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RESUMO

A utilizagéo de bactérias promotoras do crescimento radicular (PGPR) do
género Azospirillum, em associacdo com raizes de trigo, mostrou-se capaz de
promover o crescimento da planta, aumentando a produtividade. O modo de acéo
pelo qual estas bactérias atuam no desenvolvimento radicular ainda néo esta
perfeitamente esclarecido. Varias propostas tém sido encaminhadas na tentativa
de explicar os fenémenos relacionados a promogéo do crescimento por bactérias
da rizosfera, dentre as quais a maior eficiéncia de absorcéo de nutrientes e de
agua, a intensificagdo da fixacéo bioldgica do N, e os efeitos de substancias com
atividade hormonal, sédo mais frequentemente citadas. Isoladamente, nenhuma das
opgbes descritas séo suficientes para o esclarecimento dos mecanismos de acido
destas bactérias na promocgéo do crescimento.

No presente trabalho foram utilizadas trés diferentes estirpes de Azospirillum:
JAO3 - Azospirillum lipoferum e JA04 - Azospirillum brasilense, isoladas da regido
triticola do Rio Grande do Sul; e a 245 - Azospirillum brasilense, utilizada como
referéncia, em fungéo dos seus ja conhecidos efeitos. “

Experimentos iniciais, demonstraram que colénias da estirpe JAO3
apresentaram maior capacidade de multiplicacdo em temperaturas mais baixas
(28 - 30°C), e produziram maior quantidade de acido indolil-3-acético (IAA), tanto na
presenca quanto na auséncia de 100 mg/l de triptofano, do que as estirpes JAO4 e
245. Além disso, a estirpe JAO3 demonstrou alta capacidade de utilizar nitrato para
a respiragéo, em condicdes de baixa disponibilidade de oxigénio, acumulando até
800 pg/ml de nitrito no meio, sem afetar o seu crescimento. Esta
quantidade de nitrito foi pelo menos 20 vézes superior ao produzido
pelas demais estirpes testadas.

A inoculacédo das sementes de trigo com estas estirpes, mostrou que
todas induziram aumento no comprimento radicular de plantulas
estioladas que variaram de 33,3 até 47,5%, em relagic ao controle, e
também causaram maior ramificacéo radicular (4,8 até 18,3%), com
destaque para as pléantulas inoculadas com a estirpe JA03.



Tendo em vista que estas bactérias colonizam a rizosfera e os espagos
intercelulares das raizes de pléantulas inoculadas, e que seus efeitos sobre o
crescimento da raiz pressupde intensa atividade, o primeiro encaminhamento
experimental foi dirigido ao estudo da acgéo da inoculagéo na extruséo de prétons
pelo sistema radicular. Nas situagdes testadas, a inoculagéo com a estirpe JAO3
promoveu maior acidificagcéo do meio de crescimento radicular (100,8%), além de
apresentar menor sensibilidade a8 presenca de orto-vanadato, um inibidor da
atividade da H*-ATPase da plasmalema, em relagéio as plantulas n&o inoculadas.
Considerando que um dos pré-requisitos conhecidos para a ocorréncia de
alongamento celular é a acidificagdo da parede celular (teoria do crescimento
acido), foiinvestigado o fenémeno de extruséo de prétons associado ao efeito do
IAA e também do nitrito, uma vez que a estirpe JAD3 apresenta capacidade de
produzir ambas as substéancias em meio de cultura. A adigéo de IAA ou nitrito no
meio de crescimento de raizes de plantulas de trigo provocou um aumento
significativo da acidificacéo do ambiente das raizes, sendo que o efeito do IAA foi
mais sensivel & presenca de orto-vanadato do que o do nitrito.

Utilizando segmentos de raiz de pléntulas de trigo, obtidos da regido de
alongamento radicular, foi possivel demonstrar que a adigéo de IAA e de nitrito, na
concentracéo de 107M, induziu aumento do crescimento do tecido, sendo que o
efeito permaneceu até 48h ap6saincubacao. Efeito similar foidemonstrado quando
se utilizou o sobrenadante da estirpe JAO3 crescida em meio contendo nitrato, que
acumulou 363,6 pug/ml de nitrito, numa diluigcéo que correspondeu a 0,8 x 10”M de
nitrito. O sobrenadante do meio de multiplicagéo desta bactéria, guando crescida
em meio contendo amédnia, ndo apresentou nenhum efeito no crescimento. A
utilizacdo de Procaina, um anestésico de acdo local, adicionada no meio de
incubagdo dos segmentos de raiz, afetou em menor escala (cerca de 50%) o
crescimento mediado por IAA, e quase totalmente o efeito mediado por nitrito. Esta
agéo, associada ao efeito do orto-vanadato, demonstrou a existéncia das duas
fases de crescimento associadas ao efeito da auxina, e indicou que o efeito do
nitrito estéd associado a manutencéo de um potencial transmembrana.

A adicéo de trifluorperazina (TFP), um antagonista da Ca-calmodulina, inibiu o
crescimento dos segmentos tratados com IAA e nitrito, porém de forma mais
pronunciada o efeito devido ao nitrito. Este efeito do TFP, indica, provavelmente,
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o envolvimento de mensageiros metabdlicos especificos, tails como Ca? e
eventualmente fosfoinositideos (IP,), nas respostas ao crescimento mediado por
IAA e nitrito. Além disso, a utilizagéio de reagentes de grupamentos sulfidrilicos de
proteinas com diferentes permeabilidades na membrana, como NEM (N-
etilmaleimida), diamida, laa (lodoacetamida) e p-HMB (p-hidroximercuribenzoato),
sugerem que tanto a resposta devida & IAA como nitrito, estdo associadas a
proteinas com grupamentos SH essenciais. laa, NEM, diamida e p-HMB inibiram o
crescimento mediado por nitrito e afetaram parcialmente a resposta devida ao IAA.
p-HMB anulou completamente o efeito de ambos IAA e nitrito.

Nossos resultados sugerem que, aparentemente, os efeitos do IAA e nitrito no
crescimento séo comandados por diferentes mecanismos; enquanto IAA apresenta
uma primeira fase de resposta, de curta duragéo, relacionada com o relaxamento
da parede celular, e a segunda resposta, de longa duragéo, dependente da
incorporagcédo de material de parede celular, o efeito do nitritc parece estar mais
associado a resposta de longa durgéo,‘que também provoca relaxamento de
parede celular.
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ABSTRACT

Several experimental evidences have indicated that the association of the solil-
borne bacteria of the genus Azospirillum with wheat roots can promote plant
growth. Inoculation of Azospirillum strains in eticlated wheat seedlings induced
significant elongation of the primary root (one strain), in addition to lateral root
differentiation (another strain). Our results suggest that the response of bacteria
inoculation is probably associated with the capacity of some nitrate-grown bacteria
strains to produce appreciable amounts of Indol Acetic Acid (IAA) and nitrite, the
latter being released into the external medium, particularly under the lower oxygen
concentration prevailing in the rhyzosphere.

The hormonal-like nitrite effects have been investigated, both in intactseedlings
and root segments. When the diffusate of bacteria medium was added to root
segments active elongation occurred, the effect extending up to 24 hours or 48
hours of incubation. Comparable effects were observed as exogenous nitrite was
supplied to the root medium, the maximum response measured at 10'M
concentration. Treatment with 10"M IAA induced essentially the same response.

The evaluation of the extent of acidification of the root medium showed that
both IAA and nitrite cause proton extrusion, which was inhibited by orto-vanadate
solely in the IAA -treated segments. IAA promotion of root elongation was inhibited
by Procaine (a membrane depolarizing compound), nitrite-induced root growth
being less affected. The IAA-induced growth response seems strictly dependent
upon active H® extrusion, whereas nitrite effect might the linked to the existing

transmembrane potential.

Incubation of the root segments with sulphydryl agents that present differential
membrane permeation characteristics, such as lodoacetamide (laa), N-
ethylmaleimide (NEM), Diamide and p-hydroxymercuriobenzoate (p-HMB), suggested
that both 1AA and nitrite effects might be associated with SH-proteins. Nitrite-
induced growth was inhibited by laa, NEM, Diamide and p-HMB, whereas IAA-
dependent elongation was affected to a lesser extent by the three former
compounds; p-HMB completely abolished the growth response of both IAA and
nitrite.
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The promotion of root growth by exogenously supplied IAA and nitrite
decreased in segments treated with Trifluoperazine (TFP), a Ca-Calmodulin
antagonist, the inhibition being more pronounced in the nitrite treatment.

Our data suggest that nitrite an IAA effects are governed by somewhat distinct
mechanisms: IAA is particularly effective on the short-term growth response (1*
response) in addition to the long-term growth response (2" response), leading to
wall loosening and matrix incorporation, respectively. Nitrite affects longer term
events which also result in wall relaxation. The TFP effects probably indicate the
requirement of specific metabolic messengers, such as Ca® and eventually
Phosphoinositides-IP, (Li+ effect), for hormonal-signaling root growth processes.
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|- INTRODUCAO

Embora bastante estudada, a prética da utilizagcéo de rizobactérias do género
Azospirillum, promotoras do crescimento de plantas, ainda na@o € utilizada a nivel
de campo. O uso da inoculagéo de sementes de cereais, principaimente trigo, com
Azospirillum, ainda néo ocorre devido & inconsisténcia e a variabilidade dos dados
experimentais, e também as caracteristicas de vida livre destas bactérias. Fatores
importantes para a avaliagdo das respostas desta inoculagéo incluem a
compreenséo dos mecanismos envolvidos no processo de associagdo com as
raizes, além da identificacdo das condigdes do solo e do ambiente que interferem
neste fenémeno.

Em geral, a grande maioria dos estudos relacionados & pratica de inoculagéo
de Azospirillum, tanto em cereais como em outras gramineas, em varios paises do
mundo, mostra respostas positivas em termos de acumulo de matéria seca e/ou de
nitrogénio nas plantas (BODDEY et al., 1986; OKON & KAPULNIK, 1986; MICHIELS
et al., 1989).

A medida que Azospirfllum coloniza as raizes, ocorre uma promogéo da
ramificacdo de raizes (JAIN & PATRIQUIN, 1985; ZIMMER et al., 1988; BOTHE et al,,
1992), um aumento da absorcédo de nutrientes (LIN et al., 1983; KAPULNIK et al,
1885; PACOVSKY, 1990), varios efeitos sobre as relacdes hidricas (KAPULNIK et
al., 1987), um incremento da fixacdo de N, (CHALK, 1991) e, em muitos casos, um
aumento da produtividade de cereais, pastagens (BODDEY et al., 1986; KAPULNIK
et al., 1987; BODDEY & VICTORIA, 19886) e leguminosas (SARIG et al, 1985). A
maioria destes efeitos séo creditados & producéo de substancias de crescimento
pelo Azospirillum (TIEN et al., 1979; JAIN & PATRIQUIN, 1985; BOTHE et al,, 1992),
uma vez que a contribuicdo da fixagéo biolégica do nitrogénio parece ser de
menor importdncia (BODDEY et al.,, 1886; BASHAN et al,, 1988a).

N&o esta suficientemente esclarecido, porém, o mode pele qual os horménios
produzidos pela bactéria afetam as respostas descritas anteriormente. Varios
autores propdem que estes efeitos seriam provocados pela agéo do acido indolil-3-
acético (IAA), uma vez que Azospirillum produz IAA "in vitro” (UMALI-GARCIA et
al.,1980; PATRIQUIN et al.,1983; ZIMMER & BOTHE, 1988). Mais recentemente
ZIMMER et al. (1988) e BOTHE et al. {1992), levantaram a hip6tese que nitrito, em
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associagdo com ascorbato, afeta o crescimento e a ramificagéo das raizes do trigo,
de maneira semelhante a auxina. O nitrito seria produzido pela bactéria, quando da
utilizagéo de nitrato como substrato para a respiragéo em ambiente com baixa
presséo parcial de oxigénio (NEYRA & DOBEREINER, 1979; NEUER et al.,1985).
BOTHE et al.(1992) sugeriram que o nitrito causaria o aumento da ramificacéo de
raizes de plantulas de trigo de maneira semelhante ao efeito provocado pela
inoculagéio, parametro este néo observado quando da aplicagéo exégena de 1AA.
Assim, da mesma maneira que a bactéria produziria IAA quando em assocliacéo
com o sistema radicular, também poderia produzir e excretar nitrito, uma vez que
tanto Azospirillum brasilensecomo Azospirillum lipoferum,possuem caracteristica
denitrificante (NEYRA e DOBEREINER, 1979). A quantidade de oxigénio
normalmente presente no ambiente das raizes crescendo no solo, pode néoc ser
suficiente para a producéo, pela bactéria, de quantidade de 1AA, necesséria para
o pleno crescimento do sistema radicular (ZIMMER et 2/.,1988), condigcéo esta, no
entanto, que favoreceria a producéo de nitrito, na presenca de nitrato, e a
expresséo de seus efeitos sobre o crescimento celular. ’

A preferéncia relativa para a colonizagdo de raizes de uma planta por
Azospirillum isolado da mesma espécie, portanto homoélogo, sugere a existéncia
de es’peciﬂcidade na interagédo (BALDANI et 2/.,1986; PINHEIRO, 1892). A presenca
de raizes de uma determinada espécie exerce, provavelmente, uma atracéo de
natureza quimica (quimiotaxia) para uma dada estirpe de Azospirillum, influéncia
esta, possivelmente originada dos exudatos das raizes (REINHOLD et a/.,1985). O
comportamento aerotdtico exibido pelo Azospirillum indica que esta bactéria se
move para locais onde a concentragdo de oxigénio é adequada para seu
crescimento (REINER & OKON, 1986). Dessa forma, bactérias do género
Azospirillum isoladas de raizes de trigo, poderiam colonizar preferencialmente
raizes desta mesma espécie (BALDANI et al.,1986), em comparacéo com estirpes
isoladas de outras plantas (PINHEIRO, 1992). Além disso, as condicdes de
anaerobiose parcial que ocorre no interior da raiz, que seriam desfavoraveis para
a sintese de IAA, mas néo para a producéo de nitrito, provocariam, também, a
colonizacéo mais eficiente nos locais da raiz ricos em esqueletos de carbono ecom
condicdes adequadas para a expresséo da atividade da nitrogenase.



