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Resumo

Fitohormbnios tém um papel importante como reguladores do
crescimento e do desenvolvimento das plantas. Muitos
microrganismos associados a plantas sdo capazes de sintetizar
fitohormbnios, principalmente auxinas. Aqui nds descrevemos a
geracao de mutantes Tn5 de Gluconacetobacter diazotrophicus € um
método simples para detectar eficientemente a producdo de auxinas
em cultura liquida.

Termos para indexacao: Transposon Tn5, compostos inddlicos,
deteccao de AIA

Obtation and selection of Gluconacetobacter
diazotrophicus (Pal5) Tn5 mutants with altered
pattern in auxin production

Abstract

Phytohormones play an important role as regulators of plant growth
and development. Many plant-associated microorganisms are capable
of synthesizing phytohormones. Here we described the generation of
Gluconacetobacter diazotrophicus Tn5 mutants and a simple method
to efficiently detect auxin production in liquid culture.

Index terms: Transposon Tn5, indolic compounds, IAA detection



Introducao

Gluconacetobacter diazotrophicus €é uma bactéria diazotrdfica
endofitica isolada inicialmente de raizes e colmos de cana-de-acucar
(Saccharum officinarum) (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988), e
posteriormente encontrada associada a diversos hospedeiros como a
batata-doce (lpomoea  batatas), capim-elefante (Pennisetum
purpureum) (DOBEREINER et al., 1993), café (Coffea arabica)
(JIMENEZ-SALGADO et al., 1997) e abacaxi (Ananas comosus)
(TAPIA-HERNANDEZ et al., 2000).

A promoc¢ao do crescimento de plantas de cana-de-agucar por esta
bactéria tem sido relacionada a sua capacidade de colonizar e fixar
nitrogénio atmosférico no interior dos tecidos resultando em aumentos
no nitrogénio acumulado nos tecidos da cana. Além disso, estudos de
inoculacdo em cana tém evidenciado efeitos positivos na
sobrevivéncia das plantulas, no comprimento e no volume radicular
(CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988; REIS et al, 1994;
MUTHUKUMARASAMY et al., 1999; 2002; OLIVEIRA et al., 2002;
MUNOZ-ROJAS & CABALLERO-MELLADO, 2003).

Mais recentemente, considera-se que a producao de fitormdnios, tais
como acido-3-indol acético (AlA), giberelinas e citocininas (FUENTES-
RAMIREZ et al., 1993; JIMENEZ-SALGADO et al., 1994; BASTIAN et
al., 1998), também podem estar relacionados a promocgao do
crescimento vegetal (SEVILLA et al., 1998; 2001). Devido a
importancia do AIA no desenvolvimento vegetal e seu possivel papel
na interacao entre a planta e a bactéria e imprescindivel conhecer
como este composto é sintetizado por G. diazotrophicus e qual o seu
papel na promocdo do crescimento e na interacdo com a cana-de-
acucar.

O sequenciamento do genoma de G. diazotrophicus (estirpe selvagem
Pal 5) foi iniciado em 2002 pelo consorcio RIOGENE (FAPERJ/CNPQ)
e, recentemente concluido. A utilizacdo desses conhecimentos aliados
aos estudos de gendmica funcional abrira novas oportunidades no
campo da biotecnologia através da identificacdo de rotas metabdlicas
e compostos envolvidos na sinalizacdo molecular e na promocao do
crescimento da cana-de-agucar. Neste sentido, buscou-se estudar a
funcdo de genes envolvidos na biossintese de AIA através da
caracterizacdo de mutantes aleatorios com alteragdo na producao de
AlA. A obtencéo e selecido de mutantes € uma etapa extremamente
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trabalhosa, pois € necessario avaliar uma biblioteca de um grande
numero de clones em busca de mutantes promissores. Diante disso,
torna-se necessario utilizar uma metodologia que permita a avaliagao
de grande quantidade de clones com eficiéncia, rapidez e baixo custo.
Para esta finalidade, os métodos colorimétricos sdo muito uteis, uma
vez que se pode estimar rapidamente a quantidade de AlA produzida.
Dentre estes, o reagente de Salkowski vem sendo cada vez mais
utilizado pela sua especificidade a compostos inddlicos, pelo baixo
custo e pela sua praticidade (GORDON & WEBER, 1951; SARWAR &
KREMER, 1995; GLICKMANN & DESSAUX, 1995). Este trabalho
descreve a utilizagcdo do reagente de Salkowski na selecdo em larga
escala de mutantes aleatdrios com alteracao na producao de AlA.

