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ABSTRACT

Phytohormones are substances that influence the physiological processes in low
concentrations controlling the growth of the plant. Some strain known as diazotrophs can
colonize the plant without causing apparent damage to their hosts, and possibly benefit them
of diverse forms. Many endophytic diazotrophs can produce phytohormones and, therefore,
are capable of promoting plant growth. The objective of this experiment was to search the
production of promoter of the plant growth, indole acetic acid (IAA) and derivatives in
isolated endophytic diazotrophs of grass, pineapple, banana and palm between these, bacteria
belonging to the Azospirillum spp, Herbaspirillum spp, Ochrobactrum spp, Burkholderia spp
genera, and also strains of the symbiotic diazotrophs Rhizobium spp. We have used the
Salkowski assay to detect IAA and derivatives in culture supernatants of strains. First we
evaluate two variants of Salkowski reagent, named S1 (10.8M of H,SO4 with 4.5g FeCl;) and
S2 (7.9M of H,SO4 with 1.2g FeCls) and two ratios of sample and the Salkowski reagent (1:1
and 1:4) for both, S1 and S2. Variation in the test was detected in relation to the used reagents
(S1 or S2) and sample/reagent ratio. The results showed no detection for 1:4 ratio,
independent of the reagent used. On the other hand, the results obtained with the 1:1 ratio
revealed more satisfactory and allowed quantification of IAA. The TAA concentrations of
culture supernatants of 15 strains were determined during growth in a period of 96 h. The
highest IAA production occurred between 24-48 h. However, a great variations in IAA
production was observed. Among the tested strains X8 (H. seropedicae), A3b (Azospirillum
spp), BR322 (Rhizobium spp) and FP2 (A. brasilense), showed the highest levels of IAA:
31.52pg/mL, 75.27ug/mL, 24.80ug/mL and 31.45pg/mL, respectively. 77% tested
endophytic diazotroph strains produced significant amounts of IAA and derivatives that could

effectively be quantified by the S2 reagent.
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RESUMO

Fitohormoénios sdo substincias que influenciam os processos fisiolégicos em baixas
concentragdes controlando o crescimento da planta. Algumas linhagens conhecidas como
diazotrofos podem colonizar o interior da planta sem causar danos aparentes a seus
hospedeiros, e possibilitam beneficios de diversas formas. Muitos diazotrofos endofiticos
podem produzir fitohormonios, e sdo conseqiientemente capazes de promover o crescimento
de planta. O objetivo deste experimento foi pesquisar a produg@o do promotor do crescimento
de planta, acido indol acético (AIA) e derivados em diazotrofos endofiticos isolados de
graminea, abacaxi, banana e palmeira entre estes, as bactérias que pertencem aos géneros
Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia, Ochrobactrum e também estirpes de Rhizobium.
Foi usado o ensaio de Salkowski para detectar AIA e derivados em sobrenadantes da cultura
da colegdo das estirpes. Primeiramente avaliou-se duas varia¢des do reagente de Salkowski,
nomeados S1 (10.8M do H,SO4 com 4.5g FeCls) e S2 (7.9M do H,SO4 com 1.2g FeCls) e
duas reagdes da amostra e o reagente de Salkowski (1:1 e 1:4 v/v) para ambos, S1 e variagao
de S2. Variagdes no teste foram detectadas em relagdo ao regente usado (S1 ou S2) e a reagdo
amostra/reagente. Os resultados ndo mostraram nenhuma detec¢do para a reacdo de 1:4,
independente do reagente usado. Em outro momento, os resultados obtidos com a relagdo de
1:1 revelaram mais sensibilidade e permitiu quantificar o AIA. As concentragoes de AIA dos
sobrenadantes da cultura de 48 linhagens foram determinadas durante o crescimento em um
periodo de 96 h. e a producdo a mais elevada de AIA ocorreu entre 24-48 h. Entretanto,
variagOes grandes na producdo de AIA, foram observadas. Entre as bactérias testadas X8 (H.
seropedicae), A3b (Azospirillum spp), BR322 (Rhizobium spp) and FP2 (4. brasilense),
mostraram os niveis os mais elevados de AIA: 31.52pg/mL, 75.27pg/mL, 24.80pg/mL and
31.45pg/mL, respectivamente. 77% das linhagens de diazotrofos endofiticos testados
produziram quantidades significantes de AIA e derivados que poderiam efetivamente serem

quantificados pelo reagente S2.
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1.INTRODUCAO

1.1.BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO

Descoberto hd mais de 100 anos, o processo de fixagdo de nitrogénio por bactérias
funciona da seguinte maneira: a bactéria inoculada na raiz da planta cria nédulos, onde a
bactéria vai buscar alimento; usando o nitrogénio do ar, a bactéria produz enzimas e proteinas,
que servirdo como nutriente das plantas e da propria bactéria. Pesquisadores também
relataram que alguns microrganismos do solo eram responsaveis pela captagdo do nitrogénio
do ar (KENNEDY & ISLAM 2001, FREIRE 1992).

Somente formas mais reduzidas deste elemento podem ser assimiladas pelos
organismos vivos. Os microrganismos do solo, possuem como principal fonte de nitrogénio
materiais vegetais (como restos de cultura, adubo verde ou serapilheira) ou de natureza
animal, fertilizantes industriais, sais de amonio ¢ nitratos trazidos pela precipitacdo, ¢ a
fixagdo biologica de nitrogénio (FBN), realizada por microrganismos conhecidos como
diazotroficos. (CARDOSO, 1992).

A (FBN) ¢ a maior responsavel pelo aporte de nitrogénio nos sistemas biologicos,
contribuindo com cerca de 65% do nitrogénio fixado (NEWTON, 1999). Este processo
consiste na transformacdo do nitrogénio molecular (N;) em formas mais reduzidas, como
NH;, que podem ser assimiladas pelos organismos vivos.

Diversas bactérias, como Rhodospirillum spp e algumas bactérias fotossintéticas, sao
fixadoras de nitrogénio (KAMEN & GEST, 1949; KAMEN, 1953), assim como uma grande
variedade de bactérias do solo, semelhantes a Pseudomonas spp. (ANDERSON, 1955).

Grande parte dos microrganismos diazotroficos, evoluiram no sentido de colonizarem
a rizosfera das plantas, beneficiando-se assim dos compostos ricos em carbono, que sio
exsudados pelas raizes(SPRENT & FARIA, 1989).

Um grande nimero de plantas cultivadas mantém em suas raizes uma populagdo ativa
de microrganismos diazotroficos. Muitas dessas associagdes sofreram especializagdes ao
longo do processo evolutivo, resultando em relagdes muito estreitas entre a planta e a bactéria,
inclusive promovendo a formacdo de estruturas especializadas que garantem protecdo contra
fatores adversos do solo (SPRENT & FARIA, 1989).

A exploracdo agricola da FBN nos paises desenvolvidos tem sido motivada pela
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conscientizacdo ecoldgica sobre o uso intensivo e, as vezes, abusivo dos agroquimicos além
de representar uma diminui¢c@o no custo da produc¢do. Esta ainda ndo ¢ a grande preocupacao
em muitos paises em desenvolvimento. De um modo ou de outro, a exploracdo agricola da
FBN depende do profundo conhecimento das bactérias diazotréficas, suas relagdes com as
plantas superiores e com os demais membros da microflora do solo e da rizosfera.
Pesquisadores da ndia (RAO, 1983; GHAI & THOMAS, 1989) isolaram bactérias do
género Azospirillum da rizosfera. Pesquisadores brasileiros (WEBER, 1998; WEBER et al.,
1999; WEBER et al., 2001), do grupo de J. Dobereiner, identificaram varias bactérias
diazotroficas endofiticas pertencentes aos géneros Azospirillum, Herbaspirillum e
Burkholderia. O nimero de espécies diazotroficas vem aumentando devido a importancia
destas nos sistemas agricola. Estas podem ser, de forma geral, agrupadas em bactérias

diazotroficas de vida livre e bactérias diazotroficas simbioticas.

1.1.1.BACTERIAS DIAZOTROFICAS DE VIDA LIVRE

Virias espécies diazotroficas vivem livres no solo. Nos sistemas agricolas, as bactérias
de vida livre sdo limitadas pela disponibilidade de fontes de carbono no solo. O potencial de
algumas bactérias aerdbicas ou microaerofilas de vida livre, como o Azotobacter spp e
Azospirillum spp, ¢ demonstrado por meio da inoculagdo de palhada ou outros residuos ricos
em carbono e sua incorporacao ao solo (HILL & PATRIQUIN, 1996), resultando em altas
taxas de FBN. Em solos sujeitos a inundag¢ao, outras classes de microrganismos diazotroficos,
inclusive anaerébios, contribui para o balango de nitrogénio do sistema (ROPER & LADHA,
1995).

Organismos do género Pseudomonas formam um grupo heterogéneo (com muitas das
espécies ja reclassificadas), caracterizado por sua versatilidade catabdlica, que possibilita a
utilizagdo de uma faixa muito ampla de substratos como fonte de carbono. Algumas espécies
dentro desse género sdo diazotroficas e estima-se que sejam bem menos limitadas, quanto a
fonte de energia, do que outros microrganismos diazotroficos de vida livre. Na rizosfera de
algumas espécies vegetais, as espécies diazotroficas desse género costumam ser dominantes
(CHEN et al., 1994).

O Paspalum notatum ¢ uma graminea forrageira comum nas regides tropicais, a qual

se associa especificamente a espécie diazotréfica Azotobacter paspali (DOBEREINER,
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1966). A bactéria parece se estabelecer na rizosfera (regido do solo sob influéncia das raizes)
ou mesmo invadir as camadas externas do cortex de um dos ecotipos dessa graminea, o
ecotipo tetraploide, Paspalum notatum batatais, na qual foi encontrada em 93% das cerca de
duzentas e cinqilienta amostras testadas. Muito raramente € encontrada associada a outros
ecotipos ou espécies de Paspalum spp, ndo ocorrendo em outros géneros de gramineas
(DOBEREINER, 1970).

A capacidade dessa associagdo em contribuir com a fixacdo de nitrogénio para o
crescimento das plantas foi demonstrada (DE-POLLI et al., 1977) e estimada por BODDEY
et al. (1983).

As espécies de Beijerinckia spp (Beijerinckia derxii, Beijerinckia mobilis, Beijerinckia
indica e Beijerinckia fluminensis), bastante tolerantes a acidez, sdo bactérias comuns nos
solos das regides tropicais, mas, também, sdo encontradas em regides temperadas
(DOBEREINER & PEDROSA, 1987). A espécie Beijerinckia indica e Beijerinckia
fluminensis t€m sido freqiientemente encontradas em solos de canaviais e principalmente na
rizosfera e rizoplano da cana-de-acucar (DOBEREINER, 1959). Parece ocorrer um
enriquecimento seletivo em favor dessas bactérias nas regides do solo proximas das plantas,
onde exsudatos radiculares sdo liberados, ¢ também na area entre linhas de plantio, onde os
exsudatos foliares, lavados pelas chuvas, sio depositados (DOBEREINER & ALVAHYDO,
1959).

