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1- INTRODUGE

Na maior parte das areas agricolas, a produtividade estd limita-
da pela disponibilidade de nutrientes para a planta, destacando—se o
nitrogénio. 0 aumento da produgfo de culturas como trigo, milho, ceva=-
da e outras, depende da adigio ao solo de grandes guantidades de fer-
tilizantes, em especial dos nitrogenados. Para atender a demanda cada
vez maior de produgfo de or3os, & aplicagfo dos fertilizantes a base
de nitrogénio aumentou exponencialmente nos ultimos anos (MERRICK &
DIXON, 1984). Com a elevacio dos preg¢os dos fertilizantes devido &
crise de energiza, houve um aumento consideravel do custo da producdo
agricola. Assim, em paises como o Brasil, o uso de fertilizantes gui-
micos, sobretudo dos nitrogenados, tornou-se proibitivoe. Consequente-
mente, os indices de produtividade sBo mais baixos do gue os  alcanga-
dos por palses desenvolvidos que chegam a aplicar até iS50 kg de nitro-

génio por hectare (OKON, 19850).

Uma alternativa para a diminuigio dos sastos com o uso dos fer-—
tilizantes nitrogenados € a exploracso da fixagio bioldgica de nitro-
génio (FBN). & FBN & encontrada em um nimero limitado de organismos
procar iotos, dentre os quais poucos sao utilizados na agricultura. Po-
demos citar, dentre estes, as bactérias do gé€nero Rhizobium gue wviven
em simbiose com raizes de leguminosas, € =as cianobactérias gue sio
usadas diretamente como adubacio verde, ou em simbiose, em culturas de

arroz (MERRICK & DIXON, 1i984).



A osinbiose Ehlamulum¥laguminoaas parece ser a mais perfeita.
Hosse sistema observa-se a presenca de nadulos, com estruturas espe-
cializadas, que sho o sitio da fixaglo bioldgica do nitrogenio atwmos-
férico (N2Y. As bacterias sao envolvidas por uma membrana dentro da
gual ha leghemoglobina que € responsivel pelo rapido transporte de
oigénio para fora do sitio de fixugiHo do N2, mantendo, assin, oma

baiva concentracio de oxigénio em solugioc. Este € um fator bastante

o

importante, uma vezr que o complexo enzimat ico da nitrogenase, respon-
savel pela Vtiwagio do nitrogénio, € muito sensivel & presenca de altas
concentragites de oxigénio, podendo ser inativado (DOBEREINER, 1977

YATES, 198@).

fis bacterias do género Azospirillup ause apresentam associagho
com plantas da familia Gramineae (DOBEREINER et al., 1974 MAGALHAES
et al., 1979) tém sido consideradas como um grupo de organismos bas-~
tante promissor para u4so na agricultura, em fungao da sua capacidade
de colonizar efetivamamente as ralzes € execer efeitos benéficos nas
plantas (OKON, i98%). Entretanto, essa associagho ditere em alguns as-—
pectos da simbiose de BRhizobium com as raizes de leguminosas. Essas
diferencas tornam a fixaglo bioldgica de nitrogénio nessas plantas
mais variavel e dependente te fatores ambientais € climaticos, difi-
cultando a avaliagao da contribuigio real desses sistemas & limitando

sua evploragio na agricultura (BALDANI, 1980).

& identiticacBo dos fatores envolvidos na assocciagio planta-
bacteria, sob condi¢des de campo € em laboratdrio, é essencial para o

estabelecimento de praticas agronomicas que favoregam 3 associagio com

Pa



granminens .,

a- NDBJETIVOS

Considerando os aspectos acima abordados e tendo como base o pa-

pel de relevancia ocupado pela cultura do milho &m nosso Pais, o pre-

seente
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trabalho tem como objetivos:

0 isolamento de bactdrias do género Gzospirililum de raizes de
teosinte € milho cultivados sob condiges de Ccampc.
& Identificaglo e caracterizagfo das culturas de Azgspirillum

com base em suas caracteristicas bioguinicas e fisicldgicas.

f utilizacldo das estirpes de Argspirillup caracterizadas, para a
determinagfo de uma metodologia que permita a discriminaglo de
gendt ipos de milho quanto a associagio com as bactérias fixado-

ras de nitrogénio.



3~ REVISAD BIBLYOGRAFICA

3ui- Taxonomia de Azospirillum.

Inicialmente descrita por BEIJERINCK (1929) como Spirillum lipo-
feruw, constatoun-se num estudo mais detalhado com 61 linhagens dessa
espeécie que, na realidade, existiam duas espécies pertencentes a  um
novo género. Quando crescidas em meio com peptona-succinato, essas 1i-
nhagens apresentavam morfologia semelhante: cédlulas vibrdides com dia-
metro de 1,0 um-. Em meio ligquido apresentavam um idnico flagelo polar,
mas quando crescidas em agar, a3 38°C , também observava-se a Presenga
de flagelos laterais. Experimentos de homologia do DHA  indicaram a
existéncia de dois grupos homdlogos distintos, porém relacionados: 46
estirpes estavam no Grupo T e 13 pertenciam 2o Grupo II. As estirpes
do Grupo Il eram capazes de crescer €m meio sem ANitrogénic mineral,
cuja fonte de carbono disponivel era a glucose. Regueriam biotina,
produziam umna reaclo acida em meio com peptona € glucose, e formavam
células mais largas € longas, em forma de 8§ ou hélice, em meio semi-
silido sem nitrogénio com malato. Os grupos I e II foram descritos com
base em suas caracteristicas, como duas espécies pertencentes ao géne-
ro Azospirillum. As estirpes pertencentes ao Grupo II  foram chamadas
de pzoseirillium lipoferum € aquelas do Grupo I foram denominadas Azos—

pirillum brasilense (TARRAND et al., 1978).



Recentemente um nova espécie de gzospivillun foi descrita, tendo
sido isolada de vdrias gramineas, de uma palwdcea (Bactris gasipass) ,
e de outras plantas, na Amazdnia € ne Estado do Rio de Janeiro (MAGA-
LHAES, 4983, SOUTOD, 1982). A nova espécie , conhecida como QAzospiril-
lunm amazoognse assemelha-se a &.lipoferum € a A.brasilense pela  forma
(bastonete curved), movimento ondulatdrio tipico € furmacio de pelicula

em meio semi-sdlido sem suplementaglo de nitrogénion. As principais di-

ferengas entre esta espécie & as outras duas s3o: intolerfncia a0 meio
alcalino — o crescimento dependente de N2 € inibido em pH 7.0; o di&-
metro menor - @,8; uma menor tolerfncia 2o oxigénio molecular; utiliza

sacarose que permite seu crescimento dependente de N2 em pH 6,9 com
muito pouca variacdo, superando o problema de alcalinizaclo que é ob-
servado com o uso de malato (MAGALHAES et al. , 1983; MAGALHAES & DO-

BEREINER, 1984)>.

3.2~ Colonizac3o das raizes por AzZospirillum-

Zospirillum ¢ uma bacteria que ocorre livremente na maiaria dos
solos tropicais, principalmente nos solos sob cultura de gramineas
(DOBEREINER et al., 1976 LAKSHMI-KUMARI et al., 197&) mas ocorre tam-
bem em s0los de regities temperadas (REYNDERS & VLASSAK, 197&4; SLOGER &

OWENS, 1974: DE KONINCK et al., 1987).

Através de observactes em microscdpio dtico, de tecidos de en-
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dorrizosfera de milho e de gramineas forrageiras, foi constatada =a
presenga de A. lipoferum € A. bhrasilense nos espagos intercelulares de
cortex & endoderme, nas células de Hflema e inter e intracelnlarmente
na meédula (PATRIQUIN & DOBEREINER, 1978). Em milho crescido sob condi-
¢oes de campo, Toi observada infec¢Ho abundante ne c¢ilindro central
das ralizes, estendendo-se aos vasos do Hilena e regides nodais do col-
mo suger indo aque a infecegdo da raiz estende-se para o colmo (MAGALHAES

et al., 1979).

Estudos com trigo, arroz & gramineas forrageiras mostraram re-—
sultados semelhantes com a presenga de Azoseirillum nos espagos inter
e intra-celulares (DOBEREINER & DAY, 1976: SUBBA RAQO, 1977 OKON & KA-

PULNIK, 1i984; BALDANI et al. 1i984).

Resultados de ensaios feitos com progénies do cruzamento entre
Zea mads (milho) e Zea mexicana (teosinte), mostraram =a presenga de
organismos fixadores de nitrogénio na semente € em diferentes partes
da planta (RUSCHEL et al., 197%9). & presen¢a de bactérias Fixadoras de
N2 foi tambem detectada em nds do colmo de Zea diploperennis (teosin-
te), indicando a potencialidade da planta para a associagsio (ZABO-

ROWSKY et al., 198@).

BALDANI & DOBEREINER (197%9) mostraram a existéncia de uma certa
especificidade hospedeira na infecglo de ralzes de gramineas por §.
lipoferuw e A. brasilense. Em todos os experimentos, A. lieoferum era
mais frequentemente isolado de raizes de milho esterilizadas superfi-

cialmente, enquanto que A. brasilepnse foi mais encontrado em ratzes de



trigo e arros.

Experimentos de inoculaglo de milho com estirpes de 8. brasilen-—
s € fAi. lipoferun resistentes & estreptomicina, demonstraram que @,
liroferum era » espécie predominantemente encontrada nas raizes de mi-~
tho & que A. breasilense nao apresentava um bom estabelecimento nas
raizes desta planta. Esse resultado foi observado mesmo guando as es-
tirpes de A. brasilense apresentavam resisténcia & estreptomocina  in-
dicando, portanto que a especificidade de infec¢lo ndo estava ligada a

resisténcia ac antibidtico (DOBEREINER & BALDANI, 1979).

Da mesma forma, o isolamento de fzospirillum a partir de raizes
de gramineas de clima temperado, com via fotossintética €3 (trigo,a-
veia, centeio e cevada) levou A obtencio, predominantemente, de bacté-
rias da espécie . hrasilense, enquanto que A. lippferum foi  isolada,
preferencialmente, de gramineas tropicais com via fotossintética C4. A
inica excesdo foi a cana-de-agidcar que apresentou comportamento igual
a0 dos cereais temperados. Por outro 1lado., a tiririca (Cyperaceae)

comportoun—-se Ccomt as graminceas com via C4 (BALDANI et al., 198i).

Gzosplivillum amazonense também tem sido encontrada infectando a
endorrizosfera de gramineas € ciperaceas Jjuntamente com /. lipoferum e
8. brasilense. Contzgens comparativas mostraram que §. apazonense
ocorre em numeros mais altos do que as espécies conhecidas de Azgspi-
rillum e Beiderinckia, em raizes de pupunha (Bactris aasipaes) e de

Brachiaria bumidicala (MAGALHAES & DOBEREINER, 1984).
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3.3~ Aspectos Fisioldgicos da Interacfo Planta-bactédria.

Experimentos de inoculaglo com Azoseirillum sob diferentes con-
digfhes ambientais, tém demonstrado um aumento no peso seco, produgio
de grios & de massa verde, € no contelddo de N da planta (HEBAZI et
2l.,1783; KAPULNIK et al., 1983 BALDANI et al., 1983; BODDEY et al;,
1986). Também tém sido observados efeitos benéficos na taxa de absor-
¢do de fisforo pelas plantas inoculadas com essa bactéria, além de
efeito sinergistico com micorrizas (SUBBA RAD et al., 1985; ISHAC et

al., 198é6).

Dados recentes demonstram gue a  inoculaglo de leguminosas de
clima ¥frio, como Bigsum sativum L., Yicia sasativa L., e outras, com
gzoseitrillum , aumentou significativamente a produgso de grios, mat &~
ria seca, nitrogénio total e atividade de redugfo de acetileno (C2H2)Y.
Foi também verificada uma nodulacio mais eficiente quando Azgspirillum
¢ Bhizobidn eram aplicadas conjuntamente, em comparagaoc com os contro-
ies inoculados apenas com Rhizobium (SARIG et al., 1i984). Esses efei-
tos estinulantes causados por Azgoseirillun parecem estar relacionados
com a producio pela bactéria de substincias reguladoras do crescimento

(TIEN et al., 1979; UMALI-GARCIA et al., 198@: OKON, 1985).

A produgfio de subst8ncias reguladoras do crescimento vegetal por

Azospirillium, sobretudo & producio do acido indoi-acético (AIA)Y e seu



efeito no desenvolvimento do sistema radicular e crescimento das plan-
tas inoculadas, tém sido reportados em varios trabalhos. dcido  indol-
acético, dcido indol-lactico, giberelina e substidncias semelhantes a
citocininas foram encontradas em sobrenadantes de culturas liguidas de
d. brasilense (REYNDERS & VLASE5AK, 1979 TIEN et al., 1979: DE FRAN-
CESCO et al., i9B5; HOREMANS & VLASSAK, 1%85; HOREMANS et al., 19864).
A analise de sobrenadantes de culturas de A. lipoferup também levou &
detec¢Ro da produc8o de auxina (ALA) por essa especie (HARTHANN et

al., 19840,

Mudangas na morfologia e crescimento de raizes de Pennisetun
purpureum, Beta vulaaris e trigo, devidas ao efeito de substincias de
cresc imento produzidas por AzZgspirillum foram reportadas em experimen-—
tos de inoculaglo sob condigdes controladas. 0O aumento e ramificagdo
de p€los radiculares, aumento do nuimnero de raizes laterais, € elonga-
¢80 da raiz (para Bgkta vulaaris) foram alguns dos efeitos observados

(TIEN et al., i?79; JAIN & PATRIQUIN, i985; KOLB & MARTIN, i1985).

Un outro ponto a ser elucidado na associaclo planta-bactéria € o
mecanismo de agHo de substincias que sirvam como atrativos para o ©g-

tabelecimento da interagio.

Em estudos de quimiotaxia utilizando Azgspirillum bragilense ob-
servou-se una resposta positiva a aminodcidos, agldcares € acidos orga-
nicos. A bactéria regpondeu guimiotaxicamente a malato de sddio, suc-
cinato de sadio, arabinose, galactose, glutamato de sddio & aspartato

de sddio, na concentraglo de 1 mM, en placas de petri contendo agar—-d-



gua. Também foi observado um efeita atrativo causado por glicina, dci-
do glutfmico, arabinose, galactose, succinato e malato, na concentra-
t3c de 1@ mM. Porém, piruvato ¢ lactato, que =80 considerados como
fontes de carbono para A . brasilense, nfo funcionaram como boas subs-
tdncias atrativas. Além disso, nRo foi observado efeito atrativo para
i mM de glucose ou Ffrutovse. BSacarose, arabinose, frutose, glucose e
outros aglcares mostraram efeito quimiotdxico também para 4. lipoferun
Os aminodacidos, glutamina, serina e asparagina foram igualmente efi-
cientes, sendo a glutamina de efeito mais acentuado que os outros dois

(BARAK et al., 1983; HEINRICH & HESS, 1984).

Exsudatos de raizes de Fennisetum ampericanum mostraram um efeito

est imulante no crescimento de Azgselirillum brasilense. Apndlises deg-

ses exudatos por cromatografia de camada delgada (TLC? revelaram =a
presengs de varios acidos orgfnicos como o walico, succinico e citri-

co, bem como de aminodcidos e agilcares (RAD & VENKATESWARLYU, 198%).

3.4- Aspectos Genéticos Envolvidos na Fixag3o0 Bioldgica de Nitrogénio

en Dramineas.

0 sucesso na obtencdo de linhagens selecionadas de plantas que
tenham uma melhor habilidade para a associagio com bactérias fixadoras
de nitrogénio & o beneficio que isso trard, depende da acuracidade das
medidas tomadas. Sem uma técnica que distinga a taxa de Fixaclo de N2
de outros processos, a sele¢lio de variedades de plantas melhoradas pa-

ra esse fim € dificultada. Nenhum método confiavel, para medir a taxa

ie



de finngio de nitrogénio em gramineas, visando a selegfo de gendtipos

mais adeqguados foi ainda aplicada (BERKUM & BOHLOOL, 1i986).

Estudos realizados com Baspalun agbtatum mostraram que a bactéria
firadora de N2, azotobacter paspali, associa-se especificamente com 9
(cinco) ecdtipos tetrapldides. Dentre os 33 (trinta e trés) ecdtipos
de Po pobatum anal isados, somente esses cinco estimularam o crescimen—
to da bactéria em sua rizosfera (DDBEREINER, 19466; DOBEREINER, 1970).
Esses resultados s30 significativos pois suas conclusBes foram basea-
das na habilidade das plantas em promover o crescimento especifico de

dzotobacter epaspali (BERKUM & BOHLOOL, i989).

Através da medida da atividade da nitrogenase pelo método da re-
dug¢ao de acetileno, foi demonstrade gue progénies Si de milho origina-
das da variedade VR-1, apresentaram taxas de atividade da nitrogenase
mais altas do que a variedade original. Dentre as 276 progénies Si
plantadas no campo, 17 (dezessete) foram selecionadas para avaliagho
apos pré-selegfo. Foi observada variabilidade dentro das linhagens,
mas também foram encontradas diferencas significativas entre as linha-—
gens. Ag melhores linhagens demonstraram meédias de atividade da nitro-
genase de 2026, 2315 e 7124 nmoles de C2HA/9 de rafzes secas’/h, en=-

guanto a cultivar original reduziu apenas 313 nmoles (BULOW & DOBEREI-

NER, 19730).

