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Resumo — O objetivo deste trabalho foi isolar e quantificar bactérias diazotréficas associadas a raizes de arroz, e
avaliar a produg¢do de dcido indolacético e o potencial de fixacdo bioldgica de nitrogénio dessas bactérias, a fim
de selecionar isolados promissores para inoculacio em plantas. Bactérias fixadoras de nitrogénio, habitantes do
interior das raizes de cultivares de arroz do Rio Grande do Sul, foram isoladas e quantificadas em nove cultivares.
Raizes de arroz superficialmente esterilizadas foram maceradas e introduzidas em meios de crescimento, elaborados
sem fonte de nitrogénio e em condi¢des semi-sdlidas. Entre os 58 isolados nos meios NFb, LGI e LGI-P, foram
escolhidos UFSM-BD-02-06, UFSM-BD-08-06, UFSM-BD-14-06, UFSM-BD-20-06, UFSM-BD-26-06,
UFSM-BD-31-06, UFSM-BD-36-06, UFSM-BD-42-06, UFSM-BD-48-06, UFSM-BD-54-06. Avaliaram-se a fixac@o
bioldgica de nitrogénio e a producdo de dcido indolacético in vitro, pelos métodos Kjeldahl e colorimétrico,
respectivamente. Azospirillum brasilense e A. lipoferum apresentam maiores valores para N total, 41,08 e
46,82 ug mL", respectivamente. A. brasilense e UFSM-BD-31-06 sdo os maiores produtores de dcido indolacético,
41,09 ug mL" e 13,47 ug mL", respectivamente.

Termos para indexagdo: auxinas, fixa¢do bioldgica de nitrogénio, isolamento, raizes de arroz.

Nitrogen fixation and in vitro production of indolacetic acid
by endophytic diazotrophic bacteria

Abstract — The aim of this work was to isolate and to quantify diazotrophic bacteria associated with rice root,
and evaluate their acid indolacetic production and their potential for biological nitrogen fixation, with the
purpose of selecion promissing isolates for plant inoculation. N-fixing bactéria, settlers of the root interior of
rice cultivars used in Rio Grande do Sul, Brazil, were isolated and quantified in nine cultivars. Rice root superficialy
sterilized were macerated and introduced in specific culture media. Among 58 isolates obtained in the culture
media NFB, LGI and LGI-P, the following were selected: UFSM-BD-02-06, UFSM-BD-08-06, UFSM-BD-14-06,
UFSM-BD-20-06, UFSM-BD-26-06, UFSM-BD-31-06, UFSM-BD-36-06, UFSM-BD-42-06, UFSM-BD-48-06,
UFSM-BD-54-06. The biological nitrogen fixation was determined by the Kjeldahl method, and indolacetic acid
production by colorimetry. Azospirillum brasilense e A. lipoferum present greater values, 41.08 and
46.82 ug N mL-', respectively, for total N, and for indolacetic acid production, A. brasilense,
41.09 ug mL"!, and UFSM-BD-31-06, 13.47 ug mL", are the greatest producers.

Index terms: auxin, biological nitrogen fixation, isolation, rice root.

Introducao

Bactérias que habitam as raizes de plantas e exercem
efeitos positivos sobre elas sdo denominadas rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal. Os efeitos positivos
desses organismos podem ocorrer por influéncia direta
(aumento da solubilizacdo e entrada de nutrientes ou
produgdo de reguladores de crescimento vegetal) ou
indireta (supressdo de patdgenos, por producio de
sider6foros ou antibidticos) (Asghar et al., 2002). Pela
sua habilidade em converter nitrogénio atmosférico em

amonia, que pode ser utilizada pela planta, as bactérias
diazotréficas também sdo consideradas promotoras de
crescimento vegetal. Em razdo de sua capacidade de
sobreviver em ambientes deficientes em nitrogénio, as
bactérias diazotréficas podem enriquecer seletivamente
a rizosfera, local em que habitam como organismos de
vida livre ou estdo associadas assimbioticamente a plantas
(Dobbelaere et al., 2003).