Pelo menos trés espécies de Bacillus spp sao descritos como diazotréficos: Bacillus
polymixa, Bacillus macerans e Bacillus azotofixans. Esta ultima espécie ¢ freqiientemente
isolada de solo e raizes de cana-de-agucar, trigo e outras gramineas (SELDIN et al., 1984) e
foi recentemente transferida para o gé€nero Paenibacillus (ROSATO et al, 1995). A
caracteristica interessante desta espécie esta relacionada com sua capacidade de FBN, mesmo
em presenga de niveis altos de nitrato e com a produgao de substancias antimicrobianas.

A espécie Spirillum lipoferum foi redescoberta no Brasil como bactéria diazotréfica
associada a rizosfera e raizes de varias gramineas (DOBEREINER & DAY, 1976) e, logo
depois, reclassificada como de um novo género Azospirillum spp (TARRAND et al., 1978).
Sete espécies estdo atualmente descritas: Azospirillum largimobile, Azospirillum lipoferum,
Azospirillum  brasilense,  Azospirillum  amazonense,  Azospirillum  halopraeferans,
Azospirillum irakense, Azospirillum doebereinerae (DOBEREINER et al., 1995b), e todas

elas de ocorréncia em regides tropicais. Nestas duas décadas de pesquisa, um volume
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consideravel de informagées foi acumulado sobre as associacOes dessas bactérias com
diversas espécies de gramineas (BALDANI et al., 1996a).

O Azospirillum spp apresenta ampla distribuicio nos solos (DOBEREINER & DE-
POLLI, 1980). Pouco se sabe, porém, sobre a sobrevivéncia do Azospirillum spp no solo na
auséncia da planta hospedeira, mas tem sido demonstrado que a bactéria apresenta varios
mecanismos fisiologicos de protecdo (formagdo de cistos, produ¢do de melanina, de poli-f3-
hidroxibutirato), que podem facilitar a sobrevivéncia em condi¢des desfavoraveis (DEL
GALLO & FENDIRIK, 1994). O Azospirillum spp €, entretanto, uma bactéria
predominantemente rizosférica (MAGALHAES et al., 1979; FREITAS et al., 1981).

O padrio de colonizagdo das raizes das gramineas pelas espécies de Azospirillum spp
mostra uma tendéncia de especificidade entre grupos de plantas e as bactérias: Azospirillum
lipoferum ocorre preferencialmente no cortex de milho, sorgo e de diversas outras gramineas,
mas foi também observada em uma espécie de ciperacea (DOBEREINER, 1982), enquanto
Azospirillum brasilense ocorre preferencialmente associado a trigo, cevada, aveia, arroz,
centeio e gramineas (DOBEREINER & DE-POLLI, 1980; ROCHA et al, 1981).
Azospirillum halopraeferans ¢ mais especifica, tendo sido isolada apenas de uma espécie de
graminea, o 'Kallar grass' (Leptochloa fusca), planta nativa do Paquistdo, altamente tolerante a
solos salinos (REINHOLD et al., 1987). Ja a espécie Azospirillum irakense, tem sido apenas
isolada de raizes de arroz (KHAMMAS et al., 1989).

Os efeitos da colonizacdo do Azospirillum spp sobre a morfologia e fisiologia das
raizes das plantas com as quais se associam sdo marcantes (OKON & KAPULNIK, 1986).
Tém sido observadas alteragdes na densidade e no comprimento dos pélos radiculares,
resultando no aumento da superficie do sistema radicular e permitindo melhor exploragao dos
nutrientes e agua do solo (OKON et al., 1996). Tais efeitos sdo associados a capacidade deste
e outros microrganismos diazotroficos rizosféricos liberarem substancias promotoras do
crescimento: AIA, giberelinas e citocininas (TIEN et al., 1979).

Certas linhagens de Azospirillum spp podem invadir as raizes, através da lamela média
dos tecidos mais velhos, formando areas transparentes, que sugerem por hidrolise das células
do vegetal por enzimas pectinoliticas, produzidas por essas bactérias (HUBBELL et al,
1978). Em plantas de milho crescidas no campo a infeccdo dos tecidos das raizes e colmos
pela bactéria ocorre apenas no periodo reprodutivo das plantas (MAGALHAES et al, 1979),

periodo em que também se observam as maiores taxas de atividade da nitrogenase (enzima
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responsavel pela reducdo de N, a NHj3). Observacdes semelhantes ja foram relatadas para
arroz (WATANABE & BARRAQUIO, 1979) e trigo (KAVIMANDAN et al., 1978).

A infec¢do do interior das raizes de gramineas ndo ¢ caracteristica generalizada das
estirpes de Azospirillum brasilense e parece restrita a linhagem Sp245 (BALDANI et al,
1987; HARTMANN et al., 1995). Dentro da planta, as bactérias ficam livres da competicao
com os demais habitantes da rizosfera e as trocas de nutrientes entre estas e a planta
hospedeira se tornam muito mais efetivas.

Apesar das propriedades fisiologicas do Azospirillum spp em meio de cultura ja terem
sido objeto de muitos estudos, ainda se conhece pouco sobre os mecanismos envolvidos na
interacdo planta/bactéria, devido, principalmente, a auséncia de um fendtipo facilmente
detectavel apos a inoculacdo das plantas(DEL GALLO & FENDRIK, 1994).

Dados acumulados em mais de 20 anos de pesquisa demonstram que, em 60-70% dos
experimentos feitos, ha um efeito benéfico da inoculacdo de Azospirillum spp sobre o
crescimento ou producdo de algumas culturas de cereais e até de leguminosas (OKON et al.,
1996). Em alguns desses experimentos, a inoculacdo com Azospirillum spp proporcionou
incorporacdo de nitrogénio via FBN (GARCIA DE SALAMONE, 1993). Em Israel, onde o
Azospirillum spp nao ocorre abundantemente nos solos, tem sido possivel observar efeitos
benéficos da inoculagdo de Azospirillum spp sobre a producao de cereais, principalmente
através da producao de substancias promotoras de crescimento (OKON, 1985). No Brasil, este
microrganismo ocorre em profusdo nos solos agricolas, limitando a introducao de linhagens
selecionadas. Porém, o uso de estirpes selecionadas e¢ marcadas com resisténcia a
antimicrobianos, foi possivel observar o efeito da inoculacdo do Azospirillum brasilense em
plantas de sorgo, trigo (BALDANI ef al., 1986a) e milho, sendo o efeito benéfico da
inoculagdo de algumas linhagens (Sp245) relacionado principalmente com o melhor
aproveitamento dos nitratos do solo (BODDEY et al., 1986; FERREIRA et al., 1987).

Muitas espécies de bactérias diazotroficas evoluiram no sentido de formar associagdes
mais ou menos intimas com as plantas, geralmente com as raizes e colmos de plantas
superiores. Neste caso, a planta supre os compostos de carbono necessarios para a FBN.
Diversas espécies de microrganismos diazotroficos associadas com vegetais t€m sido
identificadas atualmente, inclusive espécies endofiticas, indicando que o numero desses
microrganismos pode ser bem maior do que foi estimado a principio.

A importancia economica das gramineas tem motivado os estudos na area e o Brasil ¢
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pioneiro no estudo dessas associacdes (DOBEREINER & PEDROSA, 1987). O potencial da
FBN em contribuir com nitrogénio para o crescimento de algumas espécies de gramineas ja
foi demonstrado para algumas forrageiras, como o Paspalum notatum batatais, Panicum
maximum, Brachiaria decumbens, Brachiaria humidicola (DE-POLLI et al., 1977, BODDEY
& VICTORIA, 1986; MIRANDA et al., 1990) e também para o arroz irrigado (APP et al.,
1986; BODDEY et al., 1995). E muito provavel, porém, que a FBN detectada nessas plantas
seja o resultado da atividade ndo de uma, mas de varias espécies de microrganismos
diazotroficos associados a elas.

O interior das plantas representa um habitat rico em substratos de carbono e livre de
diversos fatores adversos que limitam as populacdes de bactérias no solo e rizosfera. A
colonizacdo endofitica de plantas sempre foi, entretanto, considerada restrita a bactérias
fitopatogénicas. Bactérias diazotroficas endofiticas, predominantemente, trouxe uma nova
dimensdo aos estudos das associagdes de microrganismos diazotroficos e plantas superiores.
Os diazotroficos endofiticos nao sofrem limitacdo de substincias ricas em carbono, estdao
livrtes de competicdo com outros microrganismos € podem transferir muito mais
eficientemente os compostos nitrogenados produzidos para a planta (NEVES, 1985).

Herbaspirillum seropedicae pode ser isolado de arroz, milho e sorgo (BALDANI et
al., 1986a), de raizes, folhas e colmos de Pennisetum purpureum, cana-de-agucar ¢ diversas
gramineas invasoras (OLIVARES et al., 1996). A bactéria sobrevive muito mal no solo,
desaparecendo em menos de trinta dias apds sua inoculacdo com grande nimero de células
(BALDANI et al, 1996a). Herbaspirillum rubrisubalbicans (previamente Pseudomonas
rubrisubalbicans, BALDANI et al., 1996a) vive associado a cana-de-aglicar, podendo esta
causar uma doenga conhecida como "estria mosqueada" em algumas cultivares.

Através da microscopia eletronica ¢ possivel observar a intensa colonizagdo dos
tecidos vasculares da cana-de-acucar pelas duas espécies de Herbaspirillum spp.

As bactérias tém sido também observadas nos estomatos da cana-de-agtlcar.
Herbaspirillum rubrisubalbicans em alguns casos parece preencher todos os vasos do
protoxilema e metaxilema, além dos espagos intercelulares do mesofilo (DOBEREINER et
al., 1995a), causando sintomas da doenga, estria mosqueada vermelha.

Gluconacetobacter diazotrophicus ¢ uma bactéria diazotrofica, adaptada as condigdes
de pressdo osmotica e pH, que prevalecem no interior da cana-de-agtcar (GILLIS et al.,

1989). Vem sendo isolada de raizes, colmos ¢ folhas de cana-de-agUcar, Pennisetum
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purpureum e batata-doce (DOBEREINER, 1992). As plantas com as quais se associa tém em
comum um alto teor de carboidratos nos tecidos e o habito vegetativo de propagacao.
Gluconacetobacter diazotrophicus € isolado de cana-de-agucar em diversos paises (Uruguai,
Meéxico, Australia, Cuba, Africa do Sul), onde a planta ¢ cultivada.

Dentre as propriedades fisiologicas caracteristicas dessa espécie de bactéria destaca-se
a tolerancia a altas concentracdes de sacarose; acidez e habilidade de excretar o nitrogénio
fixado, conforme demonstrado por COJHO et al. (1993). A infecgdo e colonizagdo da cana-
de-acucar pela linhagem Gluconacetobacter diazotrophicus foi demonstrada por meio de
microscopia eletronica e otica (JAMES et al., 1994; OLIVARES et al.,, 1996). Na superficie
da raiz, a bactéria se concentra nas regides de juncdo de raizes laterais (JAMES et al., 1994).
Dentro da raiz, pode ser vista, no interior, de células da epiderme e nos espacos intercelulares
do parénquima, bem como dentro de vasos do xilema, através dos quais a bactéria parece
migrar para a parte aérea da cana-de-agticar (DONG et al., 1994, REIS JR. et al., 1995).

