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RESUMO - Visando conhecer as interagdes entre fungos micorrizicos arbusculares e bactérias
diazotréficas na cultura da mandioca (Manihot esculenta Crantz), foram conduzidos varios experi-
mentos para avaliar os efeitos de exsudatos de mandioca e de bactérias nos fungos micorrizicos, € a
produgdo de 4cido indolacético (AIA) in vitro pelas bactérias diazotréficas. Os experimentos eviden-
ciaram que as bactérias diazotréficas estimularam a coloniza¢iio micorrizica de Glomus clarum a partir
do 302 dia. Os exsudatos de mandioca e das bactérias ndo apresentaram efeito na germinagdo de
Gigaspora gigantea, mas influenciaram seu crescimento micelial. A adi¢8o de exsudatos de mandi-
oca estimulou o crescimento das bactérias diazotréficas in vitro, evidenciando que podem existir,
nos exsudatos, substancias que atuariam como sinais moleculares ou estimulantes do crescimento,
e ndo como fatores nutricionais. As bactérias diazotréficas apresentam ainda capacidade de produzir
AlA in vitro. Azospirillum lipoferum isolado da mandioca produziu at¢ 130 pM de AIA ap6s 48
horas de incubagfo, ao passo que Klebsiella sp. produziu cerca 60 pM, ¢ a Bactéria E, aproximada-
mente 20 pM.

Termos para indexagdo: acido indolacético, sinais moleculares, interagfio planta-microorganismos.

INTERACTIONS AND PHYSIOLOGICAL EFFECTS OF DIAZOTROPHIC BACTERIA
AND ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN CASSAVA PLANTS

ABSTRACT - For better understanding of interactions between arbuscular mycorrhizal fungi and
diazotrophic bacteria in cassava plants (Manihot esculenta Crantz), several experiments were per-
formed to check the effects of plant and bacteria exsudates on arbuscular mycorrhizal fungi and
diazotrophic bacteria indoleacetic acid (IAA) production. Diazotrophic bacteria stimulated mycor-
rhizal root colonization of Glomus clarum after 30 days. The beneficial effects could be related to
growth promoting compounds able to stimulate plant susceptibility to mycorrhizal infection, spore
germination or the growth of mycelium, being able to increase the contact between fungal hypha and
plant roots and, consequently, to increase mycorrhizal colonization. Addition of cassava exsudates
stimulated growth of diazotrophic bacteria in vitro, showing that they could contain molecular signals
or growth stimulators, once the effects did not seem to be related to a nutritional factor. It was also
observed that diazotrophic bacteria could produce IAA in vitro. Azospirillum lipoferum isolated
from cassava produced up to 130 pM of IAA after 48 h of incubation, while Klebsiella sp. accumu-
lated about 60 uM and Bacterium E approximately 20 uM of IAA.

Index terms: indoleacetic acid, molecular signals, plant-microbe interactions.
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O solo representa um ambiente heterogéneo que
permite o desenvolvimento de grande diversidade
de microorganismos, cujo equilibrio ¢ afetado por
fatores biéticos e abilticos do ambiente. Ocorrem
interagdes entre microorganismos do solo na
rizosfera das plantas, mas que sfo pouco estudadas,
como a dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
e as bactérias diazotréficas.
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Estudos de inoculagiio de fungos micorrizicos
arbusculares com bactérias diazotréficas tém
evidenciado que as bactérias podem incrementar o
desenvolvimento e os teores de nutrientes nas plan-
tas, a colonizagfio micorrizica e a esporulagdo dos
FMA (Bagyaraj & Menge, 1978; El-Raheem et al,,
1989; Paula, 1992; Balota, 1994).

O efeito benéfico propiciado pela interagio entre
os FMA e bactérias diazotroficas pode ocorrer pelo
incremento na absor¢@io de P pelas plantas
micorrizadas, proporcionando melhores condigdes
para o estabelecimento da associagdo com as
diazotréficas, que apresenta elevado custo energético
(Barea & Azcon-Aguilar, 1983). Paula et al. (1991)
argumentam que os mecanismos de infecgdo e co-
lonizagdo da planta hospedeira, pelas bactérias
diazotréficas, poderiam ser mediados pela infecgdo
micorrizica uma vez que, no processo de penetra-
¢do das hifas infectivas, ocorre maior exsudagédo de
nutrientes, podendo acelerar o crescimento das bac-
térias diazotréficas.

Existem, ainda, evidéncias de que algumas bac-
térias rizosféricas podem aumentar a susceptibili-
dade das plantas a infecgdo micorrizica, o que pode
ocorrer em face de varios fatores, como mudangas
na permeabilidade da parede celular ¢ no padrdo de
liberagdo de exsudatos radiculares (Azcén, 1989).