Em levantamento efetuado em lavouras de trigo da regido da EMBRAPA-
CNPTrigo-Passo Fundo, RS, na tentativa de encontrar bactérias do género
Azospirillum adaptadas as condigbes ambientais da regifo, que naturalmente
estavam colonizando raizes de trigo, foi observado que algumas destas bactérias
promoveram maior crescimento radicular em plantulas de trigo, quando
comparadas com a estirpe 245, isolada também de trigo, porém, de outra regiéo
(DIDONET, A.D. & KENNER, M.H., dados néo publicados). Dentre as estirpes
coletadas foram selecionadas duas para estudos posteriores, a saber: JAO03-
Azospirillum lipoferum e JAO4-Azospirillum brasilense.

O presente trabalho teve por objetivo estudar alguns processos
bioquimico/fisiolégicos associados ac fenémeno de interacéo Azospirillum-trigo,
que induzem o aumento do crescimento do sistema radicular das plantas. O
esclarecimento de tais mecanismos pode significar o estabelecimento de praticas
que resultem no melhor aproveitamento de nutrientes e dgua pelas plantas, com
economia de insumos sem perda de produtividade.
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Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Bactérias do género Azospirilum séo, provavelmente as mais estudadas
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR), que se associam néo-
simbionticamente ao sistema radicular das plantas, principalmente cereais e
gramineas (BASHAN & LEVANONY, 1990 e PENOT etal., 1992). Estas bactérias tem
sido encontradas nas raizes de varias espécies de regidoes tropicais, temperadas
e frias, nos mais diversos tipos de solos (MICHIELS et al., 1989). As bactérias séo
encontradas na superficie das raizes, nos espacos intercelulares, na superficie dos
pelos absorventes e, principalmente, na zona de alongamento radicular, em
plantulas cujas sementes ou raizes foram inoculadas (PATRIQUIN & DOBEREINER,
1978; UMALI-GARCIA et al,, 1980; PATRIQUIN et al., 1983; BASHAN et al.,, 1986;
OKON & KAPULNIK, 1986; LEVANONY et al, 1989 e BASHAN et al.,, 1990).

Os efeitos da inoculagéo com Azospirillum em diferentes cereals séo bastante
diversos, e os mecanismos envolvidos na interacéo bactéria/planta séo ainda
bastante especulativos. Véarios estudos sugerem o envolvimento da fixacéo
biolégica do nitrogénio, efeitos hormonais, incremento nc desenvolvimento
radicular e consequente maior absorg@o de dgua e nutrientes, além do estimulo a
assimilacdo do nitrato (BARBER et al., 1976; TIEN et al.,, 1979; BERG et al., 1980;
HAAHTELA et al.,, 1981; LIN et al.,, 1983; MERTENS & HESS, 1984; BASHAN, 1986;
FERREIRA etal.,1987; KUCEY, 1988; ZIMMER et al/., 1988; ZIMMER & BOTHE, 1988;
ARSAC et al.,, 1990; BASHAN et al.,, 1990; CHALK, 1991; BOTHE et al., 1992.)

A contribuicéo da fika;éo do N, atmosférico por Azospirillum, na promocgéo do
desenvolvimento da planta, parece ser pouco significativa (BODDEY et al., 1986;
BASHAN et al, 198%a; BASHAN et al, 1990), embora estas bactérias,
comprovadamente, sejam capazes de fixar o N, atmosférico em meio de cultura
(NEYRA & DOBEREINER, 1879; DOBEREINER, 1980). Da mesma forma, o efeito do
Azospirillum na promoc¢éo da absorgc@o de nutrientes ndo parece constituir um
mecanismo geral de resposta, embora ocorra (BASHAN et al, 1990). O
envolvimento de hormoénios nas respostas a inoculacéc tem tido maior aceitacéo,
embora as evidéncias ainda sejam bastante circunstanciais (OKON & KAPULNIK,
1986; ZIMMER & BOTHE, 1988; BASHAN et al.,, 1989; STANCHEVA et al., 1992; ). E
possivel que os efeitos benéficos atribuidos & inoculagdo da planta com
Azospirillum resultem de uma combinagcéo de diferentes mecanismos que, em



conjunto, desencadeariam os védrios fenémenos. .

Segundo PATRIQUIN et al,, (1983), o aumento do niimero de microorganismos
diazotréficos na rizostera pode ser atribuido &8 competitividade em relagéo a
esqueletos de carbono, ao ambiente pobre em nitrogénio e a atragéo aerotatica do
Azospirillum pararegides daraizcom reduzida presséio de oxigénio. Considerando
o conjunto dos metabdlitos, a quimiotaxia do Azospirillum parece estar associada
aos dcidosorgénicos (REINHOLD etal., 1985; HEINRICH & HESS, 1985 e REINHOLD
etal., 1989). AZzospirillum brasilense isclado de raizes de trigo foi, segundo aqueles
autores, mais fortemente atraido por dcido oxélico,que é o principal dcido orgénico
exudado por raizes de trigo (VANCURA, 1964). Plantas de trigo que sdoc mais
tolerantes ao aluminio, por secretarem maior quantidade de dcido succinico, malico
e oxalico, também parecem favorecer a associag8o com Azospirillum
(CHRISTIANSEN-WENIGER et al., 1992). Atragc8o quimiostatica também foi
demonstrada por BARAK et al. (1983), em condigdes onde a influéncia do oxigénio
foi descartada.

A exhdagéo de substéncias pelas raizes e, aoc mesmo tempo, a absorcéo de
agua e nutrientes, criam um gradiente quimico em diregcdo a raiz que,
aparentemente, é detectado pelo Azospirillum (OKON & KAPULNIK, 1986). Estes
fatos poderiam explicar uma certa preferéncia da bactéria pela zona de
alongamento da raiz (BASHAN & LEVANONY, 1989a), pois esta regido se mantém
em intensa atividade metabdlica.

A exploracéo de horizontes inferiores do solo pelas raizes de trigo, faz com que
o Azospirillum brasilense Cd, seja encontrado em profundidades maiores no perfil
do solo (BASHAN & LEVANONY, 1987). Esta atracédo é exercida pela raiz, mas
também depende da capacidade da bactéria de formar aglomerados, possivelmente
através de filamentos de natureza proteica (BASHAN et g/, 1986; BASHAN &
LEVANONY, 1988; BASHAN & LEVANONY, 1988a; BASHAN et al, 1991). Foi
verificado,também, que o tratamento dos pelos radiculares com celulase provocou
um aumento da adsorgéio do Azospirillum asraizes (BASHAN & LEVANONY, 1989a),
sugerindo que a atividade pectinolitica destas bactérias também esta envolvida no
processo (TIEN et al,, 1981).

Os agregados formados, tanto entre as bactérias iscladas, ou em contato com
as raizes de trigo, milho e milheto (UMALI-GARCIA et 2/, 1980; PATRIQUIN et al.,
1983), parecem estar relacionados com a capacidade de floculagéo das bactérias
em meio de cultura (SADASIVAN & NEYRA, 1985 e SADASIVAN & NEYRA, 1987).
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A adicéio de celulase as bactérias floculadas, provocou disperséo destes flocos
(DEL GALLO et al.,, 1989), da mesma maneira que o tratamento com celulase em
raizes de trigo favorece a adsorgéio das bactérias as raizes (BASHAN & LEVANONY,
1989a). MICHIELS etal,,(1991) observaram duas diferentes etapas na adsorgéo das
bactérias as raizes de trigo: uma adsorgéo fraca dependente de proteinas da
superficie da bactéria, e uma mais forte, dependente dos polissacarideos
extracelulares da bactéria. Estas observagdes sugerem que os polissacarideos da
capsula da bactéria estdo envolvidos no processo de colonizagéo da raiz por
Azospirillum, segundo um mecanismo que, possivelmente, envolve lectinas (UMALI-
GARCIA et al., 1980; PATRIQUIN et a/., 1983 e ELMERICH, 1984). Evidéncias "in
vitro”" do envolvimento de lectines e da cépsulacelular de Azospirillum no processo
de colonizagéo, foram obtidas por DEL GALLO et al. (1989). Estes autores
verificaram que diferentes estirpes de Azospirillum brasilense e Azospirillum
lipoferum, ligam-se de forma especifica & lectina de trigo e néo a lectina de soja,
sugerindo que a superficie celular da bactéria possui agucares especificos que
reconhecem a aglutinina de trigo (WGA). Microorganismos patogénicos parecem
utilizar semelhante mecanismo de reconhecimento do hospedeiro através da
aglutinagéo com lectinas (BRADSHAW -ROUSE et a/, 1981; ETZLER, 1985).

O ambiente microaerofilico exigido pelo Azospirillum para fixar N,, é bem
estabelecido (TARRAND et al,, 1978) devido, basicamente, as exigéncias de baixo
teor de oxigénio para a atividade da nitrogenase. Desta maneira, a localizagéo da
bactéria no interior da raiz, e mesmo na rizosfera, poderia proporcionar um
ambiente favoravel, tanto para fixar N, atmosférico, como para a utilizagéo das
fontes de carbono (PATRIQUIN et 2/.,, 1983). Recentemente, TCHAN et al. {1991)
mostraram que raizes de trigo tratadas com 2,4-D e Azospirillum, produziram
estruturas diferenciadas na raiz, criando um ambiente propicio para a associagéo
da bactéria com a planta. Além disso, nesta condicéo de semi-anaerobiose, as
~bactérias poderiam facilmente promover denitrificagcdo (NEYRA et al., 1977;
NELSON & KNOWLES, 1978; NEYRA & DOBEREINER, 1979), da mesma forma que
Escherichia coli em meio de cultura (BRONS & ZEHNDER, 1990), havendo nitrato
disponivel.

A suposicéo de que estirpes de Azospirillum,que predominam tanto em cereais
de via fotossintética C-4 como C-3, séio do tipo nitrito-redutase negativas, nir’, isto
¢, ndo formam gas a partir de nitrito (PATRIQUIN et al, 1983), indica que as
bactérias poderiam acumular nitrito quando em associagéo com as raizes. Ha
também evidéncias que o nitrato inibe fortemente a colonizacéo das raizes por
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Azospirillum (UMALI-GARCIA et al, 1980). ZIMMER et al. (1988) sugerem que tal
fendmeno poderia ocorrer devido a quantidades téxicas de nitrito produzido pela
respiracéo do nitrato pela bactéria. BASHAN & LEVANONY (1989a) mostraram que
condi¢cdbes microaerofilicas favorecem a adsorgéo do Azospirillum as raizes de
trigo, e que esta adsorgéo é extremamente dependente da atividade metabdlica das
bactérias, e tambem do nimero de bactérias presentes no inéculo (BASHAN, 1986
e BASHAN, 1986a). Assim, bactérias metabolicamente ativas seriam necessarias
para produzir nitrito, e o nimero de bactérias poderia estar relacionado com a
maior ou menor producéo de nitrito na raiz colonizada. Os resultados mostrando
que a estirpe 245 de Azospirillum, sem atividade de redutase de nitrato, produziu
menor efeito noc aumento do peso da matéria seca de trigo do que a estirpe 245
original, ou seja, com atividade de redutase de nitrato (FERREIRA et al., 1987),
também indicam um possivel papel do nitrito na resposta do trigo a inoculagéo.

A grande maioria das respostas associadas a inoculacdo com Azospirillum,
principalmente as que envelvem o sistema radicular, parece ocorrer através de um
mecanismo do tipo hormonal (OKON & KAPULNIK, 1986; ZIMMER & BOTHE, 1988).
Sendo assim, os fitorménios seriam, teoricamente, as substédncias capazes de
desencadear estes efeitos (TIEN et al., 1979), cujo resultado final é o crescimento
da planta. Em meio de cultura, Azospirillum produz IAA, em quantidade suficiente
para atuar sobre o crescimento (TIEN et al, 1979; ZIMMER & BOTHE, 1988;
CROZIER et al., 1988), aparentemente na dependéncia da presenca de triptofano.
BOTHE et al. (1992) observaram que IAA aplicado exogenamente ac sistema
radicular de plantulas de trigo néo produziu nenhum efeito na formacédo de raizes
laterais, uma das principais respostas da inoculacéo de trigo com Azospirillum
(UMALI-GARCIA et al., 1980; JAIN & PATRIQUIN, 1985). ZIMMER et al. (1988) e
BOTHE et al. (1892) demonstraram que nitrito exégeno, ou proveniente da
respiracéo da bactéria na presenga de nitrato, provocou um incremento do volume
radicular, um tipo de resposta semelhante ac mecanismo de acéo hormonal.
Segundo aqueles autores, o nitrito estaria atuando em concentracdes hormonais,
envolvendo ascorbato, de forma diferente do mecanismo de acéo da auxina. Nitrito,
por outro lado, pode se acumular no meio de crescimento de Azospirillum
contendc nitrato, em quantidades que podem atingir de 3 mM a 6 mM, como
resultado da respiracdo em condicdes de semi-anaerobiose (NEYRA &
DOBEREINER, 1979; NEUER et al., 1985; ZIMMER et al., 1988).



Ao que tudo indica, as respostas da inoculagéo de trigo com Azospirillum
podem ser, em grande parte, creditadas a fitorménios, e dentre estes, a auxina
assume maior importancia. Para que ocorra expans#éo da célula vegetal é
necessario, em primeiro lugar, que a parede torne-se menos rigida, para propiciar
sua extensdo & medida que a célula absorve agua. Simultaneamente com o
aumento do volume celular é necessario que haja deposicéo de material de parede
celular, fazendo com que o processo de alongamento ocorra de maneira
irreversivel. A acéo da auxina neste processo, apesar de reconhecida a bastante
tempo, ndo € completamente explicada a nivel bioquimico (MASUDA, 1978;
BRUMMELL & HALL,1987; MASUDA, 1990; RAYLE & CLELAND, 1992). Um possivel
mecanismo de acéo da auxina na promoc¢éo do crescimento celular € sumarizado
na FIGURA 1.

Ampla evidéncia experimental indica que a extensibilidade da parede celular
ocorre em ambiente acido, e que auxina promove esta acidificacdo (RAYLE &
CLELAND, 1992). Os resultados mostram que o efluxc de préotons para a parede
celular, induzido por auxina, é mediado por uma H’'-ATPase da membrana
plasmatica (SANTONI et al, 1990; HAGER et al, 1991), embora os aspectos
moleculares da acédo da H'-ATPase ndo estejam completamente esclarecidos. Varias
evidéncias indicam que o estimulo ao efluxo de prétons mediado por auxina, é
modulado por ions célcioc (ELLIOT et al, 1983; RAGHOTHAMA et al, 1985;
GONZALES-DAROS et al.,, 1993).

