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Resumo — Foi analisada a producéo de compostos indolicos por Azospirillum brasilense Cd, A. lipoferum Br 17,
Herbaspirillum seropedicae Z 67, H. rubrisubalbicans M4 e a estirpe 34 isolada de arroz, que ndo se enquadra
em nenhuma das espécies de Herbaspirillum ja descritas, em relacdo a diferentes condicGes de aeracdo e
concentracdes de sais. A maior aeracao do meio propiciou aumento na producgao de compostos indélicos pelas
bactérias testadas. Foi verificado aumento desses compostos, em culturas estaticas, em meio sem nitrogénio no
caso de Azospirillum, e na presenca de N para as estirpes de Herbaspirillum. O aumento da concentragdo de
sais no meio de cultivo inibiu a producéo de compostos inddlicos, embora tenha sido observado um pequeno
aumento quando a concentragdo de CaCl, foi de 1 g L1, O efeito mais deletério da salinidade foi observado com
a presenca de NaHCO,, seguido de NaCl e Na,SO,. Azospirillum produziu mais compostos indolicos em meio
semi-sdlido e Herbaspirillum em meio liquido, mas em menor nivel.

Termos para indexacédo: Azospirillum, Herbaspirillum, auxina, acido-3-indol acético, compostos inddlicos.

Aeration and salt effects on indol acetic production by diazotrophic bacteria

Abstract — The production of indolic compounds by Azospirillum brasilense Cd, A. lipoferum Br 17,
Herbaspirillum seropedicae Z 67, H. rubrisubalbicans M4, and strain 34 isolated from rice, which does not fit
into the described Herbaspirillum species, was measured under aeration ratio and salt concentrations. Aeration
of the medium increased growth and production of indole compounds by these bacteria. Under static condition,
the production was higher both in nitrogen-free medium for Azospirillum, and in amended N medium for the
Herbaspirillum strains. Increasing salt concentration into the medium inhibited the production of indole
compounds, although a small increase in production was observed, when CaCl, concentration was raised above
1 g L. Deleterious effect of salinity was more pronounced in the presence of NaHCQO,, followed by NaCl and
Na,SO,. Azospirillum produced more indolic compounds in semi-solid cultures, and Herbaspirillum in liquid
medium, but at lower levels.

Index terms: Azospirillum, Herbaspirillum, auxin, indole-3-acetic acid, indole compounds.

Introducéo

Entre as bactérias diazotréficas que ndo formam no-
dulos quando associadas as plantas, o género
Azospirillum é, sem duvida, o mais estudado. Desse gé-
nero fazem parte: A. lipoferum e A. brasilense (Tarrand
etal., 1978), A. amazonense (Magalhdes et al., 1983),
A. halopraeferans (Reinhold et al., 1987), A. irakense
(Khammas et al., 1989), A. doebereinerae (Eckert
et al., 2001) e A. largimobile, que é a Unica espécie
desse género incapaz de fixar N, (Ben Dekhil et al.,
1997). Ja o género Herbaspirillum possui um nd-
mero menor de espécies descritas: Herbaspirillum
seropedicae (Baldani et al., 1986), H. rubrisubalbicans

(Baldani et al., 1996), H. frisingense (Kirchhof et al.,
2001) e H. lusitanum (Valverde et al., 2003). Todos
esses microrganismos sdo capazes de promover o cres-
cimento de plantas, por mecanismos ainda ndo comple-
tamente esclarecidos, mas associados ao aumento da
massa radicular, nutricdo nitrogenada ou aumento da efi-
ciéncia de absorcao de nutrientes no solo, entre outros
(Bashan et al., 2004).

As bactérias diazotroficas pertencentes aos géneros
acima citados produzem fitormonios, substancias que
reconhecidamente podem promover o crescimento de
plantas. Fitormdnios como auxinas, citoquininas e
giberelinas foram detectados no sobrenadante do culti-
vo de bactérias do género Azospirillum, especialmente
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A. brasilense (Crozier et al., 1988). A producéo de acido
indol acético (AlA), GA; e GAs, em cultivo de células
de H. seropedicae, também foi detectada por Bastian
et al. (1998).