Plantas de Pepnisetbup americanup (L.) K. Shum. , inoculadas no
campo com AzZgseirillum brasilenss (Sp 1i3t) também apresentaram respos-—

tas diferentes de acordo com seu genotipo. Inicialmente, & (seis) hi-

if



bridos e 15 (gquinze) linhagens foram avaliadas quanto & resposta &
inocula¢fio, medindo-se o peso seco, %N, N total & atividade de redugSo
de acetileno. O hibrido Gahi 3 apresentou 31,7% de ganho no peso seco
e 37,44 de ganho de N total em relagfo ao seuw controle. Nenhuma das
linhagens respondeu & inoculagf8o. As tamas de redusgio de acetileno fo-
ram baixas para todos os gendtipos, n3o sendo suficientes para ewxpli-
car o aunento da producglo & confirmar o efeito da inoculagio. 0s gend-
Liros que torzm testados no segundo ano confirmaram =a repetibilidade
dos resultados, tanto positivos como negativos, mas nSo em termos de

significancia estatistica (BOUTON et al., 1979).

Experimentos de campo foram ainda realizados objetivando verifi-
car o efeito do gendtipo do milho na interagBo entre a atividade da
nitrogenase (N2-ase) nas raizes € da nitrato-redutase (NR) nas folhms.
A cultivar Piran8o apresentou maior atividade da N2-ase do que a UR-1.
Linhagens da UR-1 em 52, selecionadas para alta e baixa fixagHo de N2
apresentaram diferencas significativas entre si. Foi observada uma
correlacio negativa e altamente significativa entre a atividade da N2-
ase e da NR nos experimentos. A propor¢io do aumento da atividade da
N2-ase € queda da NR variou com a idade da planta € com o nivel de ni-
trato no solo. Portanto, € de interesse o desenvolvinento de trabalhos
de melhoramento de miltho que avaliem simuitaneamente a atividade des-
sas duas enzimas para a obtenc®o de gendtipos que permitam a3 comple-
mentagio da fixac®o de N2 com a  adubag®o nitrogenada ou vice-versa

(BALDANI et al., 19279).

ELA et al. (1982) reportaram a possibilidade de aumentar a fixa=-
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¢ao bioldgica de nitrogénio, em raizes de milho, através da pré-—-ava-
liagBo & seleglo. Foram utilizados hibridos e linhagens de milho para
inoculagio com Gzotobacter vionelandii. Foram avaliadas 1450 plantas de
milho de 4180 diferentes lotes de sementes, quanto A capacidade dé re-
duzir acetileno. A maioria das plantas nao mostrou niveis detectaveis
de etileno (C2HA4), entretanto algumas apresentaram taxas superiores a
8 nmoles/h. Essas plantas pertenciam & um grupo restrito de lotes de
sementes. Hibridos ou linhagens com alta producfo, provenientes da
regifo centro-oeste dos E.U.A., apresentaram—se inativos gquanteo A re-
ducio de C2H2. Por outro lado, as plantas que apresentaram atividade
de redugio de C2H2 tinham, invariavelmente, pelo menos am dos pais
provenientes da América do Sul ou Central. Através da selegio das
plantas que apresentaram reducio de acetileno, auto-fecundaclo das
mesmas oun cruzamento com plantas inativas para essa caracteristica,
toi possivel aumentar a frequéncia de plantas ativas, bem como os ni-

veis de reduglo de acetileno nas raizes.

Da mesma forma que o genctipo da planta em estudo tem mostrado
um papel importante na interagfo planta-bactéria, experimentos t&8m si-~
do reportados demonstrando um possivel papel do gendtipo da bactéria

no estabelecimento da relacglo.

Inicialmente foi detectada a presenca de duas classes de plasmi-
deos em Azpspitrillum brasilense: pCEL e pCER2 de 425 Md & 65 Md, res-
pectivamente. Quando as células da bactéria foram submetidas mo trata-
mento com acridina orange, perderam os plasmideos &, concomitantemen-—

te, a capatidade de crescer em meio de cultura sem uma fonte de nitro-
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génio mineral (LEMOS et al., 19795 .

Recentemente t€m sido verificadas discrepincias auanto ao nudmero
e tamanho dos plasmideos de azgﬁeltillgm. Nenhuma evidéncia de aunto-
transmissio dos mesmos {oi detectada. A cura espontinea ou induzida
por tratamentos com temperatura ou acridina orange, tem sido descrita.
Mudancas fenotipicas concomitantes & perda do plasmideo tém sido ob-
servadas. Entretanto, n3o foi possivel demonstrar a existéncia de uma
caracteristica especificamente relacionada ao plasmideo. N3o obstante,
foi'sugerido que 0s plasmideos. de Azospirillum podem estar codificando
caracteristicas que propiciem a utilizagio de fontes de carbono, a re-
sisténcia a metais pesados, a produglo de horménios veagetais e especi-
ficidade hospedeira-reconhecimento & fixag8c de N2 (ELMERICH, i983)

entre outras.

Com base nos dados fisiolagicos que t8m sido acumulados sobre
fzoseirillum, € evidente que ha necessidade de obter mutantes para en-
tender os fatores que afetam a associagio com plantas. Os mutantes de-
vem possuir genes paral motilidade e quimiotaxia; aerotaxia:; produgfo
e utilizac8o0 de substiancias que podem estar envolvidas na sua sobrevi-
véncia e proliferagio na rizosfera; producHo de auxinas, citocininas e
outros fito-reguladores: produclo e atividade de enzimas péctica; que
podem auxiliar na penetracio nos espagos intercelulares do cdrtex da
raiz, e podem digerir parcialmente a lamela média favorecendo a absor-

¢330 de nutrientes pela raizi etc (OKON, 198%5).
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4- MATERIAIS E MeTODOS

4-1i- Isolamento e IdentiticagRo das Estirpes de AHzospirillum.

4~-1—4~ Material Vegetal.

Foram obtidas sementes de teosinte e milho do Banco de Ger-
moplasma de Milho do Departamento de Genética e EvolucZo da UNICAMP.
Foram utilizados quatro materiais diferentes: Teosinte Perene (Zga di-
ploperennis, origindrio da BGuatemala, Teosinte Central Plateau (Zea
DAYES mExicana) oriundo do México, € os hibridos simples Fi (902 X 903)
der ivado de uma popula¢io Cateto, € o Fi [937 (Fi ZN X ZD ) X 9101 de~

rivado de uma populagio Tuxpefio.

Os materiaig vegetais foram cultivados no Campo Experimental
de Milho da UNICAMP, em latossolo vermelho escuro, utilizando-se o de-
lineamento de blocos ao acaso, com i@ repeticies. 0 espaganento foi de
1,00 X 0,20 m com linhas de 2,5 m. A calagem e aduba¢g®o foram feitas
de acordo com os resultados da andlise de solo. Aplicou-se 1,7 t de
calcdreo dolomitico por hectare (ha), 4@ dias antes do plantio. A adu-
baglo foi feita no sulco de plantio para suprir as necessidades de 70
e 20 kg de K20 e P20S por ha, respectivamente, com a aplicaglo da fir-
meila comercial 4-14-8. 0 fornecimento de N foi equivalente a 2@ kg

de N por ha.



4"im2_ Meios de Cultura.

Para o isolamento, identiflcacio e contagem de Azospirillum
foram utilizados os seguintes neios: NFb simples & com diferentes su-
plementaciies, batata (BMS) e solugBo salina par diluigio: descritos

‘abaixo (BALDANI & DOBEREINER, 1979).

4-1-2-5- Meio NFb Semi-sdlido:

S g de Acido malico
@,5 g de fosfato bibiasico de potdssio
0,2 g de sulfato de magnésio
9,5 9 de cloreto de sddio
9,02 g de cloreto de cdlcio
2 ml de soluglo de micronutrientes para NFDb
2 ml de azul de bromotimol (solucio alcodlica S%)
4 m]l] de Fe EDTA 1i,4&4%
i ml de soluglo de vitaminas para NFb
Completar para 1000 ml com Agua destilada
pPH 46,8 a 7,9

1.75 g de dgar

4-1-2-2- Meio Batata Sdlido (BMS):

isé



4-1-2~3~

=00 o de batata
2,5 g de dcido mdlico

2,0 a de hidrduido de potdssia

'2.% u de sacarose

i ml de scluglo de vitaminas para NFb
Completar para 10008 ml com Agua destilada
PH 6,8 a 7,0

15 g de dgar

Solucio de Micronutrientes para NFb:

9,2 9 de molibdate de sddio
0,235 g de sulfato de manganés
2,28 g de acido bdrico

%,008 g de sulfato de cobre

2,024 g de sulfato de zinco

Completar para 200 ml com Agua destilada

Soluglo de vitaminas para NFb:

1@ mg de biotina

20 mg de piridoxina

Completar para 190 ml com dgua destiladsz
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4-1-2~-3~ SolugHo Salina para Dilui¢io:

3,4 g de fosfato monobdsico de potdssio

9,2 9 de sulfato de nagndsio

¢,i 9 de cloreto de sodio

@,22 g de cloreto de cdlcio

2 m1 de solucio de micronutrientes para NFb
Completar para 100@ ml com agua destilada

PH 4,8 o 7,0

4-1-3- Cultura de Enriquecimento € Estimativa da Atividade da Nj-

trogenase através da ReducBo de Acetileno (C2HD2).

Na época de florescimento de cada material, foram coletadas
raizes de duas plantas por parcela, colocadas em sacos pldasticos e
transportadas para o laboratdrio. As raizes foram lavadas cuidadosa-
nente, retirando-se ao maximo os residuos de solo. Apds a lavagem, as
raizes foram excisadas, colocadas em Agum destilada e separadas em
duas partes, uma das quais foi utilizada para esterilizacio superfi-
cial em soluglo de cloramina T 1%. O tempo de esterilizagBo foi de 30
minutos. Apds a esterilizacfo, as raizes foram lavadas em agua desti-
lada e deionizada, por 10 minutos. Em seguida foram colocadas em tam-—
pio fosfato ©,025 M (pH 7,0) € novamente lavadas em Zgua destilada e

delonizada. As duas idltimas etapas tiveram o mesmo tempo de dura¢io
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que a anterior.

Pedagos de 0,8 a 1,0 cm das raizes esterilizadas, bem como
daquelas que foram somente lavadas, foram cortados, amassados com pin-
¢a, colocados em frascos de 12 ml, contendo S ml de meio NFb  semi-so-
lido € fechados com rolhas de algod3o. Os frascos foram, ent3o, incu-
bados a 32 °C,por 24 horas, para crescimento de Azosplirillum sSpp. Apds
a incubagio, as rolhas de algodHo foram substituidas por rolhas de
borracha para a injegao de 10% de C2H2 (v/v) nos frascos, Pprosseguin-
do-se a incubagdo por uma hora a 32 OC, para determinacfo da atividade
da nitrogenase por cromatografia gasosa, através da quantificacf%o do
etileno (C2H4) formado pela redugdo do acetileno. A& quantificacfo do
etileno formado foi feita em cromatdgrafo VARIAN  modelo 2440 88, a
gas, com uma coluna (4,5 m X 1,5 mm) de Poropak N a 11@ °C , utilizan-
do-se ﬂE cono gas de arvaste, com um fluxo de 1@ cm/1i5 s. 0 volume da
amostra injetada foi de @,5 ml e utilizou-se um detector IC. Foi uti-
lizado um padr3o contendo 500 ppm de etileno, do qual injetou-se tam-—

bém uma amostra de 0,5 ml no cromatdgrafo, para o calculo do numero de

mioles de etileno presente nas amostras.

4—-1~4~ Contagem do Ndimero de Qzosepiriliun.

Utilizou~se o método do ndmero mais provivel (NMP) (FINS-

TEIN, 1972) com dilui¢dies, de raizes esterilizadas e lavadas, em solu-
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¢ao salina.

Uma parte das rdizes lavadas e das esterilizadas de cada ma-
terial (1 g9) foi macerada e diluida em ? ml de solugio salina. A par-
tir dessa dilui¢Bo inicial procedeu—se a diluicHo até a ordem de 107 .
Uma aliquota de @,4 ml das diluigfes 10%a 1077 roi colocada em frascos
contendo meio NFb semi-sdlido suplementado com extrato de levedura (20
mg/1). Oz frascos foram incubados a 32 YC para crescimento da bactéria

e contagem aos 3, 95 & 7 dias.

4-1-9- Purificag¢lo e Identifica¢Ho das Espécies de Azgseirillum.

Feita a estimativa da atividade da N2-ase, o0s frascos con
redacos de raizes foram submetidos a repique das culturas para isola-—
mento e identificacio de Azgeseicilluw spp. 0 repigque foi feito em
frascos semelhantes aos primeiros, contendo 5 ml de meio NFb  semi-sd-
lido, que foram incubados por 24 horas a 32 YC. Essas culturas Foram
semeadas, com alg¢a, em placa de petri contendo meio NFb sdlido (415 g
agar/1) suplementado com 20 mg/]l de extrato de levedura. Apds 5 a 7
dias de incuba¢lo, colénias tiricas de Azoseirillum. brancas, simples
e densas, foram transferidas para frascos contendo meio NFb semi-sdli-
do € incubadas por 24 horas a 32 C. As culturas que formaram pelfcu-
las caracteristica foram semeadas em placa de petri contendo meio ba-

tata sdlido com S ml de vermelho congo (solucl®o S5¥%) por litro. Essas



placas foram incubadas sob as condigfes j& descritas. As coldnias for-
madas, que apresentavam-se puras Toram tranﬁ?eridas para meio NFbh se-
mi~sdlido e incubadas por 24 horas a 32 9C. Em seguida, uma alca de
cada cultura foi inoculada em meio NFb com glucose (2%Z) e em meio NFb
suplemnentado com 5 mM de nitrato de amdnio, sendo incubados por 48 e
24 horas, recpectivamente, para determinagiio da espécie e subespécie
de Arospirillum. A espécie de A. lipoferum foi identificada pelo cres-—
cimento em meio com glucose diferentemente de A. brasilense. A carac-
terizagdo de denitrificac8o nir+ foi Teita pela observagfo da presenga
de bolhas no meio, apds ligeira agitacio € incubncBo por wmais uma hora

, No meid contendo nitrato.

A-2—~ Caracterizagio das Estirpes de Azospirillum Isoladas de Teosinte

e Milho.

4-2—1i~ Resisténcia a antibidticos.

4-2—f—-1- Meios de Cultura.

Para avaliac3o da resisténcia a antibidticos em meio sé-
lido foi utilizado o meio Mueller~Hinton, com a seguinte composicio:
34,9 a de extrato de levedura

1,9 g de caseina



¢,085 g de amido
Completar para 1000 m! com dgua destilada
15 g de adgar

pH 7,0

4-2-1-2~ Condigdes de Avaliacg3o.

fis culturas de Azospirillum isoladas e identiticadas fo-
ram submnetidas ao teste de resisténcia a antibidticos utilizando-se

polidiscos V. LLorian.

Uma alga de cada cultura a ser testada foi inoculada em
frascos contendo 3 ml de meio NFb semi-sdlido e incubados por 24 h a 32°
C. Apds o crescimento foram retirados 0,1 ml de cada cultura, sendo
estes diluidos em 9,9 ml de solucHo salina. Em seguida, foram feitas
diluicHes até a ordem de 10~ . Uma aliquota de @,1 ml de cada uma das
diluicBes da ordem de 10 foi inoculada em meio Mueller-Hinton salido,
e espalhada com alga de Drigalsky. Em cada placa de petri, com meio
esterilizado e ja inoculado, foi colocado um polidisco de antibidti-
cos. As placas foram incubadas a 32 “C por 24 horas. Cada cultura foi

testada para 21 antibidticos, por esse método.

As mesmas culturas foram inoculadas em meio NFb semi-sd-
lido contendo 1@ ppm de estreptomicina, filtrada em membrana de Milli-~

pore (9,45 u) e adicionada ao meio apds esterilizacio.

P
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4-D-D- Produgfo de Acido Indol-acélico (AIA)

Varios métodos utilizando diferentes reagentes estio descri-
tos na literatura (TANG & BONNER, 1947 CONN et al., 1997) para deter-
minaglo de inddis. Alguns desses reagentes foram testados para verifi-
cagSo de qual funcionaria melhor nas nossas condigoes. Para iss0, as
culturas de Ggoseleillun foram submetidas a testes para a detecglo da

presenca de produtos inddlicos no meio de crescimento.

4-2-2~1~ Metodo do Reagente de Erhlich.

fis estirpes de @Gzospirillum foram inoculadas em meio
NFb semi-sdlido e incubadas a 32 YC por 24 horas. Apds o crescimento
em NFb, as estirpes foram inoculadas em frascos erlenmever de 50 ml
contendo meio TYE (45 ag/1 triptona, 1@ g9/1 extrato de levedura, I g/l
NaCi1) liaquido & meio NFb liquido suplementado com S mM NM4Cl. O indcu-
lo correspondey a 1Q0%Z do volume de meio fresco. O0s frascos foram incu-
bados a 32 “C sob agitagHo por, aproximadamente, i8 horas. Em seguida,
as culturas foram transferidas para tubos de centrifuga estéreis, e
centrifugadas a 490¢ rpm por 10 minutos, em rotor Ja-21, numa centri-
fuga Beckman, modelo J2-21., 0s sobrenadantes foram transferidos para

frascos esterilizados, para serem submetidos & reaglo colorimétrica

com o reagente de Erhlich.

0 reagente de Erhlich consiste em uma solugBo de 1 g de



para-dimetil-amino-benzaldeido (p-DMAB), 50 ml de HC1 (20%) & 50 ml de
etanol (96%). Al{aquotas de 2 ml dos sobrenadantes das culturas foram
tolocadas em tubos de ensaio. A estas aliquotas adicionou—-se 4 ml do
reagente de Erhlich € igual volume de dter. Esperou—-se por 30 minutos
para o aparecimento de uma coloracfo rdsea. A absorbincia foi medida a
530 nm em espectrofotometro, comparando-se os valores com amaqueles ob-

servados para solu¢des—-padr3o de AIA com 10, 20, 30, 40 ¢ 50 ug/ml.