Sabe-se que a auxina endégena, ou a aplicagéo exégena de IAA, provocam a
abertura de canais de calcio naplasmalema (OLBE & SOMMARIN,1991; JOHANNES
et al.,, 1991), resultando em perturbacdes da homeostase de célcioc no citossol
(RENGEL, 19982), que deve ser mantida ao redor de 100 nM (BRUMMEL & HALL,
1987; OLBE & SOMMARIN, 1991; JOHANNES et al.,, 1991; DROBAK, 1992). Nas
células vegetais, a medida que Ca** é liberado no citoplasma, sua concentragéo é
controlada por processos de influxo/efluxo envolvendo compartimentos celulares,
ptincipalmente o vacuoclo e o reticulo endoplasmético (MACKLON,-1884), e pelo
funcionamento de sistemasde co-transporte Ca’’/H* nas membranas (SCHUMAKER
& SZE, 1985). A diminuicéo do pH citoplasmatico causada pelo efluxo de prétons
do vacliolo, provoca acidificagéo do citossol, e ativa a H*-ATPase sensivel a orto-
vanadato (COCUCCI et al., 1980; CHURCHILL & SZE, 1983). A acidificacéo do
apoplasto associada a extrus@o de prétons seria responsavel pelo relaxamento da
estrutura da parede celular (CLELAND, 1986; FELLE, 1988; RAYLE & CLELAND,
1992), possivelmente pela ativagcdo de enzimas que atuam sobre os materiais
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Figura 1 - Proposta de um mecanismo geral de acdo do Acido Indolil-3-Acético
(IAA) no crescimento de tecidos em alongamento. Estéo indicados os mensageiros
secundarios intracelulares (Ca® e PLC). Modelo baseado em dados obtidos por
diferentes autores. Legenda: PLC - fosfolipase C; IP,, IP,, IP - fosfoinositidos;
CaM - calcio-calmodulina; TP - proteina transportadora; ABP - proteina de ligacao
do IAA; "G" - proteina transdutora de sinal; PIP, - fosfatidil inositol bis-fosfato;
DG - diacil glicerol; Ap- gradiente de potencial trans-membrana; Im -
potencial osmoético; CO-TRAN - co-trasnporte na membrana.



extracelulares (NAGAHASHI et al.,1990; MCQUEEN-MASON et al,1992; AUGUR et
al., 1992; HOSON et al, 1992), facilitando assim a atuagédo da presséo de
turgescéncia (MASUDA, 1978; MASUDA, 1990).

O crescimento celular devido a auxina envolve, necessariamente, a sintese de
material de parede celular. Para tanto, a agéo da auxina seria a de desencadear
uma série de eventos levando & sintese "de novo” de RNA mensageiro associado
a producdo e/ou ativagéo de substédncias envolvidas na sintese de componentes
da parede celular. Na verdade, a percepcéo do sinal da auxina é iniciada pelo seu
reconhecimento por receptores especificos, "auxin-binding proteins”, localizados
nas membranas celulares ou no citoplasma (BRUMMELL & HALL, 1987; VENIS &
NAPIER, 1991; JONES & PRASAD, 1992; DARGINAVICIENE et al,, 1992; JONES &
HERMAN, 1993). Na membrana plasmatica, a formacéo do complexo lIAA/receptor
desencadearia vérias reagbes em cascata, envolvendo as enzimas "G", e
fosfolipase C, moduladoras das reacbes ligadas ao metabolismo dos
fosfoinositideos (MELIN et al., 1987; ANDRE & SCHERER, 1991; DROBAK, 1992;
MELIN et al.,, 1992). Dentre os varios fosfoinositideos identificados em plantas, IP,
e IP, podem induzir a abertura de canais para a liberagcdo de calcio dos
compartimentos celulares, particularmente do reticulo endoplasmatico e do
vacuolo, para o citossol (JOHANNES et al, 1991; DROBAK, 1992). O evento
seguinte seria a ligagdo do calcio com calmodulina, formando o complexo Ca-
calmodulina (ELLIOT et al., 1983; RAGHOTHAMA et al.,, 1985; GONZALES-DAROS
et al., 1993), que atua na promogéo das reagdes de fosforilagdo mediadas por
proteinas quinase (BRUMMELL & HALL, 1987). A eventual formagéc de um
complexo IAA-proteina fosforilada, causaria uma derrepresséo génica especifica
para a sintese de RNAs mensageiros precursores de enzimas que atuam na sintese
de constituintes da parede celular (THEOLOGIS, 1986; BACHS et a/, 1892), num
processo envolvendo o reticulo endoplasmatico e o aparelho de Golgi (HAGER et
al., 1991; RAYLE & CLELAND, 1992).

O aumento no teor de célcic livre no citoplasma, provocado pela acéo da
auxina, promoveria a acidificacdo do citoplasma e um influxo de ions K*, além de
outras substadncias osmoticamente ativas em co-transporte ("antiporter”) com H".
Como resultado, ocorreria diminuicdo do potencial osmético das células e a
entrada de agua, resultando na expanséo celular. A sustentacéo do crescimento
subsequente dependeria da sintese de material constituinte da parede celular.
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Il - MATERIAIS E METODOS

1 - Origem das bactérias.

As bactérias do género Azospirillum utilizadas foram as seguintes:

a) Estirpe 245. Azospirillum brasilense, resistente a 20 pg/ml de
espectinomicina, isolada de raizes estéreis de trigo. A esterilizag@o das raizes foi
feita com solug@éo 1% de Cloramina T, por 5 minutos.

b) Estirpe JAO04. Azospirillum brasilense, isolada de raizes lavadas de trigo
crescido em solo pobre de nitrogénic, no municipio de Passo Fundo, RS (A. D.
DIDONET & J. MANDEL). ;

c) Estirpe JA03. Azospirillum lipoferum, isolada de raizes lavadas de trigo,
crescido em solo pobre de nitrogénio, no municiplo de Passo Fundo, RS (A. D.
DIDONET & J. MANDEL).

2 - Crescimento das bactérias.

2.1 - Crescimento em meio liquido.

O inéculo foi sempre obtido & partir de coldénias isoladas das bactérias
crescidas em placa de petri contendo meio "batata” (ver Apéndice). Duas a trés
colénias foram alcadas e colocadas para crescer em meio NFb contendo NH,Cl ou
KNO,, em temperatura de 30°C com agitacéo de 60, 100, 150 e 200 rpm durante 16
a 18 horas. Em seguida, as bactérias foram centrifugadas, lavadas por trés vezes
com agua estéril e ressuspensas até a concentragéo desejada de bactérias. A
quantidade de meio de crescimento foi de 50 ou 100 ml, em erlemeyer de 125 ou
250 ml, vedado com tampéo de algodao.

2.2 . Crescimento em meio NFb semi-sélido.

Em vidros de penicilina de 10 m| de capacidade,' foram colodados 5 ml de
meio NFb semi-sdélido (Apéndice), vedados com tampéo de algoddo e apéds
autoclavados, foram inoculados com uma coldénia de bactérias da estirpe desejada.
Todos os testes em meio semi-sélido foram feitos da forma descrita acima, sendo
que as repicagens para manutengéo das culturas foram efetuadas a cada 48 horas.
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2.3 - Contagem do numero de células.

A contagem do numero de células foi feita pela correlagéo entre densidade
ética (660 nm) e o numero de coléonias formadas em placa de petri contendo meio
batata. Cada placa recebeu 10ul da suspensfic de bactérias diluidas
convenientemente, em trés repeticbes, onde se determinou o nimero de colénias
formadas ap6s o crescimento. O numero de células foi expresso por mlde meio de
crescimento.

2.4 - Meio de crescimento para determinacéo de IAA (dcido indolil-3-acético).

Ao meio NFb liquido acrescido de 1 g/l de NH,Cl, previamente autoclavado
e a temperatura ambiente, foi adicionado o equivalente a 100 mg/l de triptofano,
esterilizado em filtro milipore no momento da inoculagdoc. Em um segundo
tratamento, omitiu-se o triptofano.

2.5 - Teste para nir (nitrito redutase) (DOBEREINER, 1980).

O meio NFb semi-sélido foi suplementado com 5 mM de NHNO, A
presenca de bolhas de ar apés o crescimento a 30°C e posterior agitagéo vigorosa
do meio, caracteriza a bactéria como nir*, ou seja, denitrificante.

2.6 - Teste para crescimento com glicose.

Ao meio NFb semi-sélido sem nitrogénio foram adicionados 5g/l de glicose,
em substituicdo ao acido malico, a qual foi acrescentada apds esterilizacédo em
filtro milipore aoc meio NFb em banho-maria. A formacgéo de pelicula caracteristica
apés 48 horas de incubagdo a 30°C, é indicativo de estirpe de Azospirillum
lipoferum. Azospirillum brasilensenéc forma pelicula na presenca de glicose como

fonte de carbono.

-
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3 - Determinacdo do teor de oxigénio dissolvido no meio.

Para a determinagcéo da quantidade de oxigénio dissolvide no meio de
crescimento no instante da inoculag@o com @ bectéria, utilizou-se o eletrodo
polarografico de oxigénio, modelo ICM 31100. Antes de leitura o meio de incubacgéo
foi equilibrado, durante uma hora, nas condicdes de temperatura e agitacéo
desejadas (30°C e rotagcbes de 60, 100, 150 e 200 rpm, ou ¢ borbulhamento de N
durante 5 minutos).

2

4 - Determinacédo de nitrito.

Apés centrifugacdo para retirada das bactéries do meio de crescimento,
aliquotas adequadas do sobrenadante foram utilizadas para determinacéo de nitrito,
segundo o método proposto por NICHOLAS & NASON (1957), utilizando-se NaNO,
como padréo. A reac#o foi provocada com N-2-naftil-etileno-diamina-HC| 0.02% e
sulfanilamida 1% em HCI 1.5 N, e a absorbancia determinada a 540 nm, Os
resultados foram expressos em pg de NO,/ml de meic de cultura.

5 - Determinacédo de IAA.

Para determinacéo do contetido de IAA, as bactérias foram crescidas em 100
mlde meio NFb contendo NH,Cl,com ou sem o equivalente a 100 mg/l de triptofano
por 24 horas, a 30°C, com agitagéo de 150 rpm. Apés determinacédo da A 660 nm,
o meio foi centrifugado a 27000 g a 4°C. Coletou-se o sobrenadante e o pH foi
ajustado a 8.0. Em seguida adicionou-se 2 x 10° dpm de [2'-'*C]IAA como padréo
interno. Ap6s acrescentar 0.85 mg/ml de dietil-diticcarbemato de sédio; 3 medidas
de polivinilpirrolidona e filtrar, o pH foi corrigido pare 3.0 com H,50,. Em seguida
promoveu-se a particdo portrésvezesa 1/3do volume com dietil éter,combinando-
se ao final as trés fracbes éter. Adicionou-se em seguida sulfato de sédio anidro
em excesso, deixado em repouso por 10 minutos, filtredo e secado em evaporador
rotativo a vacuo e ressuspenso em volume conhecidc de metanol.

A determinacgéo da concentracdc de IAA foifeitz em HPLC, no Departamento de
Botanica da Universidade de Glasgow, segundo metcdologia descrita por CROZIER
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et al. (1988).

6 - Crescimento das plantulas.

Apés esterilizagéo, (item 8.1) as sementes foram colocadas paragerminarem
cartuchos de papelde germinacéo previamente umedecidos e esterilizados, durante
3 a6 dias,no escuroa 30°C,em camara de incubagéo. Apés a selegfio, as plantulas
foram divididas em lotes de 8 a 10 e colocadas por 24 horas em frascos envoltos
em papel aluminio, contendo solugcéo nutritiva descrita por MARSCHNER et al.
(1982),a 28°C, com iluminagéo moderada, em cdmara de crescimento. Em seguida,
a solugdo nutritiva foi renovada, quando entéo se coletaram amostras para
determinacéo do efluxo de prétons ou medicéo do pH. Ao final, as raizes foram
destacadas, procedidas as medicbes e contagens e 0 excesso de dgua retirado em
papelabsorvente paraadeterminacédo do peso damatériafresca. Nos experimentos
que incluiram inoculacéo, as sementes foram sempre tratadas, p>or imersédo, com
uma suspenséo de bactérias em agua (em torno de 10° células/ml) da estirpe
correspondente, durante uma hora, sob agitagéo, e em seguida colocadas para
germinar. Nos experimentos de inoculacéo sempre se utilizou um tratamento
controle, com as sementes imersas em agua estéril, na mesma temperatura e

agitacéo.
6.1 - Solugéo nutritiva de MARSCHNER et al. (1982).

Concentragéo dos sais, em mM: K,80,, 0.75; MgS80O,, 0.65; KH,PO,, 0.1;
(NH,),S$0,,0.5; CaS0,, 0.5; H,BO,, 1.0 x 10, MnCl,.4H,0, 1.0 x 10%;ZnS0,.7H,0, 0.5
x 10°% Cus0,.5H,0,0.5 x 10°; H,M00,.H,0, 0.5 x 10°. O pH foi ajustado para 6.0. Na
solugdo contendo nitrato, 0.5 mM de (NH,),50, ¢ 0.5 mM de CaSO, foram
substituidos por 2 mM de Ca(NO,),. Quando da sdicdo de IAA nitrito e orto-
vanadato, nas concentracdes desejadas, o pH foi sempre corrigido para 6.0.

Para avaliacdo do efluxoc de prétons, @ solucéo acima, foram adicionados
0.5% de agar e 0.005% de bromocresol purpure (MARSCHNER et al, 1982;
MARSCHNER & ROMHELD, 1983 e ROMHELD et 2/, 1984). Esta solugéo, apos
dissolvido o agar, foi colocada em placas de petri e mantida a 40°C. As raizes das
plantulas de trigo foram colocadas na solucéio e, 2pds solidificagéo do agar, foi
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observada a mudanga de cor do meio de vermelho para amarelo, que ocorreu
devido & acidificagfio promovida pelas raizes.

7 - Obtencéo do sobrenadante das bactérias para teste com os
segmentos de raiz de trigo.

Apés o crescimento das bactérias nas condigbes desejadas para o teste, o
meio foi centrifugado a 27000 g, em temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
separado e fiitrado em milipore, seguindo-se a determinagéo do teor de nitrito e
procedida uma série de diluicbes pelo fator 10. Quando as bactérias foram
crescidas em melo contendo NH,CI, n&o fol determinado o teor de nitrito.

8 - Origem das sementes de trigo.

As sementes de trigo usadas foram das variedades IAC-5, fornecida pelo
Instituto Agronémico de Campinas; BR-23, BR-32 e BR-35, fornecidas pelo
CNPTrigo da EMBRAPA- Passo Fundo, RS.

8.1 - Esterilizagéo das sementes.