Avangos significativos ocorreram nas pesquisas sobre
FBN em gramineas, com a descoberta do meio semi-
sélido NFb (Oliveira et al., 2002). Elaborado sem fonte
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nitrogenada, a condic¢do de semi-sélido cria um ambiente
com baixo nivel de oxigénio, semelhantemente ao que
ocorre no solo ou na planta, onde estdo localizadas
bactérias diazotréficas microaerofilicas associadas a
raizes de plantas. A formulag@o desse meio facilitou o
isolamento de bactérias do género Azospirillum e, apés
essa descoberta, muitas outras espécies de bactérias
diazotrdficas foram isoladas no Brasil, pertencentes aos
géneros Gluconacetobacter, Herbaspirillum e
Burkholderia. Essas bactérias tém sido detectadas em
altos ndmeros — entre 10* ¢ 107 células g'! de peso
fresco —, e muitos estudos tém sido conduzidos para
avaliar o suprimento de N fornecido as plantas
hospedeiras (Oliveira et al., 2002; Baldani & Baldani,
2005).

No caso de Azospirillum, respostas positivas a
inoculacdo tém sido observadas em plantas, inclusive
quando cultivadas com altos niveis de nitrogénio, o que
indica que as respostas da planta ndo ocorrem apenas
em razdo do N fixado, mas, também, da producdo de
outras substancias (Dobbelaere et al., 2003). As auxinas
estdo entre as substincias de crescimento vegetal
produzidas por Azospirillum e outros géneros, das quais
o acido indolacético (AIA) é a mais ativa e melhor
caracterizada (Crozier et al., 1988). O acido indolacético
é conhecido por produzir tanto respostas rdpidas
(aumento da elongacgdo celular) como lentas (divisdo e
diferenciacao celular) (Dobbelaere et al., 2003).

Estudos tém demonstrado que microrganismos
rizosféricos sdo capazes de sintetizar reguladores de
crescimento vegetal in vitro (Arshad & Frankenberger,
1998). Sarwar & Kremer (1995) avaliaram 16 isolados
da rizosfera de diferentes plantas e verificaram que os
isolados associados a raiz das plantas eram mais eficientes
na producdo de auxinas do que os ndo associados as
plantas.

O objetivo deste experimento foi isolar e quantificar
bactérias diazotréficas, associadas a raizes de diferentes
variedades de arroz irrigado, e avaliar a producdo de
dcido indolacético e o potencial de FBN destas bactérias,
a fim de selecionar isolados promissores para posterior
inoculagdo em plantas.

Material e Métodos

Para o isolamento de bactérias diazotréficas
endofiticas, raizes de arroz sido desinfectadas
superficialmente, para eliminar os microrganismos do
solo e da parte externa. Foram utilizadas raizes de
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arroz das variedades Qualita, Avaxi, Tio Taka,
Epagri-108, Epagri-109, BR-IRGA-410, BR-IRGA-417,
BR-IRGA-419 e IRGA-420.

As cultivares foram semeadas em Planossolo
Hidromérfico eutréfico arénico, em drea de varzea
sistematizada, do Dep. de Fitotecnia da Universidade
Federal de Santa Maria (RS), em 23/10/2004, em sistema
pré-germinado com densidade de 120 kg de sementes
por hectare. Aos 30 dias apés a semeadura, na fase de
perfilhamento, foram aplicados 300 kg ha-! de adubo
2-20-30 e 45 kg ha'! de N em forma de uréia comercial.
A segunda aplicagdo de N foi de 45 kg ha-!, aos
55-60 dias apds a semeadura, na fase de diferenciacio
do primérdio floral. Foram aplicados os inseticidas
Diafuran e Carbofuran. Nao foi aplicado fungicida.
As plantas utilizadas para contagem e isolamento de
bactérias diazotréficas foram coletadas no fim do ciclo
de desenvolvimento da planta, pouco antes da colheita.