4-2-2-2—- Método do Reagente de Kovics.

As condigdes de cultura da bactédria foram as mesmas des-—
critas no item anterior e a obtencio dos sobrenadantes das culturas

também foi feita como descrito.

0 reagente de Kovacs consiste em uma solug3o de 5 g de
p~DMAB, 75 ml de alcool butilico € 25 ml de HCl concentrado. Para =a
reagio, 2 m) dos sobrenadantes das c¢ulturas foram colocados em tubos
de epsaio ¢ adicionou-se em segunida L ml de reagente aos sobrenadan-—
tes. Esperou-se 30 minutos para o aparecimento da coloragfo resea. A4

absorbdncia foi medida como no experimento anterior.

4223 Métudo do Reagente de Salkowski.

Para testar o método gue utiliza o reagente de Salkows-

ki, foram utilizados sobrenadantes de culturas de Azospirillum cresci-
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das em meio TYE liaguido, NFb liquido suplementado com 5 mM de NH4C1 e
9.1 ma/ml de triptofano (HARTHMANN et al., 1983), sob as mesmas condi-

coes descritas anteriomente.

0 reagente de Salkowski, descrito come especifice para
acido indol-aceético (TANG & BONNER, 1947), consiste em uma scoluglo de
-4{% ml1 de FeCl3 (0,5 M), 500 ml de Agua destilada e 300 ml de H2804
concentrado. Para cada 0,5 ml de sobrenadante foram utilizados 2,0 ml
do reagente de Salkowski. A andlise do contelddo de AIA foi feita como

descrita no item 4~-2-2-4.

4-3- Avaliacio da Produglo de Acido Indol-acéticen (ATA} pela Estirpe

703 Ebc de 4. brasilense.

4-3~i- Rencdo Colorimétrica com o Reagente de Salkowski.

4-3-1i-5— Efeito de diferentes concentragies de triptofano e clo-

reto de amdnio na producfo de Al4.

TIEN et al. (i979) e HARTHMANN et al. (1983), reportaram
a influéncia da presenca de amdnio e de triptofane, no meio de cresci-
mento de bactérias fimvadoras de N2, sobre a quantidade de substincias

tito-reguladoras produzida pela bactéria.

r
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Assim, para a determinaglo do efeito das concentragres
de cloreto de am3nio (NHACL) e triptofano na produgio de AIA por Azas-—
pirtillum, foi realizado um experimento combinando diferentes concen-

tragfes desses dois nutrientes em meio NFb liguido.

Células bacterianas da estirpe 703 Ebc, isolada do hi-
brido simples Fi (202 X 903) de uma populagio Cateto, foram inoculadas
em meio NFb semi-sdlido para crescimento e, em seguida inoculadas em
frascos erlenmeyer de 950 ml contendo % ml de meio NFb 1{quido suple-
mentado com as diferentes combinagles de triptofano e cloreto de amf-
nio. Para triptofano foram usadas concentracies de ¢ & ©,9 g/1, en-
quanto que para NHAC1 as concentragdes foram @, 5 e 1@ mM. As culturas
foram incubadas a 32 YC, sob agitag%o, por aproximadamente 18 horas.
As ciulturas foram, em seguida, transferidas para tubos de centyrifuga e
centr i fugadas a 498@ rpm por 1@ minutos, em rotor JA»Ei. Os sobrena-
dantes foram analisados quanto ao teor de AIA pela reaclo de Salkows-
ki, atraveés da leitura da absorb8ncia a 530 nm, em espectrofotdmetro.
Os valores de absorb&ncia, assim obtidos, foram comparados com uma cur
va padrio de AIA, nas concentragies de 10, 20, 3¢, 49 ¢ S@ ug/ml, ela-

borada com o mesmo reagente.

4-3~i-2~- Efeito do tempo de incuba¢io & da concentracglo de trip-—

tofano na produgio de AIA.

Uma alg¢a de células da linhagem 703 Ebc de Aggspirillum



brasilense foi inoﬁulada em frascos contendo S ml de melo NFb semi-sd—
lido. Os frascos foram incubados a 32 °C por 24 h. Em seguida, frascos
erlenmeyer, de 50 wl, contendo © ml de meio Nfb liquido suplementado
com 5 mM de NH4C1l, foram inoculados a 10% com as culturas crescidas
por 24 h. Esses frascos contendo meio liauido foram incubados a 32 °C,
sob agita¢lo, durante uma noite. No dia seguinte, novos frascos con-
tendo meio NFb liquido, suplementados com diferentes concentraghes de
triptofano (5@, 100, 200 e 400 ug/ml), foram inoculados utilizando as
culturas anteriores como indculo a S5%Z. Amostras foram retiradas, a in-
tervalos de tempo regulares, para avaliag2o da produgfo de. AIA pelo

método de Salkowski. Os ensaios foram feitos com trés repetieies para

cada tratamento.

4-3-1-3~ ProdugRo de AJIA das Estirpes de fAzospirillum-

0 indculo inicial das estirpes de bactéria foi preparado
como descrito para a estirpe 703 Ebc. Apds a incubaglSo, um wvolume de
indculo igual a 10% do volume de meio fresco, foi acrescentado ao meio
NFb liquido suplementado com SmM NHACL e 0,1 mg/ml de triptofano. De-
corridas 18 horas de incubac3o em banho-maria, com agitaglo, a 32°
L, as culturas foram centrifugadas a 4009 rpm por 10 minutos em rotor
Ja-24, e s sobrenadantes foram utilizados para a reagio colorimétrica

com o0 reagente de Salkowski.
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4-4~ Quantificagio e Metabolismo do AIA, em Culturas de @Gzoseirillum

braslilense, por Cromatografia Ligquida de Alto Desempenho (HPLC)Y .

4-4-1—- Quantificagio & metabolismo do AIA endigeno produzido pela

estirpe 703 Ebc de fzospirillum.

Visando uma melhor andlise e quantifica¢io do AIA € outros
compostos inddlicos excretados no meio de . cultura por Azosepiillum,
foram realizados experimentos utilizando-se HPLL ¢ espectrometria de
nassa (MS). Inicialmente avaliou—se o conteldo de AIA produzido pela
estirpe 73 Ebc sem adi¢8o de padr8o interno radioativo, necessario

para estimar as perdas durante o processo de extraciio e andlise.

Os ensaios com HPLC foram realizados no Depto. de Botfnica
da Universidade de Blasgow, Escdtcia, e os ensaios com MS foram treali-
zados no Depto. de Genética Florestal e Fisiologia de Plantas da  Uni-

ver idade Suéca de Ci@ncias Agricolas, na Sudcia.

4-4-4-1i- Andlise qualitativa por HPLC e MS de inddis produzidos

por Azopspirillum.

Um litro da cultura da estirpe 783 Fbc, crescida em NFb
liguido suplementado com 5 mM de NHACl e 1@ mg de triptofano por 1li-

tro, foi crescido a 32 9C sob agitacio, por 18 horas. Apds =a incuba-



vA30, a cultura foi avaliada guanto A produ¢fo e metabolismo do AIA.
Para determinacio da producio de AIA foram utilirzados 900 ml da cultu-
ra. A esse volume foram adicionados polivinilpirrolidona (PVYP), para a
eliminagdo de impurezas, e 20 mM de dietiltiocarbamato, agente antj-o-
xidante. Em seguida, a suspensio foi centrifugada a 15000 rpm por 10
minutos. 0 pH do sobrenadante foi ajustado para 7,5-8,0 e fracionado
em acetato de etila (ETOAC) em funil de separmgio. Esse fracionamento
foi feito 3 (trés) vezes com 1/3 do volume por vez, obtendo—-se, assim,
a frag8o bdsica do extrato. A seguir, ajustou-se o pH para 2,5-3,0,
repet indo-se a extragido com ETOAc, obtendo-se a fragfo acida.

fis fragibes basica € dcida foram secas a 37 °C em evapo-
rador rotatdrio e ressuspendidas em um pequeno volume de ETOAC e secas
novamente sob fluxo continuo de nitrogénio. As fraghes foram mantidas

no gelo até a realiza¢gBo da cromatogratia,.

Para a cromatografia, as fragdes bdsica e dcida Fforam
ressuspendidas em L ml de uma solugio 30%Z de metanol (MeOH) em @,5% de
icido aceético. Uma amostra de 4 ul foi injetada em uma coluna de 250
mm de comprimento € 5 mm de didmetro, empacotada com ODS Hupersil ¢ 5
‘um) . A amostra foi eluida com um gradiente de 38-70% de MeODH em ©,5%
de dcido acético. O tempo de corrida foi de 30 minutos com um #luxo de
1 m1 por minuto. 0 AIA e ocutros compostos inddlicos foram detectados
em um detector de absorbincia de ultra-violeta a 280 nm e por um fluo-
rimetro com excitaglo a 280 nm e emissSo a 350 nm. As Ffragies corres-
pondentes aos picos inddlicos detectados por HPLC foram coletadas e

trimetilsililadas para serem submetidas a GC-MS~SIM (monitoramento de



fons selecionados) como descrito por ERNSTSEN et al., 1987 .

Para avaliacio do metabolismo do AIA foram utilizados
100 ml da cultura da estirpe 703 Ebc de Azospirillum. Para isso, adi-
cionou-se 3 ul de uma solugcRo contendo 7 uCi de £2'~-14CI~ AIA aos 100
rl de cultura gue, em seguida, foram incubados por uma hora, sob agi-
tagSo. Apds a incubaglo, adicionou—-se PUP e dietiltiocarbamato & sus-
rensio de células e, apds centrifugaglo, realizou-se os fracionamentos

dcido e badsico, em ETOAc, como deserito.

A—4—1-2- Quantifica¢lo do AIA, pelo metodo da diluigRo isotidpica,

de culturas de Azospitillum.

Apesar do AYLA e outros compostos inddlicos terem sido
identificados como compostos enddgenos da estirpe 703 Ebe, para a
quantificagio do ALA produzido pela bactéria realizod—-se um experimen—

to adicionando—-se um padrio interno radioativo.

Foram utilizados 100 ml das estirpes 703 Ebc & 404 Ed,
crescidos como descrito anteriormente, acs quais adicionou-se uma so=-
lugio contendo 148 ng de L2'-1401- AIA, com atividade especifica igual
2 804 dpm/ng. Adicionou-se PYP e 20 mM de dietiltiocarbamato & cultu-
ra, e procedeun—-se o fracionamento e andlise por HPLC como ja descri-
to. Na falta de um Ffluorimetro, foi utilizado um monitor de absorbfn-

cia operando a 289 nm, como detector para HPLC. Isso tornou necessario
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o uso de HPLC de fase normal para purificaclo dos extratos antes da
andlise por HPLC de fase reversa. A radioatividade associada ao pico
de AIA na andlise por fase reversa, foi medida em um cintildmetro. Pa-
ra HPLC de fase normal, utilizou-se uma coluna de 25 X 4.4 nn, empa-—
cotada com Spherisorb CN (5 um). & fase mdvel foi hexano/acetato de
etila (B85:45, v/v) contendo ©,2% de dcido acético e 3% de etanol, com
fluxo de iml por minuto. A coluna para HPLC de fase reversa era de 250
X 4,4 mm, empacotada com DOS Hypersil (5 umd). Metanol 3S% em @,95% de
Acido acético aquoso, foi usado como fase mavel. 0 fluxo também foi de

i m1 por minuto.

0 liquido de cintilagio para andalise no cintildmetro
foi: 369 ml MeOH, 2@g PPO, 640 ml Triton X-i@@, 1349 ml =ileno desti-

lado.

4-4-1-3— Metabolismo do AIA em Azospirillum brasilense.

Para avaliag3o do metabolismo do AIA foram utilizados
160 m1 da cultura da estirpe 703 Ebc de Azospirillum. Para isso, adi-
cionou-se 3 ul de uma solugfo contendo 7 uCi de £2'~14C31- AJA =os 100
rl de cultura gue, em seguida, foram incubados por uma hora, sab agi-~
tacHo. Apds a incubagfio, adicionou-se PUP e dietiltiocarbamato 2 sus-—
rensio de células e, apds centrifusacBo, realizou-se os fracionamentos

acido e basico, em ET0Ac, como deserito.
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A fraglo dAcida em acetato de etila foi seca ressuspendi-
da em 415% MeOH em 0,5% acido acético para ser submetida a HPLC de face
reversa. A amostra foi injetada num coluna 250 X S5 mm d.i. empacotada
com 0DS Hupersil & um. A fase mdvel foi um aradiente de 15-55% MeOH em
9,94 acido acético. O tempo de corrida foi de 25 minutos com fluxo de
iml por minuto. 0 detector usado foi um monitor de radioatividade Ree-

v, operando no modo homogénen a 32 cps.

4-4-2~- Andlise do AYA enddgeno € seu metabolismo em rafzes de milho

inoculadas e nio inoculadas com fAzozpirillum.

A4-4-2-1- Material Vegetal.

Como material vegetal foi utilizado o hibrido simples Fi

(902 X 903) de miltho Cateto.

{4-4-2-2~ Material Bacteriano.

& estirpe 703 Ebc de A. brasilense foi aplicada como

inoculante.

A-4-2~-3~ Meio de Crescimento das Pléntulas.

As plantulas foram mantidas em solug¢Ho nutritiva com a



seguinte composicio:

i ml de KHZ2PO4 - 136;1 g/l

2 ml de MgSO4A.7H20 - 2446,5 9/

i ml de solugio de micronutrientes (2,856 4g/)1 H3B03;
1,84 g/1 MnC1: @,22 g/1 Zn804; 6,08 g/1 CuS04.5H20;
2,00% g/1 H2MoD4a)

i ml de soluglo de FeEDTA (33,2 g/1 NaEDTA; 3,65 g/1

NaOH; 235 g/1 FeSU04.7H20).

4-4-2~4~ Preparoc do Indculo.

Uma alga da estirpe de bactéria foi inoculada em frascos
Acontendo meio NFb semi-sdlido. Os frascos foram incubados a 32 “C por
24 horas. Em seguida, 0,5 ml de cada cultura foram inoculados em 4,5
ml de meio NFb liquido suplementado com cloreto de amdnio, € incubados
a 32 °C, sob agitagio por uma noite. Essas culturas foram utilizadas
como indculo para novas culturas a serem crescidas =até atingirem wum
nimero aproximado de 1@ milhfies de c¢élulas por ml. Essas culturas fo-
ram ent8o utilizadas para a inoculagfo das plantulas em solu¢io nuteri-

tiva.

4-4-2~-5- Germinagdo e Crescimento das Plantulas.
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Sementes do hibrido Fi (902 X 903) Cateto foram germina-
das em papel de germinagiio por 3 dias. Apos esse periodo, essas plén-
tulas foram transferidas para potes contendo 1,6 1 de solucio nukriti-
va €& inoculadas com S ml de cultura da estirpe 703 Ebc de A. Drasilen-
sg. D desenvolvimento das pla@ntulas foi conduzido em cémara de cresci-
nento a 27 + 4 YC, com fotoperiodo de 14 horas de luz por 4@ horas de
escuro. Apds 7 dias, as plantulas foram coletadas e analisadas quanto
a0 metabolismo do ATA enddgeno. 0 mesmo procedimento foi seguido para

as plantulas nio inocaladas, isto é, o controle.

4-4-2-6— Analise do metabolismo do AIA das Raizes de Milko por

HPLC.

Cinco plantulas de milho foram inoculadas com a bactéria
e crescidas em solug8o nutritiva. As raizes das pléntulas foram exci-
sadas ¢ incubadas em uma solugio contendo 7 ulCi de £2'-14C1- AIA, por
uma hora, sob agitac8o. Apds a incubacBo, as raizes foram imediatamen-—
te maceradas em 102 ml de metanol (MeOH) e filtradas, a seguir, em pa—
pel de filtro. Adicionou-se PUP e 20 mM de dietiltiocarbamato, e
procedeu~se o fracionamento com acetato de etila, como descrito ante—

riomente (Item 4-~4-{-41).

A fraglo acida em acetato de etila foi analisada por

HPLLC acoplada a um monitor de radicatividade como jd descrito.
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4-5—- Efeito da AdicBo de Diferentes Nutrientes ao Meio de Cultura pa-

ra Crescimento de Azospirillum.

Foram avaliados diferentes meios de crescimento para Agzaoseiril-
lum 9ue possibilitassem a verificagio dos efeitos da adigio de emxtra-

tos de raizes no crescimento da bactéria em estudo.

4-5-§~ Método da Placa Gradiente.

Objetivando a posterior adig8o de extratos de ralzes de
plantas genotipicamente diferentes ao meio de cultura, de maneira a
formar um gradiente de concentragio que permitisse a detecgio agquanti-
tativa e/ou qualitativa de um ou mais fatores limitantes para o cres-
cimento da bactéria, utilizamos inicialmente a técnica de placa gra-

diente.

Placas de petri contendo i@ ml de meio NFb salido, suplemen—
tado com 20 mg de extrato de levedura por litro, foram preparadas e
inclinadas. Apds a solidificacBo do meio, adicionou-se 1@ ml de dAgar-
dgua, esterilizado, por placa (Esquema I). As placas foram deixadas em
repouso por 24 horas para a difusBo dos nutrientes do meio NFb  para a

camada de dgar-dgua, esperando-se formar um gradiente de concentragio

de nutrientes.
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Ezqguema I:

Agar-agua

meio NFb

Apds este periodo de tempo, foi feita a semeadura de uma
suspensfo de células de uma diluicSo 162 , de cada cultura de bacté-
ria, espalhando-se com alga de Drigalsky. As placas foram incubadas a
32 PC para crescimento das col@nias. Para cada estivrpe foram feitas
trés repeticoes. 0 resultado do crescimento nessas placas seria consi-
derado como padrio para comparagio com placas em que o meio MFb sdlido
seria substiucido por mneio agar-dgua suplementado com extratos de rai-
zes. fis placas foram avaliadas quanto ao aparecimento de colinias de

Azospirillum.