Apés seleclonadas visando a malor uniformidade possivel, as sementes
foram imersas em etanol 70%, durante 10 minutos sob agitagéo. Apés lavagem em
édgua estéril foi adicionado dgua sanitdria comercial diluida a 50%, acrescida de HCI
0.005 N, durante 10 minutos, quando entéo procedeu-se de 6 a 8 lavagens com
agua estéril, ou até se obter a eliminagéo total do hipoclorito de sédio e do HCI.

9 - Determinacéo do peso da matéria fresca, comprimento e
nimero de raizes.

Apés o crescimento das plantulas, foram realizadas as avaliagbes do
comprimento radicular (maior raiz) e do nimero de raizes maiores que 1 cm de
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cada pléntula, utilizando, no minimo 100 pléantulas para cada tratamento, divididas
em lotes de 25 pléntulas. As raizes foram destacadas, removido o excesso de dgua
com papel absorvente, e determinado o peso da matéria fresca.

10 - Avaliacéo do peso da matéria fresca de segmentos de raiz de
trigo.

O teste foietetuado conforme metodologia descrita por ZIMMER et al. (1988),
e originalmente utilizado como um ensaioc para auxina em raizes de trigo. O material
foi obtido de doze segmentos uniformes de 0,5cm, destacados da zona de
alongamento da raiz, descartando-se 2 mm da ponta da raiz. Os segmentos foram
colocados em placa de petri (36 segmentos por placa), contendo papel de filtro
umedecido com 2.5 ml da solugéo teste. Em seguida as raizes foram incubadas a
28°C, no escuro, por um periodo de até 48 horas. O pesc da matéria fresca dos
segmentos foi determinado nos intervalos de tempo necessarios, em balanca de
precisédo, apés retirado o excesso de solugdo. O resultado foi expresso em
percentagem de aumento de peso de matéria fresca em relagdo ao tratamento
controle' (solugéo teste somente com agua), tendo como base o peso da matéria
fresca dos segmentos de raiz no tempo zero. O céalculo foi efetuado da seguinte
forma:

% de aumento de peso da matéria fresca= (D-C)-(B-A)/C x 100, onde:
A - média do peso da matéria fresca do controle no tempo zero,

B -idem, no tempo t,

C - média do peso da matéria fresca do tratamento no tempo zero,
D -idem, no tempo t.

11 - Determinacéo do efluxo de prétons.

A quantidade de prétons liberada por raizes de plantulas intactas de trigo
de 4 a 6 dias ap6s a germinacéo, foideterminada pels titulagéo da solugéo nutritiva
até o pH original, com NaOH 0.001 N. As avaliagdes foram feitas apés incubacéo
das raizes por 6 a 8 horas. Para maior praticidade, foi utilizado azul de bromotimol
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0.001% padronizando-se a viragem em pH 7.0. Alternativamente, a medida do pH
da solugcéo foi correlacionada com a concentragéo de H* liberada na solugéo. O

efluxo de prétons também foideterminado correlacionando-se o PH, numa faixa de

4.5 8 6.5, com a absorbancia a 588 nm da solugéo contendo bromocresol purpura
0.005% (FIGURA 2). IAA e nitrito foram adicionados numa concentracéo final de
107M, e orto-vanadato na concentragéo de 200 pM. Esta concentragéo de orto-
vanadato foi determinada como sendo suficiente para inibir o efluxo de prétons em
raizes intactas de plantulas de trigo (BASHAN et al., 1988). Para cada tratamento,
foi sempre incluide um branco, para eliminar as variacbes néo inerentes aos

tratamentos estudados.

[\>]

=
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pH

Figura 2 - Correlagio entre o
pH e absorbéncia (588nm) do
meio de crescimento das raizes.
Solugéde nutritiva de
MARSHCNER et al/ (1982), com
adigéo de corante bromocresol
purpura 0,005%.

12 - Tratamentos com drogas farmacolégicas.

As solugbes testadas, diluidas em &agua estéril foram: IAA (dcido indol
acético); nitrito (NaNO,) em concentragdes na faixzs de 10" até 10"2M; TFP
(trifluorperazina), um antagonista da Ca-calmodulina (RAGHOTHAMA et al., 1985),
e Procaina, substancia despolarizante de membranas (BRUMMER et al, 1985),
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ambos na concentragdo de 20 uM. Litio, um bloqueador da fosforilagéo de
fosfoinositideos (MARTINOIA et al., 1993), foi utilizado na concentracéo de 20mM.
Os reagentes bloqueadores de grupamentos SH de proteinas (IWAARDEN et al.
1992; SMITH & VERPOORTE, 1970; LUK ACOVIC et al., 1984; ABBOTT & SCHACTER,
1976; PRATZ et al., 1986; BATT et al, 1976), N-etiimaleimida (NEM); iodoacetamida
(laa); diamida e p-hidroximercuribenzoato (p-HMB), foram testados na
concentragéio de 0.1 mM para NEM, laa e diamida, e de 50 UM para p-HMB. Nestas
concentragbes, tanto os reagentes SH como TFP e Procaina adicionados
isoladamente, néio afetaram o peso da matéria fresca dos segmentos radiculares,
num periodo de tempo de até 48 horas, em relagdo ao controle. Concentragdes

superiores as indicadas acima provocaram efeito inibitério no crescimento dos
segmentos de raiz de trigo.
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IV-RESULTADOS

1. Fisiologia e crescimento do Azospirillum

A formacéo de pelicula em meio NFb semi-sdélido, com 5mM de glicose em
substituicdo ao acido malico como fonte de carbono, s6 ocorreu no isolado J03,
indicando ser este Azospirillum lipoferum. A estirpe 245 e o isolado JA04, que néo
apresentaram crescimento em meio contendo somente glicose, representam as
bactérias do género Azospirillum brasilense (DOBEREINER, 1980). A estirpe 245,
perfeitamente caracterizada como sendo Azospirillum brasilense, foi utilizadacomo
referéncia. Da mesma forma, o aparecimento de bolhas de ar em meio NFb semi-
solido contendo NH,NO,, também caracterizou o isolado JAO3 como sendo nir’, o
isolado JAD4 como nir e, como esperado, a estirpe 245 também como nir.

A determinagcdo do conteudo de acido indolil-3-acético (IAA) no
sobrenadante das bactérias crescidas em meio NFb e NH,CI, na presenéa
e na auséncia de triptofano, revelou que a estirpe JAO3 produziu
aproximadamente 100% mais IAA, comparativamente a 245 e

JAO4 (TABELA 1). O resultado das determinacOes mostrou que a

TABELA 1 - Producéo de I1AA pelas bactérias em meio de cultura. (*)

Estirpe de Triptofano Acido Indolil-3-acético
Azospirillum (100 mg/l) (ng/mi)
245 + 302,0
- 2,9
JAO4 + 327,86
- 8,1
JAO3 + 674,5
- 20,5

(*) As bactérias toram crescidas em meio NFb acrescido de 1 g/l de NH,CL, durante 24 h, a 30°C e

agitagdc de 200 rpm.
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presenga de triptofano no meio de crescimento induziu maior produgéo de IAA.

A avaliag@o do crescimento das bactériasem diferentes temperatuas, permitiu
concluirque, comparativamente, a estirpe JAO3 apresenta multiplicgéo mais intensa
em temperatura mais baixa (28°C). A 30°C as trés estirpes mostaram o mesmo tipo
de comportamento, quando crescidas em meio NFb acrescido de 1g/l de NH,CI
(FIGURA 3). Em temperaturas mais elevadas, 32 e 37°C, as estirpes JAO4 e 245
destacaram-se por apresentar crescimento mais intenso, quando comparadas com
a JAO3. Aparentemente néo houve diferencas no crescimento entre a JAO4 e a 245
em todos os tratamentos de temperaturas empregados. Com base nos resultados
obtidos, foi adotada a temperatura de 30°C nos experimentos que se seguiram,
tendo em vista que nesta temperatura as trés estirpes apresentaram o mesmo
padréo de crescimento, o que néo ocorreu nas demais temperaturas testadas.

A disponibildade de oxigénio dissolvido no meio liquido de crescimento, é um
fator Importante para o crescimento de bactérias do género Azospirillum (NEYRA
& DOBEREINER, 1979). Sendo assim, foram realizados testes para avaliagdo do
crescimento das bactérias sob diferentes concentracdes de oxigénio, utilizando-se
varias rotagcdes da mesa giratéria (TABELA 2). Em meio NFb sem nitrogénio, a
estirpe JA03 foi a que apresentou melhor crescimeto, tanto em condigbes de menor
quantidade de oxigénio (5.48 ppm), quanto em condigdes de maior disponibilidade
de oxigénio (7.66 ppm), do que as estirpes JAO4 e 245 (Dados néo mostrados). Em
meio NFb acrescido de 2g/l de KNO, e/ou 1g/l de NH,Cl, a estirpe JAO3 se destacou
das demais, quando incubadas em 5.53 ppm de oxigénio dissolvido. Tanto a estirpe
JAO04 como a 245, foram bastante afetadas pela baixa disponibilidade de oxigénio
no meio, independente da fonte de nitrogénic adicicnada. Ambas as estirpes
cresceram cerca de 30%, comparadas com o crescimento da estirpe JAO3 nesta
condicéo. A queda na absorbéncia (A 660nm) do meio de crescimento da estirpe
JAO3, a partir de 18 horas de incubagéio (FIGURA 4), aparentemente fol devido a
ocorrénciade floculagéo,condicdo comumente observada quando as bactérias séo
submetidas a condigdes estressantes (LAMM & NEYRA, 1981: SADASIVAN &
NEYRA, 1987). No presente caso (TABELA 2), o estresse foi causado pela baixa
disponibilidade de oxigénio no meio de crescimento, em situacéo de alta populagéo
de bactérias.
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Figura 3 -Efelto ds temperstura
ocer no crescimento do Arospirilium,
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5 por 8 horas em melo NFb liquido
® ost com adi¢gdo de 1g/lde NH Cl, com
: / agitegio de 200 rpm. Temperstura
de 30°C.
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Assim como outras bactérias, também s=aquelas do género Azospirillum
apresentam capacidade de utilizar nitrato pare a respiracdo (BOTHE et al.,
1981; NEUER etal, 1985), principalmente socb condi¢cdes de anaerobiose parcial.
O resultado deste processo €é a producdo de nitrito, que podera
acumular ou ser metabolizado por sucessivas reducdes até a geragdo de N,.
O efeito de diferentes niveis de oxigénio no meio sobre o crescimento e a
producéo de nitrito pelas bactérias foi investigado, utilizando-se nitrato e aménia
como fontes de nitrogénio. Os resultados mostrados na TABELA 3, indicam
que a estirpe JAO3 acumulou quantidades aprecidveis de nitrito no meio de
incubagdo e apresentou, comparativamente, meaior crescimento nas condictes
experimentais impostas (TABELA 2). Ao contrario, as demais estirpes JAO4 e 245,
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TABELA 2 - Efeito da concentragéo de oxigénio dissolvido no melio, sobre o
crescimento das bactérias. Os niveis de oxigénio foram obtidos pela utilizacéo de
diferentes rotacdes da mesa giratéria.

Estirpe de Azospirillum
Oxigénio Rotacéo 245 JAO4 JAO3
Dissolvido (rpm) e
Crescimento (A 660 nm)(*)

5,48 ppm 60 + N, 0,102 0,163 0,281
5,53 " 60 0,165 0,140 0,632
6,87 " 100 0,348 0,401 0,466
7,44 " 150 0,594 0,566 0,605
7,66 " 200 0,594 0,475 0,431

(*) As bactérias foram crescidas em 100 m| de meio NFb + 2 g/l de KNO_, durante 24 h, a 30°C. N, -

borbulhamento de N, no meio, antes da inoculagéo.

TABELA 3 - Relagéo entre diferentes niveis de oxigénio dissolvido no meio, e a
concentragdo de nitrito secretado pelas bactérias crescidas nas condicdes
descritas na Tabela 2.

Estirpe de Azospirillum
Oxigénio Rotacdo 245 JAO4 JAO3
Dissolvido (rpm)  eemeeeeeseeeceeseecccseeme e
Nitrito  (nug/ml)

5,48 ppm 60 + N, 0,00 0,73 515,75
5,53 " 60 0,20 0,02 794,12
6,87 " 100 1,67 2,53 740,66
7,44 " 150 1,08 18,37 37,52
7,66 " 200 6,35 16,20 0,44
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praticamente néio acumularam nitrito no melo,e mostraram um crescimento inferior
&4 JA03. O acimulo de nitrito no meio de crescimento da estirpe JAO3 fol detectado
7 horas apés © Inicio do experimento (FIGURA 5), periodo que coincidiu com a fase
exponencial de multiplicagcéo das bactérias. Este teor de nitrito acumulado no meio
é pelo menos cinco vezes superior aquele indicado por ZIMMER et a/. (1988), como
sendo téxico para a estirpe Sp7. No presente caso, esta toxicidade pode ser
descartada, uma vez que o crescimento das bactérias, tanto com nitrato quanto
aménia, nas mesmas condi¢cdes, foi idéntico (FIGURA 4). A quedana A 660nm

0.8

.Flgura 4 - Crescimento das
bactérias em melo NFb ligquido,
contendo nitrato ou asménla.
Temperatura de 30°C. Estirpe
245: +«NH, (HE), +NO, ([T); Estirpe
JAD4: +NH, (V), +NO, (A); Estirpe
JA03: +NH, (0 ), +NO, (O ).

A 660nm

Tempo (h)

apés 17 horas pode ser explicada pela floculagéo ocorrida em ambos os casos.
Mesmo considerando a quantidade de nitrito produzido, calculado em fungéo
do numero de células presentes no meio, fica evidente que a estirpe JAO3
tem uma capacidade apreciavelmente maior de utilizar nitrato como substrato
para a respiracéio.
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Figura 5 - Crescimento
das bactérlas ¢ scumulo de
nitrito no melo de
incubagfo. Melo NFb
liquldo, com agitac#io de 80
rpm. Temperstura de 30°C.
Estirpe 245: crescimento

(m), [Nitrito] (QO). Estirpe
JAO4: crescimento (@),
{Nitrito] (O). Estirpe JAD3:
crescimento (V)

[Nitrito] (7 ).