Os exsudatos de plantas podem influenciar o de-
senvolvimento dos FMA e das bactérias, tanto no
nivel nutricional como na presenga de fatores nio
nutrionais (Becard & Piche, 1989; Paula & Siqueira,
1990; Siqueira et ai., 1991). Os compostos exsudatos
pela planta podem atuar como sinais moleculares,
ativando o crescimento micelial ou crescimento das
bactérias (Paula & Siqueira, 1990), ou como
indutores da formagdo do apressorio, promovendo
o contato entre a hifa fungica e a célula vegetal e
atuando, assim, tanto no processo pré-infectivo como
no infectivo (Becard & Piche, 1989; Siqueira et al.,
1991). '

Apesar de os esporos de fungos MA possuirem a
capacidade metaboélica para a germinagdo e cresci-
mento das hifas, esses eventos ocorrem somente
quando os fatores indutores endégenos, particular-
mente a idade fisidlogica, e os fatores do meio fo-
rem favoraveis. Assim, diversos trabalhos tém sido
desenvolvidos objetivando conhecer os efeitos de
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fatores fisicos, quimicos e biolégicos sobre a ger-
minag3o e o crescimento de hifas de fungos MA.
Muitos desses estudos utilizaram esporos esteriliza-
dos superficialmente, observando-se o efeito da con-
centragdo de sais minerais, fontes de carbono,
aminoécidos, vitaminas, bem como extratos de so-
los (Siqueira & Hubbell, 1986) e exsudatos
radiculares (Graham, 1982; Elias & Safir, 1987;
Gianinazzi-Pearson et al., 1989).

Para Smith & Gianinazzi-Pearson (1989), alguns
sinais das plantas podem ser necessérios para ativar
o crescimento micelial, mesmo n3o ocorrendo con-
tato fisico. Entretanto, tem sido salientado que estes
efeitos podem resultar tanto da ag3o destes compos-
tos na fisiologia das plantas, principalmente no que
tange as raizes, como de sua ag¢do direta sobre os
propagulos do fungo na rizosfera. Além disso, a
germinag#o e elongagfo dos fungos MA podem ser
estimuladas por bactérias antes do seu contato com
células radiculares, podendo resultar em uma ace-
leragdo do processo de infecgdo € disseminagdo da
colonizag¢do micorrizica nas raizes (Abbott &
Robson, 1981). Esse estimulo poderia ocorrer pela
excregdo de vitaminas e acidos orgdnicos - que atu-
ariam como ativadores metabdlicos (Gonzales-
-Lépez et al., 1983) -, ou substéncias estimuladoras
do desenvolvimento micelial dos fungos, como ob-
servado por Siqueira et al. (1991) e Paula (1992).

Diversas bactérias, presentes na rizosfera, parti-
cularmente as diazotr6ficas, também podem
incrementar o crescimento e a produtividade das
plantas pela produgdo de horménios, como o acido
indolacético (AIA), que induzem a proliferagdo das
raizes laterais e de pélos absorventes, aumentando,
assim, a superficie de absorg¢do de nutrientes (Tien
et al., 1979; De Francisco et al., 1985; Zimmer &
Bothe, 1988). Muitos destes efeitos estimulatérios
obtidos pela inoculagdo destas bactérias sdo
similares aos apresentados com a aplicagdo de
fito-hormonios (Kolb & Martin, 1985; Barbieri et al.,
1988; Martin et al., 1989).

O presente trabalho teve por objetivo estudar o
efeito dos exsudatos radiculares e de substincias
produzidas por bactérias rizosféricas, sobre deter-
minados grupos de microorganismos (particular-
mente fungos micorrizicos arbusculares e bactérias
diazotréficas ou promotoras do crescimento de
plantas).
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MATERIAL E METODOS

Efeito de bactérias diazotréficas na colonizagfio
micorrizica

O experimento foi montado em vasos de 1 litro de
volume, tendo, como substrato, solo arenoso (LVA) fu-
migado com brometo de metila. No experimento foram
utilizadas plantulas de mandioca micropropagada da cul-
tivar Vassourinha (BGM-006, CNPMF/EMBRAPA). Os
tratamentos utilizados foram: controle inoculado com G.
clarum; G. clarum + Bacteria E, E-30; G. clarum +
Azospirillum lipoferum, M-33 ¢ G. clarum + Klebsiella sp,
M-51. As bactérias foram crescidas em meio YM modifi-
cado, por 24 horas, ap6s o que, as culturas foram padroni-
zadas pela leitura da absorbancia seguida de dilui¢do e
contagem em cimara de “Neubauer”. Foram inoculados
2 ml do indculo (10* células por ml) nas raizes das
plantulas. Nos tratamentos com fungos MA, foram inocu-
lados 100 esporos de G. clarum na regido das raizes. Foram
feitas avaliagdes da colonizagdo micorrizica aos 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70 e 80 dias ap6s a instalago do experimento.
Das raizes finas, 500 mg foram clarificadas e coradas, ba-
seando-se na metodologia de Phillips & Hayman (1970),
como descrito em Colozzi Filho & Balota (1994), e a co-
lonizagdo micorrizica foi avaliada pelo método da placa
riscada(Giovannetti & Mosse, 1980). Nas analises estatisticas,
os dados foram transformados para arco seno /x/100-