Material e Métodos

1 — Meios de cultura e reagentes utilizados:

e Meio LGI-P modificado (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988):
100 g.L" de aclcar cristal; 0,2 gL' de K,HPO, 0,6 gL’ de
KH,PO,; 0,2 g.L”' de MgS0..7H,0; 0,02 g.L" de CaCl,.2H,0; 0,002
g.L”" de Na;Mo0,.2H,0; 0,01 g.L" de FeCls.6H,0; 1,32 g.L ' de
(NH4)ZSO4, pH 5,5

e Meio Dygs (RODRIGUES NETO et al., 1986): 6 g.L™" de glicose; 1,5
g.L™" de peptona bacteriolégica; 2,0 g.L" de extrato de levedura; 0,5
g de K,HPO,; 0,5 g.L" MgS0,.7H,0; 1,5 g.L" de acido glutamico;
pH 6,0.

e Meio C2: 15 g.L™ de glicose; 10 g.L™" de peptona bacteriolégica; 5
g.L"" de extrato de levedura; 5 g.L™' de NaCl, pH 6,0.

Para os meios solidos foram acrescentados 15 g.L”' de &gar
bacteriologico.

e Solugao de Triptofano: Foi preparado uma solucdo estoque (10,1
mg/mL) de triptofano em agua destilada, adicionando aos poucos
algumas gotas de KOH necessario para dissolucdo do triptofano.
Apos filtracdo em millipore 0,2 um a solucdo foi armazenada na
geladeira (4°C) em frasco escuro. Para uma concentragao final de
100 pug/mL de triptofano adicionou-se 1 mL da solugdo estoque
(10,1 mg/mL) em 100 mL de meio de cultura esterilizado.



e Solucao de AIA sintético: Foi preparado uma solucdo estoque 10
mM (1,75 mg/mL) de AIA em agua destilada, adicionando aos
poucos algumas gotas de KOH. Esta solucdo foi diluida em agua
destilada, em concentragcdes crescentes de 0 a 1000 uM, para
construgao da curva de calibragao de AlA.

¢ Reagente de Salkowski (GORDON & WEBER, 1951): Um aliquota
de 1 mL de FeCl;.6H,0 0,5 M (1,35 g/10 mL) foi adicionado a 50 mL
de HCIO, (35%).

2 — Construgao da curva de calibracao de AlA:

Concentragdes crescentes de 0 a 1000 uM/mL de AIA (Vetec) foram
utilizadas na construcao da curva de calibracdo empregando o método
descrito por SARWAR & KREMER (1995). Aliquotas de 150 pL de
cada diluicdo foram transferidas para microplacas de poliestireno de
96 pocos com capacidade de 300 uyL por pogo. Em seguida, foram
adicionados 100 pL do reagente de Salkowski. Apos 30 minutos de
reacao no escuro a temperatura ambiente, a intensidade da coloragao
foi avaliada em comprimento de onda (L) de 540nm utilizando o
espectrofotometro Labsystems IEMS Reader MF. Os dados de
absorbancia foram processados pelo programa Ascent Software for
IEMS Reader MF e, posteriormente, plotados em um grafico de
dispersao (X,Y) utilizando o MICROSOFT OFFICE EXCEL (2003).

3 — Curva de crescimento e producao de AIA por Pal 5:

A estirpe selvagem Pal 5 foi cultivada em microplacas em meio LGI-P
na presenca e na auséncia de triptofano em dois experimentos
independentes. No experimento 1, colénias de Pal 5 em meio Dygs
foram inoculadas com palito de dente estéreis em microplacas
contendo 1 mL de meio liquido LGI-P modificado [sem azul de
bromotimol e contendo 10 mM de (NH,4).SO,4 como fonte de Nitrogénio,
com e sem L-triptofano (100 ug/mL)]. As microplacas foram incubadas
a 30°C sob agitacédo (200 rpm) por até quatro dias, com 3 repeticdes.
No experimento 2, dois tipos de inéculo foram avaliados na presenca
de L-triptofano: células de colénia e de cultura liquida. O indculo de
colénia foi proveniente de meio sdélido LGI-P e o inéculo de cultura
liquida de uma suspensao de células lavadas e ajustadas a DOeg2g nm
de 0,4 (10 uL/pogo). O crescimento foi avaliado por até sete dias (168
horas), com sete repeticbes. O crescimento da bactéria foi medido
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pela Densidade Otica (DOgz nm) da cultura (200 uL) em microplacas.
Em seguida, a cultura foi centrifugada (10.000 rpm, 5 min) e o
sobrenadante (150 mL) utilizado nas reacdes colorimétricas conforme
descrito acima. A concentracdo de AIA foi determinada utilizando a
equacao da curva de calibracao de AlA.

4 — Geracao dos mutantes aleatérios de G. diazotrophicus
(Pal 5):

A estirpe selvagem Pal 5 (ATCC 49037) (GILLIS et al., 1989; YAMADA
et al, 1998), isolada originalmente de cana-de-agucar por
CAVALCANTE & DOBEREINER (1988), foi utilizada para obtencdo
dos mutantes, pela eletroporacao de células eletrocompetentes de Pal
5 com o kit Transposon EZ-Tn5™ <KAN-2> Tnp da Epicentre. Este
sistema é um complexo estavel formado entre a Transposase e o
Transposon, o qual é ativado na presenca de Mg*2. Pela insercdo do
TN5S randomicamente no genoma de Pal 5, obteve-se a biblioteca de
mutantes aleatérios a qual foi utilizada para a selecdo de clones
alterados na sua capacidade de producdo de AIA. As células
eletrocompetentes de Pal 5 foram obtidas conforme metodologia
descrita por ROUWS et al. (2006). A estirpe Pal 5 foi cultivada sob
agitacdo a 30°C em 200 ml de meio C-2 até a densidade Optica
(DOe20nm) de 0,6-0,7. Apos centrifugagao, o sedimento foi lavado com
glicerol 50% e, em seguida, com glicerol 10% para remover
exopolissacarideos e impurezas. As células lavadas foram
ressuspensas em 4 mL de glicerol (10%). Aliquotas de 100 uL foram
distribuidas em microtubos e armazenadas a -70°C. A eletroporagao
foi realizada conforme Rouws et al. (2006). Células eletrocompetentes
(100 pL) descongeladas no gelo foram misturadas com 1 pyL de
transposon (20 ng) e transferido para eletrocubetas de 2mm (BIO
RAD) previamente geladas. Na eletroporagdo foi empregado o
aparelho “Electro Cell Manipulator 600" (BTX Inc. EUA) para aplicagao
do pulso elétrico (2,5 kv, 186 Q, constante de tempo ~0,8 msec, high
voltage). Imediatamente apds o pulso, adicionou-se 1 mL de meio C2
a eletrocubeta e apdés homogeneizagdo, transferiu-se a suspensao
para um tubo Falcon™ contendo 1 mL de meio C2. Apés 2h a
30°C/150 rpm, a suspensao foi centrifugada a 5000 rpm/5 min e o
pellet ressuspenso em 500 yL de meio C2. Aliquotas de 50 uL de
suspensao foram semeadas em meio Dygs contendo 200 ug/mL do
antibidtico canamicina. As placas foram incubadas a 30°C por trés
dias. Os mutantes obtidos foram cuidadosamente repicados com
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palitos de dente estéreis para placas Master com meio Dygs contendo
200 pg/mL de canamicina.