Tempo (h)

Os resultados mostrados na FIGURA 5, indicam que a estirpe JADO3 cresceu
mais ativamente e acumulou maior quantidade de nitrito do que a JAO4 e 245,
quando mantidas em meio NFb + 2g/l de KNO,, sob baixa agitacao (60 rpm). O
aumento da agitacéo do meio de crescimento, de 60 para 200 rpm, provocou um
incremento progressivo do numero de células de 24 até 36 horas de tratamento,
quando as tres éstirpes apresentaram aproximadamente o mesmo nimero de
células,assim permanecendo até transcorridas 48 horas (FIGURA 6). Paralelamente
ocorreu um pequeno acumulo de nitrito {em torno de 0,035mg/ml) nas estirpes
JAO4 e 245, e uma diminuicédo deste teor no meio de crescimento da estirpe JAO3
(de 0.52 a 0.325mg/ml), que representou cerca de 50% da quantidade acumulada
nas primeiras 24 horas de crescimento.
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Figura 6 - (A) - Crescimento das
bactériss em melo NFb liquido
contendo nitrato, com splicaglio de
N, 2 60 rpm durante 24 horas,
submetendo-se em seguidas a
aglitacdo de 200 rpm -por mals 24
horas. (B) - Acumulo de nitrito nes

condigSes descritas em (A).
Temperatura de 30°C. Estirpe 245:
o) ‘Esﬂrpe JAD4: (0) Estirpe
JAO3: (7).



Os resultados mostram que na condig#o de menor disponibilidade de oxigénio,
a estirpe JAO3 teve seu crescimento intensificado, igualando-se as demais quando
submetida a maior disponibilidade de oxigénio. A introdugéio de N, no meio, afetou
o crescimento da estirpe JAO3, porém menos intensamente do que a JAO4 e 245,
Ao mesmo tempo que o crescimento fol mais intenso, a menor disponibiliade de
oxigénio (5,53 ppm) também favoreceu a acumulag#io de nitrito no sobrenadante do
melio de crescimento da estirpe JAO03. A quantidade de nitrito acumulada no meio
de crescimento da estirpe JAO3, na concentragéo de O, de 6,87 ppm (TABELA 3),
foi cerca de 20 vezes maior do que em 7,44 ppm de O, 740,66 pg/ml e 37,52
pg/mi, respectivamente. Nas mesmas condigdes, a estirpe JAO4 apresentou um
aumento do teor de nitrito no meio de aproximadamente 7,2 vezes, variando de
2,53 a 18,37ug/mi, enquanto que na estirpe 245 praticamente néo houve variagéo
(1,67 para 1,06 pg/mil.

2 . Associacédo Azospirillum/raiz de trigo.

2.1 .Inoculagéo das sementes: efeito no desenvolvimento do sistema radicular.

Os resultados apresentados na TABELA 4 indicam que a inoculagéo da
semente de trigo com as bactérias JAO4 e 245 - Azospirillum brasilense, e JA03 -
Azospirillum lipoferum, provocou um incremento do crescimento radicular, que
variou de 33,3% & 47,5% em relagédo ao controle sem inoculagédo. Da mesma forma,
a associagfio bactéria/raiz provocou aumento no peso da matéria fresca radicular
entre 18,5 e 27,5% em relagcéo ao controle. Os dados evidenciaram, também, que
a inoculagéo afetou a diferenciagéo de raizes secundarias, principaimente nas
plantulas cujas sementes foram inoculadas com a estirpe JA03. Este tratamento
apresentou ramlificagéo radicular mais intensa (18,3%), expressa pela porcentagem
de plantulas com 5 ou malis raizes, quando comparadas com os tratamentos
utilizando as estirpes 245 (4,8%) e JAO4 (8,3%).

O padréio de resposta & inoculagéo, expresso como comprimento radicular,
foi o inverso daquele apresentado para multiplicagéo de raizes: a estirpe 245, que
apresentou o maior tamanho radicular, 47,5% em relagdo ao controle sem
in oculagﬁo; mostrou menor ramificag@io radicular. As estirpes JA0O4 e JAO3
induziram aumento do crescimento da raiz principal em 426 e 33,3%,
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respectiveamente. Analisados em conjunto, os resultados mostraram que a
inoculacéo das sementes de trigo com bactérias do género Azospirilum promoveu
o crescimento das raizes, avaliado como comprimento, peso da matéria fresca e
nimero de raizes.

TABELA 4 - Resposta da inoculagdo das sementes com bactérias do género
Azospirillum, no comprimento da raiz principal, pesc da matéria fresca radicular e
ramificacéo de raizes de plantulas de trigo de 4 dias de idade.

Estirpe de Comprim. Radicular Peso da (M.F.) Radicutar  Plantulas com 5 ou
Azospirillum meis Raizes
Inoculada (%) (mm) Incr.(% Cont.) {mg) Incr.(% Cont) % Difer. Controle
245 99,3 (£4,6) 47,5 68,7 (+2,2) 21,2 4,8 1,2

JAOD4 96,0 (13,2) 42,6 67,2 (+3,4) 18,5 8,3 4,7

JAO3 89,7 (+4.4) 33,3 72,3 (+4,2) 27,5 18,3 14,7
Controle 67,3 (5,9) 0 56,7 (7,5) 0 3,6 0

(*) As bactérias foram crescidas 24h a 30°C, com agitagéo de 100 rpm. As sementes foram inoculadas

com uma suspenséo de 10° células/ml.
2.2 . Acidificagédo do meio de crescimento das pléantulas

Os valores da taxa de efluxo de prétons, obtidos a partir da alteragéo do pH
do meio (solugéo nutritiva de MARSCHNER et al., 1982), durante o crescimento séo
mostrados na FIGURA 7. Foi observado um aumento linear da taxa de efluxo de
prétons durante o periodo de 6 horas de incubacéo, e uma forte inibicdo do
processo causado pela adigéo de 200 pM de orto-vanadato ac meio de
crescimento das raizes. Resultados comparaveis foram obtidos pela
titulagdo do meio externo com NaOH 0.001N (dados néo mostrados), em
condicbes idénticas as descritas acima. *

Utilizando-se plantulas originadas de sementes que foram inoculadas
com as trés estirpes de Azospirillum, foi determinado o efluxo de prétons pela
subtracéo do efluxo no tratamento sem inoculacéo. Os resultados incluidos na
TABELA 5 mostram que as raizes de pléantulas inoculadas com a estirpe JAO3
induziram maior acidificacéo do meio externo do que as estirpe 245 e JAO4. Maior
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acidificacdo foi provocada pelas raizes das pléntulasinoculadas com éestirpe JAO3
na presenga de NH,” na solugéio (2.02 umol H'.g raiz".h”), comparada com o
tratamento com nitrato (0.59 umol H*.g raiz".h™).

A inoculacéo das raizes com bactérias da estirpe JA03 causou estimulagao
do efluxo de prétons em cerca de 100,8% em relagéo ao tratamento sem
inoculagdo, efeito este que se mostrou sensivel a inibicdo por orto-vanadato
(TABELA 6). Apesar do orto-vanadato ter reduzido-o efluxo de prétons nas raizes
das plantulas inoculadas em 66.1%,comparadas com o controle sem orto-vanadato
(2.47 versus 7.29 umol H'.g raiz'.h™") este efluxo foi ainda 39,5% superior ao
tratamento sem inoculagéo (1.77 contra 2.47 umol H'.g raiz".h™"). No tratamento
controle (sem inoculacéo), orto-vanadato reduziu o efluxo de prétons em 51.2%
(3.63 contra 1.77 umol H'g raiz".h™).
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TABELA 5 - Effuxo liquido de prétons para o meio de crescimento de plantulas de
trigo de 4 dias de idade, inoculadas com 3 estirpes de Azospirillum.(Valores médios
de 6 repeticbes, representativas de diferentes experimentos).

Efluxo liquido de prétons (*)

Estirpe de Azospirillum (pmol H*.g raiz”".h™)
Ambénia Nitrato
245 0,00 0,13
JAD4 0,41 0,36
JAO3 2,02 0,59

(*) Medido por titulagdo com NaOH 0,001N, num periodo de 6h. A solucédo nutritiva utilizada fol a de
MARSCHNER et al. (1982), contendo nitrato ou am 6nia. '

Os resultados apresentados indicam que a inoculagéo de sementes de trigo
com bactérias do género AZzospirillum, principaimente a estirpe JA03, induzem
aumento do efluxo de prétons pelas raizes, e que a presenca de orto-vanadato
(200uM), ndo mascarou totalmente este efeito.

TABELA 6 - Efluxo de prétons por raizes de pléntulas de trigo de 4 dias de idade,
inoculadas com a estirpe JAO3, crescendo em solugéio nutritiva na presenca de

orto-vanadato.
Tratamento Efluxo de prétons ( pmol H*.g raiz".h™") (*)
Inoculagéo (JAO3) Controle
Orto-vanadato 200uM 2,47 1,77
Sem Orto-vanadato 7,29 3,63

(*) Medido por titulagdo com NaOH 0,001N, em solugdo nutritiva de MARSCHNER et al. (1982),

contendo aménia, num periodo de 6h.
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3. Crescimento de segmentos de raiz

3.1. Efeito do IAA e nitrito

Os resultados das alteracdes do peso da matéria fresca de segmentos de raiz
de trigo, incubados por 18 e 48h em diferentes concentracdes de nitrito séo
apresentados na FIGURA 8B. Os dados mostram que, em concentracéo de nitrito
de 107'M, ocorreu um aumento expressivo no peso dos segmentos, sendo que em
concentragbes superiores ou inferiores, o efeito sobre o crescimento foi menos
pronunciado. O aumento do peso de matéria fresca chegou a atingir 5% apés 18h
de incubacéio, e 13% ap6s 48h, em relacgéo ao controle (incubagéo com agua). O
resultado do tratamento dos segmentos de raiz com IAA, indicou que o
crescimento fol mais pronunciado na concentragéo de 10”M (FIGURA 8A). Em
concentragdes superiores ou inferiores, o aumento no peso da matéria fresca foi
menor, ou praticamente nulo. O efeito do tratamento com IAA persistiu até 48
horas, quando o crescimento atingiu 9% do controle, e 3% apés 18 horas de
incubacéo. Os resultados acima descritos mostram que a adigdo de nitrito ou IAA
ao meio de incubagéo dos segmentos de raiz, na concentracéo de 107M, induziu
maior crescimento, razéo pela qual esta foi utilizada nos experimentos seguintes,
bem como o tempo de 24h de incubacgéo, intermediario entre 18 e 48 h.

3.2. Efeito do sobrenadante do meio de crescimento da JAO3

Os dados do crescimento de segmentos de raiz incubados com diferentes
diluicdes do sobrenadante, resultante da centrifugacédo do meio de multiplicacéo
das bactérias contendo KNO, (2g/l) e NH,Cl (1g/l), séo apresentados na FIGURA 9.
O sobrenadante do meio de crescimento da estirpe JAO03, em solugéo contendo
NH,Cl, nédo induziu nenhum aumento do peso da matéria fresca dos segmentos de
raiz. Em contraste, a adicdo do sobrenadante do meio de crescimento contendo
KNO, resultou em uma acumulacéo de 363,6pug/ml de nitrito, e em um acentuado
aumento no peso de matéria fresca dos segmentos, quando na diluigcdo de
1:100000, correspondente a concentracdo de 0.8 x 10"M de nitrito. Sob estas
condigbes, os segmentos apresentaram aumento de crescimento de 5% apods 24
horas de incubagéo, e de 8% ap6és 36 horas, em relacdo ao meio com &gua,
utilizado como controle. Diluicbes superiores ou inferiores 2 1:100000, mostraram-
se praticamente inefetivas.
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4. Efluxo de prétons em raizes intactas: efeito de
IAA e nitrito

As taxas de efluxo de prétons observadas em raizes de pléantulas intactas de
trigo, submetidas a aplicagéio exégena de nitrito e IAA 107M, séo apresentadas na
TABELA 7A e B. Os dados indicam que, tanto o nitritc quanto IAA aplicados
exogenamente ao meio radicular, induziram aumento no efluxo de prétons da
ordem de 25 a 33,8% para o nitrito, e de 57,8 a 66,9% para IAA, sempre em relacéo
ao controle. A adigcdo de orto-vanadato 200uM (TABELA 7B) causou inibicéo
de 44,7% no efluxo de prétons em relagéo ao tratamento controle, valor
semelhante ao verificado no tratamento IAA + orto-vanadato (40,6%) em
relagio ao controle. A inibicdo do efluxo de H® no tratamento nitrito + orto-
vanadato foi de apenas 2,5%. A anédlise do efeito do orto-vanadato no efluxo de
prétons pelas raizes, provocado pela adicdo de IAA e nitrito, mostrou inibicédo do

efluxo de prétons no tratamento com lAA em 64,4%, e na presenca de nitrito em
27,1%.
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TABELA 7 - Efeito da adigéo de IAA e nitrito na taxa de extruséio de prétons de
raizes de plantulas intactas de trigo de 4 dias de idade.

Tratamento Efluxo de prétons (*)
(umol H*.g.raiz".h™")

A

Nitrito 0,785
IAA ' 0,991
Controle (-nitrito; -1AA) 0,628
B

Nitrito 1,409
IAA 1,758
Orto-vanadato 0,582
IAA + Orto-vanadato 0,626
Nitrito + Orto-vanadato 1,027
Controle {-nitrito; -lIAA) 1,053

(*) Efluxo de prétons medido por espectrometria (588 nm), com bromocreso! parpura 0,005%, conforme
curva de calibragcdo (FIGURA 2),em solugédo de MARSCHNER et 2/, (18982). As concentragbes de IAA e

Nitrito utilizadas foram 10'M e de orto-vanadato de 200uM.

5. Efeito de drogas farmacolégicas no crescimento de segmentos
induzidos por IAA ou nitrito

O efeito da adigéo ao meio de incubacéo dos segmentoé, de compostos que
interferem no crescimento estimulade por auxina, como Procaina e trifluoperazina
(TFP), é mostrado na TABELA 8. As concentragdes de Procaina, um anestésico de
acdo local, e de TFP, antagonista da Ca-calmodulina, foram definidas em
experimentos prévios como sendo 20uM, dose que né&o alterou o peso de
matéria fresca dos segmentos incubados em &agua por um periodo de até 48
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horas (dados néo mostrados). Os resultados indicam que a adigéo de
Procaina causou completa revers@o do efeito positivo do IAA no
crescimento dos segmentos, e Inibiu parcialmente o efeito do nitrito.
Por outro lado, o tratamento com TFP praticamente anulou o crescimento
estimulado por nitrito, enquanto. que no tratamento com IAA este efeito
foi apenas parcial (48,7%). Em resumo, a adicdo de Procaina e TFP ao meio
de crescimento dos segmentos de raiz, produziu efeitos opostos sobre a
inibicio do aumento de peso de matéria fresca dos segmentos induzido por
IAA e nitrito. _

A incubacéo dos segmentos tratados com 20mM de litio, um inlbidor
da fosfatase de fosfoinositideo (IP,), causou promogéo do crescimento em 24
horas, efeito que foi intensificado na presencga de nitrito 107M.