Para a desinfeccdo das raizes, utilizou-se o método
descrito por Dobereiner et al. (1995), que consiste em lavar
as raizes de arroz em 4gua corrente, retirar 15 g, secar e
desinfectar superficialmente, com as seguintes etapas:
imersdo das raizes por 10 min em cloramina-T a 1%,
10 min em dgua destilada estéril, 10 min em tampao fosfato
e 10 min em 4gua destilada estéril. Por¢des de 10 g de
raizes desinfectadas foram trituradas com 90 mL de
solugdo salina (8,5 g L' de NaCl) e, entdo, realizaram-se
dilui¢des seriadas de 10-2a 107, tendo-se transferido
sucessivamente 10 mL da suspensao, de cada dilui¢do, para
frascos com 90 mL de solucdo salina. De cada uma das
diluicdes, aliquotas de 100 L foram colocadas em triplicata,
em frascos de vidro de 15 mL, com 5 mL dos meios semi-
solidos livres de N: NFb, JNFb, IMV, LGI e LGI-P.

O meio NFb para Azospirillum brasilense e
A. lipoferum apresenta a seguinte composi¢do em g LI
dcido malico, 5; K,HPO,, 0,5; MgS04.7H,0, 0,2;
NaCl, 0,1; CaCl,.2H,0, 0,02; KOH, 4,5; e em mL.: solugc@o
de micronutrientes, 2; solu¢ao de azul de bromotimol (0,5%
em 0,2 KOH), 2; solu¢@o de FeEDTA (solucdo 1,64%), 4;
e solucdo vitaminas, 1; pH 6,5 (Dobereiner et al., 1995).
O meio JNFb, para Herbaspirillum spp., contém em
g L!: 4cido milico, 5; K;HPOy, 0,6; KH,POy, 1,8;
MgS04.7H,0, 0,2; NaCl, 0,1; CaCl,.2H,0, 0,02;
KOH, 4,5; e em mL: solu¢do de micronutrientes, 2;
solucdo de azul de bromotimol (0,5% em 0,2 KOH), 2;
solucdo de FeEDTA (solucao 1,64%), 4; solucado
vitaminas, 1; e pH 5,8 (Dobereiner et al., 1995).
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A composicdo do meio JMV, para crescimento de
Burkholderia spp., apresenta, em g L-!: manitol, 5;
K,;HPQ,, 0,6; KH,PO,, 1,8; MgS0,4.7H,0, 0,2; NaCl,
0,1; CaCl,.2H,0, 0,02; e em mL: solucdao de
micronutrientes, 2; solucdo de azul de bromotimol (0,5%
em 0,2 KOH), 2; solu¢@o de FeEDTA (solucio 1,64%), 4;
solucdo vitaminas, 1; pH 4,2—4,5 (Baldani et al., 2000).
O meio LGI, para A. amazonense, contém em g L-!:
sacarose, 5; KoHPOy, 0,2; KH,PO,, 0,6; MgS0O,.7H,0, 0,2;
CaCl,.2H,0, 0,02; Na,Mo4.2H,0, 0,002; e em mL:
solucdo de azul de bromotimol (0,5% em 0,2 KOH), 5;
solucdo de FeEDTA (solucdao 1,64%), 4; solucado
vitaminas, 1; pH 6 (Dobereiner et al., 1995). O meio LGI-P,
para Gluconacetobacter spp., contém em g L
sacarose, 100; K,HPO,, 0,2; KH,PO4 0,6;
MgS0,.7H,0, 0,2; CaCl,.2H,0, 0,02; Na,Mo,4.2H,0, 0,002;
e em mL: solucdo de azul de bromotimol (0,5% em
0,2 KOH), 5; FeCl3.6H,0, 0,01; e pH 5,5 (Dobereiner
et al., 1995).