O potencial das associa¢des de microrganismos diazotroficos com a cana-de-agucar foi
avaliado (BODDEY et al., 1995) e estimado como capaz de suprir até 60% das necessidades
de N fixado desta cultura, garantindo um bom crescimento das plantas, mesmo em solos
pobres. Restando determinar qual, ou quais, dos diferentes microrganismos diazotroficos
rizosféricos e endofiticos podem ocorrer na cana-de-agucar sao os responsaveis pelas altas
taxas de FBN observadas em alguns cultivos.

Um novo género de microrganismo diazotrofico endofitico estd sendo objeto de
estudos recentes: Burkholderia spp, recentemente criado a partir de linhagens antes incluidas
no género Pseudomonas spp. (YABBUCHI, KOSAKO et al., 1992). Estirpes pertencentes a
diferentes espécies dentro desse gé€nero foram isoladas de arroz no Vietnd (TRAN VAN,
GILLIS et al., 1994) e de cana-de-agucar, batata-doce, mandioca e arroz, no Brasil
(BALDANI ef al., 1996a). A lista de microrganismos diazotroficos endofiticos compreende
também as espécies de Azoarcus spp. (REINHOLD, HUREK et al, 1993), de ocorréncia

restrita a espécie de graminea Leptochloa fusca (Kallar grass).

1.1.2.BACTERIAS DIAZOTROFICAS SIMBIOTICAS

As bactérias dos géneros Rhizobium spp, Bradyrhizobium spp, Mesorhizobium spp,

Sinorhizobium spp e Azorhizobium spp (YOUNG, 1996), sdo microrganismos rizosféricos,
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que estabelecem associacdes simbiodticas com as leguminosas principalmente espécies das
subfamilias Papilionoideae, Mimosoideae e com Parasponia spp, uma Ulmaceae (TRINICK
& HADOBAS, 1988), formando estruturas especiais nas raizes ou caule, denominadas
nodulos.

Numerosos estudos, objetivando levantamento, isolamento e sele¢do de rizobio com
caracteristicas de tolerancia ao estresse (acidez do solo, acompanhada do aumento do teor de
aluminio), t€m revelado um alto grau de diversidade nas populagdes de rizébio do solo,
principalmente nas regides tropicais. Desde 1984, foram descritos treze espécies e dois
géneros (Azorhizobium spp, um rizobio que forma nodulos caulinares e Sinorhizobium spp). O
isolamento e a selecdo de numerosas linhagens capazes de nodular o feijoeiro revelaram
diferencas genéticas marcantes entre os isolados, resultando na identificagdo de duas novas
espécies dentro da antiga espécie Rhizobium leguminosarum phaseoli, Rhizobium tropici
(MARTINEZ-ROMERO et al., 1991) e Rhizobium etli (SEGOVIA et al., 1993). Novos
estudos tém indicado uma diversidade ainda maior, pois cerca da metade dos isolados obtidos
dos solos dos cerrados brasileiros nao apresentam similaridade com nenhuma das trés
espécies capazes de nodular o feijoeiro (MERCANTE et al., 1996).

O inventario das leguminosas arboreas da regido amazonica resultou em uma vasta
colecdo de rizobios. Uma caracterizagdo inicial dessa colecdo demonstrou um alto grau de
diferenciagdo (MOREIRA et al, 1993). Alguns isolados de crescimento rapido mostraram
grande semelhanca com as espécies Rhizobium loti, Rhizobium galegae, Rhizobium
leguminosarum phaseoli e Sinorhizobium fredii, porém a maioria dos grupos ndo se
assemelhou a nenhuma das espécies ja descritas. A lista de espécies de rizobio cresce a cada
dia e muitas espécies poderao vir a serem descritas, na medida em que aumenta o
conhecimento sobre as leguminosas tropicais e de respectivos rizobios.

A simbiose rizobio/leguminosa representa o sistema fixador de N, de maior
importancia para a agricultura e, em mais de um século de estudos, uma vasta gama de
conhecimentos vem sendo acumulada sobre a ecologia da bactéria de vida livre, no solo e
sobre a simbiose estabelecida com as leguminosas.

A simbiose entre as leguminosas e os rizobios, caracterizada pela formagdo de nodulos
radiculares ou caulinares tem sido objeto de estudos complexos, que resultaram na
identificacdo de uma comunicagdo entre os dois parceiros, mediada pela troca de sinais

moleculares especificos. Antes do estabelecimento da simbiose, o rizobio ¢ quimiotaticamente
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atraido para a rizosfera por compostos (aminoacidos, AIA exudado ou agucares) exsudados
pela planta (AGUILAR et al.,, 1988; KAPE et al., 1991). A partir dai, ocorre uma interagdo
quimica especifica entre o rizobio e a planta hospedeira, mediada pela produgdo de

flavonoides (flavonas, flavanonas e isoflavonas) pelas raizes (HUNGRIA, 1994).

1.2.FITOHORMONIOS

Os hormoénios vegetais sdo reguladores naturais de crescimento das plantas,
influenciando os processos fisiologicos em baixas concentragdes.

Microrganismos endofiticos t€ém apresentado a capacidade de estimular o crescimento
das plantas por mecanismos diretos (fixacdo de nitrogénio e/ou producdo de fitohormodnios) e
por mecanismos indiretos (antagonismo contra patégenos ou resisténcia a drogas).
Alternativas envolvendo a aplicagdo de agentes microbianos para prevengdo e controle de
doencas e pragas na agricultura tem sido destacada (SOUZA, 2001). Em mudas
micropropagadas de bananeira poderiam ser aplicadas bactérias diazotréficas no sentido de
reduzir o uso de agrotoxicos e convergir para um sistema de producdo integrada de frutas. A
producdo integrada, de acordo com SILVA ef al. (2001), consiste em obter uma producdo
econdmica de alta qualidade, com prioridade a métodos ecologicamente mais seguros,
minimizando aplicagdes de agroquimicos e os seus efeitos secundarios negativos, para
promover a prote¢do do ambiente e a saude humana.

Entretanto, o conhecimento do gendtipo da planta e do microrganismo envolvido na
promocao ¢ de extrema importdncia. Neste aspecto, bactérias endofiticas dos géneros
Gluconacetobacter spp, Acinetobacter spp, Actinomyces spp, Agrobacterium spp,
Azospirillum spp, Bacillus spp, Burkholderia spp, Curtobacterium spp, Pantoea spp,
Pseudomonas spp e Xanthomonas spp podem promover o crescimento vegetal. (PATTEN &
GLICK, 1996)

O mecanismo de promog¢do de crescimento vegetal por microrganismos endofiticos
ainda necessita de mais estudos para um melhor entendimento dos fatores envolvidos. Além
da interagdo entre o genoétipo da planta e a comunidade endofitica promotora de crescimento,
outros fatores interagem neste processo, como as comunidades microbianas epifiticas e da

rizosfera. Neste aspecto, foi observado que a promocgao de crescimento vegetal por endofitos
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pode ser influenciada pela rotacdo da cultura, interagdo com patdgenos, fixacdo de nitrogénio
e sintese de fitohormonios.

Os fitohormonios podem ser classificados como: citocinina, giberelina, etileno e
auxina.

Estudos fisiologicos sugerem muitas ligagdes entre os fitohormonios. Diversos outros
hormdnios modulam ou s@o modulados pelos niveis de auxina (DEMSON, 2005).

As citocininas assim chamadas porque estimulam a divisdo celular (citocinese). As
citocininas sdo produzidas nas raizes e transportadas através do xilema para todas as partes da
planta. Embrides e frutos também produzem citocininas. (DEMSON, 2005).

As citocininas também atuam em associacdo com as auxinas no controle da
dominancia apical. As citocininas também retardam o envelhecimento das plantas. Uma das
historias mais-ditas na biologia da planta ¢ o relacionamento entre a auxina e a citocinina, que
pode ser empregado in vitro para induzir o desenvolvimento da raiz (SKOOG & MOLEIRO,
1957). Os niveis de auxina e de citocinina sdo correlacionados inversamente em vivo
(EKLOF et al., 2000) e o tratamento com a auxina pode rapidamente inibir a biossintese de
citocinina (NORDSTROM et al., 2004). Ramos e flores cortados e colocados em 4gua
envelhecem rapidamente pela falta de hormonio. A adicdo de citocinina na dgua dos vasos faz
com que as flores cortadas durem bem mais tempo. E uma pratica comum no comércio de
plantas pulverizar citocinina sobre flores colhidas com a finalidade de retardar seu
envelhecimento.

Em 1926 o cientista japonés E. Kurosawa descobriu uma doenca em plantas de arroz
causada por um fungo do género Gibberella. Quando plantas jovens eram atacadas por esse
fungo, tornavam-se anormalmente altas devido a substancia liberada pelo fungo, que foi
denominada giberelina. Estudos posteriores mostraram que substincias semelhantes as
produzidas pelo fungo Gibberella spp estdo presente normalmente nas plantas, onde
controlam diversas fungdes (MALONEK et al., 2005).

As giberelinas s@o hormdnios produzidos principalmente nas raizes e nos brotos
foliares, que atuam estimulando o crescimento de caules e folhas, mas tém pouco efeito sobre
o crescimento das raizes. Juntamente com as auxinas, as giberelinas atuam no
desenvolvimento dos frutos. As giberelinas desempenham junto com as citocininas,
importante papel no processo de germinagdo das sementes. Como o etileno, a auxina inicia a

producao do acido giberélico GA (ROSS et al., 2000), ¢ a auxina transportada ¢ necessaria
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para a producdo das giberelinas na cevada (WOLBANG et al., 2004). O gas etileno pode
promover a degradagdo do gene repressor DELLA (SILVERSTONE et al, 2001); o
transporte da auxina impossibilita a degradacdo GA mediada pela proteina de DELLA (FU &
HARBERD, 2003).

O etileno tnico fitohormonio na forma de gas, este é produzido em diversas partes da
planta e difunde-se no ar existente entre as cédulas. Os frutos em amadurecimento, outro
efeito do etileno ¢, juntamente com a auxina participar da abscisdo das folhas. Esse hormonio
enfraquece as células a tal ponto que o peso da folha ¢ suficiente para romper sua ligagdo com
o caule. A folha entdo se destaca e cai. A auxina e o etileno gasoso sdo ligados também
intimamente. A exposi¢do exogena da auxina estimula a producdo do etileno (MORGAN,
1962) com a indugdo de um gene que codifica uma enzima da biossintese do etileno (ABEL et
al., 199). Inversamente, o etileno inibe (SUTTLE, 1988) o transporte lateral e longitudinal da
auxina (BURG & BURG, 1966).

1.2.1.AUXINAS

O termo auxina foi criado pelos cientistas que examinavam substancias de crescimento
da planta na urina humana nomeado de auxinas A ¢ B (KOGL & HAAGEN SMIT, 1931).
Um composto estrutural distinto com atividade de auxina isolado de fungos foi chamado
heteroauxina; as auxinas A e B foram descartadas gradualmente para heteroauxina bioativa,
que foi determinada mais tarde como 3-acido indol acético (AIA) (THIMANN, 1977).

