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RESUMO: A producdo do fitormdnio &cido indol
acético (AlA) por bactérias, tem sido amplamente
estudada para a cana-de-agUcar. Esta producéo de
AlA pode ser comprometida por fatores ambientais.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia de diferentes concentra¢cdes de cloreto de
sédio (NaCl) e diferentes pHs sobre o crescimento e
a producao de AlA in vitro, de linhagens bacterianas
da espécie Burkholderia gladioli, isoladas de plantas

de cana-de-acucar cultivadas no estado de
Pernambuco. Para tanto, duas linhagens
bacterianas endofiticas de B. gladioli foram

inoculadas em meio TSA acrescido de cinco
concentracdes de NaCl: 0,1; 1; 10; 25 e 50 g L' ede
dois pHs: 7,3 e 5,5. O crescimento bacteriano e a
producdo de AIA foram avaliados através de
espectrofotdmetro. As leituras ocorreram as 24 e 48
horas apds a inoculagdo. Foi observado que altas
concentracdes de NaCl influenciam negativamente a
producdo do &cido indol acético in vitro; que a
presenca de altas concentragbes de sal diminui o
crescimento bacteriano; e, que o pH &cido influencia
negativamente o crescimento e a producdo de AlA
destas bactérias.

Termos de indexacédo: &cido indol acético, cloreto
de sodio, promocao de crescimento vegetal.

INTRODUCAO

O acido indol acético (AlA) é um fitormdnio da
classe das auxinas, produzido no meristema apical
dos vegetais, e tem a funcdo de promover o
crescimento de raizes e caules através do
alongamento celular (CENTELLAS et al.,1999). A
producdo de auxina também pode ser realizada por
bactérias; que, quando em associagdo com as
plantas, podem promover o crescimento vegetal
(PATTEN & GLICK, 1996). Esta producéo de AIA
pode ser comprometida por fatores ambientais, pois
assim como as plantas, as bactérias apresentam
variacdes na tolerancia a estresses.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia de diferentes concentragcbes de cloreto de
sédio (NaCl) e diferentes pHs no crescimento e na
producdo de AlA, in vitro, de linhagens bacterianas
do género Burkholderia, isoladas de plantas de
cana-de-acucar cultivadas no estado de
Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas duas linhagens bacterianas
endofiticas produtoras de &cido indol acético (AlA),
da espécie Burkholderia gladioli (G18 e G19),
pertencentes a colecdo de culturas microbianas do
Laboratério de Genética e Biotecnologia Microbiana
(LBGM), da Unidade Académica de
Garanhuns/Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UAG/UFRPE). Tais linhagens foram
previamente isoladas em meio LGP-I
(DOBEREINER et al., 1995), sendo a G18 (B.
gladioli) de colmo da variedade RB 867515, a G19
(B. gladioli) de colmo da variedade RB 92579 de
plantas de cana-de-agUcar cultivadas na Estacao
Experimental de cana-de-acicar de Carpina
(EECAC), Carpina/Pernambuco, (7° 51’ 03” S e 35°
15" 17" O).

Colbnias isoladas das duas linhagens foram
inoculadas em meio de cultura Trypcase Soy Agar
(TSA) acrescido de L-triptofano (5mM), e incubadas
a 28°C por 24h sob agitagdo (120rpm). ApOs esta
etapa, 10 uL da cultura bacteriana foram inoculados
em meio TSA acrescido de cinco concentracdes de
cloreto de sédio (NaCl): 0,1; 1; 10; 25 e 50 g.L™, e
em meio TSA com pH 7,3 e pH 5,5. Em seguida, 0s
in6culos foram incubados a 28°C sob agitacédo
constante (120rpm). As leituras do crescimento
bacteriano (densidade ética - DO) foram realizadas
apos 24 e 48 horas do in6culo, com o auxilio de um
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 600
nm. O teste foi realizado em triplicata.

Para a verificacdo da producédo de AIA, foram
utilizadas as mesmas amostras da leitura da DO.
Dois mililitros da cultura bacteriana foram
centrifugados a 12.000 rpm por 5 min. Do
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sobrenadante obtido, foram retiradas amostras e
acrescidas do reagente de Salkowski (2% de FeCl;
0,5M em 35% (v/v) de é&cido perclérico), na
proporcao de 1,5:0,5. Esta reacédo foi incubada por
30 min na auséncia de luz. Ap0s esta etapa, a leitura
da absorbancia foi realizada com o em
espectrofotdbmetro a 530 nm. As leituras foram
realizadas as 24 e 48 horas apoés o inéculo e o teste
foi realizado em triplicata. Para a confeccdo da
curva de producédo de AIA foi utilizada uma curva
padréo, previamente obtida através de
concentracdes da AlA sintético (VETEC) conhecidas
(0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 e 350 pg.L™).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se observar o crescimento da linhagem G18
de B. gladioli (Figura 1A), o melhor desenvolvimento
foi na presenca de 10 g.L™* de NaCl. Ao se analisar a
producéo de AlA, pela mesma linhagem (Figura 1B),
percebe-se que a relacdo com o sal é inversa, ou
seja, quanto menor a concentragdo de NaCl, maior a
producédo de AlA.