5 — Selecao dos mutantes:

A selecdo dos mutantes foi realizada pela quantificacdo de AIA
produzida em meio de cultura. Para tal, foi empregado o método
colorimétrico descrito por SARWAR & KREMER (1995), o qual utiliza o
reagente de Salkowski para analises em microplacas. Apos
crescimento a 30°C por trés dias, coldnias frescas dos mutantes foram
inoculadas com palitos em microplacas de polipropileno com 96 pogos
com capacidade de 2 mL cada contendo 1 mL de meio liquido LGI-P
acrescido de 100 pg/mL de L-triptofano (Vetec) como precursor da
biossintese de acido-indol-acético (AlA) e 100 ug/mL de Canamicina.
A primeira coluna de cada microplaca foi reservada para os controles
negativo (ndo inoculado) e positivo (estirpe selvagem Pal5). Apos
cultivo a 30°C sob agitacdo de 200 rpm por 48 horas no escuro, 200
ML de cada cultura foram transferidos para microplacas de poliestireno
com 96 pocos com capacidade de 300 pyL para leitura da Densidade
Otica (DOg20 nm)- As culturas restantes foram centrifugadas a 4000 rpm
por 15 minutos e o sobrenadante utilizado nas reacdes colorimétricas
conforme descrito acima. A concentracdo de AIA foi determinada
utilizando a equacao da curva de calibragao de AlA.

Os mutantes promissores foram selecionados calculando-se a
porcentagem de variagdo na produgao de auxina em relagao a estirpe
selvagem Pal 5, dentro da mesma faixa de Densidade Otica (DOg2onm)-
Os mutantes que apresentaram variagdo de + 50% foram
selecionados para reavaliacdo da produgcao de auxinas. Estes
mutantes foram inoculados em novas placas de Dygs e re-avaliados
nas mesmas condi¢cdes descritas acima, com trés repeticbes. Apds
esta confirmagao, os mutantes com significativa alteragao na producao
de AIA foram inoculados em placas de Dygs e apds 3 dias, as colénias
foram inoculadas com palitos em tubos com 5 mL de meio liquido
Dygs (com canamicina) e mantidos por 16 horas sob agitacédo a 150
rom e 30°C. Vinte microlitros desta cultura foram empregados como
pré-inéculo em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio liquido LGI-P
modificado, com 100 ug/mL de L-triptofano. Os frascos foram mantidos
a 30°C sob agitacdo de 150 rpm e as analises de producao de AlA
realizadas com 48, 72 e 96 horas de crescimento, conforme descrito
acima.
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Resultados e Discussao

O reagente de Salkowski tem sido utilizado para a quantificacdo e
deteccdo de auxinas devido a aua especifico para compostos inddlicos
como AIA (GORDON & WEBER, 1951; SARWAR & KREMER, 1995;
GLICKMANN & DESSAUX, 1995). Tem sido observado que as
estimativas obtidas com este reagente tém elevada correlacdo com
dados de HPLC que é uma técnica mais refinada utilizada na
identificacdo e quantificacdo de auxinas entre outras substancias
(SARWAR & KREMER, 1995). Aliado a isto, o preparo deste reagente
€ simples e de baixo custo. Assim optou-se por utilizar este reagente
na deteccao de AlA. Por ser uma medida colorimétrica, para estimar a
quantidade de auxinas produzida pela bactéria faz-se necessario
construir uma curva de calibracido com AlA sintético. Comprimentos de
onda = 530 nm sao relatados na literatura para deteccdo de auxinas
utilizando o reagente de Salkowski (GLICKMANN & DESSAUX, 1995,
SARWAR & KREMER, 1995). Neste trabalho, a avaliagdo em
diferentes comprimentos de onda, demonstrou maior absorbancia a
Assonm QUE A Ag9onm- POuUcCa ou nenhuma deteccdo de auxinas foi
observada em A maiores que 620nm e menores que 492 nm (Figura
1). O A s40nm fOi entdo escolhido para a construgdo da curva de
calibracdo e para a realizagdo das analises com os mutantes. A curva
de calibracdo demonstrou que o reagente de Salkowski permite
detectar auxinas em concentracdes de 25 yM/mL (4,38 ug/mL) a 1000
MM/mL (175,19 ug/mL), com grande sensibilidade do reagente em
concentracdes acima de 50 uM/mL (8,76 pg/mL). A equacéo da curva
de regressdo linear (R* de 0,9902) foi utilizado na quantificacdo de
auxinas produzida pelos mutantes.