Entre as auxinas, o acido indol acético € o mais estu-
dado e é o mais produzido pelas bactérias. Essa subs-
tancia afeta a morfologia das raizes, aumentando o com-
primento e o nimero de pélos radiculares (Barbieri et al.,
1986). Evidéncias sobre a agdo dessa substancia, no
desenvolvimento radicular, foram obtidas pela inoculagdo
de um mutante de Azospirillum deficiente na producéo
desse fito-hormonio (Dobbelaere et al., 1999). Atualmen-
te, pelo menos trés vias metabdlicas ja foram descritas
para a producéo de AIA em Azospirillum: duas depen-
dentes de triptofano, denominadas indole-3-
acetamida (IAM) e indole-3-piruvato (IpyA), e a ter-
ceira via independente de presenca de triptofano
(Dobbelaere et al., 1999; Lambrecht et al., 2000). E
importante verificar se a producdo de compostos
indolicos pode ser afetada por condicdes de alta pres-
sdo de O, e de estresse salino, que sdo as condicdes
normalmente encontradas em solos arenosos com
acumulo de sais, como os de areas de cultivo agricola
no Egito, e em regides do Nordeste brasileiro.

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da
aeracao e da adi¢do de sais, na producao de AlA, por
estirpes de Azospirillum e Herbaspirillum, sob condi-
cOes controladas.

Material e Métodos

As seguintes estirpes foram usadas neste estudo:
Azospirillum brasilense Cd, A. lipoferum Br 17,
Herbaspirillum seropedicae Z 67, H. rubrisubalbicans M4
e Herbaspirillum spp. estirpe 34 isolada de arroz. Es-
ses isolados foram depositados na cole¢do de bactérias
diazotrdficas da Embrapa Agrobiologia, Seropédica, Rio
de Janeiro, Brasil.

Todos os experimentos foram conduzidos em frascos
do tipo Erlenmeyer de 125 mL, com 50 mL do meio NFb
semi-sélido e liquido modificado. Descrito por Débereiner
(1995), 0 meio NFb foi modificado pela omissao do indi-
cador azul de bromotimol e das vitaminas, e pela adi¢éo
de 1 g L-1de NH4CI, para ndo haver interferéncias des-
ses compostos na formacédo da reagdo colorimétrica.

Uma colénia de cada estirpe estudada foi inoculada
em 50 mL de meio Dygs (Rodrigues Neto et al., 1986),
por 48 horas, a 30°C. Esse meio de multiplicacdo tem a
seguinte composicao (g L1): glucose, 2; peptona, |,5;
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extrato de levedura, 2; KH,POy4, 0,5; MgS04.7H,0, 0,5;
acido glutamico, 1,5. O pH final foi ajustado para 6,8.
Como indculo dos testes foram usados 100 uL das célu-
las, lavadas 3 vezes em tampéo 0,06 M de H,PO, este-
rilizado (pH 6,8) por centrifugagéo, a 10.000 rpm, por
15 min a 4°C e, finalmente, ressuspendidas em 30 mL
do tampdo. As culturas foram incubadas a 125 rpm, a
35°C, para A. brasilense e A. lipoferum, e a 30°C para
as estirpes de Herbaspirillum spp., durante 48 horas.
Nessas condicdes, ndo foi observada agregacdo das
células, o que permitiu a quantificacdo do crescimento
por densidade otica (DO) a 492 nm, usando-se 0
espectrofotdmetro Perkin Elmer Il. Para as condicGes
de fixagdo de nitrogénio foram utilizados vidros de 10 mL,
com 5 mL de meio de cultivo NFb semi-solido (1,75 g
de agar por litro) e triptofano. Na inoculagdo utilizou-se
100 pL de células lavadas, nas condi¢des citadas acima,
e os frascos foram incubados a 30°C, por 5 dias. Os sais
foram adicionados por filtracdo, em filtro Millipore de
0,2 um, ap6s autoclavagem do meio de cultivo.