Obtenciio de exsudatos de mandioca e de bactérias
diazotroéficas

Na obtengdo de exsudatos de mandioca, plantulas de
mandioca micropropagadas da cultivar Vassourinha fo-
ram colocadas em tubos de ensaio 25 x 200 mm com 20 ml
de meio MS liquido (Murashige & Skoog, 1962), com
30% da forga idnica, e incubadas em cémara de cresci-
mento a 25°C, sob agitagdo constante (50 rpm), para
aeraglo do sistema radicular. Apés 15 dias, as plantas
foram retiradas, e o meio liquido contendo os exsudatos
radiculares das plantulas foi filtrado em membranas de

“nitrocelulose Millipore de 0,22 uM de didmetro de poro,
¢ considerado como “exsudato de mandioca”.

A obtenglio de “exsudatos de bactérias diazotréficas”,
estirpe da Bactéria E (E-30), Azospirillum lipoferum
(M-33) e Klebsiella sp (M-51), todas isoladas da mandio-
ca, est4 representada na Fig. 1, onde o meio YM (Vincent,
1970) foi modificado para 1 g de manitol e 200 mg de
extrato de levedura por litro.

Efeito de exsudatos de mandioca e de bactérias
diazotréficas na germinacdo e crescimento micelial
de fungos MA

Foram utilizados esporos de Gigaspora gigantea, pro-
venientes de vaso de multiplicagdo com Brachiaria
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Cultura de bactérias
Meio YM

Centrifugagio a 15.000g - 30 minutes

Ressuspensdo em meio MS 1/3

Agitagio a
40 rpm-48 h

Centrifugacdo a 15.000 ¢ - 30 minutos

Ressuspensio em MS 1/3 + Ressuspensdo em MS 1/3 +

Agua (1:1)

Agitagio a
40 rpm-48 h

Exsudato/mandioca (1:1)

Centrifugagdo a 15.000¢- 30 minutos

Esterilizagdo em filtro Millipore;

Exsudato Il / Exsudato

de mandioca Exsudato I

FIG. 1. Procedimento utilizado na obtenciio de
exsudatos de bactérias diazotréficas em meio
enriquecido (YM modificado) ou meio mini-
mo (MS 1/3), na presenca, ou ndo, de exsudato
de mandioca.

decumbens como planta hospedeira, ¢ solo-areia
(1:1, v/v) como substrato. Os esporos foram extraidos do
solo pela técnica do peneiramento Umido (Gerdemann &
Nicolson, 1963), centrifugados em solugdo de sacarose a
45%, e desinfestados, superficialmente, através de lava-
gens sucessivas em filtro Millipore tipo “Swinnex”, com
solugio de hipoclorito de sédio a 1%, durante 20 minu-
tos, sulfato de estreptomicina, a 100 rpm, por 30 minutos,
¢ em 4gua esterilizada, por 20 minutos, num fluxo de
1 ml/minuto (Colozzi Filho, 1988). Apés a desinfestagdo
dos esporos, estes foram colocados sobre o meio (dgua/agar,
1%) em placas-de-Petri, onde foram adicionados, previa-
mente, exsudatos de mandioca e bactérias diazotréficas
(Bactéria E, E-30; 4. lipoferum, M-33 ¢ Klebsiella sp.,
M-51) nas concentragdes de 1% ¢ 5% (v/v).

O experimento foi montado num esquema fatorial em
blocos ao acaso, com cinco repeti¢des, cada placa-de-Petri
(com dez esporos) considerada como uma repetigdo. As
placas-de-Petri foram incubadas a 25°C, no escuro, por
20 dias, quando se avaliaram a germinag#o € o crescimen-
to micelial. Foram considerados germinados os esporos
que emitiram pelo menos um tubo germinativo. O cresci-
mento micelial foi avaliado pela atribui¢o de notas, numa
escala de 0 a 4, de acordo com o comprimento da hifa:
0=sem crescimento; 1=comprimento menor que 5 mm,;
2=5a 10 mm; 3= 10 a 15 mm e 4= maior que 15 mm,
segundo Siqueira et al. (1982).
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Efeito dos exsudatos de mandioca no crescimento de
bactérias diazotréficas