250 - Curva de calibracio de AIA

Curva de calibragio de AIA em diferentes A (nmi(-

340 nm
— 360 nm
—436 nm

492 nm
5 1,50 4 — 540 nm
620 nm
690 nm

2,00 -

= 540nm
81,50 — Linear (540nm)
=
«
2
2
B
< 1,00 4

y =0,0024x + 0,097

0,50 1 R*=0,9921

- - T y
0.00 E//T ‘ i ; £ 0,00 : : : : : : : ‘ ‘ ‘ ‘

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
100 200 300 1000 Concentragdo de AIA TM/mL

Concentragdo de AIA ([M/mL)

Figura 1: Valores de absorbancia em fungéo da concentragédo de AlA. Cada ponto representa a
média de 4 repeticdes e o intervalo de confianga a p 0,05%.
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A producao de auxinas pela estirpe Pal 5 ocorre durante todo o
crescimento da bactéria, principalmente na presenca de triptofano, ja
que a adicdo deste ao meio aumentou significativamente a producao.
Este é um forte indicativo que o triptofano € o precursor essencial para
a producao de auxinas por G. diazotrophicus, como observado para
outras bactérias (TIEN et al., 1979; PRINSEN et al., 1993; ZIMMER et
al., 1988; RADWAN et al., 2002) (Figura 2 — Exp. 1). No inicio da fase
logaritmica de crescimento (DOgonm de 0,2-0,4) onde a atividade
metabdlica da bactéria € maxima observou-se grande producédo de
auxinas, em ambos experimentos. Entretanto, a maxima producao
pOdde ser observada apos 24, 48 ou 72 h de incubacgao (Figura 2),
devido a diferengas no crescimento da bactéria. No experimento 1, por
exemplo, houve uma fase /lag de 24 h. A producido de auxinas diminui
apos a maxima producao, sendo entretanto ainda detectado apos 168
h de incubagdo em concentragbes mais baixas (100-200 uM/mL).
Portanto, a quantificacdo de auxinas em Pal 5 deve ser feita com
curtos periodos de incubacido quando esta € cultivada em microplacas.
Nao observou-se grandes diferencas entre os tipos de indculo
testados (liquido e colbnia). Algumas alteragbes na cultura apoés
longos periodos de incubacido foram observados nas condigdes de
microplacas. Apos 72 horas de incubagao, o meio tornou-se mais
escuro com a presencga de “‘grumos” marrons dispersos no meio. As
células depositaram-se facilmente no fundo do poco, o que foi mais
evidente apos 48 horas de incubacdo. Estas alteracbes podem ser
devido a baixa aeragdo do meio nestas condigdes.

Experimento 1

DO-Tip— DO+Tip——AIA-Tip— AlA+Tip

AIA ((M/mL)
AIA (CM/mL)

f } T
Tnoculagdo 24h 48h 72h 9%h
Tenpo de crescinento (horas)

Experimento 2

2 3 e

C

E

— AIA/ colénia = AIA liquido DOlcolonia — — DO liquido

Inoculagio  24h 48h 72h %h 120h 144h 168h
Tenpo de crescimento (haras)

Figura 2: Curva de crescimento e produgéo de AIA da estirpe selvagem Pal 5. Cada ponto

representa a média de 3 (Exp. 1) ou 7 (Exp. 2) repeti¢des e o intervalo de confianga a p 0,05%.
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A utilizacao do kit EZ-TN5 da Epicentre permitiu a construgao de uma
biblioteca de mutantes aleatdérios de forma rapida e facil, onde
aproximadamente 1.100 colénias mutantes foram obtidas por
eletroporacdo com 1 uL de transposon (20 ng de DNA), equivalente a
uma freqiiéncia de 5,5 x 10* transformantes/ug de DNA.

As observacgdes no crescimento e na producao de auxinas obtidas nos
dois experimentos com a estirpe Pal5 direcionaram as avaliacoes
posteriores e tornaram mais faceis a selecdo de mutantes
promissores.