Os compostos indélicos foram estimados no
sobrenadante das culturas, ap6s o periodo de incuba-
cdo. As células foram centrifugadas a 10.000 g por
15 min, a 4°C, tendo-se usado todo o contetido dos fras-
cos. Como varios compostos indélicos, além do AlA,
podem ser medidos pelo método colorimétrico, o termo
“compostos indolicos” foi usado no texto referindo-se
as auxinas desse grupo (Crozier et al., 1988). O método
colorimétrico usado foi descrito por Gordon & Weber
(1951) e modificado por Minamisawa et al. (1992).
O método consiste da mistura de 1 mL do filtrado de bac-
téria (sobrenadante), com 2 mL do reagente FeCl3-HCIO3
(0,01 M FeCl; em 35% de HCIO3), e a presenca do
composto inddlico foi indicada pela producéo de colora-
cdo rosa. A intensidade de producdo de compostos
inddlicos foi medida por colorimetria, com o filtro de
530 nm, ap6s 25 min de incubacdo, utilizando-se o
espectrofotdmetro Perkin Elmer Il. A concentracao dos
compostos indolicos foi estimada previamente, usando-
se a curva padrdo obtida pela adicdo de quantidades
conhecidas de uma solucédo de AlA (Sigma): 25, 50, 100,
150, 200, 300 uM de AIA. A guantidade de compostos
indolicos produzidos foi expressa pelo valor obtido na
curva de AlA (uM), e o crescimento das culturas foi
avaliado através de densidade Otica a 492 nm.

A avaliacdo da atividade da nitrogenase foi realizada
apenas em vidros de 10 mL, com 5 mL de meio NFb
semi-sélido, sem adicéo de nitrogénio. Apds a inoculacéo



Produgdo de acido indol acético por bactérias diazotroficas 999

de 50 uL de células lavadas, conforme descricéo ante-
rior, os vidros foram tampados com algodéo e incuba-
dos a 35°C. Apos cinco dias, as rolhas de algodao foram
trocadas por rolhas de borracha, e 10% da fase gasosa
foi trocada por acetileno, com uma seringa de 1 mL.
Apos 1 hora de incubagdo a 30°C, a evolucéo do etileno
produzido foi determinada, tendo-se injetado 0,5 mL da
fase gasosa em cromatégrafo a gas (Perkin Elmer Auto
System I1) com uma coluna preenchida com Porapak N
(2 m x 3,2 mm de didmetro), a 110°C, e detector a cha-
ma de hidrogénio.

Para avaliar o efeito da aeragdo, 0 meio de cultivo
NFb foi preparado conforme descrito acima, sem a adi-
¢do de NH,CI, mas tendo-se acrescentado 100 pg mL-1
de L-triptofano (Sigma) esterilizado por filtragdo, em filtro
Millipore de 0,2 um, e adicionado ap6s a autoclavagem.
Cada estirpe estudada passou por inoculacao, tendo-se
usado células lavadas, e cada série de inoculante (estirpe)
foi dividida em 4 tratamentos: um foi mantido estatico e
o0s outros foram agitados a 50, 125 e 200 rpm, respec-
tivamente. As culturas foram mantidas a 30°C por
48 horas. A concentra¢do dos compostos inddélicos foi
medida no sobrenandante das culturas, obtido por
centrifugacdo a 15.000 rpm, por 15 min a 4°C, usando-
se 0 método colorimétrico.

Para a avaliacdo do efeito de doses de sais foi utilizado
0 meio de cultivo NFb semi-solido e liquido, com quatro
diferentes sais, que foram adicionados apoés a filtracéo
(Millipore 0,2 um), nas seguintes concentracoes (g L1):
NaHCO3e NaCl, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 20 e 50; CaCl,,

0,01,0,02,0,05,0,1,1,5, 10 e 50 em meio liquido, € 0,01,
0,02,0,05,0,1,0,5, 1, 2 e 5em meio semi-sdlido; Na,SO,,
0,1,0,2,05,1,5, 10, 20 e 50. As células lavadas foram
usadas como indculo, e as condi¢des de incubacao fo-
ram as mesmas citadas anteriormente. Os frascos “con-
trole” receberam o mesmo volume de dgua destilada
estéril ao invés do indculo. A concentragdo de compos-
tos indolicos foi estimada em 48 horas para meio liquido
e, apbs cinco dias, para cultivo em meio semi-solido,
com trés repetices por tratamento.

Todos os ensaios foram conduzidos em delineamento
inteiramente ao acaso, com trés repeticoes.
Os experimentos foram submetidos a analise de
variancia, e as médias comparadas pelo tesde de DMS
(diferenca minima significativa) a 1% de probabilidade.
A anélise estatistica foi realizada pelo programa
MSTATC.