4-5~2~ Método da Placa com QOrificio.

Visando ainda a formacio de um gradiente de concentraglo de
nutrientes que possibilitasse a determinagio de um fator limitante do
crescimento das estirpes de Azospivrillum, foi utilizada a metodologia

de placa com orificio.
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Placas de petri foram preparadas com neioc agar-dgua. Apds 3
solidificagio do meio, foi feito um orificio no centro de cada placa.
Nesse orificio adicionou~se aliquotas de solu¢giies de nutrientes de

acordo com © duadro abaixo:

tratamento dAc.mdlico FeEDTA ext.levedura NHAC1T NH4ANDS

i - + + - -
2 + - + - -
3 + + - + +
4 + + - - +
5 + + + - -
& + + - - -
7 - + - - -
8 - - - - -

Os nutrientes adicionados ao orificio estio assinalados com
(+). e os nio adicionados est8o assinalados com (-). Assim, para o
tratamento i foram adicionados 0,98 ml de solugHo de FeEDTA (i,64%) e

2,4 ml de soluglo de extrato de levedurz.

Aplicou—se @,1 ml de solucBo de nutriente nos orificios, ex—
teto para FeEDTA (0,08 ml). Foram utilizadas soluctes—estoque de cada
nutriente de forma a obter-se as seguintes concentraciies finais: 0,05

rg/ml Acido madlico; ©,2 mg/i@® ml extrato de levedura; 5 mM NHAC1 e 9
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mM NHANOTZ.

A semeadura de Azgseirillum nessas placas Toi feita como
descrito no item anterior, tomando-se cuidado para nio deixar que a

suspensio de cdlulas calsse no orificio.

Foram feitas 3 repeticdes para cada tratamento e as placas
foram incubadas a 32 9C por 5-~7 dias. Apds a incubacfo, avaliou-se o

crescimento de Azosepicillun.

4-%-3- Método da Curva de Crescimento em Meio Liguido.

Uma vez gue culturas de bactérias crescidas sob condig¢fes
controladas em meio liquido, permitem que seja avaliado o aumento do
nimero de células de maneira pritica e, além disso mostram um padrio
de crescimento nitido para as condicfes estabelecidas, foit wutilizada
esta metodologia para a avaliagio dos extratos de raizes de diferentes

pateriais de milho.

Primeiramente, foram determinadas as condigfes em que o0s re-
sultados obtidos seriam considerados como padr8o para comparacio con

o5 resultados posteriores, observados utilizando—se os extratos.

Para isso, estirpes de Qzospirillum foram inoculadas em meio
NFb semi-sdlido e incubadas a 32 9C por 24 horas. Apds o aparecimento

da pelicula caaracteristica, as estirpes foram inoculadas em frascos
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contendo meio NFb 1liguido suplementado com S5 mM NHA4AC].

4-4~ Efeito da AdigEo de Diferentes Extratos de Raizes no Crescimento

de gzoseirvilluwn.

4-&~§~ Material Vegetal.

0s extratos de raizes de plantulas foram preparados utili-
zando-se materiais geneticamente diferentes. Foram utilizados o Fi
1287 da Secretaria de Agricultura do Estado de 830 Paulo ¢ uma linha-

gem de Milho Americano.

Sementes desses materiais foram semeadas em vermiculita la-
vada e seca em estufa e irrigados com dAgum destilada e deionizada.
Seis dias apds a semeadura, 05 endospermas aderidos #2s raizes das
plantulas foram retirados € as plintulas foram transferidas para potes
naiores, também contendo vermiculita., & irrigaclo dos potes foi teita
com solugio de Hoagland, duas vezes por semana, de maneira a manter o
substrato dmido. As plantas foram mant idas em clmara de crescimento =

27 + £ °C, com fotoperiodo de 14 horas de luz por 1@ de escuro, por 29

oy 30 dias.
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A4-6~2~ Preparagio dos Extratos de Raizes.

Apds o periodo de crescimento, as plantas foram coletadas,
suas rafzes foram lavadas e excisadas. 0 excesso de dgua das +raizes
foi removido envolvendo-as em papel toalha. Em seguida, as raizes Fo-
ram pesadas e maceradas em tamplo fosfato 0,025 M (pH 6,%) numa pro-
porgao de 1:3 (pezo/volume). Os macerados foram centrifugados a 15000
rem por 15 minutos em rotor JA-214, numa centrifuga Beckman {(modela
J2-21). Os sobrenadantes foram filtrados com Filtros wmillipore (@,45
u) esterilizados e, em seguida, diluidos até atingirem a cuncentracﬁé

de 1:3 (volume/volume) com tamp3o fosfato.

4-46-3- Material Bacteriano e Efeito dos Extratos de Raizes.

A linhagem S5p7 de Azospirillum brasilense foi utilizada como
paterial bacteriano. A bactéria foi crescida em meio NFb semi-sdlido
por 24 horas a 32 9C. Uma aliquota de 6,5 ml dessa cultura foi inocu-
lada em 4,5 ml de meio NFb 1iauido contendo S mM NHACl. Esse frasco
foi submetido a incubagfo & 32 ©°C, sob agitaclo, em banho-maria. De-
corridas 16-18 horas, essa cultura foi centrifugada a 4000 rpm por {90
minutos, em rotor JA-2i. As células foram recuperadas, lavadas duas
vezes em tampio fosfato 0,025 M (pH 46,5) e ressuspendidas no wmesmo
tamp&o. Um indculo diluido a 10 foi adicionado em frascos contendo
diferentes meios, a saber: meio NFb liguido suplementado com S mM NH4
Cl, tampZo Foa?ato'e,ﬁﬁs M, diferentes extratos vegetais diluidos em

tampio fosfato.
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0 crescimento das células foi acompanhado pela leitura da
absoarbincia a 40¢ nm em espectrofotiSmetro, a cada 4@ nminutos, a partir

do tempo zero.

4-7- Efeito da Inoculacio de Diferentes Gendtipos de Milho com Dife-

rentes Estirpes de Grzospitillum, em Soluc8o Nutritiva.

Para veritficagio de possiveis efeitos da inoculaglo com Qzospi-
rillum no crescimento das ralfzes de plfntulas de milho, VArios experi-

mentos foram realizados.

4-7-5- Material Vegetal.

Foram utilizados inicialmente dois hibridos simples: Fi [7@3
(BC2/910) X 9227 Cateto e o F1 L9410 (BC2/1039) X 1005 (BC2/897)1 Den-

tado.

Sementes dos dois materiais foram germinadas em papel de
germinacio por 3 dias. Apds esse periodo, as plantulas foram transfe-
ridas para potes contendo soluc8o nutritiva, sem nitrogénio, € subme-

tidas a diferentes tratamentos.

Este procedimento foi seguido para todos os materiais vege-
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tais crescidos em solugio nutritiva.

4-7-2—- Preparo do Inoculante.

As estirpes 703 Ebc & 464 Ed de A.brasilense foram wutiliza-

das como inoculantes.

Uma al¢ga de cada cultura foi inoculada em frascos contendo
meio NFb semi-sdlido. Os frascos foram incubados a 32 9C por 24 horas.
A seguir, 8,5 ml de cada cultura foram inoculados em 4,5 ml de meio
NFb 1{quido contendo 5 mM NH4C1 e incubados a 32 “C, sob agitagio, por
uma noite. Essas culturas foram utilizadas como indciulo para novas
culturas a serem crescidas até atingivem um nidmero aproximado de 1@
milhtes de células por ml. Essas dltimas culturas foram entBo usadas

para a inoculagio das plintulas em soluglo nutritiva.

Para todos os experimentos foi seguido o mesmo procedimento.

4-7-3- Efeito da Adigio de Diferentes Concentragies de Inoculantes

no Crescimento das Raizes de Milho.

Potes contendo 8 litros de solugl3o nutritiva nos quais foram
colocadas as plantulas pré—-germinadas, foram inoculados com as cely-
las das linhagens 703 Ebc e 404 Ed nas seguintes concentraghes: @,

9,25, 0,5 ¢ 1i,0X. As pl&ntulas foram mantidas na soluglo, sob aeraglo,



por um periodo de 7 dias, em camara de crescimento a 27 + § 9, sob
fotoper iodo de 14710 horas. Apds esse periodo, fol avaliado o cresci-
nento das raizes, calculando-se a diferenga entre o comprimento ini-
cial das mesmas, antes de serem colocadas na solugBo, € o final, apds

sete dias,

4-7-4~ Efeito da AdicRo de Diferentes Concentracdes de Triptofano

no Crescimento das Rarzes de Milho, em Solugfo Nutritiva.

Uma vex que o triptofano é tido como précursor do aAcido in—
dol-aceético (AIA), foi feita a adi¢Ho desse aminodcido & solugio nu-
tritiva para verificar se teria algum efeito benéfico no crescimento
das raizes. Assim, as plaAntulas pré-germinadas foram desenvolvidas em
sotugdo nutritiva, suplementada com @, 100, 250, 500, 750, 1006, 1250
¢ 1500 uM de triptofano, sob as condi¢ies de ambiente controladeo j&
descritas. A estirpe 7@3 Ebc foi utilizada como inoculante. O cresci—

mento das raizes foi avaliado como no experimento anterior.

4-7-5~ Efeito da AdigBo de Diferentes Concentragies de AIA no

Creacimento das Raizes de Milho, em Solucio Nutritiva.

Plantulas pré-germinadas em papel foram crescidas em potes
contendo 8 1 de solugdo nutritiva, sem nitrogénio,aos quais adicionou-
se¢ diferentes quantidades de AIA. Num primeiro experimento, utilizou-

se as concentragdes de @, 0,050 ¢ 0,4 mg de AIA por litro de solugSo
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nutritiva; concentragfes estas Jd utilizadas para outras culturas
(JAIN & PATRIQUIN, 19BS). Num experimento subsequente, as concentra-—
¢hes foram @, 1, 3 e 5 mg de AIA por litro de solugfo. Nesse experi-
nento também foi avaliado o crescimento das raizes como descrito ante-

riormente.

4-7-6- Efeito da AdicB0 de AIA, Triestofano, Tirosina e Fenilalanina

no no Crescimento das Rarzes de Milho, em Solugio Nubtritiva.

Para verificar possiveis efeitos sinergfsticos causados pela
adi¢8o de aminodcidos aromdticos na agfo do AIA no crescimento das
raizes de milho, foi realizado um experimento em que foram adicionados
esses aminodacidos € o regulador de crescimento & soluglo de crescimen-—
to das pl3ntulas. O crescimento radicular foi avaliado como J3 descri-

to.

A concentragido de AIA aplicada foi determinada no experimen-—

to anterior. Utilizou-se a concentracio de 9,5 mM para cada um dos

amino-~acidos.
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S~ RESULTADOS E DISCUSSED

=i~ Igsolamento e Identificagio das Estirpes de fAzosplirillym Presen-

tes em rafzes de Teosinte ¢ Milho.

S5-i-4~- Estimativa da Atividade da Nitrogenase, pela Reducio de Ace-

tileno (C2H2Y, e Contagem do Nimero de Azospirillum sep.

As meédias obtidas para a redugl3o de acetileneo (C2H2) para
cada material podem ser observadas na Tabela 1. & estimativa da ativi-
dade da nitrogenase pelo método da reducBo de acetileno, usada como
identificacBo inicial das culturas de Azpspirillum obtidas de raizes
dos diferentes materiais vegetais, mostrou valores varidveis para as
ampstras dentro de cada material. Essa observacio possivelmente € de-
vida & variagio das condi¢des de solo de cada parcela do ensaio de

campo.

Ambos os materiais de tecs%nte nfo apresentaram wvalores de
reducao de C2H2 detectdaveis, para as raizes esterilizadas superficial-
mente, embora fosse observado crescimento de organismos nos frascos em
que =& rafzes se encontravam. Esses valores de redugfio de acetileno

foram usados somente para identificaglio inicial das culturas.



Tabela 41—~ Estimativa da Atividade da Nitrogenase pela Reducﬁb de Ace-—

tilenpo (nmoles C2HZ redurido/cultarasbhoral.

e e Raiz___Lavada_ o ~Rajiz__Esterilizada

e Jeosinte______  _____ Hilho . Hilho .. _

Pargela_____ Pereng....C.Blateau. Cateto  TuxpelQ. .- Cateto . Tuxeedo
i a2.19 i.,14 3,46 2,10 9,49 1,03
2 1,59 2,17 3,20 2,50 2,00 19,79
3 1,78 1,73 4,06 14,70 7,73 5,79
4 2,98 @,31 2,43 3,70 ' 7,35 0,98
S 4,29 1,04 9,33 4,15 3,30 1,85
) 4,12 4,38 6,465 i,48 4,33 6,40
7 2,28 2,24 @, 85 1,60 7,93 6,40
B 2,48 2,02 e,%93 ¢,48 3.73 2,23
¢ 4,86 2,50 9,73 a, 00 2,190 4,35
i@ 9,81 11,42 0,559 5,73 2,19 0,70
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Tabela 2~ Contagem do mimero de Azoseirillum presente em raizes de teo-

sinte © milho.

Material Vegetal Raizes Lavadas Ralzes Esterilizadas
(células/g raizes) (células/g raizes)
Teosinte Perene 4,5 X 107 2,9 X 10°
Teosinte C. Plateau 4,5 X 1e" 1,5 X 109
Milho Cateto 0,3 X 10" 1.5 X i0°
Milho Tuxpehno 7,5 X 19 7 1,9 X 100



05 valores expostos na Tabela 2 mostram que embora houvesse
um nimero considerdvel de organismos infectando as raizes, auando es-
ses eram colocados em meio sem fornecimento de nitrogénio mineral, seud
crescimento foi retardado, nfo sendo possivel detectar-se a atividade
de reduci3o de acetileno para as culturas em que seguramente sd  encon-
trava—se bactérias provenigntes do interior da raiz, ou seja, para as

raizes esterilizadas superficialmente.

D maior niimero de organismos observado par raizes esterili-
zadas em relagfo aqueles observados para raizes lavadas poderia ser
explicado pela eliminagdo de organismos competidores presentes na ri-
zosfera, tornado as condigies de crescimento_ mais favoraveis. MAGA-
LHAES et al. (1979) referiram—se & existéncia de organismos produtores
de antibidticos na rizosfera de gramineas. A presenga desses organis—
mos, MRS ralzes nao esterilizadas superficialmente poderia estar pre-

Judicands o crescimente das bactérias no meio para contagem.

Nio foram observadas diferencas significativas entre o mime-
ro de organismos encontrados nas ralizes dos diferentes materiais de

teosinte & milho.

5—1-2~ Purificag¢io e Identificaclo das Estirpes de Agaspirillum.

fis colfnias caracteristicas de Azospivillum spp em meio NFb
solido e em meio batata suplementado com vermelho congo, podem ser

vistas nas Figuras 14 € iB, respectivamente.
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Faram isoladas 23 egstirpes de fzpspirillum spp cujo cresci-
mento foi avaliado em diferentes meios (Tabela 3) para sua classifica-
¢io em espécie e grupo. Dentre as 23 estirpes, 13 foram classificadas
como pertencentes & espécie Azaspirillum lipoferum devido a seuw cres-
cimento em meio com @,5% de glucose, como fonte de carbono. As demais
estirpes nfo apresentaram crescimento nesse meio e Fforam, pPortanto
classificadas como Azgsplivrillum brasilense. Somente duas das linhagens
de A. brasilensg foram consideradas cono pertencentes ao grupo nir+t
pela sua capacidade de dissimilagBo de NO3- gquando em condigoes de
falta de 02. Essas culturas foram reconhecidasg péla liberagio de 02,
apos agitaclo € incubagBo em meio contendo nitrato. A Tabela 4 mostra,
resumidamente, a classificacio das estirpes de Azoseicilliun. iscladas

de teosinte e de milho, de acordo com BALDANI & DOBEREINER {(i979).

NBo foi possivel estabelecer qualquer correlaclio entre a
Fonte ¢ a & espécie de Qzospirillum isolada. De maneira geral, Azospl-
tillum liccofeeun € @zogpirillum brasilepse ocorreram tanto em teosinte

como em milho.

5-2- Caracterizagl2o das Estirpes de Agospirillum Isoladas de Teosinte

e Milho.

5-2-1~ Resisténcia a Antibidticos.
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0 tezte de resisténcia a antibidticos Feito utiltizando-se
polidiscos, avaliou a resisténcia a 21 antibidticos pertencentes a di-
terentes grupos, a saber: aminoglicosideos, cefalosporinas, cloranfe-
nicol, macroliticos, penicilinas, gquimioterdpicos, sulfas, etc. Os pa-
rAmetros utilizados para a avaliaglo, isto &€, halo minimo de sensibi-
lidade em torno dos discos e concentragio do antibidtico, s85o mostra-
dos na Tabela 5. A Tabela 6 mostra o comportamento de cada estirpe de
gzospivillium. As estirpes consideradas sensiveis (—~) foram aquelas aque
apresentaram crescimento a partir do halo minimo de sensibilidade. Fo-
ram consideradas resistentes (+), aquelas linhagens que apresentaram

crescimento dentro do halo minime de sensibilidade.
A classificacho dos antibidticos em -grupos Ffoi feita de

acordo com sum Fdrmula quimica {grupos 1, 2, 3, 4, &, 7 e 8) e de

acordo com seun uso terapfutico (grupos 6 ¢ 9).
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Tabela 3- Caracteristicas para identificacSo de froseirillum crescido

em diferentes neios de cultura.