Para a linhagem G19, o maior crescimento
ocorreu na concentragéo de 25 g.L™" de NaCl (Figura
2A), apresentando, deste modo, tolerancia a
salinidade maior do que a linhagem anterior. Porém,
nas concentragcbes de 0,1; 1 e 10 gLt o
crescimento foi menor que o observado naquele
tratamento. O que sugere uma relacdo muito
especifica desta linhagem com o sal presente no
meio. Mostrando que apesar das linhagens G18 e
G19 serem identificadas como da mesma espécie
(B. gladioli), seus comportamentos na presenca de
sal sdo diferentes, sendo caracteristico para cada
linhagem.

As linhagens avaliadas tiveram seu crescimento
influenciado negativamente na concentra¢éo de 50
g.L"l de NaCl. E quanto a producdo de AlA, as
concentracdes que mais inibiram a producéo deste
fitormbnio foram as de 25 e 50 g.L"l de NacCl
(Figuras 1 e 2).

Em trabalho realizado por Nébrega et al. (2004),

com bactérias diazotréficas, ndo houve nenhuma
linhagem bacteriana que cresceu na concentracao
de 50 g.L* de NaCl. O que se assemelha ao
resultado aqui obtido. Contudo, segundo Medeiros et
al. (2007), avaliando linhagens fixadoras de
nitrogénio quanto a tolerancia a salinidade e a
temperatura, constataram que houve crescimento
bacteriano até 50 g.L™ de NaCl.
De acordo com Radwan et al. (2005), a adicdo de
NaCl ao meio de cultura inibiu a producdo de auxina
nas linhagens de Azospirilum e Herbaspirillum
seropedicae, em doses superiores a5 g.L™.

Quanto a influéncia do pH sobre o crescimento
bacteriano, a linhagem G18 (Figuras 3A) foi
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influenciada negativamente pelo pH 5,5, enquanto a
linhagem G19 (Figura 4A), cresceu mais lentamente
em pH 5,5, porém se tornou praticamente igual ao
crescimento em pH 7,3 na leitura de 48 horas.
Quanto a producdo de AIA, a linhagem G18
(Figura 3B) obtive menor producdo no pH 5,5, e a
linhagem G19 (Figura 4B) néo apresentou influéncia
do pH, produzindo as mesmas concentracdes de
AlAem pH 7,3 e pH5,5.
De modo geral, o pH 5,5 apresentou maior influéncia
negativa sobre as caracteristicas observadas,
guanto ao crescimento e a producdo de AIA. Este
resultado difere do encontrado por Campos et al.
(2010), pois eles demonstraram que o pH alcalino foi
mais prejudicial ao crescimento dos isolados de
nddulos de raiz e caule de Discolobium spp., que o
pH éacido.

CONCLUSOES

Altas concentracdes de NaCl influenciam
negativamente a produc¢do do acido indol acético in
vitro.

A espécie B. gladioli apresentou tolerancia a
salinidade in vitro, na presenca de até 25 g L™ de
NacCl.

A presenca de altas concentragfes de sal diminui
0 crescimento bacteriano de B. glaidoli produtoras
de AIA associadas a cana-de-agucar.

O pH é&cido influencia negativamente o
crescimento e a producdo de AIA em linhagens do
género Burkholderia.
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Figura 1. Linhagem G18 de Burkholderia gladioli endofitica de
cana-de-agucar. A) Crescimento bacteriano; e B) Produgéo de
acido indol acético da linhagem; sob diferentes concentragées de
NaCl: 0,1; 1; 10; 25 e 50 g.L'l.
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Figura 3. Linhagem G18 de Burkholderia gladioli endofitica de
cana-de-aglcar. A) Crescimento bacteriano; e B) Produgéo de
acido indol acético da linhagem; sob diferentes pHs: 5,5 e 7,3.
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Figura 2. Linhagem G19 de Burkholderia gladioli endofitica de
cana-de-agucar. A) Crescimento bacteriano; e B) Producéo de
acido indol acético da linhagem; sob diferentes concentracGes de
NaCl: 0,1; 1; 10; 25 e 50 g.L ™.

Figura 4. Linhagem G19 de Burkholderia gladioli endofitica de
cana-de-agucar. A) Crescimento bacteriano; e B) Produgéo de
acido indol acético da linhagem; sob diferentes pHs: 5,5 e 7,3.
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