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Apresentacao

A producao do fito-hormoénio acido indolacético (AlA) por
microrganismos consiste num dos principais mecanismos
associados a promocao de crescimento de plantas. A

Embrapa Milho e Sorgo possui um Banco de Microrganismos
Multifuncionais e Fitopatogénicos que conta com milhares de
cepas, cuja ampla maioria ainda nao foi caracterizada quanto ao
potencial uso como promotores de crescimento vegetal.

A metodologia adaptada e apresentada neste trabalho foi
implementada nos nossos laboratérios como alternativa

para quantificagao de AIA em larga escala, propiciando maior
agilidade na caracterizacao inicial e selecao de potenciais cepas
para uso como bioinoculantes.

Antonio Alvaro Corsetti Purcino
Chefe-Geral
Embrapa Milho e Sorgo
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Introducao

Os hormoénios vegetais, que incluem as auxinas, citocininas,
etileno, giberelinas e acido abscisico, sao substancias organicas
que desempenham um papel importante na regulacao do
crescimento em plantas (RAVEN et al., 2001). Dentre as
auxinas, o acido indolacético (AlA) é o principal fito-hormoénio
relacionado ao alongamento de células, estimulando a sintese
celular ou desinibindo a acao de enzimas que atuam sobre as
microfibrilas da parede celular, o que resulta em aumento da
plasticidade da membrana, promovendo a formacao de raizes
adventicias no caule e a expansao radicular (TAIZ; ZEIGER,
2004).

Além da sua producao em tecidos vegetais, a sintese de AlA
pode ocorrer em bactérias associadas a plantas, cuja principal
via metabolica de producao utiliza a molécula de triptofano
como precursora. A producao de AlA por bactérias endofiticas
e epifiticas consiste em um dos principais mecanismos
associados a promocao de crescimento de plantas, com
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prevaléncia dos géneros Acinetobacter, Actinomyces,
Agrobacterium, Alcaligenes, Azospirillum, Azotobacter,

Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium, Enterobacter, Erwinia,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Pantoea, Pseudomonas,
Rhizobium e Xanthomonas (PATTEN; GLICK, 1996; TSAVKELOVA
et al., 2006).

A Embrapa Milho e Sorgo possui um Banco de Microrganismos
Multifuncionais e Fitopatogénicos, que conta com mais de
10.000 cepas (PAIVA et al., 2013), cuja ampla maioria ainda nao
foi caracterizada quanto ao potencial uso como promotores

de crescimento vegetal. Nesse trabalho apresentamos uma
metodologia para selecao em larga escala de bactérias
produtoras de AlA baseada no trabalho descrito por Sarwar

e Kremer (1995) com modificacoes e padronizada para as
condicoes e equipamentos disponiveis nos laboratérios do
Nucleo de Biologia Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo.

Esta metodologia foi implementada em nossos laboratoérios,
permitindo a avaliacao em larga escala de um grande niumero
de cepas, propiciando maior agilidade na caracterizacao inicial e
selecao de cepas eficientes na producao de AlA.

Procedimento

1. Distribuir 1 mL de meio TSB (caldo soja tripticaseina)
suplementado com DL-triptofano na concentracao de 1,0
g/L em placa estéril tipo “deep well” com capacidade para
2,6 mL por poco e 96 amostras. Deixar uma posicao da
placa somente com meio de culturaTSB com DL- triptofano
que correspondera a amostra em branco da reacao. O DL-
triptofano atua como precursor na principal via de producao
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do AIA e devera ser adicionado ao meio de cultura antes da
autoclavagem.

2. Com o auxilio de ponteiras estéreis ou carimbo, inocular
individualmente no meio TSB suplementado com triptofano,
colonias bacterianas previamente isoladas a partir de meio
de cultura sélido. Caso as amostras em estudo estejam em
meio de cultura liquido, inocular 5 pL da cultura bacteriana
no meio TSB suplementado com triptofano. Vedar a placa
com filme adesivo contendo perfuragdes por agulha para
facilitar a aeracao. Cobrir toda a placa com papel laminado
para impedir a entrada de luz.