— i fas e w7 S e e o e i T i b e s s e Pt Am e e it e R PR S T T e e A e e ———r T —— oy Lt is A MLt My a) La S R 4 S e b e 4R

6. licoferum A. brasilense

Caracteristica

nir+ nir-
Crescimento em NFb semi-—
shlido ‘bom bom bom
Cresimento em NFb semi-
silido sem malato, sem
indicador ¢ com 9,5%
glucose bom . fraco fraco
Crescinento em NFb se- bom geralmente bom com gran-— bom sem
mi—-sHlido com SmM de sem produgdo de produglo produgio
NHANDZ de gds de gds de gas

I
ra



Tabela 4- Classitficag

gsinte e mil

Ho das estirpes de fzospirillup

hoa

igspladas de teo-

Fupo . liroferun

8. brasilense

Teosinte Perene

Teosinte C.Platean

Milho Cateto

Milho Tumpeno

nir- i9i Rd 7e1 Rd
404 Rc 201 Ra
401 Rd
501 Ra
nir+t 601 Re
nir- 202 Rb 82 Ra
502 Rb
702 Ra
702 Rd
702 Ra
202 Rd
nir- 303 Ea
7063 Ebc
803 Ed
203 Rd
nir—- 504 Ea 2e4 Ed
7¢4 Ed 204 Ed
OiE Y e ———————— 404 Ed_ . _____



Tabela S~ Halo minimo de sensibilidade aos antibidticos para o

de resisténcia em polidiscos.

teste

i~-Aminoglicosideos

2-Cetfalosporinas

3-Clorantenicol

4-Macroliticos

S-Penicilinas

d-Guimioterdpicos

7-Tetraciclinas
g8-Sul fas

?-Cutros

Antibidtico Concentr
_____________________ {ugl
Amicacina 30
Canamicina 30
Netilmicina 30
Gentamicina 10
Tobramicina 30
Estreptomicina (%)
Cefalotina 30
Cefotanima 3@
Cefoxitina 3@
Cloranfenicol 30
Eritromicina i5
Lincomicina 2
Ampicilina i@
Carbenicilina 100
Penicilina io
Oxacilina 5
Ac.Nalidixico 30
Nitrofurantoina 3e¢
Tetraciclina 30

Trimetoprim-sulf. 25

Colistina 2¢

Halo minimo de
sensibilidadeinm)

i7

i5

i3

13

i3

D

ié

2
Lo

14

i3

i6
13

i7
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Dentre as 23 estirpes isoladas de diferentes materiais vege-
tais, & mostraram resisténcia a um grande nimero de antibidticos, en-
tre 14 ¢ 17. A estirpe 702 Rd apresentoud resisténcia a 17 antibidti-
cos, sendo gque sua resposta foi consistente dentro dos grupos de clas-
sificacio dos mesmos como, por exemplo, para os aminoglicosideos. O
comportamento das estirpes 4¢1 Rd, 9@4i Ra, 202 Rb, 863 Ed ¢ 404 Ed foi
semelhante. Entretanto, podemos observar a inconsist@&ncia da resposta
para alguns antibidticos pertencentes ao mesmo grupo. A linhagem 4¢4
Rd apresentou resisténcia & cefalotina e cefoxitina ¢ foi sensivel a
cefotaxima, dentro do grupo das cefalosporinas. 0 halo minimo de sen-—
sibilidade para esta droga € um pouco maior do que aquele indicado
para as outras duas (Tabela 3), usadas na mesma concentracgfo, sugerin-
do gue a sensibilidade a cefotaxima, de maneira geral, é maior do que’
ans outros doig antibicdticos. Assim, a sensibilidade da estirpe 404 Rd
a cefotaxima e resisténcia & cefalotina € cefoxitina, poderia ser de-
vida a uma menor capacidade da célula bacteriana em impedir a penetra-
¢Ao da droga no seu local de acfo e interagio com seu alvo, a parede
celular, ou incapacidade de inativar o antibidtico pewla agfo de beta-
lactamases especificas (SANDE & MANDELL, 1983). Guanto ao grupo das
penicilinas, o comportamento da estirpe 401 Rd pode zer devido & inca-
pacidade de algumas drogas usadas (carbenicilina & penicilina) de per-
meabilizar o seu sitio de acfo (parede celular) ou devido a inativacio
dos antibidticos por penicilinases especificas (MANDELL & SANDE,
1983). Essa estirpe de bactéria mostrou-se resistente & colistina
(grupo ?), que é um detergente catibnico de a¢Ho tensoativa, o que
permite sua interacfo com a estrutura das membranas celulares, rompen-—

do-as. Por conseguinte,essa resisténcia ¢ um fato bastante interessan-
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te. & parede celular das bactérias resistentes pode impedir o acesso
da colistina &s membranas celulares. A resisténcia apresentada pela
estirpe 401 Rd demonstra gaue isso pode ter coorrido e, portanteo, a sua
parede celular também pode ter agido seletivamente quanto &s penicili-
nas ¢ cefalosporinas que também atuam na parede celular. Logo isso ex-—
plicaria os diferentes resultados encontrados para as drogas desses
gIrupos, UmMa veD gue possuem pequenas diferengas estruturais que podem
ser importantes.'como ocorre com a penicilina e oxacilina. A estirpe

491 Rd também apresentou resisténcia aos macroliticos aue atuam na su-

bunidade 3985 dos ribossomas.

& linhagem 901 Ra também mostrou consisténcia de resultados
com relagfo a certos grupos gquimitos C(grupos 2, 3 e 4). As variagoes
observadas para 05 aminoglicosideos pode ser devida a fatores de per-—
meabilidade da c€lula as drogas, bem como a agao de enzimas metaboli-
zadoras especificas de aminoglicosideos. D8 aminoglicos{deos podem ser
divididos em familias gue englobam agqueles que guardam entre si  maior
semelhanga qu{ﬁica. 4 Familia da canamicina engloba as canamicinas A e
B, a amicacina € a tobramicina. A linhagem de bactéria apresentou sen-
sibilidade comum aos componentes desta familia, indicando que qualquer
que sejam os fatores inativadores ou de blogueio da a¢lo dos aminogli-
cosideos que possuem dois ac¢ucares ligados ao radical 2-desoxiestrep-—
tomina, eles n8o estlo presentes nessa estirpe. Por outro lado, a es-
tirpe 921 Ra mostrou—-se resistente & acBo do trimetroprim—sul fametoma—
20l que inibe forte & seletivamente a diidratofolato redutase de orga-
nismos inferiores, uma funglo enzimdatica crucizl em todas as espécies

desses organismos (MANDELL & SANDE, 41983). A mesma resisténcia foi de-
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tectada nas estirpes 202 Rb, 802 RA, 793 Ebc, 803 Ed, 903 Rd,404 Ed e
904 Ed. Essa resisténcia pode ter aparecido através de mutac3c ou pela
presenca de fatores R (bactérias Gram-negativas) ou pela presenga de
un gene cromossomial comoe em Shaphylococcus aureds (MANDELL & SANDE,

1983).

Resisténcia aos aminoglicosideos também foi encontrada para
a estirpe 202 Rb. Com excecio da amicacina, droga de dificil desenvol-
vimento de resisténcia, foi observada resisténcia para todos os demais
aminoglicosideos testados. Os resultados observados para as cefalospo-
rinas nesta linhagem de bactéria foram consistentes com aqueles da es—
Lirpe 4921 Rd (Tabela 5). A estirpe 202 Rb apresentou, entretanto, re-
sisténcia a todas as penicilinas usadas. Isto indica que deve possuir
os diferentes fatores de inativa¢iio de cada uma delas de acordo com as

st ilezas de suas pnaturesas quimicas.

Para a.a linhagem 702 Rd de Qzoaseirillumn, deve-se chamar a
atenclo para dois antibidticos, em particular: amicacina e tetracicli-
na. A resisténcia a amicacina apresentada por essa estirpe bacteriana
e pela estirpe 401 Rd, ¢ importante por este ser um antibidtico para o
qual € dificil encontrar-se inativagRo enzimdtica . A resisténcia &
tetraciclina chama a aten¢fo pelo fato da resisténeia a esta droga es-
tar ligada a plasmideos (SANDE & MANDELL, 1983), podendo ser adquirida
por conjuga¢fio e podendo ainda estar ligada a outros genes plasmi-
diais. Essa resisténcia também foi apresentada pela estirpe 404 Ed.
Outro antibidtico cuia resisténcia normalmente estd ligada X presenca

de plasmideos € o cloranfenicol. Para este dltimo antibidtico apenas

PJHICAMP i
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trés linhagens de bactédria mostraram resisténcia (Tabela &6). '

s estirpes BO2 Ra, 703 Ebc, 903 Rd & 904 Ed também apresen—
taram resisténcia a um amplo mimero de antibidticos. Mostraram-se, po-
rém, bastante sensiveis aos aminoglicosideos (Tabela 6). Duas dessas
estirpes, 902 Ra e 703 Ebc, possuem resisténecia ao dcido nalidixico,
poderoso agente bactericida para Gram-negativas, que inibe a sintese

de DNA. & estirpe 803 Ed apresentou a mesma caracteristica.

Guatro linhagens de Azospirillum foram sensiveis a todos os
ant ibidticos testados: 491 Rc, 502 Rb, 303 Ea, 504 Ea e 204 Ed. Isto
indica a inexisténecia de genes plasmidiais € cromossomiais que deter-
minem a presenga de fatores como: imperneabilizantes celulares que
impossibilitem ou dificultem a entrada da droga na célula; enzimas

inativadoras da atividade anti-microbiana; etc.

HA ainda aquelas estirpes cujo espectro de resist8neia in-
clui pouceos antibidticos de grupos diferentes porém, em alguns Casos,

de modo de agHo semelhante.

As estirpes 701 Rd, 702 Ra e 902 Rd mostraram resist@ncia a
estreptomicina € lincomicina. A primejra atua na parede celular e a
resisténcia pode ser em decorréncia da deficiéncia de mecanismos de
transporte e ligacio do antibidtico ao seu alvo. A segunda droga atua
na subunidade %08 dos ribossomas e a resisténcia ¢ causada pela atua—

¢80 de enzimas inativadoras da droga.



Nao foi possivel estabeilecer qualquer correlagfo entre a re-
sisténcia aos antibidticos apresentada pelas bactérias e o material
vegetal do qual ¥foram isoladas. Desta forma, a variabilidade encontra-
da com respeito a essa caracteristica deve estar relacionada a outros
fatores como, por exemnplo, solo, uma vez que ja fol reportada a exis-
téncia na rizosfera de gramineas, bem como no solo em que sHo cultiva—

das,de um grande nimero de organismos produtores de antibidticos

(ROBBS, 1960; MAGALHAES et al., 1979; BALDANI & DODBEREINER, 1979).

5-2~2- Produglo de Acido Indol-acético (AIA).

~2-2—-i-Ensaios Preliminares.

&

0 ensaio em gque se empregou o readgente de Erhlich para a de-
tecgdo de inddis n8oc apresentou resultado satisfatdrioc. Apds 30 minu-
tos da adi¢lo do reagente aos sobrenadantes das culturas, nfio foi ob-
servado o aparecimento‘da coloragiio rdsen indicativa da reagfo positi-

Va.

Guando da utiliza¢io do reagente de Kovdcs, entretanto, ob-
servou—se 0 aparecimento da coloracfo. rdsea nos sobrenadantes das cul-
turas crescidas em meio TYE. Porém, quando o reagente de Kovdcs Foi
adicionado ao meio TYE puro, a mesma color¢ldo foi observada. Uma wvesxs
que o neio TYE leva triptona em sua composiclo, a reaglo positiva wve-
rificada foi resuitante da acBo do para-dimetil-amino-benzaldeido (p-

DMAB} presente no reagente, sobre o triptofano existente na triptona.
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N3o foi observada reacfo positiva para os sobrenadantes das culturas

crescidas em meio NFb.

4 constataglo de que o p-DMAB reagiu com o meio TYE devido &
triptona, levou A& conclus3o de que o reagente de Erhlich, o qual tam-
bétm possui p~DMAB em sua formulagfio, n3o foi suficientemente sensivel,
uma vex que nao foi detectada reaclo positiva do reagente com o0 wmeio

TYE.

0 ensaio em que se utilizow o reagente de Salkowski mostrotu-
¢ 0 mais adequado para nossos obhjetivos. Apds a adiclo do reagente de
Salkowski =mos sobrenadantes de culturas liquidas de AzZospirillum, hou-
ve o aparecimento de uma coloracio rdsea. Essa coloragio foi observada
inicialmente em sobrenadantes da cultura da linhagem 703 Ebe de AH.
brasilense crescida em TYE € em meio NFb liguido suplementado com
cloreto de amdnio & triptofano. NEo foi observada reagS8o positiva (co-

lora¢clo rdsea) nos frascos controle de nenhum dos meios de cultura.

0 reagente de Salkowski foi, entBo, utilizado para os expe~
rimentos subsequentes por apresentar—se como o mais satisfatdrio den~

tre os testados, como jd mencionado.

Para avaliag¢io da produgio de AIA foi feita uma curva padrio
, medindo—se a absorbincia a 53¢ nm da reagio entre o reagente de Sal-
kowski & solugdes contendo diferentes concentracres de AIA. A curva

obtida pode ser vista na Figura 2.
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5-R-2-2- Ffeito de diferentes concentragrcs de triptofano e clo-

reto de amdnio na produglo de AIA.

D efeito das concentragies de cloreto de amdnio (NHACL1)
g triptofano no conteudo de AIA presente nos sobrenadantes de culturas
da estirpe 703 EBc de 4. hrasilensec pode ser visto na Figura 3. 0Os
desvios observados em relacio as médias foram muito pequenos ndo sendo
possivel a sua representacdo na escala do griafico. 0 valor minimo ob-—
servado para o coeficiente de variagio (CV)Y foi de @,6% & o valar ma-

imo foi cde §,3%.

Concentragdes crescentes de triptofano (Trp), aumentaram
a produgdo de AIA, independentemente da concentracliio de NH4CI usada.
Na ausdncia de NHAC1, a bactéria foi capaz de produzir AIA, embora o
aumento observado na produ¢fo, para niveis crescentes de triptofano
tenha sido pequeno. Este fato pode ser devido & utilizaglo do tripto-
fano como fonte de nitrogénio para crescimento da bactéria, restando
pouco para sintese de AIA. TIEN et al. (1979) repoftaram que A. bhecasi-
legagse crescido em meio sem nitrogénio tinha seu crescinento acelerado
queando triptofano era adicionado ao meio, indicando a atilizagho des-—

te aminodcido como Fonte de nitrogénio, pela bactéria.
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Dentre as concentracies de NHAC1 testadas, aguela que
apresentou melhores resultados foi a de § mM. Observando a Figura 3,
notamos que o aumento na produg3o de AILA, quando as diferentes concen-—
tracdes de triptofano foram combinadas com S mM de NH4AC1, foi pratica-
mente linear, até @,2 mg de triptofano por ml de meio de cultura. A
utilizagdo de 19 mM de NHACL na presenca de triptofano, apresentoud um
efeito inibitdrio. SMALY & BERSHOVA (1957) e LEE et al. (1970) obser-—
varam que a producio de ALA por Gzotobacter vioelandii foi reduzida na
presenca de nitrogé€nio fixado, sob condi¢des de cultura estacionaria e
com agitacio. Resultados parecidos foram encontrados por ROMANDW
(L965) que reporton a inibi¢Ho da sintese de ALA, a partir de tripto-

tano, por culturas de Azabtobacter =m presenca de NHAEL.



5-2-2-3- Efeito do tempo de incuba¢io e da concentraclo de trip-

tofano na producio de AIA.

0s resultados da andlise de sobrenadantes da estivpe 703
Ebc,a determinados intervalos de tempo, utilizando o reagente de  Sal-
kowski, para a produgio de AIA, s3o mostrados nas Figuras 4 € 5. Nota-
se que somente a partir de ? horas de incubacBo € que foram observadas
reagoes positivas com o reagente de Salkowski, indicando a produgio de
AIA. Aparentemente, o ponto maximo de producfo é atingido apds 18 ho-
ras e, em seguida, a produgio comega a decrescer sofrendo uma diminui-
¢ao vertiginosa em poucas horas. Isso parece ter sido ocasionado por
esgotamento do substrato, o triptofano, uma vez ague adicionando-se uma
dose desse aminodcido, a qual elevaria sua concentracfo no meio para

200 ug/ml, a produglo foi novamente ativada (Figura 4).

Na Figura 9 pode-se ve?i?icar que a concentragio de
triptofano alterou o pertil da producfo de AIA. Para uma concentraclo
de triptofano igual a 4090 ug/ml, aumentou-se em & horas o periodo de.
produgBo gue antecede ao ponto midximo. Entretanto, apds atingir seu

nivel mais elevado, a producfo diminuiu rapidamente.

Para 50 e 10@ ug/ml de triptofano, a produglo maxima foi
atingida decorridas 18 horas de incubacXo, sendo gue a queda de produ-
¢Ho ocorrida apds este periodo foi gradativa. Embora a produ¢io mdxima
tenha sido atingida entre 21i-24 horas para a concentragio de 200 ug /
rml de triptofano, observamos que o incremento na producfo entre (I8 e

21 horas n8o0 € da mesma ordem que o ochservado entre 12 e i8 horas.
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0s valores de desvio padrio foram baixos, havendo homo;
geneidade dos dados obtidos. 0 coeficiente de variagio maximo foi ob-
servado para = concentragho de 400 ug/ml com valor igual a 12%. As de-
mais concentractes apresentaram valores de CV bem mais baixos, sendo

que o minimo observado foi de 3%.