6. Efeito dereagentes SH nocrescimento de segmentos induzidos
por IAA e nitrito

O resultado dos tratamentos com substancias que reagem com grupamentos
sulfidrilos de proteinas, no aumento do peso de matéria fresca dos segmentos de
raiz incubados por 24 horas com IAA ou nitrito, é apresentado na TABELA 9. Os
reagentes SH utilizados foram diamida, iodoacetamida (laa), N-etiimaleimida (NEM)
e p-hidroximercuribenzoato (p-HMB), nas concentragbes de 0.1 mM para diamida,
laa ¢ NEM, e de 50uM para p-HMB. Todos os reagentes utilizados mostraram
diferentes gfaus de inibicdo do efeitc do nitritc e do IAA sobre o crescimento,
sendo que somente o p-HMB causou inibigéo total em ambos os tratamentos. laa
inibiu 100% o efeito do nitrito e em 50% o efeito do IAA; a adicdo de diamida e NEM
causou inibigdo do efeito do IAA em 18,4 e 30,2%, e do efeito do nitrito em 67,2 e
78,1%, respectivamente. V



TABELA 8 - Acéo do IAA e do nitrito, em combinagdo com as drogas
tarmacolégicas, Procaina e TFP, no incremento de peso da matéria fresca de
segmentos de raiz de trigo. A determinacéo do efeito do Li* ficou restrita ao
tratamento com nitrito.

Tratamento Variacéio do peso da matéria fresca

dos segmentos (*)

mg(%)
IAA 7,6 (+2,13) (**)
Nitrito 7,8 (+1,81)
Nitrito + Procaina 2,4 (+0,17)
Nitrito + TFP A 0,8 (+0,38)
Nitrito + Litio 9,3 (+2,85)
iAA + Procaina 0,0 (£0,40)
IAA + TFP 3,9 (+0,21)
Procaina ) 0,7 {£0,07)
TFP 0,8 (+0,40)
Litio 2.9 (+0,80)

(*) Aumento do peso da matéria fresca de segmentos de raiz de trigo em relacdc ao controle incubado

com agua. Dados representativos de diferentes experimentos. As concentragdes de IAA e Nitrito
utilizadas foram 10 'M; TFP e Procaina 20uM e Litio 20mM. Todos os tratamentos foram incubados por
24h.

(**)Erro padréo (%) determinado & partir das diferencas em relacdo ao controle, em 6 repetigbes.
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TABELA 9 - Efeito de diferentes agentes bloqueadores de grupamentos SH de
proteinas, no aumento do peso da matéria fresca de segmentos de raiz de trigo

tratados com LA A e nitrito.

Tratamento Variagédo do peso da matéria fresca
dos segmentos (%)
mg(%)
Diamida 1,5 (+£0,13) (**)

laa (iodoacetamida)
NEM (N-etiimaleimida)
p-HMB (p-hidroximercuribenzoato)

IAA

IAA + Diamida
IAA + laa

IAA + NEM
IAA + p-HMB

Nitrito

Nitrito + Diamida
Nitrito + laa
Nitrito + NEM
Nitrito + pHMB

0,0 (+1,20)
0,0 (+0,94)
0,0 (+1,27)

7,6 (£2,13)
6,2 (+1,27)
3,8 (+1,02)
5,3 (+0,44)
0,0 (+1,15)

6,4 (+0,65)
2,1 (+1,84)
0,0 (+0,49)
1,4 (+1,29)
0,0 (+0,42)

{*) Aumento-do peso da matéria fresca de segmentos de raiz de trigo em relagdo ao controle incubado

com agua. Dedos representativos de diferentes experimentos. As concentragbes de JAA e Nitrito foram

de 107M; as concentragdes de laa, Diamida e NEM foram de 0,1mM e de p-HMB de 50 uM. Todos os

tratamentos foram incubados por 24h.

(**)Erro padréo (%) determinado & partir das diferencas em relagéo ao controle, em 6 repetigdes.
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V - DISCUSSAO

Entre as bactérias promotoras do crescimento radicular de plantas (PGPR), o
género Azospirillum ¢, provavelmente, o mais estudado nos tltimos anos (BASHAN
& LEVANONY, 1980). A maioriadas espécies conhecidas de Azospirillum foiisolada
de uma ampla variedade de plantas de regides tropicais (MICHIELS et al., 1989),
enquanto que muito poucas referéncias descrevem a ocorréncia destas bactérias
em regides tem peradas (PENOT et al., 1992).

As estirpes de Azospirillum sp JAO3 e JA04, isoladas no sul do Brasil (Passo
Fundo-RS) de raizes lavadas de trigo cultivado em area de cultivo comercial,
crescem em meio NFb semi-sélido, formando pelicula caracteristica, e reduzem
acetileno (DIDONET, A. D. & MANDEL, J. O. dados néo publicados). A estirpe JAO3
apresenta crescimento normal, tanto em meio NFb como em meio NFb com
substituicdo de malato por glicose, indicando que esta estirpe pode utilizar malato
ou glicose como fonte de carbono para o crescimento. Ao contrario, a estirpe JAO4,
da mesma maneira que a estirpe 245, ndo apresentou nenhum crescimento em
meio contendo somente glicose como fonte de carbono (NEYRA & DOBEREINER,
1979). Quando as bactérias da estirpe JAO3 foram crescidas em meio NFb semi-
sélido suprido com 5 mM de NH,NO, e, apés formacéo da pelicula, foram agitadas
vigorosamente, foi rapidamente observada a formacéo de bolhas de ar, indicativo
este de que esta espécie de Azospirillum tem capacidade de denitrificacdo (NEYRA
etal.,1977). As estirpes JAO4 e 245 néo formaram bolhas de ar,mesmo apé6s varias
horas (DOBEREINER, 1980).

Tanto A. brasilense como A. lipoferum possuem estirpes denitrificantes (nir*)
e néo denitrificantes (nir), sendo que todas possuem a capacidade de reduzir NO/S
a NO, através da reacgédo catalizada pela redutase de nitrato (nr*). Nas estirpes
denitrificantes a metabolizagédo do nitrito ocorre pela acéo da redutase de nitrito
dissimilatéria, responsével pela producé&o de gés a partir do NO, (nir'), enquanto
que a redutase de nitrito assimilatéria (nir) atua na assimilacdo do nitrogénio
utilizado para o crescimento da bactéria, e estd presente em todas as estirpes
(DOBEREINER, 1980).
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A capacidade de utiliza&;éo de glicose para o crescimento da JA03, e sua forma
espiralade observada ao microscépio, além de permitir sua diferenciagéo das
estirpes 245 e JAO4, permitiu também sua classificagdo como Azospirillum
lipoferum, enquanto que a JAO04 foi identificada como Azospirillum brasilense,
assim como a 245 (TARRAND et al, 1978). Em relagcéo a capacidade de
denitrificacéo, a estirpe JAO3 fol a Gnica das trés estirpes utilizadas com a
caracteristica nir', classificando esta bactéria como denitrificante (NEYRA et al.,
1977). 7

A produgéo e excreglio de substdncias reguladoras do crescimento de plantas
por bactérias do género Azospirilum, tem sido observada por varios autores
(KAPULNIK et al, 1981; REYNDERS & VLASSAK, 1982; JAIN & PATRIQUIN, 1985;
OKON & KAPULNIK, 1986). Os resultados obtidos neste trabalho mostram que, em
meio de cultura suplementado com triptofano, a producédo de IAA pelas bactérias
foi superior a quantidade produzida quando as bactérias cresceram em melo sem
triptofano (TABELA 1). Teores comparaveis de IAA foram encontrados, tanto em A.
brasilense como em A. lipoferum, por CROZIER et al. (1988). Segundo ZIMMER et
al. (1988), a excregédo de IAA pelas bactétias, pode ser aumentada de 6 a 8 vezes
quando se adiciona triptofano aoc meio, quando comparada com as bactérias
crescidas em meio sem triptofano. Segundo aqueles autores, o fenémeno ocorreria
devido a liberacé&o de triptofano para o meio &8 medida que as bactérias morrem,
geralmente ap6s atingirem alta populagéo no meio. Nas condigdes do presente
trabalho isto deve ter ocorrido somente em pequena escala, uma vez que as
bactérias foram crescidas somente por um periodo de 24 horas, e a quantidade de
IAA detectada na cultura crescendo sem triptofano foi bastante baixa, quando
comparamos com as culturas crescidas com triptefano. Mesmo assim, a estirpe
JAO3 excretou uma quantidade de IAA superior 2 245 e JAO4, tanto na presenca
como na auséncia de triptofano (TABELA 1). Este fato poderia se constituir em
caracteristica positiva para esta estirpe, quando associada ao sistema radicular,
pois acredita-se que o IAA produzido pela bactéria, ou sob seu estimulo, possa vir
a atuar na promocéo do crescimento da planta. Em alguns casos, 0 aumento na
producdo de gréos de trigo foi atribuido ac sumento do numero de perfilhos,
fendmeno este que esta de alguma maneira sob controle hormonal (REYNDERS &
VLASSAK, 1982).

Respostas observadas em trigo, como ramificacdo radicular e aumento do
comprimento das raizes, semelhantes as mostradas na TABELA 4,também podem
ser atribuidas a substéncias que interferem no crescimento da planta, como
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-auxinas e outros compostos (TIEN et a/., 1979; PATRIQUIN et al., 1983; JAIN &
PATRIQUIN, 1985; KUCEY, 1988; ZIMMER et al.,1 988). Alguns autores, no entanto,
observaram que os efeitos da inoculagc&o sobre o crescimento do sistema radicular
podem desaparecer na presengcade 5 mM de Ca(NO,), (UMALI-GARCIA etal., 1980),
possivelmente devido atoxidez de nitrito, como observado em alguns experimentos
descritos naquele trabalho. Este aumento da extens&o do sistema radicular seria
responsavel por maior absorgéo de nutrientes e, consequentemente, resultaria na
maior produgc&o de grdos (KAPULNIK et al., 1885; BODDEY et al., 1986).

Desde que a maioria das espécies de Azospirillum tem sido isolada de raizes
de gramineas de regides tropicais (NEYRA & DOBEREINER, 1979), seria de esperar
que estirpes originadas em clima sub-tropical fossem mais adaptadas a estas
condigdes, principalmente no que se refere a tem peratura. Assim, a observacédo de
que as estirpes JAO3 e JAO4, principalmente a primeira, tém melhor crescimento
em temperatura menor ou igual a 30°C (FIGURA 3), pode ser indicativo de melhor
adaptacéo as condigcdes de clima mais frio. Isto sem davida se constituiria numa
vantagem, tanto no estabelecimento como na colonizacdo das raizes de trigo
nestas areas, além da sobrevivéncia destas bactérias no solo. A utilizacéo de
bactérias adaptadas ou iscladas de uma mesma érea, e da mesma especie de
pianta, parece ser importante para se obter melhor reéposta a8 inoculagédo das
sementes de trigo com bactérias promotoras do crescimento, como as do género
Azospirillum (BALDANI & DOBEREINER, 1980; BALDANI et al., 1981; MILLET et al.,
1985; BARBIERI et al,, 1988). No entanto, muitos estudos envolvendo inoculacao
em trigo tém sido feitos com Azospirillum isolados de outras gramineas (BASHAN
et al., 1986; BASHAN & LEVANONY, 1987). |

A capacidade de utilizar nitrato para a respiracéo, estd bem estabelecida em
bactérias do género Azospirillum (BOTHE et al., 1981; NEUER et al., 1985). A
disponibilidade de oxigénic no meio é fator extremamente importante para o
crescimento das bactérias (ETIENNE et? al., 19980), tanto que na deficiéncia deste,
estas bactérias utilizam nitrato para a respiragéo. Com efeito, em meio NFb liquido
sem nitrogénio, foi observado que a menor agitagdo do meic teve forte influéncia
no crescimento das bactérias. As estirpes JAO4 e 245 praticamente néo cresceram,
enquanto ocorreu multiplicagéo da estirpe JA03, indicando adaptacéo a condigdes
de baixa pressé@ioc parcial de oxigénio (TABELA 2). Alternativamente, esta estirpe
pode exibir, nestas condigdes, elevada capacidade de utilizar N, atmosférico para

o crescimento. Quando se adicionou 2 g/l de KNO, ac meio NFb sob agitacéo de
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60 rpm, correspondente a concentragdo inicial de 5,53 ppm de oxigénio dissolvido,
o crescimento da estirpe JAO3 apés 24 horas foi normal, enquanto que a 245 e
JAO4 sofreram forte inibigdo (TABELA 2). Nestas condigdes, o melhor crescimento
exibido pela estirpe JAO3 em relagdo as demais, deveu-se & capacidade desta
bactéria em utilizar nitrato, tanto para o crescimento quanto para a respiracéo, e
suportar elevada quantidade de nitritoc no meio (FIGURA 4 e 5). A bactéria, nestas
condi¢gbes, acumulou até 17 mM de nitrito em 24 horas, mais de duas vezes o teor
encontrado por ZIMMER ef al.(1988) no sobrenadante da estirpe Sp7, em 48 horas
de crescimento. Esta quantidade de nitrito liberado no meio de crescimento da
JAO3 representou mais de 20 vezes a quantidade produzida pelas estirpes 245 e
JAO4 nas mesmas condi¢gdes, e apresentou estreita correlagio com o nivel de
agitagéo durante o crescimento. Agitag@o acima de 100 rpm (6,87 ppm de O,)
causou drastica queda da acumulacédo de nitrito, possivelmente devido a
denitrificagéo, uma vez que o teste com NH,NO, em meio semi-sélido revelou que
esta bactéria possui a caracteristica nir’ (denitrificante). Alternativamente, a
presenca de suficiente oxigénio no meio pode ter provocado a desativacédo da
redutase de nitrato dissimilatéria. A causa da baixa atividade de denitrificagéo
verificada em agitagédo abailxo de 100 rpm, ou mesmo a auséncia de denitrificacéo
em rotacdes superiores a 100 rpm, néo foi verificada. Aparentemente ocorreu
denitrificacdo nas condigdes limitantes de oxigénic no meio de crescimento, uma
vez que, inequivocamente esta bactéria utilizou nitrato para o crescimento e como
substrato respiratério.