Auxina significa em grego "crescer” e o nome ¢ dado a um grupo de compostos que
estimulam o crescimento. O 4cido indol acético (AIA) ¢ a forma predominante. Evidéncia
sugere que existem outras auxinas indolicas naturais nas plantas.

Além do AIA, outros compostos sintéticos também favorecem o crescimento das
células: o acido indenoacético, o acido 2-benzofuranacético, o acido 3-benzofuranacético, o
acido naftalenacético . Figura 1

Posteriormente, se observou que outros compostos que possuem anel indélico também
promovem o crescimento, como o acido 3-indolpiravico, o acido indolbutirico derivados do
naftaleno como o acido naftil-1-acético e o acido naftoxi-2-acético. Por ultimo, alguns acidos
fenoxiacéticos com atividade auxinica levou o descobrimento do 2,4-diclorofenoxiacético

(2,4-D) com uma grande atividade. Sendo ponto de partida para descoberta de uma gama de
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moléculas com atividade auxinica, como o acido 2-metil, 4-cloro fenoxiacético (AMCP) ¢ o
acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), ambos com propriedades herbicidas quando
empregados em concentragdes elevadas e utilizados como armas quimicas na guerra do
Vietna.

A principal auxina encontrada nas plantas ¢ o acido indol acético, conhecido pela sigla
AIA. Essa substancia ¢ produzida principalmente no meristema apical (gema) do caule e
transportada através das células do parénquima até as raizes. O transporte do AIA ¢
unidirecional, dependendo de energia para ocorrer. Se um pedaco de caule ¢é invertido, o ATA
continua a se deslocar em dire¢do a extremidade das raizes, contra a for¢a de gravidade.

O principal efeito da auxina ¢ promover o crescimento de raizes e caules, através do
alongamento das células recém-formadas nos meristemas. Esse efeito depende, no entanto, da
concentragdo do hormonio. Em alguns tecidos as auxinas controlam a divisdo celular. As
técnicas de cultivo de tecidos foram possiveis gracas a acdo das auxinas sobre a divisdo
celular. Assim, um pedago de cenoura colocado em um meio de cultivo sem auxinas, sofre
algumas divisdes e morre, mas com a adicdo de AIA a uma concentracdo de 10 mol/L as
células se dividem de forma rapida e com um periodo de vida maior. Em outros casos, ¢
necessaria a presenca de outros hormdnios para garantir uma divisao celular continua.

Em concentragcdes muito altas a auxina inibe a alongagdo celular e, portanto, o
crescimento do 6rgdo. A sensibilidade das células a auxina varia nas diferentes partes da
planta. O caule, por exemplo, ¢ menos sensivel & auxina que a raiz. (diferenciagdo celular,

crescimento radicular, promovem crescimento dos frutos e controlam a abscisao).
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FIGURA 1. ESTRUTURA QUIMICA
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1.2.2.VIA METABOLICA DA PRODUCAO DE AIA

Existem dados suficientes para demostrar que o AIA ¢ sintetizado a partir do
triptofano. Esta transformacdo pode ser realizada por microrganismos que produzem uma
conversao oxidativa quando o triptofano se encontra em presenca de peroxidases e de radicais
livres. As vias de sinteses do AIA se baseiam na evidéncia obtida a partir da presenca de
intermediarios, atividade biologica e enzimas capazes de converter in vivo estes
intermediarios em AIA. Figura 2

No Brasil, estudos tém sido conduzidos com linhagens de Azospirillum lipoferum,
Azospirillum brasilense e Gluconacetobacter diazotrophicus capazes de produzir adcido indol
acético (AIA) e compostos relacionados. Estas bactérias também sdo capazes de fixar Ny,
aumentando o seu potencial para a promog¢do de crescimento. Quatro isolados de
Gluconacetobacter diazotrophicus dos tecidos da raiz da cenoura, rabanete, beterraba e café,
produziram AIA na presenca do triptofano (MADHAIYAN, SARAVANAN, et al 2004).
Outras bactérias como Burkholderia cepacia, Methylobacterium spp e Pantoea agglomerans
vem sendo avaliadas quanto a promoc¢ao do crescimento de abacaxi, citros e eucaliptos,
respectivamente.

A rizosfera é geralmente ocupada também por bactérias deletérias (RD) que inibem o
crescimento das plantas e t€m sido envolvidas em declinios na produ¢do. Intimeros relatos
tém sido feitos sobre a presenca de RD em vdrias culturas, gramineas forrageiras e ervas-
daninhas (NEHL et al, 1996), ¢ muitas delas incluem Enterobacter taylore, Pseudomonas
putida, Pseudomonas fluorescens, Bacillus sp, Bacillus polymixa, Bacillus cereus. Entre os
mecanismos que devem afetar o crescimento da planta pelas RDs é a produgdo de
fitohorménios. Acido indol acético (AIA) produzido por RD inibiu o crescimento radicular de
beterraba (LOPER & SCHROTH, 1986), enquanto linhagens de Pseudomonas nao produtoras
de AIA ndo reduziram o crescimento radicular. SARWAR & KREMER (1995) verificaram
que a inibi¢do do crescimento radicular de algumas plantas cultivadas e ervas daninhas por
uma linhagem de Enterobacter taylore que produz grandes quantidades de AIA foi aumentada
por triptofano como precursor do AIA.

Além da producao em tecidos da planta, a sintese de AIA ¢ difundida entre bactérias
associadas a planta (PATTEN & GLICK 1996) e fornecem mecanismos com influéncia ao

crescimento da planta.
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A Dbiossintese do AIA em algumas bactérias ¢ mostrada através de diferentes rotas
biossintéticas (COSTACURTA et al, 1995; PATTEN & GLICK ef al, 1996). A biossintese do
AIA Trp-dependente possui diversas vias, que sd3o nomeadas geralmente apos um
intermediario, foi proposta: a via acido indol-3-piravico (AIP), a via indol-3-acetamida
(IAM), a via triptamina, e a via indol-3-acetaldoxima (IAOx). Em Arabidopsis purificou-se
parcialmente in vitro um complexo enzimatico capaz de converter o Triptofano em AIA
(MULLER & WEILER, 2000a,b),

Um dos caminhos foi identificado como o indol 3-acido piravico (AIPy): L-triptofano
(Trp) > ATPy— indol-3-acetaldeido — AIA; pelo gene ipdC clonado do Azospirillum
brasilense que codifica o AIPy-descarboxilase (COSTACURTA et al, 1995). Na primeira
etapa desta rota, dois aminoacidos aminotransferases catalisam a transaminacdo do Trp
(SOTO-URZUA et al, 1996). A enzima descarboxilase ¢ uma enzima chave para a biossintese
do AIA em bactérias (PRINSEN et al, 1993).

Os genes AlA-induziveis em algumas plantas superiores tem mostrado respostas
também para auxinas sintéticas tais como o acido naftalenoacético (ANA) e os acidos
clorofenoxi (SITBON & PERROT-RECHENMAMM, 1997). Para avaliar se o gene do ipdC
de Azospirillum brasilense poderia ser induzido por outras auxinas, as culturas na fase de
crescimento exponencial foram suplementadas com o 4cido natural da auxina indol-3-butirico
(AIB) ou com as auxinas sintéticas ANA, acido 2,4-diclorofenoxipropiénico (2,4DP), ou o
acido p-clorofenoxiacético (4-CPA) e comparadas para a indugdo do ipdC. Nos trés casos foi
encontrada expressdo do gene ipdC. Nas plantas, a conversdo de AIB a AIA foi relatada
(EPSTEIN & LUDWID-MUUER, 1984; EPSTEIN & LAVEE, 1993), e ndo estd ainda
desobstruida se AIB ¢ a propria auxina ou se exerce sua atividade da auxina com sua
conversdo a AIA (BARTEL & FINK, 1994). As analises bioquimicas em uma variedade das
plantas e de estudos genéticos na Arabidopsis indicam que AIB age primeiramente com a
conversdao a AIA num processo parecido da oxidagdo B do acido graxo (BARTEL et al.,
2001), embora os papéis para AIB independente da conversio a AIA foram propostos

(LUDWIG-MULLER, 2000; POUPART & WADDELL, 2000).
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FIGURA 2. BIOSSINTESE DO 3 ACIDO INDOL ACETICO (AIA) A PARTIR DO
AMINOACIDO TRIPTOFANO.

3 INDOL ACETALDEIDO H

(LAALD) 3 INDOL ACETAMIDA
VIA(IAM)
L1202
CH? — COOH
3 ACIDO INDOL ACETICO

(ALL)
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2.0BJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

- Investigar a presenca de promotores de crescimento semelhantes a auxinas em bactérias

diazotroficas.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar as condi¢des ideais de cultivo para a obtencdo de auxinas através do uso do
triptofano como precursor.

- Comparar diferentes varia¢des do reagente de Salkowski na detecgdo do AIA e seus
derivados no sobrenadante dos isolados.

- Quantificar a presenga de auxinas nas bactérias diazotrdficas, através de métodos
epctrofotométricos.

- Comparar os resultados quantitativos de auxinas com a as curvas de crescimento obtidas

das linhagens testadas.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1.LINHAGENS UTILIZADAS

As bactérias diazotroficas utilizadas no trabalho pertencem aos géneros Azospirillum,
Herbaspirillum, Burkholderia, Ochrobactrum e Rhizobium.

O isolados da colegdo de Olmar B. Weber do Centro Nacional de Pesquisa de
Agrobiologia (CNPAB) da Embrapa — Seropédice, RJ (WEBER, 1998) foram isolados de
caule, pseudocaule, folhas, raizes e frutos de abacaxizeiro, bananeira e palmeira oleaginosas
cultivadas nos estados do Rio de Janeiro e Bahia e foram gentilmente cedidas.

As linhagens usadas neste trabalho estdo listadas na Tabela 1 e 2.