Estirpes de bactérias diazotréficas isoladas da mandi-
oca, Bactéria E (E-30), A. lipoferum (M-33) e Klebsiella
sp. (M-51) foram pré-cultivadas por 24 horas nos seus
respectivos meios liquidos (GOC, LGI-P e NFb), segun-
do Balota (1994), com 200 mg de extrato de levedura por
litro, centrifugadas a 15.000 g por 30 minutos ¢ lavadas
por trés vezes em solugio tampdo fosfato 0,06 M esterili-
zadas e centrifugadas novamente, para remover possiveis
resfduos da cultura e, finalmente, ressuspensas na mesma
solugéio-tampdo com o mesmo volume. Alfquotas de
0,1 ml foram inoculadas em tubos de ensaio contendo
15 mi do meio YM liquido com 1 g da fonte de carbono
(0,5 g de sacarose e 0,5 g de manitol/l) e 200 mg de extra-
to de levedura por litro, sendo considerado como meio
minimo, como sugerido por Hartwig et al. (1991), adici-
onando-se 1 ml de exsudato de mandioca esterilizado. As
bactérias foram cultivadas sob agitagso constante (40 rpm)
a28°C. Asavaliagdes da leitura da densidade déptica a 560
nm e do teor de protefna foram realizadas as
12, 24, 48, 72 e 96 horas apds a inoculagdo. O teor de
proteina foi avaliado pela reagdo de Lowry (Lowry et al,,
1951) com “Sigma Protein assay Kit no. P5656”.

Produgfio de AIA por bactérias diazotréficas

A estirpe da Bactéria E (E-30), 4. lipoferum (M-33) e
Kliebsiella sp. (M-51) isoladas da mandioca foram pré-cul-
tivadas, por 24 horas, nos seus respectivos meios liquidos
(GOC, LGI-P e NFb com trés vezes a concentragdo de
fosfato), centrifugadas a 15.000 g por 30 minutos, lava-
das por trés vezes em solugio-tampao fosfato 0,06 M es-
terilizada, e depois centrifugadas novamente, objetivando
remover possiveis residuos de fito-horménios, e, final-
mente, ressuspensas na mesma solugéo tamp&o com mes-
mo volume. Aliquotas de 0,1 ml desta cultura foram ino-
culadas em tubos de ensaio contendo 16 ml de meio liqui-
do (GOC, LGI-P e NFb) na auséncia ou presenga de 0,3
mM de L-triptofano, esterilizado via filtro Millipore de
nitrocelulose (0,22 um). Estas bactérias foram cultivadas
sob agita¢do (40 rpm), no escuro (pois a luz oxida o AIA),
a 28°C.

Foram realizadas avaliagdes do crescimento das bac-
térias, mudangas do pH do meio, e actimulo de AIA, com
6, 12, 18, 24, 48, 72, 96 ¢ 120 horas ap6s inoculagio, em
trés repetigdes. O crescimento das bactérias foi avaliado
pela leitura da absorbéncia em 560 nm, ¢ o namero de
unidades formadoras de colénias/ml (UFC/ml), pela
diluigdo sucessiva (10-'a 10°°) em solugdo salina e
inoculagéo de 0,1 ml em placas-de-Petri com os respecti-
vos meios sélidos, € sua concentragdo expressa em UFC
por ml de cultura. Para a avaliagdo do AIA, as culturas
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foram centrifugadas a 15.000 g por 30 minutos, € o
sobrenadante, filtrado em membranas millipore 0,22 uM
antes de ser submetido 4 metodologia colorimétrica com
reagente de Salkowski (Gordon & Weber, 1951), modifi-
cada por Minamisawa et al. (1992). Nesta metodologia,
para cada parte do sobrenadante da bactéria foram adicio-
nadas duas partes de FeCl,0,01 M em HCIO,35% ¢, apés
25 minutos, as leituras da absorbancia foram feitas a 530
nm, em trés repeti¢es. A quantificagdo do AlA foi feita
através da curva-padrdo obtida com concentragdes de 0 a
250 uM do padrio de AIA. Na avaliagdo do AIA por
cromatografia liquida de alta pressdo, o sobrenadante do
meio foi extraido com acetato de etila em pH 2,8, e anali-
sado a 278 nm, pela injegdo de 20 pul em HPLC (High
performance liquid chromatography) Waters mod. 510,
utilizando coluna Novapak C18 com 15 cm de compri-
mento, tendo como solvente metanol:acido fosférico 1%
em 4gua (40:60, v/v), a um fluxo de 1 ml/min. O tempo
de retengdo para o pico foi comparado com o pico do AIA-
padrio, ¢ a quantificagfo foi realizada pela integragdo da
area pelo microprocessador do modulo de dados Waters.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito de bactérias diazotréficas na colonizacio
micorrizica

Todas as bactérias testadas estimularam a colo-
nizag#0 micorrizica até 80 dias apds a inoculagio
(Tabela 1). A inoculag@o com a Bactéria E ja apre-
sentava um efeito positivo no 202 dia, e, a partir do
302 dia, estimulou a colonizag@o, significativamen-
te, com um aumento de 98%, permanecendo superi-
or em todas as épocas de amostragens. A inocula¢3o
de A. lipoferum apresentou tendéncia de aumentar
a colonizagdo micorrizica, em relagio ao tratamen-
to do fungo isolado, em todas as épocas de
amostragens, mas foi significativo apenas a partir
do 702 dia (30% a 46%). A presenga de Klebsiella
sp. ndo influenciou a colonizag@o micorrizica em
relagfo ao tratamento do fungo isolado.