Resultados e Discussao

As estirpes de Herbaspirillum produziram menos
compostos indélicos em todas as condi¢Bes avaliadas,
quando comparadas com as estirpes de Azospirillum.
A producdo de compostos indo6licos aumentou com a
adicdo de N em todas as estirpes (Tabela 1). A aeracdo
também influenciou a produgdo de compostos indélicos,
tendo sido observado maior acimulo nos tratamentos
submetidos as maiores rotagfes: 125 e 200 rpm.
A auséncia de NH,4Cl provocou o aumento da multipli-
cacgdo celular e da produgdo de compostos indolicos,

Tabela 1. Efeito da aeracéo na producéo de compostos indolicos e na multiplicagao celular, medida por densidade 6tica avaliada
a 492 nm, de diferentes estirpes de bactérias diazotréficas, crescidas em meio NFb liquido com e sem a adigdo de NH,CI (1 g L),
suplementado com 0,1 g L-1 de triptofano, mantido estacionario e sob agitacdo a 50, 125 e 200 rpm, por 48 horas de incubacéo.

Valores médios de 3 repeticdes.

Estirpes'” Estaciondrio 50 rpm 125 rpm 200 rpm DMS 1%
-N +N -N +N -N +N -N +N
Produgdo de compostos inddlicos ( M)
Cd 26,56 128,08 16,39 269,06 39,44 335,12 164,04 297,40 5,75
Br 17 28,12 28,90 23,42 235,09 21,94 228,06 195,25 362,40 4,92
Z 67 10,70 21,05 12,25 66,35 14,52 75,31 44,21 85,46 4,84
M4 10,88 39,12 10,94 66,43 16,63 77,75 31,24 101,21 4,79
34 16,86 87,05 22,96 115,10 20,44 123,26 35,93 97,23 6,46
Densidade otica
Cd 0,24 0,89 0,12 0,98 0,21 1,49 0,42 1,40 0,18
Br 17 0,21 0,87 0,17 0,64 0,16 1,37 0,40 1,47 0,20
Z 67 0,23 0,89 0,22 0,94 0,15 1,50 0,50 1,49 0,22
M4 0,26 091 0,22 0,79 0,29 1,46 0,52 1,44 0,18
34 0,26 0,81 0,29 0,86 0,27 1,56 0,54 1,46 0,20

(MCd: Azospirillum brasilense; BR 17: A. lipoferum; Z 67: Herbaspirillum seropedicae; M 4: H. rubrisubalbicans; 34: Herbaspirillum spp. isolado

de arroz.
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em presenca de triptofano, em todas as estirpes, princi-
palmente no tratamento de maior agitagédo (200 rpm),
tendo indicado um aumento de 3 vezes na producéo de
AlA (Tabela 1).

Resultados similares foram obtidos por Piccoli et al.
(1999), ao avaliar a producdo de giberelina por
A. lipoferum estirpe USA 5b. A influéncia positiva de
amonio e oxigénio na producdo de AIA era esperada,
por esses compostos estarem envolvidos no processo
de producdo de AlA e no processo de fixacdo de No.
O oxigénio é requerido durante a conversdo de
triptofano (Trp) em AlA, via indole-3-acetamida (IAM),
e uma molécula de aménio é liberada durante a conver-
sdo de Trp a AlA. Por outro lado, sob condigdes
microaerobicas, as células preferencialmente catalisam
a conversdo enzimatica do &cido indol piravico (IPyA)
a AlA (Dobbelaere et al., 1999).