TABELA 1. BACTERIAS DIAZOTROFICAS UTILIZADAS NO TESTE DE
AVALIACAO DA PRODUCAO DO AIA

MICRORGANISMO HOSPEDEIRO TECIDO ORIGEM
Herbaspirillum seropedicae
BA153 bananeira fruto Itaguai / RJ
X8 n.d. n.d. n.d.
Herbaspirillum rubrisubalbicans
AB7 abacaxizeiro folhas Cruz das Almas
BAIS bananeira raiz Cruz das Almas
BA14 bananeira pseudocaule Cruz das Almas
BAl61 bananeira raiz Itaguai / RJ
BA149 bananeira folhas Itaguai / RJ
BAI16 bananeira pseudocaule Cruz das Almas
BA10 bananeira pseudocaule Cruz das Almas
BAL1l bananeira folhas Cruz das Almas
BA12 bananeira raiz Cruz das Almas
BA17 bananeira pseudocaule Cruz das Almas
BA134 bananeira pseudocaule Itaguai / RJ
Burkholderia spp
AB48 abacaxizeiro raiz Cruz das Almas
BA23 bananeira pseudocaule Cruz das Almas
BA126 bananeira raiz Itaguai / RJ
BA22 bananeira folhas Cruz das Almas
Ol bananeira n.d. Cruz das Almas
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BA136

AB120

AB71

BA128

BA123

BA27

ABI117

BA25

BASS8

BA104
Burkholderia tropicalis
AB147

AB98
Azospirillum spp
Ala

A2a

A8b

A3b
Ochrobactrum spp
BA131

n.d. — nenhum dado

bananeira
abacaxizeiro
abacaxizeiro
bananeira
bananeira
bananeira
abacaxizeiro
bananeira
bananeira

bananeira

abacaxizeiro

abacaxizeiro

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

bananeira

folhas

caule

caule

fruto

raiz

folhas

raiz
pseudocaule
folhas

pseudocaule

caule

fruto

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

folhas

Itaguai / RJ
Macaé / RJ
Cruz das Almas
Itaguai / RJ
Macaé / RJ
Cruz das Almas
Quissama / RJ
Cruz das Almas
Itaguai / RJ
Itaguai / RJ

Quissama / RJ
Macaé / RJ

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

Itaguai / RJ
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Tabela 2. BACTERIAS DIAZOTROFICAS REFERENCIA UTILIZADAS NO TESTE DE
AVALIACAO DA PRODUCAO DO AIA

ESTIRPE ESPECIE REFERENCIA
M4 Herbaspirillum rubrisubalbicans BALDANTI et al., 1996b
M2 Herbaspirillum seropedicae BALDANTI et al., 1986b
778 Herbaspirillum seropedicae BALDANTI et al., 1986b
FP2 Azospirillum brasilense RAMOS et al., 2002
Sp245 Azospirillum brasilense MARTIN-DIDONET et al., 2000
CD-JA Azospirillum lipoferum MARTIN-DIDONET et al., 2000
Y1 Azospirillum amazonense MARTIN-DIDONET et al., 2000
Y2 Azospirillum amazonense MARTIN-DIDONET et al., 2000
Y6 Azospirillum amazonense MARTIN-DIDONET et al., 2000
BR322 Rhizobium tropici RAPOSEIRAS et al., 2002
BR112 Sinorhizobium fredii SCHOLLA et al., 1984
BR5401 Rhizobium spp CAMPELO et al., 1976
USDA4894 Sinorhizobium terangae LAJUDIE et al., 1995
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3.2.CONDICOES DE CRESCIMENTO

As linhagens foram crescidas em meios especificos. O meio NFB HPN contendo
malato como fonte de carbono foi usado para crescer os isolados AB7, AB117, ABI120,
BA10, BAl1, BA12, BA14, BA17, BA27, BA106, BA123, BA128, BA134, A2a, A3b, AS8b,
X8, M2, M4 e Z78; NFB HPN contendo lactato como fonte de carbono para os isolados Ala,
FP2, CDJA, Y1, Y2, Y6 e Sp245.

Os isolados BR112, BR322, BR5401, USDA4894 foram crescidos no meio especifico
TY e as linhagens AB71, AB9S, BA22, BA23, BA25, BAS8S, BA104, BA126, BA136 ¢ Ol
no meio JIMV.

Em todos os meios de cultura mencionados acima foram adicionados 20 mmol/L de
NH4CI.

A composi¢do dos meios de cultura segue abaixo:

MEIO JMV (BALDANI & CARUSO, et al 1996a)

As quantidades sao calculadas para 1 litro de meio de cultura:

Manitol 50¢g
K,HPO,4 0,6 g
KH,PO, 1.8 g
MgSQ04.7H,0 02¢g
NaCl 0,1g
CaClL.2H,0 02¢g
Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH 2,0 mL
Solu¢do de micronutrientes (ver abaixo) 2,0 mL
Fe EDTA solugéo 1,64% 4,0 mL
Solugao de vitaminas (ver abaixo) 1,0 mL

O pH foi ajustado para 4,2 — 4,5. Adicionado 100 mg de extrato de levedura, e autoclavado.

Para este meio foram adicionados 10 mmol/ L de glutamato de sédio.
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MEIO NFB HPN (MACHADO et al., 1991)

As quantidades apresentadas sdo suficientes para o preparo de 1 litro de meio:

Acido malico (lactato) 50¢g
K,HPO, 05g
MgS04.7H,0 02¢g
NaCl 0,1g
CaCl,.2H,0 0,02 ¢g
Solu¢@o de micronutrientes (ver abaixo) 2,0 mL
Azul de bromotimol (solucdo 0,5% em KOH 0,2 N) 2,0 mL
FeEDTA (solugao 1,64%) 4,0 mL
Solugdo de vitaminas (ver abaixo) 1,0 mL
KOH 45g

O pH foi ajustado para 6,5 — 6,8 com NaOH.

MEIO TY (SOMASEGARAN & HOBEN:1994)

(meio para rizobios em geral — crescem sem produzir muita goma)

Triptona 50¢g
Extrato de levedura 30g
CaClz.Hzo 0587 g

Agua deionizada (q.s.p.) 1L

Ajustou-se o pH para 6,8 — 7,2 com 1 N NaOH. A solug¢do foi autoclavada por 15 min.

SOLUCAO DE MICRONUTRIENTES PARA MEIO DE CULTURA (DOBEREINER et al.,
1995a)

Quantidades suficientes para 200 mL de solugao:
Na2M004.2H20 0,2 g
MnSO4.H,0 0,235 ¢g
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H;BO; 0,28 g
CuS04.5H,0 0,008 g
ZnS0,.7H,0 0,024 g

SOLUCAO DE VITAMINAS PARA MEIO DE CULTURA (DOBEREINER et al., 1995a)

Quantidades suficiente para 100 mL de solugao:

Biotina 10 mg

Piridoxol - HCI 20 mg

Dissolvidos em banho-maria.

Os indculos foram obtidos pelo crescimento dos isolados de bactérias nos meios liquidos num
periodo de 12 a 16 horas de incubagdo, sob agitagdo constante, a 120 rpm e na temperatura

30°C.

3.3.PREPARO DAS LINHAGENS PARA AVALIACAO PELO REAGENTE DE
SALKOWSKI

Os pré-indculos das linhagens M2, Z78 (Herbaspirillum seropedicae); M4
(Herbaspirillum  rubrisubalbicans); FP2, Sp245 (Azospirillum brasilense); CD-JA
(Azospirillum lipoferum); Y1, Y2, Y6 (Azospirillum amazonense); BR322, BR112, BR5401
(Rhizobium spp) ¢ USDA4894 (Sinorhizobium saheli) foram preparados a partir de estoque
em meio so6lido ou glicerol transferidos para frascos de 10 mL, contendo 3 mL de meio
especifico, incubados a 30°C, sob agita¢do (120 rpm), durante a noite (12 a 16 h). Cerca de 10
uL do pré-inéculo (Abs :1.0) foi transferido para frascos de 10 mL, contendo 5 mL de meio
de cultura especifico, com a adi¢do de 100 pL/mL de D/L-triptofano (0,005 g/mL). Os frascos
foram incubados a 30°C sob agita¢do (120 rpm).
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3.4.TESTE PARA PRODUCAO DO AIA E DERIVADOS PELO REAGENTE DE
SALKOWSKI

Uma aliquota de 1 mL foi coletada da cultura e centrifugada a 5.000 rpm com o
objetivo de baixar as células. O sobrenadante foi usado para o teste de produgdo do AIA e

derivados em quatro variagdes do método de Salkowski:

a) S1(1:1) - 1 mL de sobrenadante + 1 mL do reagente de Salkowski S1 (10,8
mol/L de H,SO4 com 4,5 g FeCls);

b) S1(1:4) - 1 mL de sobrenadante + 4 mL do reagente de Salkowski S1 (10,8
mol/L de H,SO4 com 4,5 g FeCls);

c) S2(1:1) - 1 mL de sobrenadante + 1 mL do reagente de Salkowski S2 (7,9
mol/L de H,SO4 com 12 g FeCl);

d) S2(1:4) - 1 mL de sobrenadante + 4 mL do reagente de Salkowski S2 (7,9

mol/L de H,SO4 com 12 g FeCl);

As solugdes foram incubadas no escuro, a temperatura ambiente, durante 30 min.

3.5.SELECAO DE LINHAGENS PRODUTORAS DO AIA E DERIVADOS ATRAVES
DO REAGENTE DE SALKOWSKI

Aliquotas das culturas das linhagens foram retiradas a cada 24 h, por um periodo de 96
h, e usadas para o teste de producdo do AIA com o reagente de Salkowski com as quatro
variagdes apresentadas no item 3.4.

As linhagens testadas pertencem aos géneros Azospirillum, Herbaspirillum e

Burkholderia, Ochrobactrum e Rhizobium.

3.6.QUANTIFICACAO DO AIA E DERIVADOS PRODUZIDO POR BACTERIAS
DIAZOTROFICAS

As linhagens positivas para o teste de Salkowski, como descrito no item 3.6, foram

novamente testadas a cada 12 h, durante 96 h, em triplicata, usando a variagdo do método S2

(1:1 v/v).
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O processo de doseamento espectrofotométricos foi usado para a quantificagao de AIA
pelo reagente de Salkowski usando-o como método para detec¢do de AIA. As amostras foram
analisadas em espectrofotdmetro (FENTO) num comprimento de onda de 530 nm.

A quantificacdo foi feita por um curva padrdo a partir de uma solucdo de AIA
contendo 1mg/mL. Padrdes de 1 pg/mL, 5 pg/mL, 8 ng/mL e 20 pug/mL foram preparados e

suas absorbancias (Abs) medidas a 530 nm.

3.7.QUANTIFICACAO DE PROTEINA ATRAVES DO METODO DE BRADFORD
(BRADFORD, 1976)

Uma aliquota de 100uL das culturas das linhagens M2, Z78 (Herbaspirillum
seropedicae); M4 (Herbaspirillum rubrisubalbicans); FP2, Sp245 (Azospirillum brasilense);
CD-JA (Azospirillum lipoferum); Y1, Y2, Y6 (Azospirillum amazonense); BR322, BR112,
BR5401 (Rhizobium spp) e USDA4894 (Sinorhizobium saheli) foram retiradas a cada 24 h,
por um periodo de 96 h, e transferidas para um tubo contendo 100uL. de NaOH 0,25 mol/L
para lisar as células e incubou-se por 30 min. em temperatura ambiente.

Em um tubo de ensaio transferiu-se 100pL da solugdo anterior e reagiu-se com 900uL
de solugdo de Bradford e incubou-se por 30 min. a 37°C.

Quantificacdo de proteina foi realizada pelo método de Bradford e foram analisadas
no espectrofotometro num comprimento de onda de 595nm e comparadas com uma curva
padrdo a partir de uma solucdo de BSA (Albumina Soror Bovina) 1mg/mL.

Os padrdes de 1png/100uL; 2pug/100ul; Spg/100uL; 10pg/100pL foram preparados e

suas absorbancias mediadas a 595nm.

3.8.QUANTIFICACAO DE CELULAS POR METODO ESPECTROFOTOMETRO

Foi efetuada leitura da absorbancia. em comprimento de onda de 600nm das culturas
M2, Z78 (Herbaspirillum seropedicae); M4 (Herbaspirillum rubrisubalbicans); FP2, Sp245
(Azospirillum brasilense); CD-JA (Azospirillum lipoferum); Y1, Y2, Y6 (Azospirillum
amazonense); BR322, BR112, BR5401 (Rhizobium spp) e USDA4894 (Sinorhizobium saheli)
durante o periodo de 96h.