Os fungos MA e os microorganismos rizosféricos
podem interagir, influenciando mutuamente seus
desenvolvimentos (Azc6n, 1989). A germinago dos
esporos e elongacdo das hifas dos fungos MA, por
exemplo, podem ser estimuladas por bactérias an-
tes do seu contato com células radiculares, podendo
resultar, assim, em uma acelerag3o do processo de
infec¢do e disseminag#o da colonizag#io micorrizica
nas raizes (Abbot & Robson, 1981).
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TABELA 1. Colonizacio micorrizica de G. clarumem
raizes de mandioca inoculada com bacté-
rias diazotréficas. Médias de quatro re-

petigdes.

Dias apds a Colonizagio micorrizica ( % )
inoculagdo  G. clarum Gc+BactE Gc + Alipo  Ge + Kleb
10 3,00a 5,00 a 5,00a 3,00a
20 7,78 a 11,382 9,76 a 9,83a
30 11,51bc  2290a 17,91 ab 11,51 be
40 18,39b 29,18 a 19,78 b 17,00 b
50 2295¢ 38,13a 33,19 ab 25,86 be
60 34,98b 46,39 a 42,75 ab 35,15b
70 40,74 b 53,26 a 53,29a 52,00 a
80 45,17b 65,22 a 66,16 a 54,18b

* Médias seguidas da mesma letra minascula nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Azcon (1989) observou uma tendéncia de esti-
mulo na infec¢@o micorrizica de Glomus em plantas
de tomateiro com a inoculagido de bactérias
rizosféricas. Meyer & Linderman (1986), por sua
vez, observaram que a inoculag@o de rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas aumentou a
colonizag¢8o de 7 % a 23 % nas seis primeiras sema-
nas, estabilizando-se em niveis similares na décima
segunda semana. Paula (1992), na cultura da batata-
-doce, observou incremento na colonizagio
micorrizica e na densidade de esporos com a
inoculagdo de bactérias diazotr6ficas. A maior co-
lonizagdo micorrizica pode ocorrer pelo estimulo que
as bactérias exercem na germinag#o, crescimento das
hifas e formag#o de vesiculas e distribuigio e sobre-
vivéncia do micélio pds-infectivo.

Existem evidéncias de que algumas bactérias
rizosféricas podem aumentar a susceptibilidade das
plantas & infecgo micorrizica, através de mudangas
na permeabilidade da parede celular e no padrio de
liberagdo de exsudatos radiculares (Azcén, 1989).
Os FMA podem ainda ser favorecidos pela produ-
¢do de fito-hormonios pelas bactérias. Muitas bac-
térias possuem, ainda, capacidade de produzir e
excretar, em pequenas quantidades, substéncias
como vitaminas e 4cidos organicos (Gonzales-Lo6pes
et al., 1983), que podem afetar a germinagdo dos
esporos de fungos MA (Hepper & Jakobsen, 1983).

Efeito de exsudatos de mandioca e de bactérias
diazotréficas na germinacfio e crescimento micelial
de fungos MA

Nio houve efeito da concentragdo de exsudatos
de bactérias diazotroficas ou de mandioca na ger-
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minagdo dos esporos, com exce¢do da Klebsiellana
concentragdo de 1% (Tabela 2). Do mesmo modo,
também n3o houve efeito benéfico da adigdo desses
exsudatos no crescimento micelial (dados n3o mos-
trados). Entretanto, a Fig. 2 mostra que houve dife-
rengas na freqgiléncia de ocorréncia das notas de cres-
cimento micelial, em fun¢3o da aplicagdo dos
exsudatos. Exsudatos da Bactéria E (E-30) e de 4.
lipoferum (M-33), a 1%, dimuiram a frequéncia de
ocorréncia de notas menores (1 e 2) e aumentaram
em 36% e 17%, respectivamente, a freqiiéncia de
ocorréncia da nota 4. Os exsudatos de mandioca a
1% aumentaram, em 36%, a frequéncia de ocorrén-
cia da nota 4, o0 mesmo ndo ocorrendo com a con-
centracdo de 5%.

Foi observado incremento na germinag&o, cres-
cimento micelial e bifurcagdo das hifas de G.
etunicatum, em fungio da adigfo de flavonéides, que
s3o exsudados naturalmente pelas sementes e raizes
de plantulas de alfafa, Medicago sativa (Phillips &
Tsai, 1992). Aumentos na elongagio de hifas de G.
Jasciculatum também foram obtidos com exsudatos
de trevo (Elias & Safir, 1987).