Para os experimentos subsequentes foi usada a concentra-
¢Ho de @,4 ma/ml de triptofano. Essa concentragHo tem sido reportada
en varios experimentos para avalia¢fo da produglo de AIA (TIEN et al.,
1979; HARTMANN et al.,i983; DE FRANCESCO, 1985) , além de necessitar
de um tempo de incubag¢lo relativamente curto para atingir o pico de

produgio e nio apresenta quedsn drastica apds este pico.
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Figura 4~ Efeito do tempo de incubaglo € concentraglo de triptofano na
producio de AIA da estirpe 703 Ebc. A seta indica o momento

em que foi feita a adiglo de triptofano (200 ug/ml).
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T S Avaliagio da producdo de AIA pelas estirpes de Azosp -

rillun.

Quando sobrenadantes das culturas de Azxospirillum isola-
da de teosinte e de milho, foram submetidos & reagfio colorimétrica con
0 reagente de Salkowski, foi observada uma grande variacio na producio
de AIA pelas diferentes estirpes (Tabela 7). A maior parte das linha-
gens apresentou produclo na faixa de 1@ ug/ml. Apenas quatro estirpes
nao apresentaram producio detectdvel (reagfo nesgativa). Quatro linha-
gens de bactéria mostraram producfo elevada - na faixa de ii a 15 ug/
ml, enquanto que a linhagem 703 Ebc apresentou uma producfo de 27 ug/
wl. Esses dados est3o de acordo com aqueles reportados por HARTMANN et
al., (1983) para culturas de mutantes de Azgspirillum, usando =@ mesma
metodologia. HOREMANS et al. (1986) também reportaram quant idades se-
melhantes para estirpes de Azoseirillum, em presenca de ©,1i mg/m)l de
triptofano. Eles detectaram, entretanto, algumas estirpes, pertencen-
tes a A. brasilense, com producio bem mais alta, na faixa de 58 =a &0

ué/ml.
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Tabela 7- Estimativa da produgdo de acido indaol-acético AIA por estir-

pes de Azogspirillum isoladas de teosinte & milho,

do—-se o reagente de Salkowski.

utilizan—

Estirpes de Producfo de Ala

Bactéeria (ug/ml?

A. liecferup

19031 Rd 3,00
491 Rc 1,56
421 Rd 2,17
591 Ra 5,83
7901 Rd 4,33
202 Rb 4,00
502 Rb 14,00
782 Ra ' ©,00
798 Rd @,00
P02 Ra ' 3,89
P02 Rd @,83
904 Ea 7,00
704 td
f. brasilense

6061 Rc @,00
921 Ra 15,50
802 Ra 3,39
303 Ea 1,33
703 Ebc 27,00
863 Ed 4,95
923 Rd 14,50
204 Ed i@,89
4904 Ed ) @,00
94 Ed 8, 44

Mo

H i+ i+

i+ H

@,17
0,01
9,33

Q0,22

0,11
@,4i7
0,10

0,11
?,064
0,14
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Producio de AIA em niveis semelhantes aqueles mostrados
na Tabela 7, para algumas das estirpes, entre 4,0 e 10,0 ug/ml, Foi
reportada por BROWN (1972) para bactérias isoladas de raizes de trigo.
Az estimativas foram feitas para culturas crescidas na presenga de 100
ma de triptofano por litro de meio de cultura. O método de quantifica-
¢80 empregado foi o de biov-ensanio, medindo-se o alongamento de coleop-

tiles de trigo.

Nido foi possivel estabelecer correlacfo entre os niveis
de produgiio de AIA pelas estivrpes de bactéria e o material vegetal do

qital foram isoladas.

O-3- Quantifica¢do e Metabolismo do AIA por Cromatografia Liguida de

filto Desempenho (HPLE).

9~3~1~ Analise gualitativa dos inddis produzidos por Agzospirillum
utilizando—~se HPLD ¢ cromatografia gasosa acoplada a  espec-

trometria de massa (GC-MS).

Os cromatogramas obtidos com as amostras de Aggspicillum es-
t30 ilustrados na Figura 6. O extrato basico continha trés picos fluo-
rescentes: um primeiro desconhecido; um componente principal aque co-
cromatografou com o precursor do AIA, indol-etanol (IEt), e um consti-

tuinte com maior tempo de retencio que co-cromatografou com o indol—



metanol (IMY, Figura éa. D principal pico acidico, em acetato de eti-
la, co-cromatografou com ALA enguanto um dos constituintes em menor
quant idade, eluido antes do ALA, co-cromatografou com o acido indol-
lactico (ILAY, Figura éb. Os tempos de retenclo dos outros trés picos
fluorescentes no extrato acidico, n%o corresponderam hqueles de quais-

gquer outros padrioes disponiveis para inddis.

Os espectros de massa obtidos, caorrespondentes aos picos
indéilicos, e&stfo resumidos na Tabela 8 e confirmam as identificagcies

dee IEt, IM, AlA e It4, baseadas na analiss por HPLC.

H-3-2~ Analise de AIA de cultura de Azeseirillum por HPLC, usando o

método de diluicB8o isotdpica.

Embora AIA tenha sido identificado por GC-MS como um consti-
tuinte enddgeno da estirpe 703 Ebc de A. brasilense, estimativas quan-
titativas baseadas na andlise por HPLC com +fluorescéncia indicaram,
usando diluic@o isotdpica, que o nivel de AIA no nmeio de cultura  era
2-3 vezes menor em ordem de magnitude do que aqueles medidos pelo rea-

gente de Salkowski (Tabela 7).
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Figura &~ Andlise dos inddis presentes no sobrenadante da cultura 703

Ebc de Azgspirillum brasilense, por HPLC de fase reversa;

amostra: A— Allquota L1/71000 do extrato basico em ETDAc; B-

Aliquota 1/1000 do extrato Acido em ET0AC.
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Os extratos acidicos foram primeiramente submetidos a HPLC
de fase normal. As Figuras 7A e 7C mostram os cromatogramas obtidos.
Ambas amostras continham grandes quantidades de impurezas absorvendo
U e, embora nRo houvesse nenhum pico de AIA aparente, as zonas do AIA
foram coletads e analisadas em HPLC de fase reversa. 0 principal com-
ponente em ambos os tragcos obtidos por fase reversa apresentaram om

pico, o gual co-cromatografou com o AIA (Figura 78 & 7D).,
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Figura 7— Andlise por HPLLC da diluiglo isotdpica do ALA no sobrenadan-~
te da culturas das estirpes 703 Ebe (tragos A e B) e da es-
tirpe 404 Ed (tragos C e D ) de A. brasilensg. [2'-L4C3~ AL¥A
foi adicionado ao sobrenadante como padrio interno e os  ex-
tratos acidicos em dietil eter foram purificados por HPLC
de fase normal (tragos A e C) antes da znidlise por HPLC de

fase reversa (tragcos B e D).
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Tabela 8- Espectro de massa das fracfes de HPLC trimetilsililadas dos
extratos basico e acidico em acetato de etila obtido para o

sobrenadante da cultura 703 Ebc de A. brasilense.

Pico por Espectro de Massa

HPL.C m/z (X intensidade) Ident idade
IEt CM+I305(15),290(4),246(8),202(100) TEt-TMG2
IM CM+1295(5100),2746(7),292(469) IM~-TME2
AILA LM+331i9(49),202(100),130(42),129(®) ATA-TMS2
IL.A LM+3425(0),4046(4),378(3),304(3),202(100) ILA~-THMS2
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it quant idade de AIA presente nas duns amostras foi  determi-

" - ~r - a3 -
nada tendo como referéncia uma curva padrio de picos com absorbincia a
280 nm. & radioatividade associada aos picos de ATA foi estimada uti-

lizando—se um cintildmetro.

A quantidade real de ATA (Y), considerando as perdas durante
0 processo de extraglo e purificagfo, foi entfo calculada com a equa-
¢do de Rittenberg e Foster (1940), para diluic8o isotdpica, Y= |ICi/
C#)-41 X, onde X= qguantidade de padrio interno adicionada & amostra;
Ci= atividade especifica do padrfo interno e Cf= atividade especifica
do padr8o interno depois da diluicio com o AIA enddgeno. Os dados ob-
tidos mostram que o sobrenadante da estirpe 783 Ebc continha 149 ng de

AlA por ml e aquele da estirpe 424 Ed continha 76 ng/ml.

0 conteilddo de AIA da estirpe 703 Ebc & de interesse particu-
lar uma vesz que € bem menor do que aquele obtido com o vreagente de
Salkowski (Tabela 7). Isto sugere que quando o método colorimétrico é
usado para analisar os scobrenadantes, altas estimativas da produgfo de
ALA podem ser obtidas. Na realidade, ha vérias publicacfes nas quais
estimat ivas de 10-30 ug/ml em sobrenadantes de cultura de Azospirlillum

foram obtidas com o reagente de Salkowski (HARTMANN et al. 1983).

Da mesma forma, estimativas do conteddo de AIA de culturas
de A. brasilense tém sido reportadas, com base na aadlise de eutraros
acidicos, em acetato de etila, por HPLC com um monitor de absorbincia
como detector (TIEN et al., 1979; DE FRANCESCO et al., 1985). 0 nivel

de impurezas nas amostras e a falta de seletividade do detector torna
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provavel a existéncia de contaminantes que podem ter sido tomados por
AlA nesses estudos. Este seria o caso em nossos estudos, se as estima-
tivas do conteddo de AIA tivessem sido basendas somente nos resultados
da andlise por HPLL inicial (Figuras 7a e 7¢), em vez de bascarem—se

na sequéncia analitica (Figuras 7b & 7d) por HPLC.

Estimat ivas mais confidveis sRo obtidas em uma inica andlise
por HMPLC gquando um fluorimetro & usado como detector, em vez de um mo-—
nitor de absorbancia (SANDBERG et al., i987). A seletividade oferecida
por um fluorimetro na andlise de AIA ¢ inddis relacionados é evidente
quando comparamos os cromatogramas da Figura 6 com aqueles das Figuras

Ja e 7c.

Os dados mais confidaveis sobre os niveis de AIA produzidos
por Azoseirillum  s¥o aqueles reportados por HOREMANS & VILASSAK
(1985). Esses investigadores usaram um detector de fluorescéncia e
analisaram amcstras com HPLDC de fase reversa com pareamento de fons e
supressio de fons. Niveis de AlIA de 40 ng/ml Fforam detectados e =s es-
timativas foram confirmadas por andlise ulterior usando o ensaio com
2-metilindol-pirona. O nivel de AIA por eles detectado € um pouco mais
baixo do gue aqueles detectados em nossos experimentos. Isso pode ser
devido 4s diferentes condigSes de crescimento da bactéria € as estir-
pes usadas. Ou ainda ao fato de HOREMANS & VLASSAK nio terem usado pa-
drio interno para verificar as perdas. € interessante notar que esses
resultados est3o de acordo com aqueles reportados para culturas de
Rhizobium crescidas em meio suplementado com quant idades semelhantes

de triptofano (WANG et al., 1982; ERNSTSEN et al., 1987).
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5-3-3- Metabolismo do ALA em Azogspirillum e em ralzes de miltho ino-—

culadas & n3o0 inoculadas com a bactdria.

Us cromatogramas de HPLC com monitor de radioatividade

(HPLC-RL)Y estlo emupostos na Figura 84 e 8C.

Um dos metabdlitos do AIA marcado produzido por Azospirillum
teve o mesmo tempo de retencio que o IM no sistema de HPLC de fase re-

versa (Figura Ba).

0 metabolismo do [2'-14C3- ATA de raizes de milho foi bem
mais complexo, dando origem a varios produtos polares, um dos dquais
teve as mesmas propriedades de retencBo que o 4dcido oxindol-acético
(0xAlA), Figura 8B. Um perfil semelhante foi obtido para as raizes de
milho inoculadas com A. brasilense (Figura 8C). As setas na figura in-
dicam os tempos de retencio do AIA e¢ OxAIA. Isto indica gque o0 milho
estd fazendo a contribuicfo predominante para o catabolismo do AIA nas
raizes infectadas. Os dados, entretanto, nZo indicam se a fonte prin-

cipal de AIA nas rafzes é de origem bacteriana ou vegetal.
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Figura 8~ 6nalise por HPLC de fase reversa os metabdlitos do

rz2'-14c1

AlA produzidos por: Ai gatirpe 703 Ebc de A. hrasilense B

raizes de milko & C) ralfzes de milho inoculadas com a estir-

pe 703 Ebc.Coluna: 250 x & mn i.de 5 um ODS Hypersil. Fase

mavel: 0-25 min, 15-55% metanol em ©,5% acido acético. Flu-

0 & ml/min. Detector: monitor analitico de radioatividade

Reeve com operacio homoogsénea (SANDBERG et al., 1987).
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U—4- Efeito da adi¢io de diferentes nutrientes ao meio de cultura Ba-

ra o crescimento de Hzospirillun.

Foram realizados ensaios com a finalidade de determinar uma me-
todologia adegquada & verificag8o dos efeitos da adigo de diferentes

extratos de raizes no crescimento da bactédria.

H—-4-1~ Método da Placa Gradiente.

A utilizaclo de placas-gradiente para a detecgio de um fator

limitante para o crescimento das bactérias mostrou-se ineficiente.

Ds ensaios iniciais feitos com a utilirzac%o de meio NEb + 20
mg /1 extrato de levedura e dAgar-dgua, mostraram que =28 colfnias de
bactéria cresciam de maneira eficiente mesmo nas regices da placa

e€n

que o0s nutrientes encontravam—se muito diluidos.

5-4-2— Método da Placa com Orificio.

Com o wmesmo objetivo do ensaio anterior foram realizados

testes em placa com orificio, entretanto esta técnica também apresen—

tow problemas.

Apds 0 periodo de incubagfo necessirio para o crescimento

das colénias, as placas foram avaliadas. Foi observado crescimento de



Adzaseivillun en todos os meios utilizados, exceto para o tratamento em

que omitiu-se todos os nutrientes adicionais.

Pevido aos problemas encontrados, resolvemnos n3o mais utili-
zar meio sdlido no qual a avaliaglo visual dos resultados @ mais su—

Jeita a ervos.

9-4-3- Método da Curva de Crescimento em Meio Liguido.

Seis linhagens de Azoseirillum foram selecionadas para seren
utilizadas nos experimentos de avaliacHo de gendtipos de milho, além
di duas linhagens—pﬁdrﬁo {8p7, de'e. brasilense € 204 b, de A. lipofe-
ruml)-. As linhagens foram selecionadas QE acordo com a espécie € sensi-
bilidade aos antibidticus. As linhagens selecionadas foram: 404 Rd,
792 Rd, 704 Ed, pertencentes a espécie A. liecoferum € 703 Ebc, 903 Rd
e 404 Ed pertencentes a 4. brasileonse. Com exceclio da linhagem 704 Ed,
todas apresentaram boa resisténcia aos antibidticos testados (Tabela
8. A estirpe 704 Ed foi selecionada por ter sido purificada com gran-

de facilidade, apresentando culturas puras desde a primeira passagen

em meio sdlido.

As Figuras de 9 a 16 mostram as curvas de crescimento obti-

das para cada linhagem.
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As linhagens foram comparadas com cada uma das estirpes-pa-
drio para verificaclo de diferengas no padr3o de crescimento. Ds re-
sultados podem ser vistos na Tabela 9, onde =80 mostrados os valores
diz F, coeficiente angular (b)), e altura (a), das retas de regressio

com os respectivos valores de ¢ para b e a.

Observamos, mais uma vez, a existBncia de uma grande wvaria-
bilidade entre as estirpes de Agpspirillun, com diferengas signitica-

tivas entre as variBncias, coeficientes angulares e alturas.

A andlise dos coeficientes de correlacfo demonstra que ape-
sar da existéncia de diferengas significativas entre as curvas de
crescimento das estirpes de Arzoseirillum € possivel estabelecer um
coeficiente de correlaclo médio. Isto indica que o grau de dispersSo
dos dados de cada linhagem em relagfo A retas de regressio € o mesmno,

ou seja, que os dados sio homogéneos quanto A correlagio.

Na Tabela 1@ 8o mostrados os valores de regressio € corre-
lag8o, com o valor de r= @,980L sendo altamente significativo (t=
=42,64%9) ao nivel de S5 ¢ de 1% de probabilidade para 16f graus de 1i-

berdade.
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Tabela 9-—

Linhagem

padrio

Sp7

204 b

#* valores

Comparagio entre o crescimento das linhagens de Azospicillum
isoladas de teosinte € de milho e das linhagens Sp7, de A.
brasilense, e 204 b, de A. lippferum - Teste de duas retas

de regressfio.

Linhagen Par@metros Testados

testada F b t a t

204 b 4,42% @,058 7.94% ~%,05600 -
401 Rd 1,55 9,075 9,38 ~@,1025 5,52%
762 Rd i,4% @,898 &,01 -0,18746 4,64%
704 Ed 2,52 9,074 5,09% -0,0765 -
7903 Ebc 9,82% 0,042 11,32% -0,0264 -
03 Rd 2,72% 9,070 5,33 -@,057¢ -
494 Ed 1,97 90,0462 G,60 ~-@,0830 2,746
Sp7 4,42% 8,899 7. Pb% -9, 1355 -
491 Rd 0,29 9,075 &,35 -@,1025 2,77
792 Rd 2,97x% 6,098 ?,09% -0,1074 -
734 Ed i,76 @,e71 8,09 -0,07465 0,19
703 Ebc i.32 92,042 9,48 ~@, 0264 3,45%
?@3 Rd 0,61 0,070 @,30 -2,057¢@ &,72%
404 Ed 2,25 0,062 i,ee -9,083e 19,55%

———— T T W T S BT G4 (ML Gk Gd e s Gl b A bl Gk bl (el vy e FTVY T SRS SR Y TEN TS G S AMS SGT Mar ST PR TN WET W MU M MAs Pher B ANV MMM NS St et ST St bt e e Saae

signiTicativos 20 nivel de 5 e de i7%.
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~
Tabela 10~ Coeficientes de regressio () e correlagio (r) das curvas

de crescimento das estirpes de Azsopirillum.