37



Realizou-se um cultivo em triplicata da estirpe selecionada (Z78 Herbaspirillum
seropedicae) em Erlenmeyer de 500mL, contendo 200mL de meio NFB-malato suplementado
com 4mL da solug@o de D/L-triptofano.

Uma aliquota de 2mL da cultura foi mensurada por absorbancia nos horarios

estipulados ( 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 11, 13, 15, 24, 25, 26, 27, 32, 36horas).

3.9.EXTRACAO E PURIFICACAO DE SOBRENADANTE E CELULAS

A linhagem selecionada (M2 Herbaspirillum seropedicae) foi crescida em grande
escala, pois apresentou boa produ¢do de fitohormdnio. Procedeu-se o cultivo de cerca 2L de
cultura contendo 4 mL da solug@o de D/L-triptofano (0,005 g/mL) com as mesmas condi¢des
de crescimento durante um periodo de 48 h.

Centrifugou-se a 5000 rpm com o objetivo de separar o sobrenadante. Este foi
concentrado com o uso de um evaporador rotatério a 180 rpm / 50°C. O produto seco foi
diluido com 10 mL de acetona e 5 mL de 4gua destilada.

Parte desta amostra foi refrigerada para futuras analises de bioensaios e a outra passou

por processos de purificagdo.

3.10.CROMATOGRAFIA EM COLUNA (CC)

Ap6s procedimento destilagdo rdpida a fim de remover o solvente, o residuo seco foi
diluido com 35 mL de propanol, transferido para uma coluna (3 cm de didmetro x 18 cm de
altura) contendo 25 mL de gel octyl-sepharose que foi acondicionado anteriormente com 60
mL de propanol 70%.

A coluna foi eluida inicialmente com 4agua e posteriormente com propanol 70% e
resultaram fracdes que foram liofilizadas, diluidas com acetona e analisadas pelo método de
cromatografia de camada delgada (CCD ou TLC) para a visualizagdo e localizacdo do AIA.
Para tanto foi utilizado a mistura de solventes (propanol:H,O:amoénia aquosa, 7:2.3:0.7 v/v) e
os derivados do AIA revelados com o reativo de Salkowski.

As fragdes que se apresentaram positivas para o acido indol acético foram reunidas em
um s6 frasco e novamente utilizou-se outra coluna para a retirada de contaminantes e

purificagao.
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Uma segunda coluna contendo silica gel para a separacdo de substincias mais polares,
foi realizada com o intuito de promover uma maior interacdo entre os grupos hidrofilicos da
amostra com os grupos silanol provenientes da fase estacionaria. A amostra foi colocada no
apice da coluna e eluida com propanol em diversas concentragdes (100, 95, 90, 85, 80, 75, 70,

65, 60, 55 € 50% V/v).

3.11.CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCD OU TLC)

As andlises de CCD (cromatografia de camada delgada) foram realizadas em placas de
silica gel 60 Merck, sendo o solvente (propanol:H,O:amoénia aquosa, 7:2.3:0.7, v/v).Todas as
fragdes resultantes das colunas foram analisadas pela técnica de cromatografia de camada
delgada que consiste em aplicagdes das amostras através de tubos capilares em uma das
extremidades da placa de silica, colocada em uma cuba de vidro contendo o solvente. Este
procedimento foi utilizado na identificagdo do AIA.

Para a revelacdo e a identificacdo do AIA foi utilizado o reagente de Salkowski que
apresentou a melhor detec¢do e comparadas com uma solu¢do de 1 mg/mL de 4cido indol

acético.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.TESTE DE SENSIBILIDADE DO REAGENTE DE SALKOWSKI NA
IDENTIFICACAO DO ACIDO INDOL ACETICO

Devido a sua facilidade, rapidez, sensibilidade e custo, o reagente de Salkowski tem
sido largamente empregado na deteccdo do AIA produzido por bactérias diazotroficas e
fitopatogé€nicas (BALOTA, et al., 1995; CROZIER, et al., 1988; HARTMANN, 1983;
MASCARUA-ESPARZA, et al., 1988; HALDA-ALIJA, 2003; PEDRAZA, et al., 2004;
RADWAN & MOHAMED, 1999; STEENHOUD & VANDERLEYDEN, 2000). O método
colorimétrico baseia-se na oxidagdo de compostos indodlicos por sais férricos (MAYER,
1958). A reacdo de uma solucdo de AIA com o reagente de Salkowski resulta coloragdo
amarelada para o teste negativo e rosa avermelhado para o teste positivo, como exemplificado

na Figura 3.
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FIGURA 3. TESTE DE SALKOWSKI EM AMOSTRAS DE Herbaspirillum spp.
UTILIZANDO O REAGENTE S2 1:1 v/v

A B

(A) Tubo de ensaio contendo 1 mL de meio NFB-malato e 1 mL de reagente de
Salkowski S2 1:1v/v resultando em reacdo negativa para deteccdo do acido indol
acético. (B) Tubos contendo extratos de algumas linhagens de Herbaspirillum
rubrisubalbicans (BA10, BA14, BAI1S5, BA16, BA149, BAl161 e AB7) ¢
Herbaspirillum seropedicae (BA153) testadas com o reagente de Salkowski S2 na

proporgdo 1:1v/v, originando rea¢do positiva para identificagdo do acido indol acético.
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Inimeras variacdes para o teste de Salkowski (MAYER, 1958) s@o comumente
encontradas na literatura para a detecgdo de compostos indolicos produzidos por bactérias,
entre eles, AIA (GLICKMAN & DESSAUX, 1995; BALOTA, et al., 1995; KENNEDY,
comunicagdo pessoal). Para avaliar a sensibilidade de variagdes do teste encontradas na
literatura, dois reagentes de Salkowski foram preparados (S1 e S2) e testados nas proporgdes
(amostra:reagente) de 1:1v/v e 1:4v/v, em sobrenadantes de culturas das bactérias
diazotroficas Herbaspirillum spp., Azospirillum spp e Rhizobium spp, sendo que as linhagens
Sp245 (Azospirillum brasilense), Y1, Y2 e Y6 (Azospirillum amazonense) foram testadas com
os reagentes S1 1:1v/v e S2 1:1v/v. Os resultados sdo mostrados nas figuras 4, 5 ¢ 6. O
reagente de Salkowski S1, na proporg¢do de 1:4v/v (KENNEDY, comunica¢do pessoal)
mostrou-se com baixa sensibilidade, ndo detectando a producao de AIA por parte de nenhuma
das linhagens de bactérias condigdes testadas, exceto para as linhagens M2 de Herbaspirillum
seropedicae e M4 de Herbaspirillum rubrisubalbicans, mas em niveis muito baixos.
Igualmente, o reagente S2, na propor¢do de 1:4v/v, também mostrou baixos niveis de
detecg¢do. Por outro lado, ambos os reagentes (S1 e S2), quando usados na propor¢do de
1:1v/v, foram capazes de detectar AIA em solucdo com alta sensibilidade. No quarto dia de
incubacdo, linhagens de Rhizobium spp. apresentaram reacdo negativa para os dois reagentes
em ambas proporg¢des utilizadas. Devido aos maiores niveis de deteccao de AIA por parte do
reagente S2, este foi escolhido para as anélises subseqiientes (Figuras 4, 5 e 6).

Apesar dos reagentes testados ndo terem sido capazes de detectar AIA quando usados
na propor¢cdo de 1:4v/v, esta e outras proporcdes volumétricas de reagente e amostra sao
comumente usados (KENNEDY, comunicacdo pessoal; GLICKMANN & DESSAUX, 1995).
E possivel que diversas condi¢des do teste possam estar influenciando os resultados obtidos.
KENNEDY (comunicag¢do pessoal) usou o reagente S1 1:4v/v em culturas de bactérias em
meio liquido, crescendo em placas de 96 pocos. GORDON & WEBER (1951) e TANG et al
(1947) testaram proporgdes de 1,5:1v/v e 1:4v/v, mas usaram acido sulfurico na concentragio
de 0,5 mol/L para a propor¢do de 1:4v/v. Estes autores estabeleceram o teste na proporgdo de
1,5:1v/v como sendo a mais sensivel. MINAMISAWA, et al., (1992) ¢ RADWAN et al.
(2004) adotaram o reagente de Salkowski 0,0lmol/L de FeCl; em 35% de HCIO4 na
propor¢ao 1:2v/v para identificar a producdo de AIA em linhagens de Bradyrhizobium
Jjaponicum, Azospirillum spp. € Herbaspirillum spp., respectivamente. Variagdes no reagente

de Salkowski, onde HCIO4 ¢ usado no lugar do H,SO4, também sdo comumente encontradas.
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Entretanto, de acordo com GLICKMANN & DESSAUX (1995), os reagentes contendo

HClO4 mostram-se menos sensiveis.
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FIGURA 4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE AIA PRODUZIDO POR
BACTERIAS DO GENERO Herbaspirillum USANDO DUAS VARIACOES DO
REAGENTE DE SALKOWSKI (SI E S2) E DUAS PROPORCOES DE
AMOSTRA/REAGENTE. *
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(7,9 mol/L de H,SO, com 12 g FeCl;); S2/1:4 (7,9 mol/L de H,SO4 com 12 g FeCl;).
* As concentragdes representam a média de trés repeti¢des.

A concentragdo de AIA em pg/mL foi determinada de acordo com o método descrito em 3.4 e 3.6 de
Material e Métodos.
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FIGURA 5. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE AIA PRODUZIDO POR
BACTERIAS DO GENERO Azospirillum USANDO DUAS VARIACOES DO REAGENTE
DE SALKOWSKI (S1 E S2) E DUAS PROPORCOES DE AMOSTRA/REAGENTE.*

Sp245 - Azospirillum brasilense
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(7,9 mol/L de H,SO4 com 12 g FeCls); S2/1:4 (7,9 mol/L de H,SO, com 12 g FeCls).