Gianinazzi-Pearson et al. (1989) observaram efei-
to inibitério de até 27% na germinag¢io de G.
margarita com a aplicagdo de exsudato de tremogo
(Lupinus sp.) e estimulo de até 173% com exsudatos
de trevo (Trifolium sp.). Exsudatos de tremogo nio
influenciaram o crescimento micelial, enquanto os
de trevo estimularam em até 282%. Para os autores,
o fato de exsudatos de tremogo, planta n3o-hospe-
deira, apresentarem auséncia de estimulo ou efeito

TABELA 2.Germinacéio de esporos de G. gigantea,
apés 20 dias de incubaciio, em fungfio da
adi¢do, ao meio, de 1% e 5% de exsudato
de mandioca e de bactérias diazotréficas.
Meédias de cinco repetic¢des.

Tratamentos Germinagdo dos esporos (%)*

de Concentragdo dos exsudatos

exsudatos 1% S
Controle 73aA** 6%aA
Bactéria E (E-30) 84aA 78aA
A. lipoferum (M-33) 75aA 75aA
Klebsiella sp. (M-51) 39bB 84aA
Exs. Mandioca 78aA 70aA
Média 70 A 75 A

* Dados transformados para arco seno ~/; /100
**Letras mindsculas comparam na coluna; R:Otras maitisculas comparam

na linha pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.30, n.11, p.1335-1345, nov. 1995



1340

E.L. BALOTA et al.

120

100

o0
o

H
o

[
o

Frequéncia de notas (%)
3

1% de exsudato

C E30 M33 M51 Man

C E30 M33 M51 Man
5% de exsudato

(70 01 B2 W3 W4 |

FIG. 2. Freqiiéncia de ocorréncia das notas do crescimento micelial de G. gigantea, em
funcdo da adi¢3o de 1% e 5% de exsudato de mandioca e de bactérias diazotréficas
(Bactéria E, E-30; A. lipoferum, M-33 e Klebsiella sp., M-51) ao meio. Médias de

cinco repeticdes.

negativo na germinag3o e crescimento micelial de
FMA, e os de trevo, planta hospedeira, apresenta-
rem efeito estimulatério, sugere que plantas
micorrizicas produzem substincias que influenciam
as fases pré-infec¢do, atuando como fatores
determinantes da infec¢do e colonizagdo das raizes.

Por outro lado, a auséncia de estimulos dos
exsudatos de mandioca e baixos estimulos de
exsudatos de bactérias diazotréficas na germinagéo,
observados neste trabalho, de certa forma sdo expli-
cados pela literatura, que salienta que, aparentemen-
te, os FMA n#o requerem fatores nutricionais exter-
nos para sua germinagdo, possuindo, intrinsecamen-
te, a capacidade metabdlica para que isso ocorra
(Tommerup, 1985), mas sendo influenciados pelos
fatores como pH, temperatura e meios enriquecidos
(Siqueira et al., 1985).

Efeito dos exsudatos de mandioca no crescimento de
bactérias diazotréficas

A Bactéria E apresentou um rdpido crescimento
nas primeiras 24 horas, permanecendo mais ou me-
nos estdvel apds esta fase. A adi¢do de exsudatos de

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.30, n.11, p.1335-1345, nov. 1995

mandioca incrementou o crescimento da Bactéria E
em 33% quando avaliado pelo teor de proteina, e
em 94% quando avaliado pela densidade optica.
Estas diferengas permaneceram constantes até a ava-
liagdo, realizada com 96 horas de incubagdo (Fig. 3).
A adic¢3o de exsudatos de mandioca também esti-
mulou o crescimento de A. lipoferum (M-33), avali-
ado tanto pela DO como pelo teor de proteina
(Fig. 4). Tanto A. lipoferum como Klebsiella sp. iso-
lada da mandioca (M-51) apresentaram crescimen-
to acentuado nas primeiras 24 horas. No que se
refere a Klebsiella, a DO em meio com adi¢do de
exsudatos de mandioca, j& nas primeiras 24 horas,
foi superior 8 DO do meio sem exsudatos, permane-
cendo constante a diferenga posteriormente (Fig. 5).
Com relag@o ao acumulo de proteina, a adi¢do de
exsudatos de mandioca estimulou positivamente, em
95%, o crescimento de Klebsiella na fase
logaritmica, permanecendo constante com até 96
horas de incubagio.

O maior desenvolvimento das bactérias com a
adi¢do de exsudatos de mandioca parece ndo estar
relacionado com o suprimento de carbono, uma vez
que ja ocorreu nas primeiras 24 horas, tempo em
que ainda havia suprimento suficiente para o cresci-
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FIG. 3.Crescimento da bactéria E, E-30 (teor de pro-
teina e densidade 6ptica) em funciio da adicio
de exsudato de mandioca ao meio. Médias de
trés repeti¢des. TP/SExs=teor de proteina em
meio sem exsudato; TP/CExs=teor de protei-
na em meio com exsudato; DO/
SExs=densidade 6ptica em meio sem exsudato;
DO/CExs=densidade 6ptica em meio com
exsudato.