A adicdo de 1 e 5 g L1 de CaCl, aumentou a produ-
cdo de compostos inddlicos nas estirpes de
Herbaspirillum testadas (Tabela 2). As estirpes de
Azospirillum, Cd e Br 17, produziram 2 vezes mais
compostos inddlicos do que as estirpes de
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Herbaspirillum. As concentragdes mais elevadas,
10 e 50 g L desse sal, inibiram o crescimento. Estirpes
de Azospirillum apresentaram dois picos de producéo
de AlA, um na concentracdo menor (0,01 g L-1) e outro
na concentracdo de 1 e 5 g L-1. Esses dois picos (0,01 e
1gL1) também foram observados nas condices de
fixac&o de Nj. Estirpes de Herbaspirillum n&o mostra-
ram esse comportamento, e a baixa concentragdo de
compostos inddlicos foi mantida, independentemente das
doses de CaCl, usadas. A atividade de reducdo de
acetileno de todas as estirpes foi inibida, parcialmente,
pelas diferentes doses de CaCl, testadas, apesar de a
maior concentracdo usada representar mais de 10 ve-
zes o teor desse elemento, no meio de cultivo NFb.
A multiplicacéo celular também foi inibida nas maiores
concentracdes de CaCl,. Rao & Venkateswarlu (1985)
observaram que a atividade da nitrogenase € mais sen-
sivel ao estresse salino que a multiplicacao celular.

Na concentracdo de 0,05 g L1 de NaHCO;3 ocorreu
maior producdo de AlA, detectada nos meios de cultivo
liquido e semi-solido (Tabela 3). Em presenca de doses
maiores de NaHCQO3, foi observada diminuicdo da pro-

Tabela 2. Efeito da adigdo de CaCl,, na produgdo de compostos indélicos (Cl, em uM), na multiplicagdo celular medida por
densidade 6tica (DO a 492 nm), e na reducéo de acetileno (ARA, em nmoles de etileno h-1 frasco1), de bactérias diazotréficas
crescidas em meio liquido NFb, suplementado com 0,1 g L1 de triptofano, mantido a 125 rpm, durante 48 horas. Valores médios

de 3 repetices.

CaCl, cd® Br 17 767 M 4 34
(gLh DO CI DO CI DO CI DO CI DO CI
0,00 1,04 329,36 123 20945 1,33 73,65 1,34 51,23 1,37 11123
0,05 1,31 369,23 1,26 228,79 1,39 77,89 1,40 56,23 1,40 124,97
0,10 1,26 346,89 1,25 201,12 1,37 62,67 1,36 50,12 1,39 115,36
0,50 1,29 294,36 1,25 14623 1,33 76,76 1,37 48,97 1,37 11324
1,00 1,32 334,12 127 15921 1,34 85,78 1,38 58,36 1,36 109,12
5,00 1,42 364,56 1,30 228,36 1,36 112,57 1,40 95,08 1,38 136,76
10,00 1,52 387,69 1,34 25847 1,41 129,25 1,42 112,12 1,40 151,45
20,00 1,13 291,25 1,01 108,25 1,08 53,14 1,12 47,23 1,05 61,34
50,00 0,50 91,02 0,44 34,12 0,46 5,69 0,49 431 0,45 7,12
DMS 1% 0,38 11,77 0,36 10,24 0,37 8,42 0,38 8,18 0,38 9,59
CI ARA CI ARA CI ARA CI ARA CI ARA
0,00 530,12 187,30 502,13 163,12 35,12 125,02 36,04 140,98 34,98 136,12
0,01 598,23 194,58 572,19 172,25 48,26 135,84 46,85 148,45 44,12 141,43
0,02 519,15 192,58 44521 15423 46,91 112,35 45,68 13921 43,89 122,14
0,05 451,02 178,92 308,97 145,36 41,94 110,09 45,02 123,14 41,08 103,12
0,10 371,31 174,12 29645 140,12 27,12 108,95 36,98 103,21 3425 95,14
0,50 333,25 169,09 271,25 136,98 21,54 113,68 30,12 89,65 24,25 84,65
1,00 588,68 176,58 42734 146,97 16,12 101,25 27,09 106,21 23,07 96,32
2,00 348,28 149,45 261,38 158,97 10,21 95,87 19,02 94,56 30,12 87,98
5,00 308,12 137,89 25436 139,12 9,89 82,87 11,12 83,58 16,18 80,27
DMS 1% 10,24 7,44 10,09 7,29 7,12 6,56 7,28 6,80 7,01 6,70