3. Posteriormente, incubar as amostras a 30 °C por 5 dias, com
agitacao de 100 rpm.

4. Apods o periodo de incubacao, centrifugar a placa a 4.000
rpom por 15 minutos.

5. Com o auxilio de micropipeta multicanal, pipetar 100 uL do
sobrenadante e transferir para microplaca transparente de
96 pocos, codigo Costar 3799 da marca Corning®.

6. Em seguida, adicionar 100 pL do reagente Salkowski,
conforme o protocolo descrito por Gordon e Weber
(1951), com algumas modificagoes. O regente Salkowski é
preparado a partir da mistura de 500 pL da solucao aquosa
de FeCl.. 6 H,O na concentracao de 0,136 g/mL e 24,5 mL
de solucao aquosa de acido perclérico 35% (v/v). A mistura
do acido perclorico e agua devera ser realizada lentamente
em capela de exaustao, sempre com pequenas adi¢coes do
acido sobre a agua, para evitar grande liberagao de calor.
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A solucao devera ser armazenada em geladeira e protegida
da luz e podera ser utilizada por até 2 meses, desde que
mantidas as caracteristicas iniciais.

Preparar uma solucao aquosa estoque de AlA na
concentracao de 100 uyg/mL. Armazenar a solucao na
geladeira, em frasco escuro. Desde que apresente as
caracteristicas iniciais, a solucao estoque de AlA podera ser
utilizada por até dois meses.

Preparar uma curva padrao com as concentracoes aquosas
de AlA iguais a 100; 80; 40; 20; 10 e 0 uyg/mL, que devera ser
utilizada no calculo da quantidade de AlA produzida por
cada amostra. A curva devera ser realizar em triplicata. Para
isso, repetir a etapas 5 e 6 substituindo as amostras pelo
padrao.

Incubar as amostras em temperatura ambiente, no escuro,
por 20 minutos.

Apos, medir a absorbancia a 530 nm no equipamento
FLUOstar Omega (BMG LABTECH, Alemanha) utilizando o
software Omega - Control (BMG LABTECH, Alemanha) com
selecao da microplaca “SBS stardard 96”. No programa,
clicar em “change layout” e definir a posicao das amostras
na placa. Em seguida, clicar em “start measurement”. Para
andlise dos resultados, utilizar o software Omega Data
Analysis (BMG LABTECH, Alemanha) e exportar os dados
brutos clicando em “export table to excel”.

O valor da absorbancia apresentado pelas amostras nao
poderé ser superior ao valor encontrado para o padrao AlA

9
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na concentracao de 100 ug/mL. Caso ocorra, as amostras
deverao ser diluidas e a analise repetida.

12. Subtrair o valor de absorbancia obtido para a amostra ou
padrao do valor do branco (0 ug/mL de AlA.

13. Plotar um grafico com as concentragcoes de AIA do padrao
no eixo X (ug/mL) e o valor médio de absorbancia no eixo
Y. Calcular a equacao da reta (Y = aX) e o valor de R? que
devera ser superior a 0,98, conforme exemplo na Figura
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Figura 1. Curva padrao demonstrando a linearidade na faixa de

deteccao de 0 a 100 ug/mL de AlA por espectrofotometria UV/
VIS.
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14. Os valores de cada amostra serao calculados com base
na equacao da reta, em que o valor de y sera o valor
encontrado a 530 nm e x a concentracao de AIA em pg/mL.

15. Recomenda-se uma avaliacao inicial com apenas uma
repeticao por amostra em estudo, de forma a permitir uma
andlise de um grande numero de amostras ao mesmo
tempo. Esta estratégia pode ser muito util, por exemplo,
na avaliacao em larga escala de cepas depositadas em
bancos de microrganismos. As bactérias selecionadas com
os maiores valores de AIA deverao ser reanalisadas com a
realizacao de pré-indculo, padronizacao da densidade o6tica
(OD) e analise com pelo menos trés repeticoes.
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