P frnn e e mn mis ens e L ek b el i bk e b b b o G e Saat apd eas fmne pmr ST S FNE THR MR AAFE B HR bk ki i mnim v vam v e e Ao is Sas e i e fewr S fEE? VS e At —— L AL Smn e o Boid SR

Linhagens de

Azosplirillupm r e
Sp7 0,9774 @,9554
204 b 90,9851 ®.9704
401 Rd @,9745 0,9494
702 Rd 2,9844 0,96914
704 Ed @,9826 90,9655
793 Ebc ¢,9782 0,9549
203 Rd @,9835 00,9672
404 Ed ®,9709 00,9427
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-5~ Efeito da adicio de diferentes extratos vegetais no crescimento

de Azospirillum.

As curvas de crescimento da linhaaem Sp7, de Azospirillum brasi-
lense em wmeio contendo extratos de raizes do milho hibrido simples Fi
1227 & de uma Linhagem de Milho Americano, demonstram 3 exist&ncia de

diferencas entre os materiais vegetais utilizados.

s curvas obtidas em extratos de raizes de plantulas com 20 e 30
dias, pela andlise dos quadrados minimos, sHo mostradas nas Figuras 17

e 18, respectivamente.

Em ambos os casos, extratos de raizes do hibrido Fi 41227 apre-
sentaram maior estimulo ao crescimento da bactéria do aue os extratos
dez raizes da Linhagem Americana. 0s evtratos de raizes de 30 dias mos-
traram uma maior diFeﬁenca entre si, indicando gque o teor da substin-
cia, ou substBncias, estimuladora do crescimento bacteriano pode ter
aumentado, com o tempo, com mais intensidade nas plintulas do hibrido

do que nas plintulas da linhagem.

Pezla observagio das curvas, nota-se que os pontos para os extra-
tos do hibrido apresentaram uma dispersio ligeiramente maior em rela-
¢80 aps pontos das curvas obtidas com os extratos da linhagem. Entre-
tanto, essa maior dispersfo diminui sensivelmente % medida que aumenta
o efeito estimulante causado pelo extrato do hibrido (Figura i8). Além
dissp, verifica-se que =mos 3@ dias, a diferenga entre os efeitos cau-

sados pelos materiais vegetais foi duplicada. Nota-se ainda uma con-



sisténcia entre os padrdes das curvas ans 20 e 30 dias.

A maior concentracio do(s) principio(s) estimmlante(s? no hibri-
do poderia ser devida a heterose, enquanto gque a Linhagem teria un
teor mais baixo devido, possivelmente, a endogamia. & heterose expli-
caria o teor mais elevado do principio ativo pelo acimulo, no hibrido,
de aenes dominantes provenientes de ambos os pais, ou pela condig3lo
heterozigdtica dos loci aue controlam o cardter, tornando o heterozi-
.9oto superior a qualquer um dos homozigotos (sobredominfincia). Por ou-
tro lado, a Linhagem, obtida por um processo de endogamia, apresenta-
ria um fendmeno inverso & heterose (MIRANDA FILHD & VIEGAS, 1987) e,

portanto, uma concentra¢fo mais baixa da substéncia estimulante.

Uma outra hipditese seria que o material de clima tropical, o Fi
1227 teria uma maior capacidade de produ¢io da substi3ncia em guestfa
por ter sido melhorado em regidves tropicais, onde as temperaturas do
s0lo 80 adequadas ao crescimento de plantas e atividade wmicrobiana
durante a maior parte do ano (DUOBEREINER et al., 1i976). fAssim, poderia
ter ocorrido uma selegio concomitante, embora nfo intencional, de
plantas com caracteristicas desejiaveis para desenvolvimento do hibrido
e com teores mais altos, em suas raizes ou outras partes da planta,
de subst@ncias atrativas aos microrganismos benéficos. ELA et al. ob-
servaram gue, em experimgntos de inoculagcfo com bactérias fixadoras de
nitrogénio, aquelas que possuiam pelo menos um dos pais proveniente da
aAmerica Central ou do Sul, apresentaram atividade de redugfo de aceti-
leno, enquanto que materials desenvolvidos em regices centrais dos Es-—

tados Unidos nSo se comportaram da mesma forma.
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5-6- Efeito da inoculacfo de diferentes gendtipos de milho com difte-

rentes estirpes de Azaspirillun.

9-6-1i— Efeito de diferentes concentragies de inoculante no cresci-

mento de raizes de pliantulas de milho em solucBo natritiva.

A Figura 19 mostra o comportamento dos dois hibridos de mi-
lho gquando inoculados com diferentes concentracdes das estirpes 703
Ehe e 404 Ed de A. brasilense. Pode ser observado gue os dois mate-
riais vegetais apresentaram comportamentos bastante distintos. 0 Fi
L9410 (BC2/1¢ 39) X 10eY (BC2/897)1 Dentado apresentou wum aumento no
seu comprinento radicular quando inoculado com diferentes concentra-—
¢ies de ambas as estirpes bacterianas, enquanto gque o Fi C[903
(BC2/910) X 9221 Cateto mostrou uma reduclo do seu comprimento radicu-
lar. A Fligura 19 mostra ainda diferengas entre o grau de inibigHo es/ou
est inulo no crescimento das raizes causado pelas duas estirpes de bac—

téria. 0 CV minimo observado foi de 3% & ¢ maximo foi igual a S%.

Na Tabela 11 s8o mostradas as médias conjuntas do crescimen-—
to das raizes dos dois hibridos de milho para as diferentes concentra-—
¢hes de inoculantes. Foram encontradas diferengas significat ivas entre
as médias. A média mais alta foi observada para a concentragfo 0,25%
de inoculante e a mais baixa foi verificada para a concentraglo de
@,5%. Estes resultados entretanto nfio levam em consideragfo as intera-

¢hes mostradas na Figura 19.

a4



@CULAH(CM)

= =
L
=
L
=
@
£
=
o]
3]
ol
o
<? o
=)
E \\
L"——--——-a—_._,,_ — —
&
4] 0,25 as 10
CONCENTRAGCAO
(%)
Figura 19- Efeito da inoculaclio com diferentes concentracies de Azgs-

pirillum brasilense no crescimento de raizes de pléntulas
de milho em soluglo nutritiva: @—@ Fi [91@¢ (BL2/4039) X
1005 (BL2/897)1 inoculado com a estirpe 703 Ebc; (A &) Fi
L?ie (BC2/103%9) X 1005 (BC2/8%97)1 inoculado com a estirpe
404 Ed; O—O Fi [703 (BC2/940) X 92217 inoculado com a es-
tirpe 703 Ebc; AN Fi [9e3 (BC2/9i@) X 9221 inoculado

com a estirpe 404 Ed.
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Tabela 1i- Contraste entre és mnédias conjuntas dos hibridos Fi1i [91@
(BC2/103%9) X 1065 (BLC2/897)10 Dentado & Fi [902 (BCZ2/910) X
221 Cateto, inoculados com difersentes concentragdes de

bacterias.

Concentragio de Mediax

inoculante (%3 {cm?
2,00 26,63 a
9,25 29,36 b
0,50 25,89% ¢
1,00 27,07 d

* fAg médias acompanhadas da mesma letvra nfo diferiram significativa—

=

mente ao nivel de 5 e de 1 %.
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A andlise de varidncia conjunta do efeito causndo no cresci-
mento de raizes de plintulas de milho inoculadas com diferentes con-
centragies de culturas 1liguidas das estirpes 703 £he e 404 Ed, nfHo

nostrou diferengas significativas entre os materiais vegetais, estir-

pes de bactéria ou concentragies de inociilante testados. Diferencas
significativas foram encontradas para as interagies entre: materiais

vegetais e bactérias;: estirpes de bactérias & concentragfes usadas;
e, sobretudo, entre materiais vegetais ¢ concentragcfes de inoculante
(Tabela 12). Logo isso explica as diferengas observadas entre as mé-
dias de cada concentraglo de inoculante, quando analisadas em conjun-
to, visto que, desta forma, ndo é possivel avaliar o efeito das inte-

Fagoes.

A andlise das médias do comprimento das raizes do Fi L[91@
(BC2/1039) X 1085 (8L2/897)1 Dentado inoculado com as estirpes 703 Ebc
e 404 Ed revelon n&o haver diferengas significativas entre as concen-
tragoes 0,29 e 0,5% de inoculante. A concentraglo de £%, entretanto,
foi significativamente diferente das outras duas (Tabela 13A). Nesta
analise, a média da concentragfo ©,25% foi tomada como padro de com-

paracio para a aplicagio da andlise por polindmios ortogonais.

A andlise tridimensional da varifincia para o hibrido Dentado
(Tabela 14) mostrou bhaver diferengas significativas entre as estirpes
de bactéria usadas. Embora o efeito fosse o mesmo, o aumento do com-
primento observado com a inoculacBo com a estirpe 703 Ebc foi maior do

que o observado com a aplica¢Ho da estirpe 404 Ed (Figura 19).
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" Tabela 12— Andlise da varifncia conjunta para os hibridos Fi [910 (BC2
J103%9) X 1605 (BC2/897)1 e Fi (903 (BC2/940) X 9223 de mi-

lho inoculados com diterentes concentragfes de bactér ias.

S Sk s e s A1 S S AL MAL ML 440 Lt e S b $he e ek i e . i St 429 v e e AL A A AL S B AR ALH Bt R S +H4 rhm b en e e et e e e PYPY PN PEPY e S SN e S S AL Ama R S St e b

Causas de variagiao GL 5Q aM F
Hibridos de milho i 6,74 &,714 ¢,103
Est irpes de bactéria i 27,51 27.%5% 9,497
Concentracies de bactéria 3 27,90 2,30 &,233
Hib.wilho X est.bactéria i, 2,61 2,61 &,86%
Hib.milho X conc.bactéria 1 198,58 446,19 174,18%
Est.bactéria X conc.bactéria 3 10,63 3,54 9,32
Residuo 3 1,13 9,38

Total i5 275,07

*# F gsignificativo ao nivel de 5 e de 1 %.
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Tabela 13- Contraste entre as médias do comprimento de raiz de hibri-
dos de milho inoculados com diferentes concentragdes de
bactérias: (A) Fi [910 (BCR2/1039) X 1005 (BL2/8%7)1 Denta-~

dai (BY Fi [9203 (BC2/940 X 92271 Cateto.

Hibrido Concentracio Mediax

(%) {em)
9,25 28,43 a

(A ®,50 27,85 a
i,00 32,55 b
%,25 30,30 a (1)

(B @,50 23.74 b
i,eod 21,89

* fAs médias acompanhadas da mesma letra nZo diferem signrificativamente

ao nivel de 5 & de 4 %.

(i) A significdncia dos valores de (B) é independente daquela para os

valores de (A).
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Tabela 14- Andlise da varidncia pelo método dos polinfSmios ortogonais
para o Fi 1910 (BC2/1¢3¢) X 1005 (BL2/897)1 inoculado com

diferentes concentragies de bactéria.

Causas de variagio GL Sa QM F
Estirpes de bactéria i 461,13 461,43 i2,840%
Regressio i 425,18 425,18 11,840%
Paralelismn i &,74 G,74 9,020
Regressio de 22 arau i 231,460 231,460 b,450%
Paralel ismo i 7,94 7,94 @,224
Concentragies de bactéria (5) 11024,59 285,32 5,200
Residuo i3¢9 4999, 48 35,90

Total ia9 &i4i7,07

* F gignificativo ao nivel de S ¢ de 1%.



Também foram detectadas diferengas significativas entre asg
concentracoes de inoculante. 0 valor de regressio calculado foi  alta-
mente significativo e houve paralelismo entre as retas. 0 valor da re-
gressio de 22 grau indica, porém, a existéncia de uma peauena curvatu-
ra nas retas. Nio foi observado desvio de curvatura entre as curvas

(Tabela 1i3a).

As médias do hibrido Fi [903 (BC2/910@) X 9221 de milho Cate-
to, inoculado com as duas linhagens bacterianas, s%o mostradas na Ta-
bzla 13 B. Foram observadas diferencas altamente significativas entre
as médias das diferentes concentrag@es de inoculantes, tomando-se a
concentragdo de @,2%% como padrSo. A concentracio 1% mostrou-se inibi-

tdria do crescimento longitudinal das raizes.

08 resultados da analise de varifncia demonstram haver dife-
rencas altamente significativas entre estirpes de bactéria e concen-
tragies (Tabela 15 ; Figura 19). Observou—-se também um wvalor de re-

aressio altamente significativo com retas paralelas com pequena curwva-

tura oposta (Tabelia 415).

As Tabelas 164 e 16B mostram os valores ds médias do compri-—
mento de raizes para os dois materiais vegetais, obtidas com as estir-
pes 703 Ebc & 404 Ed, respectivamente. Para a estivrpe 703 Ebc a con-
centragio % apresentou a média mais alta e foi signiticativamente di-
ferente das concentracdes 0,25 e 0,5%, as quais nio apresentaram dife-
rengas significativas entre si. A concentraglo @.29% apresentoun a meée-

dia mais elevada e mostrou diferenga bastante significativa em relagdo
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a concentragio ©,5% (média mais baixa). A nédia verificada para a con-
centracio L% diteriu significativamente das médias para 0,25 e 0,5Y%

sendo intermedidria entre as duas.

A andlise da variancia dos hibridos de milho inoculados com
& linhagem 793 Ebc de droseivillum mostra que ha diferengas altamente
significativas para as interagdes entre os materiais vegetais e as
concentragdes de inoculante. 0 valor de regress®o ¢ signiticative po-

rém as retas nf¥o sHo paralelas (Tabela 17).

A andlise da varidncia para a estirpe 4904 Ed pode ser vista
na Tabela 18 ¢ mostra resultados semelhantes agqueles da estirpe 703

Ebhc.

Os resultados expostos demonstram haver uma forte interagio
entre os materiais vegetais € as concentragoes dos  inoculantes. Foi
ohservada ainda uma diferenga marcante entre os efeitos produridos pe-
los diferentes inoculantes sobre os materiais vegetais. Como, em ambos
05 casos, a ctoncentracio de 1% de inoculante apresenton um efeito bas-
tante pronunciado, esta concentraclo foi utilizada para os experimen-

tos subsequentes.

A diferenca de comportanento entre os materiais vegetais po-
deria ser explicada por diferengas decorrentes de sua origem genédtica,
de acordo com os resultados de ELA et al. (1979) que demonstraram que
wateriais de diferentes origens apresentaram comportamentos diversos_

quando inoculados com estirpes de bactérias fixadoras de nitrogénio.
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Tabela 15— Andlise da varidncia relo método dos polinf®mios ortogonais
para o Fi £9@3 (BC2/91i0) X 9221 inoculado com diferentes

concentragdes de bactéria.

SR ML i o e e e o ey S e e e T TR MRS SR Ll o e e e s Reen et s A ML S et e e e At e s iy Ay S T AL ek A bl e b o e ot ek M Pt vy Y o i A At Bt b bome e s

Causas de variagfo 51 5Q QM F
Estirpes de bactéria i 453,79 453,79 18,1i50%
Regressso i 18946, 60 1896, 66 75,8460%
Paralelismo i 3,806 3,80 @,4152
RegressRo de 28 grau i 160,31 169,31 &, 450
Parzlelismo i 127,66 127,66 D,1i10=
- Concentracdes de bactéria (5 2642,18 %28, 43 24,440x%
Residuo 139 3474 ,94 25,00
Total 149 &L£887,07

T S S e S 1 S0 S i Ly L L S0 S0 ek ok e e o e SR ST M S i s S LS 400 440 AL ok o e T PO M MM M T ST St bl e rmh b PPYY TP AP PN T A S S4S8 08 SAES B e S Arpe oy mte M e A
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Tabela 16~ Contrate entre as medias conjuntas de dois hibridos de mi-
lho inoculados com: (A) estirpe 703 Ebc, (B) estirpe 404 Ed

de pAzospirillum brasilense.

TET NWAL MR Al Shd hve e ams e G A Al Sieh mmi s fany SIF TS S A Ak A Sebe e e e o Saae ot WP s ML At AALL ALl Aiay —lf it e e e o hmat Saaa oo ey TS TV P N AL Rt Ao 4det i o < cave Svs mmem sves bace begs Sres PEne wEis TS EEES

Eastirpes de Concentragio de bactéria Médiax
bacteria (%3 - (cm)
Q,25 32,81 a
793 Ebcg 9,50 20,04 b
1,00 28,63 b
9,29 27,958 a (1)
404 Ed @,50 3,36 b
1,00 25,54 ¢

* fis médias acompanhadas da mesma letra n3c diferem significativamente
aoc nivel de 5 e de 1%.
(1) A signific8ncia dos valores de (B) & independente daquela para os

valores de (A).
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Tabela 17— Andlise da varifincia dos hibridos de milho inoculados com a

estirpe 703 Ebc de Agzoseirillum brasilense.