Foram avaliados 2.000 mutantes quanto a producao de AlA utilizando
a metodologia de selecao em microplacas. Baseados, nos resultados
de cultivo da estirpe selvagem Pal 5 nestas condigdes, foram
estabelecidas inicialmente que as analises seriam feitas com 24 horas
de crescimento; entretanto, com 24 horas foi observado que a maioria
dos mutantes n&do havia crescido. Optou-se, assim, por padronizar as
analises apo6s 48 horas de crescimento. Devido a estas variagbes no
crescimento, os mutantes foram agrupados por faixas de D.O. e
avaliados por grupo. Em cada grupo, aqueles que apresentaram
variacdo de +50% ou -50% na producado de AIA foram selecionados.
Assim, 86 mutantes foram selecionados para confirmacio, desta vez
sendo cultivados em tubos de ensaio, com trés repeticdes. Desta
forma, foram obtidos cinco mutantes com alteragdo na producio de
AlA (Tabela 1). A producdo de auxinas foi reduzida a zero nos
mutantes 25, 31 e 34, com variagao de -100% em relagéo a estirpe
selvagem Pal 5, apos 48 e 72 horas de crescimento. Estes mutantes
apresentaram crescimento normal semelhante a estirpe selvagem, em
meio LGI-P suplementado com triptofano (Figura 3 e Tabela 1)
indicando que a inser¢cao do Tnb ocorreu em genes de biossintese de
AlIA. O mutante 24 também cresceu normalmente, entretanto,
apresentou uma curva de producgao de AlA significativamente diferente
da selvagem. A producdo de AIA foi reduzida em até 60%, mas se
manteve por mais tempo de crescimento, contrastando com a curva de
producao de AlA por Pal 5, a qual apds 72 h de crescimento reduziu
drasticamente. E possivel que neste mutante o Tn5 tenha se inserido
em genes com funcdo na regulacdo da biossintese de AIA, ou no
sistema de transporte. A producdo de AlA no mutante 47 também foi
reduzida, mas este foi o unico que apresentou curva de crescimento
diferente da estirpe selvagem Pal 5 (Tabela 1, Figura 3), indicando que
a mutacao possa ter ocorrido em outros genes nao relacionados a
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biossintese de AIA. Novos estudos com estes mutantes sao
necessarios para identificar o gene mutante e sua relacdo com a
biossintese de AIA em G. diazotrophicus. A caracterizacao por HPLC
permitira identificar nestes mutantes quais substancias deixaram de
ser produzidas, complementando os estudos de caracterizagao dos
mutantes.

No presente estudo, foi descrito uma metodologia de selecdo de
mutantes usando o reagente de Salkowski onde foram estabelecidas
as condicoes de crescimento e analise de producao AIA para
mutantes de G. diazotrophicus utilizando o cultivo em microplacas de
poliestireno. Os resultados demonstram que a metodologia utilizada
permitiu de forma facil, rapida e com baixo custo a selecao de
mutantes com alteracdo na producio de AlA.

Tabela 1: Porcentagem de variacdo na producao de AlA por mutantes
de G. diazotrophicus (Pal 5)

48 horas** 72 horas 115 horas
AIA
Mutantes o)k 0 AlA] 0

DOs20nm AIA uM/mL % DOs20nm  AIA uM/mL % | DOs20 nm uMimL %
Mut 24 0,15 322 -46 0,22 215 -59 0,42 246 251
Mut 25 0,15 -20 -103 0,21 -19 -104 - - -
Mut 31 0,16 -11 -102 0,22 -24 -105 - - -
Mut 34 0,19 17 -103 0,23 -14 -103 - - -
Mut 47 0,30 137 =77 0,30 86 -84 0,2 27 -63
Pal 5 0,17 592 0 0,26 529 0 0,45 70 0,0
Branco* 0,07 -24 -104 - - - - - -

* Meio LGI-P néo inoculado; ** Tempo de crescimento da bactéria; ***Variagdo da producdo de AIA em relagédo a
estirpe selvagem Palb.

750,00 -
0,50 4 Produgio de AIA por mutantes na presenca de triptofano
Crescimento dos mutantes em meio LGI-P 650.00 -

0,40 - 550,00
~ 450,00

0,30 1 -

3 350,00

]
0,20 4 <

DO 620 nm

250,00 1
150,00 |
0,10

50,00 |

0,00 L T
-50,00 - 0 48 72 115

Tempo de crescimento (horas)

0 48 72 115

Tempo de crescimento (horas)

‘_mul 24 —*—mut 25 mut 31 =" mut 34 mut47 —Pal 5 ‘ ‘—Mul 24 =Mut 25 " Mut 31 =™Mut34 ~ Mut47 —Pal § ‘

Figura 3 : Curva de crescimento e Produgédo de AIA por mutantes de G. diazotrophicus (Pal 5)

16



Agradecimentos

PRONEX 2003 CNPqg/FAPERJ e CAPES.