As estirpes BR-11001 de A. brasilense e BR-11080
de A. lipoferum (Tarrand et al., 1978), BR-11175 de
H. seropedicae e BR-11281 de Gluconacetobacter
diazotrophicus (Baldani et al., 1986), BR-11140 de
A. amazonense (Magalhaes et al., 1983), cedidas pela
Embrapa Agrobiologia, foram usadas como padrio de
comparagdo entre os isolados. Os frascos foram
incubados a 30°C por sete dias, e foram considerados
positivos para contagem aqueles que apresentaram uma
pelicula aerotéxica tipica, préxima da superficie do meio.
A contagem da populacdo de bactérias diazotréficas foi
realizada pela técnica do nimero mais provavel (NMP),
com uso da tabela de McCrady para trés repeticdes por
diluicdo (Dobereiner et al., 1995). Apds a quantificacdo
das populagdes nas diferentes cultivares, foram
selecionados dois isolados dos meios NFb, LGI e LGI-P,
para cada cultivar usada, de acordo com as
caracteristicas morfoldgicas das coldnias de cada meio
especifico.

A partir dos tubos de maior diluicdo que apresentaram
pelicula caracteristica, novos tubos passaram por
inoculagdo com meio semi-sélido especifico, em trés
repeticdes. Apds incubacgao a 30°C por cinco dias, nova
repicagem foi realizada, e os frascos foram incubados
por trés dias. Um dos tubos de cada meio foi, entio,
usado para repicagem, em placas com meio sélido
especifico, acrescido de 20 mg L-! de extrato de
levedura. As placas foram incubadas por sete dias a
30°C, e as coldnias com caracteristicas das espécies de
interesse foram selecionadas e novamente repicadas

para meio semi-sélido. Apds quatro dias, as colonias
foram repicadas para frascos inclinados, com 5 mL de
meio Batata s6lido e incubadas por mais trés dias, quando
foram acrescentados, a cada frasco, 15 mL de glicerol
50% (crioprotecdo e isolamento de oxigénio), tendo sido
em seguida armazenadas em congelador a -14°C.

Os isolados identificados como UFSM-BD-02-06,
UFSM-BD-08-06, UFSM-BD-14-06, UFSM-BD-20-06,
UFSM-BD-26-06, UFSM-BD-31-06, UFSM-BD-36-06,
UFSM-BD-42-06, UFSM-BD-48-06, UFSM-BD-54-06,
obtidos em meio NFb, e os padrdes A. brasilense e
A. lipoferum foram inoculados em frascos de vidro de
100 mL, com 10 mL de meio DYGS, com a seguinte
composicdo em g L-!: glucose, 2; peptona, 1,5; extrato
de levedura, 2; KH,PQOy, 0,5; MgS0,4.7H,0, 0.5; 4cido
glutdmico, 1,5; completados com 4gua destilada até
1.000 mL; pH 6,8 (Rodrigues Neto et al., 1986).
Os frascos foram incubados por dois dias, até que o meio
turvasse. Apos esse periodo, os meios com células foram
centrifugados, o sobrenadante foi vertido fora, e o
precipitado de células foi dissolvido em 5 mL de solucao
salina (8,5 g L-!). Com uso do espectrofotdmetro a
600 nm, foi determinada a densidade ética (DO) de cada
isolado, tendo-se acrescentado solucdo salina até se obter
DO =0,5.

Para quantificar as auxinas produzidas em meio de
cultura, aliquotas de 500 uL de solucdo de cada um dos
isolados bacterianos, ajustadas para DO 0,5, foram
colocadas para crescimento em 20 mL de meio DYGS
e incubadas por 72 horas a 30°C. Apds esse periodo,
15 mL de cada uma das culturas homogeneizadas foram
transferidas para tubos e centrifugadas a 10.016 g por,
15 min, a 4°C. Do sobrenadante obtido, 3 mL foram
vertidos em frascos, aos quais foram adicionados 2 mL
de reagente de Salkowski (Sarwar & Kremer, 1995).
Os frascos com o sobrenadante e o reagente de
Salkowski foram, entdo, reservados por 30 min em
ambiente escuro, para desenvolvimento de cor, que se
apresenta résea mais intensa quando h maior quantidade
de 4cido indolacético. A intensidade da cor foi
determinada em espectrofotometro a 535 nm (Asghar
et al., 2002). A concentragdo dos compostos inddlicos
foi estimada com uma curva-padrido, previamente
preparada com meio de cultura esterilizado ndo inoculado,
e quantidades conhecidas de dcido indolacético de O,
25, 50, 100, 150, 200 e 300 ug mL-! de acordo com a
equacdoy = 0,0514x - 0,0546 (R2 = 0,9706).