(MCd: Azospirillum brasilense; BR 17: A. lipoferum; Z 67: Herbaspirillum seropedicae; M 4: H. rubrisubalbicans; 34: Herbaspirillum spp. isolado

de arroz.
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ducdo de auxina comparada ao controle. Os resultados
obtidos indicaram, também, que em doses superiores a
0,05 g L1 deste sal, houve inibicdo da multiplicagéo ce-
lular e, consequentemente, da atividade de reducgéo de
acetileno. A producéo de compostos indélicos foi maior
no meio semi-solido para Azospirillum, ao contréario do
que ocorreu para as estirpes de Herbaspirillum, inde-
pendentemente da concentracdo de NaHCOg3 utilizada.
Bashan & Holguin (1997) descrevem que 0 mecanismo
celular comum de adaptacdo ao estresse osmatico, em
Azospirillum, é a cumulagdo de solutos organicos
(osmdlitos). Glicina betaina é acumulada por todas as
estirpes, mas prolina e glutamato foram acumulados
apenas em A.brasilense SHS6.

A producdo de substancias ind6licas foi maior em
todas as estirpes estudadas, em presenca de 0,1 g L1
de Na,SO4 (Tabela 4). Doses superiores a 1 g L1
inibiram a produc&o, especialmente no cultivo semi-sélido.
A multiplicagéo celular e a atividade de reducdo de
acetileno foram inibidas pela adicdo de Na,SO,.
Entretanto, as células foram menos sensiveis a pre-
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senca do sal de Na,SO,4 do que de NaHCOj3 (Tabe-
las 3 e 4).

A adicdo de NaCl ao meio de cultivo inibiu apenas
a producdo de auxina, nas estirpes de Azospirillum
e Herbaspirillum seropedicae estirpe Z 67, em do-
ses superiores a 5g Lt (Tabela5). Para
Herbaspirillum rubrisubalbicans M4, e para a es-
tirpe 34 proveniente de plantas de arroz, essa inibi-
¢do so ocorreu no meio de cultivo semi-sélido. Tripathi
& Mishra (1998) observaram que concentragdes ele-
vadas de NaCl inibiram o crescimento, atividade de
reducdo de acetileno e producdo de AIA em
A. brasilense Cd. A concentracdo normal de NacCl,
usada no meio de cultivo NFb (0,1 g L"), mostrou os
melhores resultados, em todos os parametros avaliados.
Hartmann et al. (1991) observaram que a osmotolerancia
ao NaCl declinava na seguinte ordem: Azospirillum
halopraeferens, A. brasilense, A. lipoferum e
A. amazonense. Os resultados de crescimento mostra-
ram a mesma tendéncia para as estirpes de A. brasilense
e A. lipoferum (Tabela 5).

Tabela 3. Efeito de concentragcdes de NaHCOj3, na producdo de compostos inddlicos (Cl, em uM), na multiplicacao celular
medida por densidade dtica (DO a 492 nm) e na reducéo de acetileno (ARA, em nmoles de etileno h-1 frasco?t), de bactérias
diazotroficas crescidas em meio liquido NFb e semi-sdlido, suplementado com 0,1 g L™ de triptofano, mantido a 125 rpm,

durante 48 horas. Valores médios de 3 repetigdes.

NaHCO; cd® Br17 Z67 M4 34
(gL™h Liquido  Semi-solido Liquido Semi-so6lido Liquido Semi-solido Liquido Semi-solido Liquido Semi-solido
0,00 329,36 530,12 209,45 502,13 73,65 35,12 51,23 36,04 111,23 34,98
0,05 338,45 594,38 213,89 54736 76,01 44,58 53,27 47,21 125,48 46,31
0,10 321,48 510,08 157,59 506,48 56,09 35,89 46,78 40,18 116,89 41,28
0,50 250,79 309,87 130,12 249,35 47,06 27,98 42,18 30,25 96,27 36,27
1,00 104,77 263,14 76,31 197,64 25,16 24,35 21,57 25,47 59,01 30,14
5,00 10,12 97,36 8,12 137,28 5,87 20,15 5,01 19,78 7,95 18,46
10,00 8,45 44,15 6,97 53,21 3,28 11,83 2,97 10,27 8,97 12,54
20,00 4,58 22,18 3,57 24,37 2,12 7,89 1,87 8,01 331 7,86
50,00 0,00 5,02 0,00 491 0,00 4,61 0,00 5,05 0,00 431
DMS 1% 6,92 9,80 6,44 9,63 523 5,90 5,11 6,23 5,43 4,81
DO ARA DO ARA DO ARA DO ARA DO ARA
0,00 1,26 187,30 1,24 163,12 1,32 125,02 1,28 140,98 1,36 136,12
0,05 1,28 192,35 1,25 168,94 1,32 129,12 1,31 147,23 1,38 139,87
0,10 1,23 186,24 1,16 163,95 1,16 96,31 1,19 138,78 1,19 118,97
0,50 1,19 142,38 1,02 138,14 0,96 46,89 1,13 70,48 1,13 55,12
1,00 1,01 55,34 0,82 53,48 0,79 19,48 0,97 16,31 0,98 16,31
5,00 0,95 12,31 0,75 11,24 0,10 8,64 0,12 3,14 0,12 2,94
10,00 0,15 0,00 0,06 0,00 0,06 0,00 0,06 0,00 0,06 0,00
20,00 0,04 0,00 0,02 0,00 0,02 0,00 0,02 0,00 0,03 0,00
50,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00
DMS 1% 0,31 5,28 0,30 5,43 0,32 4,78 0,33 5,05 0,34 5,21