Referéncias Bibliograficas

BASTIAN, F.; COHEN, A.; PICCOLI, P.; LUNA, V.; BARALDI, R
BOTTINI, R. Production of indole-3-acetic acid and gibberellins A1 and
A3 by Acetobacter diazotrophicus and Herbaspirillum seropedicae in
chemically-defined culture media. Plant Growth Regulation,
Dordrecht, v. 24, p. 7-11, 1998.

CAVALCANTE, V. A.; DOBEREINER, J. A new acid-tolerant nitrogen-
fixing bacterium associated with sugarcane. Plant and Soil, Dordrecht,
v. 108, p. 23-31, 1988.

DOBEREINER, J.; REIS, V. M.; PAULA, M. A. de; OLIVARES, F.
Endophytic diazotrophs in sugar cane, cereals and tuber plants. In:
PALACIOS, R.; MORA, J.; NEWTON, W. E. (Ed.). New horizons in
nitrogen fization. Dordrecht: Kluwer, 1993. p. 671-676.

FUENTES-RAMIREZ, L. E.; JIMENEZ-SALGADO, T.; ABARCA-
OCAMPO, |[|. R.; CABALLERO-MELLADO, J. Acetobacter
diazotrophicus, an indole acetic acid producing bacterium isolated from
sugarcane cultivars of Mexico. Plant and Soil, Dordrecht, v. 154, p.

145-150, 1993.

GILLIS, M.; KERTERS, B.; HOSTE, D. J.; KROPPENSTEDT, R. M,;
STEPHAN, M. P.; TEIXEIRA, K. R. S.; DOBEREINER, J.; DE LEY, J.
Acetobacter diazotrophicus sp. nov., a nitrogen-fixing acetic acid
bacterium associated with sugarcane. International Journal of
Systematics Bacteriology, Washington, v. 7, p. 361-364, 1989.

GLICKMANN, E.; DESSAUX, A. Critical examination of the specificity
of the Salkowski reagent for indolic compounds produced by
phytopathogenic bacteria. Applied and Environmental Microbiology,
Washington, v. 61, n. 2, p. 793-796, feb. 1995.

GORDON, S. A.; WEBER, R. P. Colorimetric estimation of indoleacetic
acid. Plant Physiology, Baltimore, v. 26, n. 1, p.192-195, 1951.

17



JIMENEZ-SALGADO, T.; APARICIO FABRE, R.; CABALLERO-
MELLADO, J. Deteccion de citocininas en Acetobacter diazotrophicus
aislado de cafia de azucar. In: XVIl REUNION LATINOAMERICANA
DE RHIZOBIOLOGIA. Abstracts... La Habana, Cuba. 1994.

JIMENEZ-SALGADO, T.; FUENTES-RAMIREZ, L. E.; TAPIA-
HERNANDEZ, A.; MASCARUA-ESPERANZA, A. M.; MARTINEZ-
ROMERO, E.; CABALLERO-MELLADO, J. Coffea arabica L., a new
host for Acetobacter diazotrophicus and isolation of other nitrogen-
fixing Acetobacteria. Applied and Environmental Microbiology,
Washington, v. 63, p. 3676-3683, 1997.

MUNOZ ROJAS, J.; CABALLERO MELLADO, J. Population dynamics
of Gluconacetobacter diazotrophicus in sugarcane cultivars and its
effect on plant growth. Microbial Ecology, New York, v. 46, p. 454-
464, 2003,

MUTHUKUMARASAMY, R.; REVATHI, G.; LAKSHMINARASIMHAN,
C. Influence of nitrogen fertilization on the isolation of Acetobacter
diazotrophicus and Herbaspirillum spp. from Indian sugarcane
varieties. Biology and Fertility of Soils, Berlin, v. 29, p. 157-164,
1999.

MUTHUKUMARASAMY, R.; REVATHI, G.; SESHADRI, S,
LAKSHMINARASIMHAN, C. Gluconacetobacter diazotrophicus (syn.
Acetobacter diazotrophicus), a promising diazotrophic endophyte in
tropics. Current Science, Bangalore, v. 83, p. 137-145, 2002.