Para a avaliacdo da FBN, 600 pL de uma solugdo de
bactérias previamente ajustada para DO de 0,5, em
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espectrofotdometro a 600 nm (aproximadamente
108 UFC mL!), foram colocados em frascos com 10 mL
de meio NFb semi-sélido, em triplicatas, incubados a
30°C por cinco dias. Apds o crescimento bacteriano,
foram armazenados em congelador a -14°C até que
fossem analisados. Procedeu-se a ruptura das células,
para liberag@o do contetido celular, tendo-se retirado os
tubos do congelador e os aquecido em microondas por
1 min por frasco. Da soluc¢do resultante (meio +
conteddo celular) foram vertidos 9,5 mL em tubos, para
digestdo pelo método semi-micro Kjeldhal (Tedesco et al.,
1995).

Para digestao, adicionaram-se a cada tubo com as
células lisadas 0,7 g de mistura de digestao (100 g de
Na;S04 + 10 gde CuS0O4.5H,0 + 1 g de selénio em pod),
1 mL de H,O; e 2 mL de H,SOy4, nesta ordem. Os tubos
foram aquecidos em bloco digestor por 2 horas, a 180°C,
e a temperatura foi elevada para 360°C, mantida até
que a mistura apresentasse a cor verde-palha. Ao atingir
a cor, aguardou-se que a temperatura da mistura se
reduzisse a aproximadamente 40°C, para completar o
volume com dgua destilada para 10 mL. Como controle,
utilizou-se meio de cultura sem inoculacio. Procedeu-
se a destilacdo com NaOH e a titulagdo das solugdes,
para quantificacdo do N total (N,) (Tedesco et al., 1995).
O célculo de N, fixado foi apresentado em microgramas
por militro de meio.

Os dados experimentais obtidos foram submetidos a
andlise de varidncia, e a comparacdo de médias pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade, com uso dos
procedimentos disponiveis no Sisvar (Ferreira, 2000).

Resultados e Discussao

Entre a populacdo de bactérias presentes no interior
das raizes das cultivares de arroz (Tabela 1) ocorreram

grandes populacdes de bactérias diazotréficas
endofiticas. Entre os isolados no meio NFb, as populacdes
de bactérias relacionadas a Azospirillum brasilense e
A. lipoferum diferiram numericamente entre si, apenas
nas cultivares Qualitd e Avaxi, as quais apresentaram
valores estatisticamente inferiores as outras cultivares.

No meio LGI, as populacdes de A. amazonense
foram maiores na cultivar IRGA-420, porém, nao
diferiram estatisticamente das encontradas na
BR-IRGA-410, que por sua vez ndo diferiram das
populagdo encontradas na cultivar Tio Taka. Essas
mesmas foram, também, maiores que as das demais
cultivares (Tabela 1). Observacdo semelhante foi
descrita por Brasil et al. (2005), ao verificar que maiores
populacdes de A. amazonense estavam presentes em
braquidria e capim-carona, enquanto A. brasilense foi
localizada em maior nimero em capim-mimoso.