Nédo foram encontradas referéncias na literatura evidenciando um actimulo de
nitrito na proporgcéo detectada neste trai')alho, por bactérias do género Azospirillum.
Estudos de NEYRA & DOBEREINER (1979) mostraram que certas espécies de
Azospirillum podem acumular nitrito por um periodo superior a 40 horas, sob
condigcbes limitantes de oxigénio, porém em nivel nunca superiora 4 mM.

Em mutantes de Escherichia coli Nari DE MOSS & HSU (1991) demonstraram
a ocorréncia de sintese de uma proteina "antiporter” de nitrato/nitrito, NarK, a qual
acoplaria a excrecédo de nitrito com a absorcéo de nitrato, facilitando desta forma
a utilizagcéo do nitrato para a respirag@o em condicGes anaerébicas. Tal situacéo
poderia levar ao acumulo de nitrite, sem provocar danos maiores a bactéria, uma
situagcéo semelhante ao observado neste trabalho com a estirpe JA03. A adaptagéo
vantajosa para a bactéria, de sobreviver em ambientes semi-anaerébicos, na
presencga de nitrato, aliada a caracteristica adaptativa a ambientes estressantes,
através da formacéo de cistos, floculagéio e producéo de exopolissacarideos

40



(SADASIVAN & NEYRA, 1985; OKON & ITZIGSOHN, 1992), provavelmente conferem
alta capacidade de sobrevivéncia e adaptabilidade a esta bactéria. Condigdes de
hipoxia provocada por encharcamento e compactagéo do solo, aliada a respiragéo
radicular e 4 presenca de nitrato, sdo bastante frequentes em dreas de cultivo de
espécies econ6émicas.

A avaliagdo da resposta a inoculag@o das sementes de trigo com as estirpes
245,JA04 e JAO3, revelou que todas causaram aumento do peso da matéria fresca,
do comprimento e ramificagéo radicular (TABELA 4). O comprimento das raizes
aumentouem 33,3% a 47,5%, dependendo da estirpe. Estes valores séo superiores
acos encontrados por KAPULNIK et &/ (1985), que observaram aumento no
comprimento radicular do trigo de 25 a 28%, em resposta a inoculagdo das
sementes com AZzospirillum. Além do comprimento, a inoculacéo também afetou a
ramiticacéo radicular, principalmente em resposta a utilizagéo da estirpe JA03, que
apresentou 18,3% das pléntulas com cinco ou mais raizes. Aumentos semelhantes
foram observados em diterentes ecossistemas, como resposta & inoculacéo das
sementes de trigo com Azospirillum (KAPULNIK et al., 1985; KAPULNIK et al., 1987;
BASHAN et al., 1987; CHALK, 1991; CHRISTIANSEN-WENIGER & VAN VEEN, 1991).
Além do trigo, existem referéncias de que o Azospirilum também induz o
crescimento em pléntulas de soja (BASHAN et al., 1990), outros cereais (PATRIQUIN
et al., 1983) e outras espécies (SAHA et al, 1985; CROSSMAN & HILL, 1987;
BASHAN et al., 1989a; BASHAN et al.,, 1989b; ARSAC et al., 1990). Em todos os
casos, varias proposicdes foram levantadas para explicar o efeito da inoculacéo
com Azospirillum, tais como o envolvim entoc de fixagéo biolégica do nitrogénio e
de substancias (regu!adoras do crescimento (COHEN et al., 1980; KAPULNIK et al.,
1981; YAHALOM et al,, 1984; YAHALOM et al., 1990). Entretanto, até o presente
nenhuma das hipdteses se revelou completamente satisfatéria para explicar o
fenémeno. As respostas observadas no presente trabalho parecem indicar que ha
envolvimento hormonal, sem descartar a acdo de outros mecanismos. Das
substancias conhecidas como reguladoras do crescimento, a auxina,
provavelmente, estd envolvida,umavezque o incremento no nimero de raizes bem
como o aumento do comprimento, sdo fenémenos tipicamente regulados por este
horménio. As evidéncias experimentais convergem para a concluséo que, em meio
de cultura, o Azospirillum sintetiza IAA e outras substédncias com atividade
hormonal, embora até o momento, ndo se possa afirmar se esta habilidade é ou
néo inteiramente responsével pelos efeitos positivos quando da associagéo
bactéria/trigo.



Um dos efeitos atribuidos as bactérias do género Azospirillum, e amplamente
aceito, é o aumento na absorgéo de nutrientes, estimulado pela presenga da
bactéria associada ao sistema radicular (LIN et al., 1983; KAPULNIK et al., 1985;
PACOVSKY et al., 1985; FERREIRA et al., 1987; SARIG et al, 1988; PACOVSKY,
1990). O que n&o esta esclarecido é como a colonizagéo das raizes pelas bactérias
interfere na atividade da membrana celular, induzindo o aumento da absorcéo
i6nica. A indicacéo de que a associagdo de Azospirillum com raizes de trigo influi
na atividade da membrana plasmatica, alterando a taxa de efluxo de prétons pelo
sistema radicular das plantas inoculadas, foi demonstrada por BASHAN et al.
(1989). Estes autores verificaram que raizes de pléntulas de trigo inoculadas com
A. brasilense Cd, excretaram prétons a uma taxa superior a 50% em relagéo as
raizes de plantulas néo inoculadas. Nossos resultados mostram, também, que
raizes de pléantulas de trigo inoculadas apresentam uma taxa mais elevada de
excregcdo de prétons, principalmente quando a inoculagéo fol efetuada com a
estirpe JA03 (TABELA 5 e 6). Da mesma forma que BASHAN et al. (1989), foi
pbssivel observar que a adigéo de orto-vanadato néo inibiu totalmente o efluxo de
prétons estimulado pela presengca das bactérias de Azospirillum no sistema
radicular (TABELA 6).

No contexto fisiolégico, a queda de pH da rizosfera (excrecéo de prétons) ests
associada a troca de prétons por cations, principamente K* e NH,* (PITMAN et a/.,
1975; GLASS & SIDDIQI, 1982), resultante da atividade de bombas eletrogénicas
localizadas nas membranas celulares (CHURCHILL & SZE, 1983). A forca motora
para a absorcéo ativa destes e outros ions se origina a partir do funcionamento
destas bombas, que criam um potencial "trans-membrana” (SPANSWICK, 1981). E
razoavel admitir o envolvimento de uma H*-ATPase de membrana neste processo,
em funcéo da forte inibicéo da extrus@o de H' por raizes néo inoculadas, pela agcéio
do orto-vanadato (COCUCCI et al, 1980; BASHAN & LEVANONY, 19889), que ¢
apenas parcial em raizes de plantas inoculadas (TABELA 6 e 7; BASHAN et al.,
1989). Esta alteracéo no efluxo de prétons de raizes de plantulas de trigo parece
depender de células metabolicamente ativas de A. brasilense, e néo é verificado na
presenca de outras bactérias (BASHAN, 1990). Em raizes de soja que foram
inoculadas com trés diferentes estirpes de A. bresilense, o potencial eletroquimico
das células da regido de alongamentc foimenor quando comparado a raizes néo
inoculadas, efeito este néo observado quando a inoculacéo foi efetuada com
Pseudomonas sp. (BASHAN, 1991). Este autor levanta a hip6tese de que as
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bactérias em contato com a raiz, liberariam algum tipo de sinal que seria
transportado até a membrana da célula, uma vez que a ocorréncia da bactéria se
restringe ao apoplasto. De fato, varias evidéncias sugerem que, apesar de as
bactérias do género Azospirilum serem encontradas no interior das raizes
(BALDANI et al., 1986; MURTY & LADHA, 1987) ou aderidas a rizosfera (UMALI-
GARCIA, et al., 1980; PATRIQUIN ef a/., 1983; OKON, 1985; BASHAN et al., 1986;
BASHAN & LEVANONY, 1989a; BASHAN & LEVANONY, 1989b; DEL GALLO et al.,
1989; BASHAN et al, 1991), elas ndo estéo em contato direto com as membranas.
Desta forma, para que ocorra o efeito da bactéria no processo de excrecdo de
protons e na alteragéo do potencial "trans-membrana”, a bactéria devera gerar
algum tipo de sinal que atue a nivel de membrana plasmatica. A excregéo de NH,
observada em determinados mutantes de Azospirillum brasilense Sp7 (MACHADO
etal.,1991) que ocorrem na rizosfera, poderia criar ambiente propicio para a queda
do pH da parede celular, como resultado da troca por prétons.

Neste trabalho, os resultados indicam que o IAA, em concentracées hormonais,
ativa o efluxo de prétons em raizes intactas de plantulas de trigo, incremento este
que é fortemente inibido por orto-vanadato (TABELA 7). Em raizes de plantulas
inoculadas com Azospirillum, a bactéria poderia secretar IAA no apoplasto
induzindo efluxc de prétons, como observado em coledptilos de aveia (BRUMMEL
& HALL, 1987; SANTONI et al, 1990; GONZALES-DAROS et 8/.,1993). Assim, a
observacéo de que a associacéo de Azospirillum com o sistema radicular de trigo
aumenta o efluxo de prétons (TABELA 5) de maneira semelhante aquela promovida
pelo IAA (TABELA 7), poderia explicar, pelo menos em parte, o efeito da bactéria
no crescimento do sistema radicular do trigo (TABELA 4). Isto seria possivel, uma
vez que o efluxo de prétons parece estar ligado a indugédo da expansédo celular
mediado por auxina (O’NEILL & SCOTT, 1983; FITZSIMONS, 1989; CLELAND, 1981;
CLELAND et al., 1991).

Foi observado, que além do IAA, o nitrito presente em concentragéo hormonal
(107M), provocou estimulo no efluxc de prétons em raizes intactas de pléantulas de
trigo, sendo o fenémeno parcialmente inibido por orto-vanadato, na mesma
concentragdo que provocou a quase completa paralizagdo do processo de
acidificagéo da parede celular provocada pela adigdo de IAA (TABELA 7). Esta acéo
do orto-vanadato naresposta atribuida ao nitrito, foi bastante semelhante ao efeito
que o orto-vanadato provocou no efluxc de prétons em raizes de plantulas intactas
de trigo, quando inoculadas com bactérias da estirpe JA03 (TABELA 6). Esta
estirpe, quando crescendo em meio de cultura contendo nitrato, acumula altos
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teores de nitrito em condigdes de semi-anaerobiose (TABELA 3), fen6meno que
pode ocorrer naturalmente no sistema radicular de plantas de trigo crescendo em
condicbes de campo. Como ocorre com o IAA, as bactérias presentes no sistema
radicular poderiam também secretar nitrito, como resultado da utilizagéo do nitrato
para arespirag@éo, causando efluxodeprotonse, finalmente,induzindo crescimento
radicular. Vale ressaltar que a estirpe JAO3 fol 2 que acumulou maior gquantidade
de nitrito (TABELA 3) e IAA (TABELA 1) em meio de culture, e induziu maior efluxo
de prétons (TABELA 5), além de provocar ramificacéo radicular mais intensa em
plantulas de trigo, quando comparada com as estirpes JAO4 e 245 (TABELA 4).

Para analisar o efeito do nitrito na indugéo do crescimento, foi utilizado o
modelo de resposta da auxina, sumarizado na FIGURA 1. Os experimentos com
segmentos de raizes foram realizados com adicéio exdgena de IAA e nitrito, além
do sobrenadante obtido da estirpe JAO3, crescendo com nitrato e aménia. A
semelhanca das curvas de dose-resposta obtidas para IAA, nitrito e com o
sobrenadante obtido da estirpe JA03, somente quando crescida utilizando nitrato,
(FIGURA 8 e 9), sugere que nitrito estaria exercendo influéncia hormonal no
crescimento das células da raiz. As respostas positivas na promocédo do
crescimento foram obtidas em concentracéo de nitrite na faixa de agéo hormonal,
sendo qué as concentracdes mais altas resultaram em inibicéo do pfocesso. De
fato, UMALI-GARCIA et al. (1980) ndoc observaram resposta da inoculag8o com-
Azospirillum na presenca de 5 mM de Ca(NO,),, provavelmente devido a producgéo
muito elevada de nitrito pela bactéria. ZIMMER et 2l (1988) também observaram
efeito téxico do nitrito em concentragdes elevadas, e efeito estimulatério em
concentragbes hormonais. Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que
somente uma quantidade adequada de bactérias teria a capacidade de produzir
suficiente nitrito e/ou IAA para desencadear a expanséo celular. Foi observado,
também, que a adicdo simultanea de nitrito e auxina néo provocou efeito
antagbénico na promocéo do crescimento.

A observacd@o de que a producéio e excregéo de IAA por Azospirillum requer -
triptofano e oxigénio (ZIMMER et al., 1988; FRITZCHE et al,, 1991), contrasta com
as condicbes que favorecem a producéo de nitrito pelas bactérias, a partir de
nitrato.

O aumento da acidificagdo do apoplasto induzido por IAA (TABELA 7), € um
fenémeno amplamente registrado na literatura (BRUMMER et al., 1985; KUTSHERA
& SCHOPFER, 1985; CLELAND, 1986; BRUMMEL & HALL, 1987; GRIGNON &
SENTENAC, 1991), tendo os autores demonstrado que o efluxo de prétons, e a
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consequente hiperpolarizagdodamembrana,envolve a atividade de uma H*-ATPase
e um incremento da absorgéo de K*. Tanto a hiperpolarizagdo da membrana, como
a absorgéo de ions K’, induzidos por IAA, séo afetados por inibidores de ATPase
de membrana plasmaética, como eritrosina B e procaina (BATES & GOLDSMITH,
1983; BRUMMER et al., 1885). A evidéncia de que a procaina anula totalmente o
efeito estimulatério do IAA no crescimento dos segmentos de raiz (TABELA 8),
pode ser interpretada como resultado da agéo da droga na despolarizagéo da
membrana. Este efeito de despolarizagéo causaria diminuigéo da absorgéo de ions,
principalmente K’, resultando na alteragcdo do potencial osmético da célula e,
consequentemente, da entrada de dgua, paralizando o crescimento. BRUMMER et
al. (1985) sugeriram que o efeito da procaina em raizes de milho estaria associado
a inibigdo do bombeamento de prétons do citoplasma, devida ao aumento do pH
citossoélico causado pela procaina, que é uma base fraca, e anulando o efeito de
acidificagéo citoplasmatica provocada pela auxina. Como decorréncia, a atividade
da H'-ATPase da plasmalema néo seria estimulada, impedindo a acidificacéo da
parede celular, condic@o necesséria para o relaxamento da ~parede e a promogéo
do crescimento do tecido (MASUDA, 1978; CLELAND,1983; FRY, 1989). A analise
dos resultados obtidos neste trabalho permite a interpretacdo do efeito do orto-
vanadato no efluxo de prétons provocado pelo IAA (TABELA 7), decorrente da
inibicdo da atividade da H'-ATPase (COCUCCI et al., 1980). Recentemente
MCQUEEN-MASON et al. (1992) sugeriram que auxina induz a sintese de protleinas
de parede celular com atividade hidrolitica, que atuariam no relaxamento da parede,
mediando a resposta do crescimento devido a auxina.

