24h. Em seguida, a
membrana foi transferida para outra placa e
saturada com a solugéo de Salkowski (1 mL de
tricloreto de ferro hexahidratado (FeClI3.6H20),
0,5 mol L-1, em 50 mL de acido perclérico
(HCIO4), 35 % em &gua) conforme Gordon &
Weber (1951) e incubada a temperatura ambiente
por 30 minutos. A formagéo de halo avermelhado
na membrana indicou a presenca de indol
sintetizado pelas bactérias. Foram realizadas trés
repeticdes para cada estirpe bacteriana.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi verificado que
bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico
isoladas de folhas e raizes de Cymbidium sp.
apresentaram a habilidade de sintese de indol,
como pode ser visualizado na figura 1, por meio
da formacgéao do halo réseo que se forma no local
das col6nias.

Esse método colorimétrico apresenta como
vantagem a rapidez e simplicidade e foi descrito
por Bric et al. (1990) estudando a producgédo de
acido indol-acético (AlA) por Pseudomonas
syringae subsp. savastanoi.

Dos 17 isolados diazotroficos avaliados, 4
apresentaram a capacidade de sintese de indol
(Tabela 1), substancia precursora das auxinas.
As bactérias sintetizam auxinas por diferentes
rotas metabdlicas (Spaepen et al., 2007), a mais
comum é a rota de indol-3-acetamida (IAM), mas
também j& foram descritas as rotas indol-3-
piruvato (IPyA), triptamida (TAM) e indol-
acetonitrilo (IAN). As auxinas atuam diretamente
no alongamento das células vegetais, resultando
na promocao de crescimento de plantas.

Além da sintese de auxinas e da fixagédo
biolégica de nitrogénio atmosférico, as bactérias
epifiticas e endofiticas podem também promover
o crescimento e desenvolvimento das plantas por
diferentes agbes que incluem a solubilizacdo de
fosfatos, biossintese de fitohormonios, influéncia
na atividade enzimatica da 1-aminociclopropano
1-carboxilato  (ACC) deaminase, controle
biolégico, sintese de sideréforos e a indugéo de
resisténcia sistémica a patdégenos na planta
hospedeira (Halmann et al., 1997).

A possibilidade de agregar valor em
propagulos de orquideas ao inocula-los com
estirpes selecionadas, supostamente dotara o
setor de floricultura e plantas ornamentais de
maior  competitividade na  produgcdo e
comercializagcdo de seus produtos agricolas. Para
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isso, estudos como esse, de caracterizagdo dos
isolados bacterianos sdo necessarios.

CONCLUSOES

Bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico
isoladas de folhas e raizes de Cymbidium sp.
possuem a capacidade de sintetizarem
compostos inddlicos.
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Figura 1 — Visualizacdo da circunferéncia de cor rosa (seta) formado pela deteccao de indol sintetizado por
bactérias diazotroficas isoladas de Cymbidium sp.

Tabela 1 — Identificagdo das estirpes bacterinas diazotroficas capazes de sintetizarem indol isoladas de
folhas e raizes de Cymbidium sp em diferentes meios de cultura.

Identificagdo dos isolados bacterianos' Sintese de indol
UFV 11161 -
UFV 11151 -
UFV 12141 -
UFV 11261 +
UFV 11251 -
UFV 12261 -
UFV 12251 -
UFV 12262 -
UFV 12252 -
UFV 11361 -
UFV 11362 +
UFV 12321 -
UFV 11441 -
UFV 12421 -
UFV 11442 -
UFV 11521 +
UFV 11541 +

T Identificagdo dos isolados bacterianos: nome UFV seguido dos nimeros que indicam: nome cientifico da planta hospedeira (1 —
Cymbidium), tecido vegetal usado no isolamento (1 — Raiz, 2 — Folha), meio de cultura usado no isolamento (1 — JMV, 2 - JMVL, 3 —
NFb, 4 — JNFb, 5 — LG, 6 — LGI-P), diluicdo e nimero de ordem do isolado na colegao.