Em meio JNFb, em que crescem bactérias do género
Herbaspirillum, maiores populacdes foram encontradas
nas cultivares IRGA-420, Epagri-109 e BR-IRGA-410,
embora ndo tenham sido diferentes das demais
cultivares, exceto para Qualitd e Avaxi. Em meio IMV
(Burkholderia), a cultivar IRGA-420 apresentou maior
populacdo. Na cultivar Avaxi, observaram-se as menores
populagdes para bactérias crescidas em meio NFb
(Azospirillum brasilense e A. lipoferum), JNFb
(Herbaspirillum) e LGI-P (Gluconacetobacter),
porém em meio JMV (Burkholderia), ndo foram
detectadas bactérias.

A diferencga significativa verificada entre as diferentes
cultivares pode estar relacionada a fotoassimilados, que
fornecem fontes de carbono especificas e favorecem
sua permanéncia no interior das raizes, ou a exsudatos
radiculares que podem atrair 0os microrganismos para a
regido rizosférica (Valé et al., 2005). Bacilio-Jiménez
et al. (2003) conduziram estudos de caracterizacdo de

Tabela 1. Niimero de bactérias diazotréficas endofiticas (log;) e respectivo porcentual, associados as raizes das cultivares de

arroz irrigado (média de trés repeticdes)(.

Cultivar NFb JNFb MV LGI LGI-P
Qualita 6,420 (38,69) 4,69d (0,50) ND (0) 6,40cd (44,22) 6,44ab (15,58)
Avaxi 4,56¢ (1,18) 3,81d (0,25) ND (0) 6,42¢d (92,00) 5,34b (6,57)
Epagri-109 7,86a (32,86) 7,74ab (32,86) 6,55b (0,71) 6,56¢d (0,71) 7,86a (32,86)
IRGA-420 7,86a (20,89) 7,952 (20,90) 7,86a (20,89) 7,95a (20,90) 7,86a (16,42)
BR-IRGA-410 7,49a (19,50) 7,42abe (15,32) 6,45b (2,09) 7,40ab (62,67) 5,34b (0,42)
BR-IRGA-419 8,11a (93,74) 6,35bc (2,68) 5,33cd (0,23) 6,56cd (2,01) 6,45ab (1,34)
Tio Taka 7,40a (64,31) 6,26¢ (9,65) 6,32bc (2,36) 7,12b (23,58) 6,64ab (0,10)
BR-IRGA-417 6,34a (28,50) 6,17¢ (29,79) 5,24d (2,85) 6,45¢d (35,86) ND (0)
Epagri-108 8,11a (88,53) 6,40bc (6,04) 4,07e (0,92) 6,37d (3.22) 6,46ab (1,29)
CV (%) 4,71 3,01 7,59 3,75 11,10

(DMédias seguidas por letras iguais, na coluna, nio diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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exsudados radiculares em arroz e verificaram que
bactérias endofiticas respondem a composicio e
concentracdo de aminodcidos presentes. Na cultivar
Epagri-109, foi também localizada a maior populacdo
de bactérias endofiticas com uso do meio LGI-P, mas
neste meio ndo foram detectadas bactérias em
BR-IRGA-417.

As diferencas verificadas nas populacdes das
diferentes cultivares foram semelhantes as verificadas
por Knauth et al. (2005), que observaram diferencas
considerdveis entre as comunidades de bactérias
diazotréficas associadas as raizes de cultivares de arroz
e na expressao do gene responsdvel pela enzima chave
da fixacdo bioldgica de nitrogénio, a nitrogenase.

Quanto a porcentagem de isolados obtidos, observou-
se que grupos especificos de bactérias diazotréficas
revelaram afinidade por diferentes cultivares. Isolados
em meio NFb representam valores porcentuais proximos
de 90% do total das bactérias diazotréficas presentes
em BR-IRGA-419 e Epagri-108, de 20 a 65% em
'Qualita’, Epagri-109, IRGA-420, BR-IRGA-410,
"Tio Taka' e BR-IRGA-417, e apenas 1% em 'Avaxi'.