OLIVEIRA, A. L. M.; URQUIAGA, S.; DOBEREINER, J.; BALDANI, J. I.
The effect of inoculating endophytic N.-fixing bacteria on
micropropagated sugarcane plants. Plant and Soil, Dordrecht, v. 242,
p. 205-215, 2002.

PRINSEN, E.; COSTACURTA, A.; MICHIELS, K.; VANDERLEYDEN,
J.; VAN ONCKELEN, H. Azospirillum brasilense indole-3-acetic acid
biosynthesis: evidence for a non-tryptophan dependent pathway.
Molecular Plant-Microbe Interactions, St. Paul, v. 6, n. 5, p. 609-
615, 1993.

RADWAN, T. E. E.; MOHAMED, Z. K.; REIS, V. M. Production of
Indole-3-Acetic Acid by different Strains of Azospirillum and
Herbaspirillum spp. Symbiosis, Rehovot, v. 32, p. 39-54, 2002.

18



REIS, V. M.; OLIVARES, F. L., DOBEREINER, J. Improved
methodology for isolation of Acetobacter diazotrophicus and
confirmation of its endophytic habitat. World Journal of Microbiology
and Biotechnology, Oxford, v. 10, p. 401-405, 1994.

RODRIGUES NETO, J.; MALAVOLTA JR., V. A,; VICTOR, O. Meio
simples para isolamento e cultivo de Xanthomonas campestris pv. citri
Tipo B. Summa Phytopathologica, Piracicaba, v. 2, p. 16-16, 1986.

ROUWS, L. F. M.; HEMERLY, A. S.; BALDANI, J. |. Transformagao
de Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe Pal 5 pela técnica de
eletroporagao. Seropédica: Embrapa Agrobiologia, 2006. 4 p.
(Embrapa-CNPAB. Comunicado técnico, 84).

SARWAR, M.; KREMER R. J. Determination of bacterially derived
auxins using a microplate method. Letters in Applied Microbiology,
Oxford, v. 20, p. 282-285, 1995.

SEVILLA, M.; BURRIS, R. H.; GUNAPALA, N.; KENNEDY, K. C.
Comparison of benefit to sugarcane plant growth and ™N,
incorporation following inoculation of sterile plants with Acetobacter
diazotrophicus wild-Type and Nif mutant strains. Molecular Plant-
Microbe Interactions, St. Paul, v. 14, n. 3, p. 358-366, 2001.

SEVILLA, M.; DE OLIVEIRA, A.; BALDANI, J. |.; KENNEDY, C.
Contributions of the bacterial endophyte Acetobacter diazotrophicus to

sugarcane nutrition: A preliminary study. Symbiosis, Rehovot, v. 25, p.
181-191, 1998.

TAPIA-HERNANDEZ, A.; BUSTILLOS-CRISTALES, M. R.; JIMENEZ-
SALGADO, T.; CABALLERO-MELLADO, J.; FUENTES-RAMIREZ, L.
E. Natural endophytic occurrence of Acetobacter diazotrophicus in
pineapple plants. Microbial Ecology, New York, v. 39, p. 45-55, 2000.

TIEN, T. M.; GASKINS, M. H.; HUBBELL, D. H. Plant growth
substances produced by Azospirillum brasilense and their effect on the

growth of pearl millet (Pennisetum americanum L.). Applied and
Environmental Microbiology, Washington, v. 37, p. 1016-1024, 1979.

19



YAMADA, Y.; HOSHINO, K.; ISHIKAWA, T. The phylogeny of acetic
acid bacteria based on the partial sequences of 16S ribosomal RNA:
the elevation of the subgenus Gluconacetobacter to generic level.

International Journal of Systematics Bacteriology, Washington, v.
48, p. 327-328, 1998.

ZIMMER, W.; ROEBEN, K.; BOTHE, H. An alternative explanation for
plant growth promotion by bacteria of the genus Azospirillum. Planta,
New York, v. 176, p. 333-342, 1988.

20






En@a

Agrobiologia

Ministério da Agricultura, B :

Pecuaria e Abastecimento 8o ERNo rEDERAL