(MCd: Azospirillum brasilense; BR 17: A. lipoferum; Z 67: Herbaspirillum seropedicae; M4: H. rubrisubalbicans; 34: Herbaspirillum spp. isolado

de arroz.
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Tabela 4. Efeito da adi¢éo de concentracdes de Na,SO,, na producédo de compostos indélicos (CI, em uM), na multiplicacéo
celular medida por densidade dtica (DO a 492 nm) e na reducdo de acetileno (ARA, em nmoles de etileno h! frascot), de
bactérias diazotréficas crescidas em meio liquido NFb semi-sélido, suplementado com 0,1 g L™! de triptofano, mantido a 125 rpm,
durante 48 horas. Valores médios de 3 repeticdes.

Na,SO, cd® Br 17 767 M4 34
(gL™h Liquido Semi-sélido Liquido Semi-sélido Liquido Semi-solido  Liquido Semi-solido Liquido  Semi-solido
0,0 329,36 530,12 209,45 502,13 73,65 35,12 51,23 36,04 111,23 34,98
0,1 358,35 589,25 249,45 552,39 81,84 40,47 56,23 43,28 124,97 39,18
0,2 332,15 453,21 216,47 406,67 71,09 33,25 50,12 39,45 115,36 34,17
0,5 289,18 340,47 135,87 286,34 65,27 26,37 48,97 28,09 113,24 26,87
1,0 240,24 376,95 121,23 313,75 73,58 28,62 48,67 37,73 109,12 43,77
5,0 249,78 191,81 143,57 145,16 55,14 19,48 64,87 18,24 123,19 16,57
10,0 141,58 50,17 71,48 47,29 42,39 10,24 55,18 9,08 105,08 7,94
20,0 99,48 25,48 58,54 24,12 37,59 8,45 43,59 7,89 83,43 6,95
50,0 31,27 6,57 23,27 5,49 20,18 4,15 25,00 4,05 48,00 3,91
DMS 1% 10,31 11,44 9,68 11,08 6,60 6,40 6,95 6,58 7,29 6,30
DO ARA DO ARA DO ARA DO ARA DO ARA
0,00 1,33 187,34 1,30 163,12 1,31 125,02 1,33 140,98 1,37 136,12
0,05 1,35 190,45 1,32 166,27 1,34 130,48 1,34 144,37 1,41 140,24
0,10 1,31 176,34 1,20 148,79 1,29 123,18 1,30 134,58 1,35 120,19
0,50 1,27 160,14 1,02 135,48 1,25 99,82 1,15 129,78 1,27 111,24
1,00 1,29 156,12 1,05 132,14 1,26 105,89 1,19 124,27 1,18 98,76
5,00 1,13 164,25 0,79 143,67 1,17 100,49 0,98 128,94 1,00 112,34
10,00 0,71 105,87 0,62 91,37 0,92 60,24 0,74 79,58 0,81 67,21
20,00 0,50 58,26 0,53 45,87 0,76 34,58 0,63 41,59 0,65 40,08
50,00 0,37 39,43 0,35 35,76 0,37 24,01 0,55 27,89 0,53 25,97
DMS 1% 0,37 5,43 0,37 5,11 0,38 4,89 0,35 5,03 0,37 5,16

(MCd: Azospirillum brasilense; BR 17: A. lipoferum; Z 67: Herbaspirillum seropedicae; M 4: H. rubrisubalbicans; 34: Herbaspirillum spp. isolado de
arroz.