* As concentragdes representam a média de trés repeticoes
A concentragdo de AIA em pg/mL foi determinada de acordo com o método descrito em 3.4 e 3.6 de
Material e Métodos.
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FIGURA 6. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE AIA PRODUZIDO POR
BACTERIAS DO GENERO Rhizobium USANDO DUAS VARIACOES DO REAGENTE
DE SALKOWSKI (S1 E S2) E DUAS PROPORCOES DE AMOSTRA/REAGENTE .*
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(7,9 mol/L de H,SO, com 12 g FeCl;); S2/1:4 (7,9 mol/L de H,SO4 com 12 g FeCl;).
* As concentragdes representam a média de trés repetigdes

A concentragdo de AIA em pg/mL foi determinada de acordo com o método descrito em 3.4 e 3.6 de
Material e Métodos.
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4.2.PRODUCAO DE AIA E DERIVADOS POR BACTERIAS DIAZOTROFICAS
ENDOFITICAS ASSOCIATIVAS

Isolados diazotroficos endofiticos associados a abacaxizeiro, bananeira e palmeiras
oleaginosas foram caracterizados molecularmente por técnicas de RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) e seqiiénciamento parcial do gene que codifica para o RNA
ribossomal de 16S (16S rRNA) por CRUZ et a/ (2001). De acordo com este autor, os isolados
foram identificados da seguinte forma: Herbaspirillum seropedicae (BA153 e X8),
Herbaspirillum rubrisubalbicans (AB7, BA15, BA14, BA161, BA149, BA16, BA10, BAI1,
BA12, BA17 e BA134), Burkholderia tropicalis (AB147 ¢ AB98), Burkholderia spp (AB48,
BA23, BA126, BA22, O1, BA136, AB120, AB71, BA128, BA123, BA27, AB117, BA2S5,
BAS88, BA104), Azospirillum spp (Ala, A2a, A8b e A3b) e Ochrobactrum spp (BA131). A
producdo de AIA e compostos indolicos foi determinada, para estes isolados, através do
método de Salkowski utilizando o reagente S2, na propor¢do 1:1v/v, por ter mostrado melhor
sensibilidade (item 4.1). O teste foi realizado de acordo com o item 3.3 de Material e Métodos
em 4 diferentes tempos de crescimento das culturas: nas primeiras 24h apos a inoculagdo
(primeiro dia), no intervalo de 24 a 48h (segundo dia), no intervalo entre 48 e 72h (terceiro
dia) e no intervalo entre 72 a 96h (quarto dia). Os resultados obtidos para a producao de
compostos inddlicos sdo mostrados na Tabela 3.

Os isolados de Herbaspirillum produziram AIA a partir do primeiro dia de
crescimento, em média 12 pg de AIA/mL de cultura, com excegdo da linhagens BA134 de
Herbaspirillum rubrisubalbicans, que apresentou niveis muito baixos de produgdo de AIA
(0,75 pg de AIA/mL). Durante os dias subseqiientes, houve acimulo de AIA para algumas
linhagens (X8, BAI12), enquanto outras (BA153, AB7, BAI15, BAl4, BAl16, BA10)
mostraram uma diminui¢do na sua concentracao.

BASTIAN et al (1998) realizou experimentos com linhagens de Herbaspirillum
seropedicae (Z67) e Azotobacter spp crescidas durante 48 horas e observou através de
analises de GC-SM que as bactérias produziram AIA observado também nas linhagens
Herbaspirillum seropedicae testadas neste trabalho de pesquisa.

De acordo com os dados obtidos das linhagens do género Burkholderia, observou-se
que no primeiro dia houve producdo média de 1,7ug de AIA/mL de cultura, havendo, no

segundo dia, acimulo de AIA produzido para algumas bactérias (AB48 ¢ BA123). Entretanto,
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BA27, AB117, BA22 e BA23 demonstraram produg¢do de AIA no primeiro dia e nos
ulteriores nao se detectaram niveis de acido indol acético e derivados, estes resultados
sugerem um consumo do AIA como fonte de carbono ou nitrogénio.

No sobrenadante das culturas das bactérias AB147, AB98, BA126, BA136, AB120,
AB71, BA128, BA25, BA88, BA104 ¢ Ol ndo foi detectada a produgdo de AIA e derivados.

Linhagens do género Burkholderia tém apresentado abilidade de producdo de
promotores de crescimento, visto que os dados obtidos neste experimento ¢ nos estudos
realizados por SOBRAL et al (2004) vieram a confirmar.

Na avaliacdo de produgdo de AIA e derivados nas linhagens do género Azospirillum
constatou-se, em média, uma produgdo de 9,47ug AIA/mL no primeiro dia, sendo que no
segundo dia essa producdo foi em média de 43,4pug AIA/mL, ou seja, 358% a mais que mo
primeiro dia.

A bactéria Ala apresentou acimulo de 2,4pg de AIA/mL no quarto dia. Ja na bactéria
A2a ndo se detectaram niveis de AIA nos dias seguintes a partir da primeira amostragem.

O isolado (BA131) do género Ochrobactrum apresentou actimulo de 5,36pg de
AIA/mL no segundo dia constatando-se nos subseqiientes, diminuicdo na concentragdo de
AIA e derivados produzidos.

BALOTA et al. (1995) observaram que bactérias diazotroficas endofiticas isoladas de
mandioca, Azospirillum lipoferum e Klebsiella spp acumularam AIA apds a fase log de
crescimento (cerca de 24h) até 72h. Entre 72h e120h de crescimento, observaram diminuicao
nos niveis de AIA, o que também foi observado no presente trabalho de pesquisa para a
maioria das estirpes (Tabela 2). Segundo os dados da Tabela 2 as linhagens A3b e A8b
Azospirillum spp demostraram 75,27ug de AIA/mL e 54,40ug de AIA/mL no segundo dia de
incubacdo. Estes valores foram superiores aos encontrados por CROZIER et al (1988) que
através do método colorimétrico de Salkowski detectou nas linhagens de Azospirillum
brasilense e Azospirillum lipoferum concentragdes de 26,lug de AIA/mL e 10,5ug de
AIA/mL respectivamente.

Estudos realizados por PEDRAZA et al (2004) revelaram que as linhagens de
Azospirillum produziram niveis elevados de indois, sendo que a bactéria UAP14 Azopsirillum
brasilense apresentou 27,36ugAIA/mg de proteina, sendo o maior valor obtido.

MASCARUA ESPARZA et al. (1988) detectaram 28,54 a 97,3uM/mL de AIA em

linhagens de Azospirillum lipoferum isolados de plantas cactaceas do México.
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RADWAN et al (2004) recentemente comunicou que diversas linhagens de
Azospirillum produziram quantidades diferentes de compostos indolicos, sendo que as
espécies de Azospirillum brasilense mostraram niveis elevados em relagdo as espécies de
Azospirillum lipoferum. Este estudo ainda mostrou que as linhagens de Herbaspirillum
seropedicae (Z67 e M4) demonstraram uma produgdo de AIA menor que as linhagens de
Azospirillum sp (CD e Brl7).

As bactérias estudadas no presente trabalho de pesquisa apresentaram capacidade
diferenciada de produzir AIA, dados estes também constatado anteriormente por TIEN et al.

(1979) e por HARTMANN e al (1983).
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TABELA 3. PRODUCAO DE COMPOSTOS INDOLICOS POR TRINTA E CINCO
LINHAGENS DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS, USANDO MEIO DE CULTURA

SUPLEMENTADO COM TRIPTOFANO.

Linhagens Pontos de Amostragem*
AIA pg/mL + D.P.
1°. dia 2°. dia 3°. dia 4°. dia
Herbaspirillum seropedicae
BA153 19,47 +0,066 10,19 +0,093 4,74 £0,020 18,64 £0,141
X8 14,86 +0,060 25,42 +£0,151 25,63 +0,244 31,52 £0,101
Herbaspirillum rubrisubalbicans
AB7 23,61 +0,031 9,06 £0,013 5,52 £0,031 6,18 +£0,041
BA15 19,63 +0,025 10,32 +£0,075 8,62 +£0,085 5,80 +0,077
BA14 17,25 +0,030 8,35 +0,080 9,92 +0,065 12,75 +£0,103
BAIl61 11,45 +0,107 22,36 +0,089 16,54 +£0,084 11,11 +£0,025
BA149 13,50 0,062 9,72 £0,196 14,66 +0,192 11,42 +0,082
BA16 19,33 +0,015 10,55 0,085 10,8 £0,041 6,08 £0,056
BA10 17,82 +0,043 8,22 +0,080 8,63 £0,048 9,40 +£0,074
BAI1l 13,57 £0,046 18,18 £0,075 20,26 +0,107 14,03 £0,051
BAI12 18,67 £0,026 19,80 +0,045 22,16 £0,126 29,90 +0,195
BA17 15,80 +0,036 20,95 £0,059 29,33 +0,141 20,42 +£0,106
BA134 0,75 0,004 0,0" 0,0 0,0
Burkholderia tropicalis

AB147 0,0 0,0 0,0 0,0
AB98 0,0 0,0 0,0 0,0

Burkholderia spp
AB48 1,34 0,013 2,70 £0,024 1,35 40,016 0,42 0,007
BA23 0,84 £0,015 0,0 0,0 0,0
BA126 0,0 0,0 0,0 0,0
BA22 1,57 £0,015 0,0 0,0 0,0
(] 0,0 0,0 0,0 0,0
BA136 0,0 0,0 0,0 0,0
AB120 0,0 0,0 0,0 0,0
AB71 0,0 0,0 0,0 0,0
BAI128 0,0 0,0 0,0 0,0
BA123 0,48 0,008 10,02 +£0,086 12,05 +0,081 7,91 £0,092
BA27 4,06 £0,145 0,0 0,0 0,0
ABI117 2,12 +0,016 0,0 0,0 0,0
BA25 0,0 0,0 0,0 0,0
BAS88 0,0 0,0 0,0 0,0
BA104 0,0 0,0 0,0 0,0

Azospirillum spp
Ala 0,0 0,53 +£0,025 2,02 +0,020 2,40 £0,016
Al2a 0,58 +0,002 0,0 0,0 0,0
A8Db 5,47 £0,035 54,40 +0,059 41,28 £0,165 32,41 +£0,070
A3b 23,27 +0,1 75,27 £0,39 52,69 +0,345 37,03 £0,71

Ochrobactrum spp
BA131 | 5,01 £0,028 5,36 +0,013 4,02 £0,014 2,55 +0,008
Meios suplementados com 100 pl/mL de D/L-triptofano na concentragdo de 0,005 g/mL, média de trés
repetigdes.

* Pontos de Amostragem: 1. amostragem feita durante o primeiro dia de crescimento das culturas apos a
inoculagdo, entre 19 e 20h; 2. amostragem feita no segundo dia apds a inoculag@o, entre 30 e 47h; 3. amostragem
feita no terceiro dia apos a inoculagdo, entre 50 e 70h; 4. amostragem feita no quarto dia ap6s a inoculagdo, entre
84 ¢97h

D.P. (Desvio Padrio), + niveis de AIA ndo detectado pelo método.
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De acordo com BALOTA et al. (1995), ndo houve producdo de AIA, em niveis
detectaveis, anterior a fase logaritmica de crescimento mostrado pelas linhagens diazotroficas
testadas. Medidas de absorbancia (600nm) e AIA para linhagens de Herbaspirillum,
mostraram que no primeiro e segundo dias, com aproximadamente 20 e 30h de crescimento,
respectivamente, houve aumento da absorbancia e producdo de AIA, sugerindo que este
ultimo foi produzido na fase log de crescimento.

De acordo com OMAY et al. (1993) o aumento que ocorre na concentracdo de AIA no
final da fase log de crescimento, resulta do metabolismo das bactérias nesta etapa de
desenvolvimento, também observado neste experimento.

Entretanto, algumas bactérias testadas neta pesquisa apresentaram diminuicdo na
concentracdo de AIA, sugerindo que estas o tenham utilizado como fonte de carbono ou
mesmo, como fonte de nitrogénio.

Por outro lado, foram, também detectadas linhagens nas quais a producdo de AIA
diminuiu, aumentando contudo, em sua concentracdo nos dias posteriores. Estudos sugerem
que o aumento deve-se ao triptofano liberado das células mortas que estimulariam a producao
de auxinas (ZIMMER & BOTHE, 1988).