mento das bactérias. Essa observagio ja havia sido
feita por Hartwig et al. (1991), com Rhizobium
meliloti, que sugerira que esse efeito poderia estar
relacionado a um fator ainda nfo conhecido, talvez
uma substdncia funcionando como “sinais
moleculares”.
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FIG. 4.Crescimento de A. lipoferum, M-33 (teor de
proteina e densidade éptica) em funcio da
adicdio de exsudato de mandioca ao meio.
Médias de trés repeti¢des. TP/SExs=teor de
proteina em meio sem exsudato; TP/
CExs=teor de proteina em meio com exsudato;
DO/SExs=densidade 6ptica em meio sem
exsudato; DO/CExs=densidade 6ptica em meio
com exsudato.
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FIG. 5.Crescimento de Klebsiella sp., M-51, (teor de
proteina e densidade 6ptica) em funciio da
adicfio de exsudato de mandioca ao meio.
Médias de trés repeticdes. TP/SExs=teor de
proteina em meio sem exsudato; TP/
CExs=teor de proteina em meio com exsudato;
DO/SExs=densidade 6ptica em meio sem
exsudato; DO/CExs=densidade 6ptica em meio
com exsudato.

Produciio de AIA por bactérias diazotréficas

O acumulo de AIA no meio com a estirpe E-30,
da Bactéria E, ocorreu independentemente da pre-
senga de triptofano, apesar de, na presenga desse
aminoacido, que é precursor da sintese do fito-
-horménio AIA, ser significativamente superior
(Fig. 6). Na presenga de triptofano, houve acimulo
crescente de AIA no meio, ap6s a fase log de cresci-
mento, com pico de acumulo (20 uM) ocorrendo
ap6s 72 horas de incubagdo.

25 35
—_
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§ 2 [
32 s 3
€ 5 0 —
< 3
o 5 =
c 10 =
= 0 9
g o =
- 5
0 0
0 2 48 72 % 120

Horas

[=-AIA/STrp *-AIAICTIp ~-UFC/STrp <UFC/CT|

FIG. 6.Crescimento da Bactéria E, E-30, isolada da
mandioca (UFC/ml), e acumulo de AIA no
meio, em fun¢do do tempo de incubacfio. Mé-
dias de trés repeticdes. AIA=teor de AIA;
UFC=unidade formadora de coldnia;
STrp=sem triptofano; CTrp=com triptofano.
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A evolugdo do pH evidencia que o seu aumento
foi continuo, independentemente da adigdo de
triptofano, apesar de, ao final do experimento
(96 e 120 horas de incubagfo), o meio com adig¢do
de triptofano ter permanecido com pH relativamente
constante (7,3), enquanto nos meios sem
adigdo de triptofano, o pH ter aumentado para 7,8.

Klebsiella sp., M-51, também acumulou AlA in
vitro independente da adig3o de triptofano, embora,
na presenga deste, houvesse aciimulo significativa-
mente superior (60 uM) ao observado no meio isen-
to (25 uM) desse aminodacido (Fig. 7). No meio sem
triptofano, houve discreto acimulo de AIA até as
120 horas de incubagfo, ao passo que no meio com
triptofano houve acentuado acimulo ap6s a fase log
de crescimento, com 72 horas de incubagao, € ocor-
reu um decréscimo com 96 e 120 horas de incuba-
¢d0. Na evolugio do pH, houve continua diminui-
¢do, em funglo do tempo de incubagfo, indepen-
dentemente da adigdo de triptofano.

Na Fig. 8 pode ser visualizado que a estirpe de A.
lipoferum (M-33) acumulou AIA no meio indepen-
dente da adig#io de triptofano. No meio sem adigdo
de triptofano, M-33 acumulou em torno de 40 uM
de AIA ap6s 48 horas de incubagdo, € permaneceu
constante até 120 horas enquanto que, com adig¢do
de triptofano, houve grande acimulo (130 uM)
imediatamente ap6s a fase log de crescimento (48 h),
com acentuado descréscimo posterior até as 120
horas de incubag@o. Houve um aumento constante
do pH do meio, até em torno de 7,5.
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FIG. 7.Crescimento de Kiebsiella sp, M-51, isolada da
mandioca (UFC/ml) e acimulo de AIA no
meio, em funciio do tempo de incubagdio. Mé-
dias de trés repeticdes. AlA=teor de AIA;
UFC=unidade formadora de coldnia;
STrp=sem triptofano; CTrp=com triptofano.
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FIG. 8.Crescimento de Azospirillum lipoferum, M-33,
isolado da mandioca (UFC/ml) e acimulo de
AIA no meio, em fun¢io do tempo de incuba-
¢do. Médias de trés repeti¢des. AIA=teor de
AJA; UFC=unidade formadora de coldnia;
STrp=sem triptofano; CTrp=com triptofano.