No meio JNFb, verificou-se que até 10% do total de
bactérias diazotréficas isoladas eram provenientes das
cultivares de arroz Qualita, Avaxi, IRGA-419, Tio Taka
e Epagri-108, e de 15 a 30% das bactérias provinham
das variedades Epagri-109, IRGA-420, BR-IRGA-410
e IRGA-417. O meio JMV apresentou maior populacao
proveniente de IRGA-420 (20,89%), que ficou abaixo
de 3% de representacdo para todas as outras cultivares
avaliadas.

O meio LGI destacou-se em porcentual de
diazotréficas isoladas da raiz de 'Avaxi' (92%) e
BR-IRGA-410 (63%) e, neste meio, 20 a 45% das
diazotroficas isoladas vieram das cultivares Qualita,
IRGA-420, Tio Taka e IRGA-417. Nas demais
cultivares, foram encontrados menos de 3,5% do total
das bactérias diazotréficas isoladas com uso meio LGI.
No meio LGI-P, 15 a 33% de diazotréficas foram
isoladas das cultivares Qualita, Epagri-109 e IRGA-420,
e nas outras cultivares, verificaram-se valores abaixo
de 7%.

Zamudio & Bastarrachea (1994) inocularam uma
mistura de espécies bacterianas em Triticum
aestivum L. e observaram aderéncia preferencial de
Azospirillum spp. as raizes, embora tenham verificado
que todas as espécies foram eficientes ao ser aplicadas
sob forma de inoculante com apenas uma das espécies
bacterianas. Nehl et al. (1996) consideram que a

qualidade dos exsudatos radiculares é a responsavel pela
preferéncia das bactérias pela cultivar e espécie vegetal
a ser colonizada.

A habilidade de sintetizar fitormonios ¢ amplamente
distribuida entre bactérias associadas com plantas. Entre
eles, a producdo de 4cido indolacético (AIA), que
estimula tanto a elongacao celular quanto a divisdo e
diferenciac@o celular nas plantas (Dobbelaere et al.,
2003). As bactérias produzem AIA por vdrias vias de
sintese. Triptofano ¢ um precursor de AIA, pois sua
adicdo em meios de cultura promove aumento da sintese,
mas hd vias independentes de triptofano. Bactérias
diazotréficas do género Azospirillum sao estudadas em
razao de sua interacdo com gramineas e por sintetizarem
AIA por diferentes vias. No entanto, alguns autores
sugerem que 90% do dcido indolacético sintetizado por
este género é derivado de uma via independente da
adicdo de triptofano ao meio de cultura, pois outros
compostos podem ser metabolizados (Zakharova et al.,
1999). Halda-Alija (2003), em seus experimentos,
também verificou que houve producdo de AIA pelos
isolados de diazotréficas, mesmo quando nao houve
adi¢do de triptofano ao meio de cultura. Em razao disso,
o meio de cultivo para quantificacdo de auxinas, no
presente experimento, nao recebeu adicdo de triptofano.
O extrato de levedura, componente do meio DYGS
usado neste experimento, é fonte rica de aminodcidos,
inclusive triptofano (Yamada et al., 2003).

Verificou-se que todos os isolados produziram AIA
em meio de cultura (Tabela 2), que variou entre 2,79 e

Tabela 2. Producio de dcido indolacético (AIA) e valores de
nitrogénio total, obtidos em meio de cultura com inocula¢do
de bactérias diazotroficas endofiticas, isoladas de cultivares
de arroz irrigado, ap6s 72 horas de crescimento(!.

Cultivar de origem Isolado AIA N total
(ngmL") (ngmL")
- A. lipoferum® 4,63cd 46,82a
- A. brasilense® 5,04¢ 41,09a
Qualita UFSM-BD-02-06 2,79d 12,99b
Avaxi UFSM-BD-08-06 2,99d 9,17b
Tio Taka UFSM-BD-14-06 3,31cd 7,20b
Epagri-109 UFSM-BD-20-06 5,25¢ 12,12b
IRGA-420 UFSM-BD-26-06 3,82¢cd 12,11b
BR-IRGA-410 UFSM-BD-31-06 13,47a 11,62b
BR-IRGA-419 UFSM-BD-36-06 3,57cd 7,53b
Tio Taka UFSM-BD-42-06 7,94b 5,56b
BR-IRGA-417 UFSM-BD-48-06 3,83cd 8,63b
Epagri-108 UFSM-BD-54-06 4,34cd 9,35b
CV (%) - 13,63 28,78