A producao de AIA foi avaliada em relagdo a concentracao de proteina nas culturas de
Herbaspirillum, Azospirillum ¢ Rhizobium durante quatro dias de crescimento, sendo feita
uma amostragem por dia. A curva de crescimento foi acompanhada pela absorbancia. (Figura
7,8 € 9). Foi observado acumulo de AIA no terceiro dia. A partir do segundo dia, a cultura
atinhgiu a fase estaciondria de crescimento. Do terceiro para o quarto dia, apesar de ter sido
observada diminuicdo na producdo de AIA em relagdo a quantidade de proteina, a
concentracdo de AIA detectada aumentou de 17,12 para 20,18 pg/mL.

Observou-se no isolado de Herbaspirillum seropedicae M2 que a producdo de AIA em
relagdo a proteina ocorreu no segundo dia durante quatro dias de crescimento, sendo que do
segundo ao terceiro dia a cultura M2 atingiu uma curta fase estaciondria de crescimento. Ja na
bactéria Herbaspirillum rubrisubalbicans (M4) a curva de crescimento foi observada pela
absorbancia ocorrendo acumulo de AIA em relagdo a concentragdo de proteina, € no ultimo
dia de amostragem (Figura 7).

A producgdo de AIA em relagdo a concentragao de proteina, foi avaliada na cultura de
Azospirillum onde foram feitas 4 amostragens nas bactérias: Y1, Y2, Y6, SP245 ¢ CD-JA que

demonstraram um actimulo no terceiro dia. Entretanto, a partir do terceiro dia, as espécies
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CD-JA (Azospirillum lipoferum) e a SP245 (Azospirillum brasilense) apresentaram breve fase
estacionaria de crescimento, ¢ a CD-JA, apos esta fase, entrou em declinio, observando
diminui¢do na concentracdo de AIA em relagdo a concentracdo de proteina (Figura 8).

No género Rhizobium, observou-se que a maior concentracdo de AIA em relagdo a
proteina, nas bactéria BR112, USDA4894 ¢ BR5401 ocorreu no segundo dia de crescimento.
J4 a linhagem BR322 apresentou acimulo de AIA, em relacdo a proteina, no terceiro dia.

As linhagens BR322, BR112, BR5401 e USDA4894, demonstraram declinio de AIA,
em relagdo a proteina, a partir do segundo dia. No entanto, a concentragdo detectada nas
linhagens BR5401 e USDA4894 no terceiro e no quarto dia foram de 0,27 para 0,17ug/mL e
0,18 para 0,12pg/mL respectivamente.

Nao houve deteccdo de AIA em relacdo a concentragdo de proteina do terceiro para o
quarto dia na linhagem BR5401, enquanto que nas bactérias USDA4894, BR112 e BR322
esse dado foi observado no quarto dia (Figura 9).

Foi sugerido por OMAY et al (1993) que também o incremento na producdo de AIA
por Azospirillum acontece pela exaustdo de carbono no meio, e que em condi¢des de
rizosfera, em forte competicdo pelos substratos organicos rejeitados pelas raizes poderia
estimular a produ¢do de AIA. Dados colhidos por NARAYANASWAMI & VEERRAJU

(1996) detectaram uma quantidade trés vezes maior de AIA na rizosfera .
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FIGURA 7. PRODUCAO DE AIA EM REALACAO A CONCENTRACAO DE PROTEINA
E CRESCIMENTO DAS LINHAGENS DE Herbaspirillum.*
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FIGURA 8. PRODUCAO DE AIA EM REALACAO A CONCENTRACAO DE PROTEINA
E CRESCIMENTO DAS LINHAGENS DE Azospirillum. *
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descritos em 3.7 e 3.8respectivamente de Material e Métodos.
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FIGURA 9. PRODUCAO DE AIA EM REALACAO A CONCENTRACAO DE PROTEINA
E CRESCIMENTO DAS LINHAGENS DE Rhizobium *
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* Os resultados representam a média de trés repeticdes.
A concentragdo de ug AIA/pg proteina e a absorbancia foram determinadas de acordo com os métodos

descritos em 3.7 e 3.8respectivamente de Material e Métodos.
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4.3.ACOMPANHAMENTO DA PRODUCAO DE AIA E DERIVADOS EM RELACAO
A PROTEINA NA LINHAGEM Z78 DE Herbaspirillum seropedicae.

O monitoramento da absorbancia (600nm) e producdo de AIA e derivados foi avaliada
em relacdo a concentragdo de proteina na cultura de Herbaspirillum seropedicae estirpe 778
durante 36h de crescimento, sendo feitas amostragens de acordo com o item 3.9. A curva de
crescimento foi acompanhada pela leitura da absorbancia a 600nm (Figura 10). Durante este
periodo, a cultura ndo entrou na fase estacionaria de crescimento. A linhagem passou a
produzir AIA a partir de aproximadamente 15 horas de incubagao.

Foi observado um acumulo de 26,7ug de AIA em relagdo a proteina em 24 horas,
ocorreu no inicio da fase log de crescimento. No intervalo seguinte, houve diminui¢do na
producdo de AIA, chegando a 20,63 ng AIA/ pg de proteina em 36h. Durante as 15 primeiras
horas observou-se que a bactéria encontrava-se na fase lag. A fase logaritimica comegou apds
15 horas e foi até aproximadamente 35 horas, a partir de onde a cultura, aparentemente,
comecou a entrar na fase estaciondria.

A linhagem Z78, quando cultivada em frasco (Figura 7) apresentou niveis de AIA e
derivados menores que a Z78 crescida em Erlenmeyer (Figura 10). Esses dados sugerem que a
diferenca na produc¢ao do AIA pode ter sido influenciado pelos niveis de aeracdo da cultura,
uma vez que a area, em relagdo ao volume, ¢ de 27,06pg AIA/mL no frasco e de 29,78ug
AIA/mL no Erlenmeyer.

SCHWAB (comunicagdo pessoal) levou a efeito o crescimento de H. seropedicae
estirpe Z78 em placa de 96 pogos (deep-well block) e observou um pico de produgdo de AIA
em relagdo a absorbancia em 6h (17,07 nug AIA/ proteina. - Figural2, Anexo 7). Apds este
periodo, houve diminui¢do na producdo de AIA, chegando a 5,39 pg AIA/ proteina. O
crescimento das culturas foi acompanhado pela medida da absorbancia. e mostrou-se diferente
nos dois casos. Para a cultura em Erlenmeyer, houve uma fase lag mais longa, possivelmente
devido ao volume de indculo usado em relacdo ao volume de meio. Neste teste, inoculou-se
1,5 mL do pré-inoculo em Erlenmeyer e 24 pL para crescimetnto em placa, ambos volumes
provenientes da mesma cultura. Na fase logaritmica, o crescimento foi acentuadamente maior
na cultura em Erlenmeyer, possivelmente, devido & maior aeragdo, pois a area em relagdo ao
volume de meio do Erlenmeyer foi de 29,78ug AIA/mL, sendo maior que a area em relagao

a0 volume encontrada em placa com2,7ug AIA/mL. E possivel que o pico de producdo de
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AIA, na cultura em Erlenmeyer, tenha ocorrido tardiamente devido ao deslocamento para a
direita da curva de crescimento.

Ambos experimentos apresentaram uma curva de crescimento similar nas primeiras 36
horas apos a inoculacdo, onde mostraram intensa atividade de crescimento, o qual comegou a

se estabilizar apos 36 horas, possivelmente quando atingiram a fase estacionaria.
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FIGURA 10. PRODUCAO DE AIA EM RELACAO A CONCENTRACAO DE PROTEINA
E CRESCIMENTO DA LINHAGEM Z78 Herbaspirillum seropedicae
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* Os resultados representam a média de trés repetigdes.
A concentracdo de pug AIA/ug proteina e a absorbancia foram determinadas de acordo com os métodos
descritos em 3.7 e 3.8respectivamente de Material e Métodos.
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4.4.ANALISES POR CROMATOGRAFIA

A partir do extrato da linhagem M2 (Herbaspirillum seropedicae), realizou-se uma
séria de métodos de purificacdo com a finalidade de isolar e concentrar o AIA.

O extrato resultante dessa purificacdo e a solucdo padrao de AIA foram submetidos a
analise por cromatografia de camada delgada (CCD), utilizando o sistema de solvente
(propanol:H,O:amonia aquosa, 7:2.3:0.7, v/v), e revelagdo como reagente S2 a 120°C.

Os resultados da CCD mostraram trés bandas positivas (Salkowski S2) com distintos
valores de Re: (1) 3,8; (2) 3,5 ¢ (3) 2,9, sendo R¢: 3,1 para a solugdo padréo (Figura 11).

A partir desta técnica, tentou-se purificar o material encontrado, realizando CCD em
maior escala, deixando os pontos de aplicacdo do extrato bem concentrados.

A colorag@o que a banda 2 apresentou foi aparentemente igual a coloragdo rosa que a
banda da solugdo padrdo 1 mg/mL de acido indol acético apresentou. Os valores de Ry dessas
bandas foram proximos, sugerindo que a banda 2 pode ser do AIA ou de derivado dessa
substancia.

As bandas 1 e 3 também foram detectadas com o reagente S2, sugerindo a
possibilidade de ser derivados do AIA, uma vez que o reagente de Salkowski ¢ capaz de
detectar outros compostos como o IPyA e IAM além do AIA, segundo dados obtidos por

GLICKMAN & DESSAUX (1995).
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FIGURAI11. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DO EXTRATO TOTAL DA
LINHAGEM M2 Herbaspirillum seropedicae

- )

AlA ETS

(ATA) solugdo padrio de 1 mg/mL de 4cido indol acético e extrato total da linhagem M2
(Herbaspirillum seropedicae) (ETS) obtido ap6s cromatografia em octyl-sepharose. CCD utilizando o sistema de
solvente propanol:H,0O:amoénia aquosa, 7:2.3:0.7, v/v, sendo reveladas com reagente de Salkowski (S2) a 120°C.
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5.CONCLUSOES

1. O melhor resultado na identificacdo do AIA e derivados foi obtido com uma concentragao

de 7.9mol/L do Reagente de Salkowski.
2. Todas as linhagens do género Herbaspirillum, Azospirillum, Ochrobactrum e Rhizobium e
algumas linhagens de Burkholderia foram capazes de produzir AIA a partir do triptofano

COMmMO precursor.

3. Os resultados obtidos sugerem que as linhagens tenham utilizado o AIA como fonte de

carbono ou nitrogénio, resultando cinética de crescimento.
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7.ANEXO

FIGURA 12. PRODUCAO DE AIA E CRESCIMENTO DA LINHAGEM Z78
(Herbaspirillum seropedicae) EM DEEP-WELL BLOCK.
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FONTE: SCHWAB, S. Comunicagdo pessoal (dados ndo publicados).

Linhagem Z78 (Herbaspirillum seropedicae) crescida em placa de 96 pocos (deep-well block) contendo meio
NFB malato suplementado com solugdo de triptofano concentragdo final 5 g/L de D/L-Triptofano (2.5 g/L de
D/L-Trp).
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