Além do efeito despolarizante de membrana, a procaina atua na distribuicéo de
Ca,”, nos compartimentos celulares, seja de forma antagénica ou agonistica,
interferindo na respostado IAA (LOW etal, 1979; WOLNIAK et 2l.,1980; TAKISHIMA
et al., 1980; BRUMMEL & HALL, 1987; GONZALES-DAROS et al., 1993). O efeito da
procaina e da trifluoperazina (TFP) sobre o crescimento mediado por IAA (TABELA
8) pode ser interpretado pela alteragdo na homeostase do célcio citoplasmatico,
possivelmente relacionado 4 atividade da célcio-calmodulina (ELLIOT et al., 1983;
RAGHOTHAMA et al., 1985; OLBE & SOMMARIN, 1991; GONZALES-DAROS et al.,
1993). O efeito da procaina na despolarizacdo da membrana, e na alteragdo da
concentracdo de Ca” livre no citoplasma, sugere a2 ocorrénciade uma inibicdo mais
acentuada da resposta do IAA por procaina do que por TFP, que atua como um
antagonista da Ca-calmodulina, mas n#&o afeta a despolarizagdo da membrana.
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Assim, TFP estaria agindo na chamada segunda fase de resposta da auxina, com
a inibicéo parcial do efeito estimulante do IAA, enquanto que a procaina afetaria
fortemente as duas fases de resposta da auxina, como observado na TABELA 8.
Os efeitos do TFP e procaina associados as respostas da auxina, também podem
ser interpretados em funcéo do conhecido papel do cdlclo como segundo
m ensageiro na regulacéo do crescimento celular (HEPLER & WAYNE, 1985; BACHS
et al., 1992), provavelmente envoivendo o metabolismo dos fosfoinositideos
(MORSE etal, 1989; JOHANNES etal, 1991; BOITANO etal.,,1992; DROBAK, 1992).

As respostas da auxina na promogéo do crescimento por alongamento, séo
consideradas dependentes da ligagdo do horménio com proteinas especificas,
"auxin-binding proteins”, que desencadeariam os eventos descritos como
transducéo de sinal a nivel de membrana plasmatica e nuclear (LOBLER &
KLAMBT, 1985; ANDRE et al, 1991; VENIS & NAPIER, 1991; JONES &
PRASAD,1992; DARGINAVICIENE et al., 1992). Assim, bloqueadores especificos de
grupamentos SH de proteinas, como p-HMB, laa, diamida e NEM, poderiam estar
envolvidos na agiéo da auxina sobre o crescimento, interferindo no processo de
m ediag@o desempenhado pelas proteinas receptoras. Com excesséo do p-HMB,
todos os outros bloqueadores SH influenciaram parcialmente o efeito do IAA
(TABELA 9),indicando que proteinas com grupamentos SH livres séo imbortantes
para a manifestacéo da resposta do IAA. Considerando os diferentes modos de
acdo dos varios reagentes SH empregados, pode-se inferir que as proteinas
responsaveis pela recepcéo e/ou desencadeamento da acéc da auxina,
provavelmente possuem grupamentos SH, tanto nos sitios hidrofébicos quanto
hidrofilicos das proteinas em questdo (TAKISHIMA et al, 1980; PAVO &
FAHRENHOLZ, 1990; IWAARDEN et al, 1992). Alternativamente, os efeitos
produzidos pela adicéo dos reagentes laa, diamida e NEM, estariam indicando que
somente a segundafasede respostado IAA envolveria proteinas com grupamentos
SH reduzidos, localizados nas membranas, e que a inibicdo total provocada pelo
p-HMB seria resultante do seu efeito nas duas fases do crescimento por
alongamento.
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Figura 10 - Visualizacéio esqueméatica do mecanismo de agéo do nitrito no
crescimento de raizes de trigo inoculadas com bactérias do género Azospirillum.
Estéo indicados (tragos em negrito) os processos estudados no presente trabalho,
complementados por observagbes de outros autores, referentes a promocéoc de
crescimento mediado por auxinas. Legenda: PLC - fosfolipase C; NEM - N-
etilmaleimida; laa - iodoacetamida, O-VAN - orto-vanadato; pHMB - p-
hidroximercuribenzoato; TFP - trifluorperazina; IP,,IP,,IP - fosfoinositideos; CaM -
célcio-calmodulina; A p - gradiente "de potencial trans-membrana; "G"
proteina transdutora de sinal; CO-TRANNSP - co-transporte na membrana.
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A comparacéo e a interpretagdoc dos resultados obtidos pela aplicagéo
exégena de nitrito e IAA permitiu a elaboragéio do modelo mostrado na
FIGURA 10, onde estdo descritas algumas etapas do mecanismo de acdo do
nitrito associado ao crescimento de plantulas de trigo. Segundo esta
interpretacéo é possivel que nitrito, presente em concentragdes
semelhantes a concentragcdes efetivas do IAA, expresse uma agéo do tipo
hormonal sobre o crescimento, compardvel ao efeito do IAA, porém,
apresentando algumas caracteristicas particulares de agédo. A observacéo
de que nitrito atuaria como substdncia hormonal, e a demonstracéo do seu
envolvimento nas respostas de estimulagcdo do crescimento atribuido a
inoculagéo de sementes de trigo com Azospirillum, foram descritas por ZIMMER
et al. (1988) e BOTHE et al. (1992). Estes autores mostraram que o nitrito induz
crescimento e ramificagdo radicular de plantas de trigo inoculadas com
Azospirillum. Os dados deste trabalho confirmam aqueles resultados mas nao
descartam os eventuais efeitos do IAA ou outras substancias com atividade
hormonal produzidas pelas bactérias, sobre o crescimento das raizes nas plantas
inoculadas com Azospirillum.

Como relatado anteriormente, a procaina afetou somente de forma parcial a
resposta do nitrito, indicando que, ac contrario do IAA, a manutengéo de um
gradiente eletroquimico na membrana parece néo ser téo importante para a
resposta do nitrito. A influéncia do TFP, e também do litio, nos segmentos tratados
com nitrito, poderia estar ocorrendo via um mecanismo envelvendo os
fosfoinositideos, IP, e IP,, alterando o teor do calcic nos compartimentos celulares
(MARTINOIA et al., 1993)( TABELA 8). ’

A partir dos resultados obtidos sugere-se que a resposta do nitritoc no
crescimento radicular estaria associada a presenca de receptores especificos na
membrana que, & semelhanga do IAA, seriam denominados "nitrite-binding
proteins”. A utilizag&o de agentes bloqueadores de grupamentos SH de proteinas
indicam a presenca destes possiveis receptores, cujas atividades dependeriam da
manutencédo de grupos SH reduzidos. A forte inibicdo provocada pelo tratamento
com p-HMB e laa, que sdo menos permedveis a membrana do que NEM e diamida,
indicam que o provavel receptor do nitrito possue grupamentos SH funcionals na
face externa da membrana, em contato com a parede celular. Também o efeito
inibitério de NEM e diamida (TABELA 9), que séoc permesveis 2 mem brana, sugere
que os receptores possuem grupamentos SH também na face citoplasmatica da
membrana. E possivel que este(s) receptor(es) apresentem caracteristicas de
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proteinas integrais da membrana, uma vez que p-HMB reage mais eficientemente
com grupamentos SH localizados no interior da molécula de proteina, além de atuar
especificamente como inibidor do transporte de nitrito na plasmalema (ASLAM et
al., 1992).

O possivel envolvimento de proteinas receptoras de nitrito, a associagéo com
processos dependentes da homeostase de Ca*, e » dependéncia da atividade da
Ca-calmodulina, sugerem que o efeito do nitrito na promocéo da expanséo celular
ocorre via sintese de material de parede celular. O processo de sustentagéo do
crescimento ocorreria através de mecanismo semelhante ao proposto para o efeito
da auxina, na segunda fase de resposta. Os dados apresentados mostram que o
nitrito também afeta a primeira fase de resposta, ou seja, o crescimento acido
proposto para a acéo da auxina. Diferentemente do efeito do IAA, o efluxo de
prétons estimulado pelo nitrito é menos sensivel ao orto-vanadato, indicando que
a acidificacdo do meio dependeria apenas em parte da atividade da H*-ATPase da
plasmalema, mas fortemente associado ao mecanismo "antiporter” H'/K*,conforme
proposto por FELLE (1988) e RAYLE & CLELANb (1992). O sistema "antiporter”
depende da hiperpolarizacdo da membrana, como resultado da atividade, por
exemplo,deuma NADH-desidrogenase trans-membrana (FEDERICO & GIARTOSIO,
1983). A aquisigéo de K' e o transporte de outras substadncias osmoticamente
ativas, poderiam criar as condicdes apropriadas de potencial osmético para
promover o alongamento celular.

De acordo com LEE (1979), é pouco provavel a ocorréncia de toxicidade de
nitrito nas raizes de cereais, mesmo em solos tem porariamente alagados, a néo ser
sob circunstédncias anormais. Varios autores demonstraram a existéncia de um
mecanismo de absorgéo ativa de nitrito, que é rapidamente reduzido pela redutase
de nitrito no sistema radicular (TOMPKINS et2/.,1878; BRETELER & LUCZAK, 1982;
GOYAL & HUFFAKER, 1986; AGUERA et al., 1980; ASLAM et al., 1992; SIDDIQI et
al., 1992), A fumigagéo de plantas de cevada com uma mistura de NO, e NO em
concentracédo adequada, estimulou a produtividede (MURRAY et al, 1992),
demonstrando gque o nitrito pode conferir efeitos benéficos para a planta. No solo,
o nitrito pode interagir com vérios com postos orgénicos (AZHAR et al,, 1986), e a
sua concentracé@o dependerd do contelido de agus deste solo, que influencia a
atividade dos microorganismos nitrificantes e denitrificantes. Em solo com 18% de
umidade a quantidade de nitrito no rizoplano de raizes de cevada pode variar de 50
a 100 mmolde N-NO,/g de raiz, na camada superficial (até 10 cm de profundidade)
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(BINNERUP & SORENSEN, 1992). Esta regido do solo, préxima a raiz, sofre
influéncia de diversos tipos de microorganismos, tanto nitrificantes quanto
denitrificantes, e de microorganismos outros que podem produzir substancias
hormonais diversas (ARSHAD & FRANKENBERGER, 1991). Segundo ZIMMER et al.
(1988) e BOTHE et al. (1992), bactérias do género Azospirillum séo capazes de
produzir nitrito em concentragcdes hormonais pela respiracéo. Estes resultados
mostram que as estirpes de Azospirillurm que predominam no sistema radicular de
gramineas ndo produzem N,O ou N, a partir de nitrito (BALDANI & DOBEREINER,
1980).

A presenca de nitrato em solos agricultdveis possibilita a produgéo de nitrito
por bactérias do género Azospirillum, pela acédo da redutase de nitrato
dissimilatoria, nitritc este que, mesmo em baixas concentracdes (107M) pode
apresentar atividade hormonal, induzindo o crescimento das raizes, influenciando
particularmente a zona de alongamento. As evidéncias encontradas neste trabalho,
fornecem informacgdes para o conhecimento dos efeitos da inoculagéo com
Azospirillum em plantas de trigo, as quais incluem importantes efeitos da bactéria
na ativacdo de varios sistemas metabélicos, que resultam no crescimento da
planta.
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APENDICE

Meios de crescimento para as bactérias
1 - Meio NFb (DOBEREINER, 1980).

5 g d4cido malico; 5 ml de K,HPO, solugéio 10%; 2 ml de MgS0,.7H,0
solugéo 10%; 1 ml de NaCl solugéio 10%; 2 ml de CaCl,.2H,0 solugéio 1%; 2 ml de
solugéo de micronutrientes para meio de cultura; 4 mi de FeEDTA solugéo 1,64%;
4.5 g de KOH; 1 ml de vitamina para meio de cultura. Completar o volume para 1000
ml com agua deionizada e corrigir o pH para 6.8 - 7.0 com KOH.

2 - Solugéo de micronutrientes para melo de cultura

0.2 g de Na,M00,.2H,0; 0.235 g de MnSO,.H,0; 0.28 g de H,BO,; 0.008 g
de CuS0,5H,0; 0,024 g de ZnSO,.7H,O. Dissolver em sequéncia e completar o
volume para 200 mi com agua deionizada. Conservar refrigerado a 4°C.

3 - Solucéo de vitamina para meio de cultura

10 mg de biotina; 20 mg de piridoxina. Dissolver em banho- maria e

completar o volume para 100 ml com agua deionizada.

4 - Solugdo de FEEDTA 1.64%

16 g Na,EDTA (tritriplex {ll); 11.95 g de FeSO,.7H,0. Dissolver
separadamente e completar o volume para 1000 ml com agua deionizada



5 - Meio NFb semi-sélido

Ao meio NFb, acrescentar 1.6 g/l de agar, e 2 ml de azul de bromotimol
0.5% em 0.2 N de KOH.

6 - Meio NFb sélido

Ao meio NFb, acrescentar 15 g/l de agar, 1 g NH,Cl e 20 mg de extrato de

levedura.

7 - Meio NFb + NH," e/ou NO,’

Ao meio NFb acrescentar 1 g/l de NH,Cl e/ou 2 g/l de KNO,,.

8 - "Meio batata” sélido.

200 g de batata; 2.5 g de dcido malico; 2 gotas de azul de bromotimol
solugéio 0.5% em 0.2 N de KOH; 2.5 g de acglicar cristal; 2 ml de solugéo de
micronutrientes para meio de cultura; 15 g de agar.

Procedimento: Pesar 200 g de batata, lavar bem, cortar, colocar para ferver duranfe
30 minutos em 500 m! de dgua deionizada e filtrar com algodio. Separadamente,
dissolver o dcido mélico em 50 ml de agua deionizada com 2 gotas de azul de
bromotimol solugéo alcoélica a 0.5%, ajustar o pH para 6.5 - 6.8 com KOH e
acrescentar o acgucar cristal e a solugéio de micronutrientes. Adioclonar ao filtrado
os 50 ml da solugéo acima e a vitamina, e completar o volume para 1000 ml com-

dgua deionizada.