Os valores obtidos foram similares aos observa-
dos por Mascarua-Esparza et al. (1988) - que varia-
ram de 28,54 a 97,03 uM em estirpes de 4. lipoferum
origindrias de plantas de cactaceas no México, aos
observados por Crozier et al. (1988) (0,0 a 85,9 uM)
em estirpes isoladas de raizes de milho -, e aos obti-
dos por Horemans et al. (1986), que detectaram de
15,70 a 51,37 uM de AIA no meio apds 144 horas
de incubagdo e avaliados pelo método colorimétrico
e em cromatografia liquida.

Na avaliagdo em HPLC, os valores de aciimulo
de AIA observados foram inferiores aos obtidos pelo
método colorimétrico, e acumularam teores na fai-
xa de 1,32 a 18,46 uM, mas sdo similares aos obti-
dos por Crozier et al. (1988), que obtiveram valores
que variaram de 0,29 a 23,4 uM em estirpes de A.
lipoferum isoladas de raizes de milho. As diferen-
¢as de concentracdo entre os dois métodos podem
ter ocorrido por ajuste de metodologia, particular-
mente no que tange ao HPLC.

Constatou-se, portanto, que todas as bactérias
diazotréficas utilizadas apresentaram capacidade de
acumular AIA no meio, independentemente da adi-
¢do de triptofano, embora a produgdo tenha sido
incrementada pela adi¢do desse aminoacido. As
bactérias apresentaram capacidade diferenciada de
produzir AIA, como j4 constatado anteriormente por
Tien et al. (1979) e por Hartmann et al. (1983). O
crescimento das bactérias, avaliado pelo nimero de
UFC, aumentou rapidamente nas primeiras 24 ho-
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ras (fase logaritmica de crescimento), e declinou,
posteriormente, de maneira acentuada. Todas as
bactérias apresentaram o pico de acimulo de AIA
ap6s a fase logaritmica de crescimento. Ndo houve
produglo de AIA anterior a essa fase, ou pelo me-
nos os niveis n%o foram detectdveis pelas
metodologias utilizadas.

Para Omay et al. (1993), a formag%o de quanti-
dade elevada de AIA no final da fase log de cresci-
mento resulta de mudangas no metabolismo fisiol6-
gico das bactérias nesta fase de desenvolvimento.
Assim, neste estadio, aparentemente mais AIA ¢ sin-
tetizado que o necessério para a regulagdo de suas
fun¢des. Esses autores sugeriram, também, que a
exaustdo de carbono no meio pode resultar em au-
mento na sintese de AIA por Azospirillum, e que,
em condi¢8es de rizosfera, com forte competigio
pelos substratos orginicos exsudados pelas rafzes,
poderia ocorrer incremento na sintese de AIA. Além
disso, o triptofano exsudado pelas raizes poderia
estimular a produgdo de AIA por bactérias
rizosféricas, apesar de Omay et al. (1993) salienta-
rem que estas quantidades de triptofano exsudadas
pelas raizes podem nio ser suficientes para que isso
ocorra. Entretanto, Narayanaswami & Veerraju
(1969) observaram uma quantidade trés vezes mai-
or de AIA narizosfera, comparada a ambientes ndo-
-rizosféricos. Além disso, Sarwar et al. (1992), estu-
dando 19 solos, observaram que estes apresentaram
capacidade diferenciada na sintese de AIA, que va-
riou de 18,2 a 303,0 mg de AlA-equivalente/kg de
solo, o que poderia ser atribuido as diferengas fisi-
co-quimicas e, principalmente, bioldgicas, do solo.

Horemans & Vlassak (1985) acreditam que exis-
te relagfo entre a difus3o de AIA da célula e o au-
mento do pH externo, e sugerem que o hormdnio
pode ser distribuido entre células e no meio ao re-
dor, dependendo da diferenga de pH entre o meio e
o compartimento celular. J4 Omay et al. (1993), es-
tudando o acumulo de AIA no meio, em sistema com
manuten¢3o do pH constante, evidenciaram que o
maior acimulo de AIA na fase estaciondria parece
n#o ocorrer, em fungfo apenas de mudangas nos
processos envolvidos na transferéncia de AIA atra-
vés das membranas bacterianas, mas também devi-
do a liberago de triptofano das células mortas, que
estimulariam a produg@o de auxinas (Zimmer &
Bothe, 1988).
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CONCLUSOES

1. A Bactéria E, E-30, aumenta a colonizac¢do
micorrizica a partir do 302 dia, e A. lipoferum M-33,
a partir do 50¢ dia.

2. Os exsudatos de mandioca e os exsudatos de
bactérias diazotroficas estimulam o crescimento
micelial do fungo micorrizico arbuscular G.
gigantea.

3. Exsudatos da mandioca estimulam o cresci-
mento das bactérias diazotréficas (Klebsiella sp. A.
lipoferum e Bactéria E) in vitro, a partir das primei-
ras 24 horas de crescimento.

4. Todas as bactérias diazotréficas utilizadas sin-
tetizam AIA in vitro, independentemente da presenga
de triptofano.
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