Tabela 5. Efeito da adicdo de concentracdes de NaCl, na producao de compostos indolicos (Cl, em uM), na multiplicagao celular
medida por densidade ética (DO a 492 nm) e na reducéo de acetileno (ARA, em nmoles de etileno h'! frascot), de bactérias
diazotroficas crescidas em meio liquido NFb semi-sélido, suplementado com 0,1 g L de triptofano, mantido a 125 rpm, durante
48 horas. Valores médios de 3 repeticdes.

NaCl cd® Br 17 Z67 M 4 34
(gL Liquido Semi-solido  Liquido Semi-solido  Liquido Semi-solido Liquido Semi-solido  Liquido Semi-sélido
0,0 329,36 530,12 209,45 502,13 73,65 35,12 51,23 36,04 111,23 34,98
0,1 356,31 603,12 228,79 572,19 77,89 42,12 56,23 44,02 124,97 43,12
0,2 338,19 494,09 201,12 44521 62,67 34,21 50,12 36,45 115,36 35,23
0,5 287,28 329,12 126,28 308,97 76,76 29,45 48,97 30,12 103,24 28,49
1,0 300,00 371,31 159,21 326,54 85,78 31,28 58,36 32,58 99,24 33,03
5,0 159,60 159,41 106,53 142,31 56,53 21,03 64,87 22,58 89,56 21,32
10,0 46,68 102,31 83,79 94,85 23,59 15,19 81,23 17,16 74,41 15,47
20,0 16,65 61,15 14,96 47,45 5,36 8,45 97,56 9,54 83,37 8,12
50,0 3,59 0,00 1,79 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
DMS 1% 8,13 10,42 7,12 10,09 6,14 6,16 5,87 6,36 6,56 6,26
DO ARA DO ARA DO ARA DO ARA DO ARA
0,0 1,04 187,30 0,96 163,12 1,22 125,02 1,24 140,98 1,21 136,12
0,1 1,24 191,20 1,16 165,87 1,33 128,14 1,35 142,13 1,30 139,47
0,2 1,28 179,30 1,20 146,38 1,26 108,39 1,08 127,13 1,26 123,58
0,5 1,29 162,30 1,07 129,23 1,03 91,25 0,83 96,34 0,87 92,48
1,0 0,96 187,70 0,71 151,27 0,85 98,52 0,70 97,41 0,69 94,28
5,0 0,80 156,30 0,44 119,58 0,41 63,12 0,56 59,64 0,53 62,15
10,0 0,42 90,12 0,53 67,54 0,28 40,28 0,57 37,45 0,61 35,48
20,0 0,55 6,36 0,22 3,48 0,32 2,34 0,70 3,59 0,40 425
50,0 0,05 0,00 0,03 0,00 0,01 0,00 0,02 0,00 0,01 0,00
DMS 1% 0,32 5,06 0,31 4,94 0,34 4,48 0,34 4,72 0,32 4,65

(MCd: Azospirillum brasilense; BR 17: A. lipoferum; Z 67: Herbaspirillum seropedicae; M 4: H. rubrisubalbicans; 34: Herbaspirillum spp. isolado de arroz.
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Conclusoes

1. O aumento da aeracdo, mediante a agitagdo do
meio de cultivo, propicia maior produgdo de compostos
inddlicos, por bactérias diazotroficas, pertencentes aos
géneros Azospirillum e Herbaspirillum.

2. O aumento da concentragdo de sais no meio de
cultivo inibe a producdo de compostos indélicos, cresci-
mento e atividade da nitrogenase, por bactérias
diazotroficas pertencentes aos géneros Azospirillum e
Herbaspirillum.

3. O efeito deletério da salinidade é mais acentuado
em presenca de NaHCO3, seguido por NaCl e Na,SOg.

4. Estirpes de Azospirillum produzem mais compos-
tos inddlicos do que estirpes de Herbaspirillum.
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