(DMédias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. @Espécies pertencentes 2 Cole¢do
de Culturas da Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ.
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13,47 ug mL!, quando quantificado em meio de cultura.
Destacou-se o isolado UFSM-BD-31-06, obtido de raiz
da cultivar BR-IRGA-410, com o mais alto valor,
inclusive em relacdo aos padrdes utilizados de
A. lipoferum e A. brasilense. O menor valor foi
verificado no isolado UFSM-BD-02-06, proveniente de
arroz cultivar Avaxi. Valores semelhantes foram
reportados por Crozier et al. (1988), que estudaram a
producdo de AIA por isolados de A. brasilense,
provenientes de Zea mays L., e obtiveram valores entre
1,4 26,1 ug mL!, em culturas incubadas por 24 horas
a 32°C. Mascarua-Esparza et al., (1988) obtiveram
valores de 36,5 a 77 ug mL!, para A. brasilense, € 6,5
a 17,5 ug mL! para A. lipoferum, ambas as espécies
isoladas de raizes de cactdceas crescidas em condicdes
aridas.

Bactérias do género Azospirillum spp. sdo capazes
de converter N atmosférico em amonia, sob condi¢des
microaerdfilas e com baixos niveis de N, pela acdo do
complexo nitrogenase (Steenhoudt et al., 2000).

Os valores de N total foram usados para avaliar o
potencial de fixacdo bioldgica de N, pelas bactérias
(Fernandes et al., 2001), pois foram incubadas em meio
de cultura sem fonte nitrogenada e, portanto, o0 N medido
nessas culturas provém de sua fixacdo do ar. A condicao
microaeréfila é condicionada pelo uso de meio semi-
solido para incubagdo dos isolados. Os valores de N total
(Tabela 2), em meio de cultura, apresentaram grande
faixa de variacdo, de 5,56 a 46,82 ug mL!. As bactérias
A. lipoferum e A. brasilense apresentaram-se como 0S
melhores fixadores de nitrogénio, com valores
significativamente maiores em relagdo aos outros
isolados. Han & New (1998) testaram 258 isolados de
Azospirillum quanto a FBN, pela técnica de reducio
de acetileno, e obtiveram, como neste experimento,
isolados com altos, médios e baixos valores de fixacgao,
de 0 a 154,9 nmol C,H4 mg proteina! h-l.

Knauth et al. (2005) também detectaram muitas
diferengas quanto a fixa¢do de N, entre cultivares de
arroz, ao avaliar a expressao da enzima chave da FBN,
anitrogenase. Isto pode explicar as varia¢des verificadas,
ja que os isolados foram obtidos de diversas cultivares de
arroz. No entanto, a alta FBN in vitro pode ndo ocorrer no
caso de inoculacdo das bactérias em sementes. Mantelin
& Touraine (2004) consideram que a fixac@o ativa de N»,
pelas bactérias, ndo implica em transferéncia do N fixado
para a planta, e Han & New (1998) verificaram, em seus
experimentos, que a FBN em meio de cultura ndo se
relacionou com alta fixacao de N, em campo.
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Conclusoes

1. A cultivar de arroz irrigado IRGA-420 apresenta
populagdes de bactérias diazotr6ficas maiores nos meios
NFb, INFb, IMV, LGI e LGI-P e potencial para fixacao
bioldgica de nitrogénio.

2. Azospirillum lipoferum e A. brasilense apresentam
baixa produc¢do de 4cido indolacético (AIA) in vitro, em
relacdo aos demais isolados.

3. Quanto a producdo de AIA, UFSM-BD-31-06
destaca-se como maior produtor, em relagdo aos outros
isolados.
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