Causas de variagio GL SQ QM F
Hibridos de milho i 730,44 739,41 24,39%
Regressio i 119,24 119,24 3,98%
Paralelismo i ?41,246 P44 ,24 35 ,43%
Regressio de 28 grau i 24,08 94,08 3,14
Paralelismo i 69,50 469,50 2,32
Concentracdes de bactéria (5) 1954, 49 390,20 132,05
Residuo 139 4142,58 - 29,95

Total 149 &117,@7

T o LS o S N S T i s L LA el o o e e A T e L Lo GRS Gl bk e e e Prae et TR A AR RALS 4S8 bt o o e o PP A0 i B o 148 Bk b o ke e 2909 e A St e . S008, it St

* F significativo ao nivel de 5 e de {1 %.
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Tabela 48~ Andlise da varifincia dos hibridos de milho inoculados com a

estirpe 404 Ed de Azouseirillum bhrasilense.

Eausas de variagio GL sQ aM F
Hibridos de milho i 721,147 724,17 26, 62%
Regressiio i 144,24 144,24 0,32%
Paralelismo i 1121,58 1121,358 44,40%
Regressfo de 22 grau i 330,54 330,54 12,00%
Paralelismo i 33, 406 33,40 1,23
Concentragies de bactéria (%) 23%0,93 470,19 17,37%=
Residuio 139 3766,14 27,09

Total 149 L1477 ,07

¥ F significativo ac nivel de 5% & de 1%.
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Guanto aos resultados das interagies entre bactédria ¢ mate-
rial vegetal, as diferengas poderiam estar relacionadas & existénecia
de fTatores bacterianos e da planta gue atuem seletivamente favorecen-
do, ou n8o, a associaglo. Esses fatores poderiam ser: ditferentes ni-
veis enddgenos, no vegetal, de substfincias atrativas & bactéria; ex-
cregan, pela bactéria de uma ou mais substfncias promotoras de cresci-
mento que agiriam de forma diversa sobre as plantas de acordo com o
nivel enddgeno destas substincias no vegetal; exist&ncia, no vegetal,
de precursores de substd@ncias mais compledas que seriam utilizados pe-
la bactéria e eficiéncia da bactéria em sintetizar essas substincias
mais complexas: existéncia de seletividade hospedeira determinada pela

agHo de um ou mais dos Ffatores mencionados.

H-6-2- Efeito de diferentes concentragies de triptofano no cresci-

mento de raizes de plantulas de milho em soluclo nutritiva.

Diferentes concentragoes de triptofano, tido como precursor
do AIA, foram adicionadas & soluglo de crescimento das plintulas dos
hibridos do milho Cateto e Dentado, inoculados com a estirpe 703 Ebc
deze §. brasilense, produtora de acido indol-acético, esperando-se esti-
nular a produclo bacteriana de auxina e, por conseguinte, afetar o de-
senvalvimento radicular. 0 efeito das concentragies de triptofano na
compr imento radicular pode ser visto na Figura 20. 0s desvios nXo fo-
ram indicados nas figuras pois seria dificil representda-los na escala
usada. O coeficiente de variagio para o hibrido Fi [910 (BC2/103%) X

@05 (BC2/897)1 foi de 3% e para o Fi [963 (BC2/94i0) X 9221 foi de 3,5%
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Figura 29- Efeito da adi¢fo de diferentes concentragdes de triptofano
sobre o crescimento de rafzes de plantulas de milho em so-
lug8Ho nutritiva: O—O Fi £92L@ (BC2/1039) X 1905

(BC2/8971)1; (AN Fi £903 (BC2/940) X 9221].



0 teste de Tuckey para as médias conjuntas do efeito das di~
ferentes concentragies de triptofano para os materiais vegetais, reve-
lou diferengas significativas entre as medias, exceto entre as concen-

tracgies de 250 e %00 uM e entre 1290 e 1500 uM (Tabela 19).

A analise da variancia mostrou diferencas significativas en~
tre os materiais vegetais e entre as concentragdes do aminoacido (Ta-
bela 20). Foram observadas ainda interacdes entre os materiais wvege-—
tais ¢ as concentracies de triptofano. Na Figura 2@ pode-se verificar
e determinadas concentragoes exerceram un efeito mais pronunciado no

milho Cateto do que no Dentado, e vice-versa.

Observando as Figuras 19 e 20 , nota-se que 0 efeito da es-
tirpe 703 Ebc no crescimento das ralzes do milho Fi [91i0 (BC2/1i¢3%9) X
1605 (BC2/8%7)1 nlo foi o mesmo quando na presen¢a do triptofanos. Es—
peravase que a adigBo de triptofano estimuilasse a produclo de AILA pela
bactéria e que isso afetasse o comprimento da raiz. A diminuiglo do
compr imento da raiz do hibrido Dentado poderia, entdo, ter sido causa-
da pela preseﬁca da auxina na solucio de crescimento das plantulas.
Para verificar o tipo de efeito exercido pela auxina no comprimentao
dus raizes dos hibridos, foi realizado um experimento em que adicio-

nou-se AIA & solucio de crescimento das plantulas.

S-6-3— Efeito de diferentes concentragdes de &dcido indol-acetico
(AIAY no crescimento de raizes de plantulas de milho em  so-

lucio nutritiva.

iia



b medias dos comprimentos de raizes para os dois hibridos
de milho, crescidos em solug8o nutritiva contendo diferentes concen-

tragoes de AIA s3o mostradas na Tabela 244 e B.

Pelos dados deo contraste entre as médias, verifica—-se que a
adi¢gio de concentragoes crescentes de ALA A solucHo de crescimento das
plantulas, diminuig o crescimento radicular signitficativamente, de ma

neira geral.

Os resultados das andlises de variancia esti@o nas Tabelas 22
e 23, $30 mostradas diferengas significativas entre os materiais vege-

tais e entre as concentragies da audina.

Em experimentos com trieo, aplicando AIA ao meio de cresci-
pento das plantulas, JAIN & PATRIQUIN (1983) observaram que a concen~
tragio de ©,1 mg de AIA por litro era suficiente para causar redugio

doy comprinento radicular.

Da mesma forma, os resultados obtidos em nossos experinentos
indicam que a adicio do AIA causou uma inibic¢l0 no cresimento longitu-
dinal das raizes das plantulas dos dois materiais de milho testados.
Assim, a adiglo da auxina & soluglo nutritiva ocasionou o mesmo efeito
observado auando triptofano foi adicionado, isto é, reduglio do compri-
mento das raizes em relaclo ao tratamento controle. Esse efeito, en-
tretanto, nio foi o mesmo detectado gquando foi feita a inoculaglo com

as bactérias (Figura 19) que provocou reducio do comprimento radicular
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para o Fi Uateto e aumento para o Fi Dentado. Logo, mesmo que a  redu-—
¢fio do comprimento das raizes, guando da adi¢S0 do triptofano, tenha
sido causada por aumento da produgio de AIA decorrente da presenca de
una maior concentragfo do seu precursor (triptofano) na solugio nubteri-

tiva, isso n¥o explicaria os comportamentos descritos na Figura 19.

S9-6-4- Efeito da adi¢lo de AIA, triptofano, tirosina e fenilalanina
no crescimento das raizes de pléntulas de milho em solucSo

niaabritiva.

Nesse experimento foram observados efeitos altamente inibi-
tdrios quando AIA, triptofano (Trp), tirosina (Tur) e fenilalanina
(Phe) foram acrescentados & soluglo de crescimento das plantulas. O
efeito inibidor também foi causado pelo AIA sem a presenca dos aminoa-

cidos, porédm em intensidade menor.

As médias conjuntas do comprimento das ralfzes do dois hibri-
dos de milho foram: 29,86 cm, para o tratamento controle; 22,27 cn pra-
ra o tratamento em que adicionou~se apenmas o AIA; e 9,50 cm para o
tratamento em gque foram adicionados ALA, Tre, Tur e Phe. Essas médias

diferiram significat ivamente entre si ao nivel de 5 & de i%.

A Tabela 24 mnostra os resultados da andlise de varidncia.

Laso o efeito inibidor do AIA fosse relacionado A inibiggo

da sintese dos aminodcidos aromdticos, a adigfo dos mesmos A solugHo
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nutritiva deveria gliminar ou, pelo menos, suavizsr o efeito de inibi-
¢4o. N3o obstante, observou-se Justamente o oposto, Ol Seja, ma i or

efeito inibidor na presen¢a dos aminodcidos.
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Tabela 19- Contraste entre 2s médias conjuntas do comprimento radicu-
lar de plintulas de hibridos de milho crescidas com dife-
rentes concentracoes de triptofano € inoculadas com a es5-

tirpe 703 Ebc de Azospirillum brasilense.

Concentragido de triptofano Med iax

() (cm?

& 29,72 a
6o 25,03 b
250 22,79 ¢
So0 22,17 ¢
750 19,48 d
1000 17,19 €
1250 14,36 ¢
1500 13,46 ¥

et Tt e e ey Sy N F YR TR A T S T S S S 044 G bbb G (s e e o e ey e T W ETRS P Rte e Ty S S — — T T SALY S LM b et ok k. e o T TS YT $000 SPS i ek T i o v S48 S5 AL Rk

* As médias acompanhadas da mesma letra nio diferem significativamente

a0 nivel de 5% e de 1%.
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Tabela 20- fAnalise da varidncia conjunta do efeito de diferentes con-
centracdes de triptofano sobre o crescimento radicular de
pléntulas de hibridos de milho, crescidas em solucfo nutei-

tiva e inoculadas com a estirpe 703 Ebe de Azospirillum.

Causas de wvariagdo GL 5Q OM F
Hibridos de milho i 1020,3%9 ioze, 39 88,04%
Tratamento 7 3408,19 484, 88 42,04 %
Hibridos X tratamento 7 153,09 21,87 i.ge
Cond.thibridos X trat.) 15 45981 ,44 305,44 246,359%
Resi{dug 412 1298, 61 11,59

Total i27 n88e,27

# F significativo ao nivel de 5% & de 1%.
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“Tabela 24— Contraste entre as médias conjuntas do comprimento radicu-

lar de pléntulas de hibridos de milho crescidas em soluglfo
nutritiva contendo diferentes concentragies de Acido indol-
acetico (AIAY: (A) concentragres de 0-0,100 mg/l; (BY con-

centragtes de -5 mg/l.

Concentracio de AIA Médiax
{mg/1) (cm?y
() &,000 34,52 a

29 34,93 be

kel ' 33,64 ab

100 31,45 ¢

AL G Ll G o s gy = S STV STRE 00 e Gt i S S S50 SN A4 ke M oy e g PP YO M S0 A0t MAAE iy o A TEVS S APV MRS bhnin i o ek wiy T TR A WO et e e e T LA M ik ik o vy ey

S Y L ALLL i el T Y TAF MMM Gkt et ke i S S 500 SRS OSSP T P4 A A M i S T g RS S S S M fomk o b b T oy ST PR A APTR S M TS P P . SR S A S S o b

* fAs médias acompanhadas da mesma letra nSo diferem significativamente

ao nivel de 5%.

(1) A significancia dos valores de (B) & independente daguela para os

valores de (A).
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Tabela 22- Andlise da varifincia conjunta do efeito da adicio das con-
centraciies de 0,02%, 0,050 e 0,100 mg de adcido indol-acéti-
co (AIAY A soluglo nutritiva, sobre o crescimento das rai-

zes de plintulas de hibridos de milho.

S T RS A A P e s ML B bk S ke e e e T S T AR S TS W FIYE P Gt H i T AR Mt 4 b bk e e e e e e P e ATV PEPE ST b A AP S S T A LA A A S b $8 ettt e b rd o o v 3

Causas de variagio 6L 5Q oM F
Hibridos de milho i 4128,42 4128 ,42 381,%40x
Concentragoes de ATA 3 1807,464 &2, 95 05,74%
Hibridos X conc. de AlA 3 &0,70 20,23 1,87
Conj.(hibridos X conc.AlaY (7)) 5994,78 B354, 48 79.,25%
Residuo 232 2906 ,92 16,84

Total 239 8563,70

A M o dpen e ST SEE Wt Gt e i S UA4 S L850 M b ol g o e 304 R S i LAt LLL Akt e 4 o e o = 4R WY e T Prve NS FEE M ML AE 4 M o et bovt bove wima v Smn masn Aaas mpe Aary van vrve wrve Prve Trve FEEL

# F gsignificativo ao nivel de 5% e de 1i%.
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Tabela 23- Andlise da variancia conjunta do efeito da adigHo das con-
centragte de 1, 3 & 5 mg de dcido indol-acético (AIA), A
s0lu¢R0 nutritiva, sobre o crescimento de raifzes de plantu-

las de hibridos de milho.

Causas de variagio GL 5Q aM F
Hibridos de milho i 1395,87 1395,87 L£Q, 1%
Concentragies de AlA 3 374,28 123,76 o, A%
Hibridos X conc. de AIA 3 137,93 A%,98 i,o8
Conj.(hibridos X conc.AIld) (7) ive5,08 272,45 14,73
Residuo : 232 5383,86 23,24

Total 239 7288,94

T TR Y S e st i RS STRL 405 it ke Gl e e e 91N $904 MM G i S S o USE A5S ABS SES SLLL AS dmid ik el ey TR TR} T UM AME et Mt S S U LS 0L MNS MR ikt demt i ey e ey e TYS YoM YA e e s s — s

¥ F gsignitficativo ao nivel de 5% e de 41%.



Tabela 24~ Andlise da vari@ncia conjunta do efeito da adiglo de Acido
indol-acét ico, triptofano, fenilalanina e tirosina, a4 solu-
¢E3o nutritiva, sobre o crescimento das raizes de plantulas

de hibridos de milho~ Teste de Cochrane-Cox.

it o Attt PO by S e ot $000 Srm Ay T P P s S+ ST s —— AL i S P P o e oLl O e  dmp ALl W S L g SR WA T Fmmm e b i T A WAL Sl b MR Y AL Ll o i PR ANl LU Pk b deep Aass dmm

Causas de variaglo GL 54 oM F
Hibridos de milho i i539,42 1539, 42 S,iix
Tratamento ' 2 12696,76 46349, 38 D4, 01%
Hibridos X tratamento 2 405,00 392,50 i,e3
Conj.{hibridos X trat.) (53 14844,4i8 2948, 24 7,84
Residuo 174 1339.26 7,70

Total 179 14186,38

T it 4550 At My s PO BEA it i o RO A AR A M S P B8 b e vy WY O Bl b ey PP ML ki bk o e S A e o priy Peae W8S Ak ek ey rmy e ik dd o prm e o0 bl dm e YTy P28 Sk o o e et o o

*# F significativo ao nivel de % e de 1%.
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6- CONCLUSGES

Os resultados de isolamento € caracterizagfo de Azospirillum spp.
demonstram a existéncia de uma grande wvariabilidade genotipica
Para as especies . lipoferum € A. brasilense isoladas das raizes
de teosinte e milho. Esta variabilidade observada ocorreu de ma-
neira aleatdria independentemente do gendtipo da planta da gual

as bactérias foram isoladas.

Nao fol possivel estabelecer gqualqguer correlaclo entre a resis-
téncia a antibidticos € o nivel da produgio de ATA chbservada para

as diferentes estirpes de bactéria;

0 método colorimétrico que utiliza o reagente de Salkowski para a
quant ificagl8o do dcido indol-acético (AIA) mostrou—se mais ade-
quado do que os métodos que utilizam o reagente de Erhlich & Ko-
vacs. A quantificagBo do AIA presente em smbrenadénteg de cultuy-
ras de A. bhtasilense, por HPLC mostra que a metodologia que em-
prega a reagao colorimétrica com o reagente de Salkowski n3o ¢
especifica para esta andlise, uma vez aue pode superestimar ou

subest imar o contelddo real do AIA presente na amostra.

- Us principais componentes inddlicos encontrados em sobrenadantes

de culturas de Azgspirillum brasilense, crescidas em presenga de
triptofane (Trp), e analisados por HPLLC foram o indol-etanol

(IEt), indol-metanol (IM) e acido indol-lactico (ILAY e dcida in-
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dol-acético (AIA). Esses resultados foram confirmados pela espec—

trometria de massa (MS).

Os resultados da andlise do metabolismo do AIA da estirpe 703 Ebe
de &. brasilense mostrow como principal metabdlito o indol—-meta-
nol (IM) enquantg que o resultados da analise do metabblismo do
Ald de raizes de milho, incculadas com Azoseirillium, demonstraram
que o principal metabdlito polar presente teve as mesmas proprie-
dades e tempo de retengdo que o dcido oxindol-acédtico (OxAIAY. O
mesmo perfil de metabdlitos fol observado para raizes inoculadas
£ n3o inoculadas com a bactéria. Isto demonstra que o milho estd
farendo a contvibui¢do principal para o catabolismo do ALA nas
rafzes infectadas: nio hd, porédm, indicac3o se a fonte do AIA

presente nas raizes ¢ bacteriana ou vegetal.

D método que avalia o efeito de extratos de raizes de milho no
crescimento de Azgspivillun mostrou—se adequado para a discrimi-

nacio entre diferentes gendtipos vegetais.

0 efeito dos extratos vegetais no crescimento das bactérias pare-
ce estar relacionado a diferentes niveis de substlncials) estimu-
ladora(s) do crescimento de Azospirillupn. As diferengas detecta-—
das entre os extratos vegetais poderia ser decorrente de hetero-
e, uma ver que extratos de mitho hibrido apresentaram—se supe-
riores aos extratos de linhagem. A origem dos materiais também
poderia explicar essa diferenga: o hibrido utilizado (Fi 41227),

desenvolvido em clima tropical onde hd grande atividade bacteria-—



na no s0lo durante a maior parte do ano, teria mecanismos de ag-—

sociaglo que Tacilitariam um maior interagio com as bactérias em
[ d "r . . ” .

questao; o mesmo nao seria observado de maneira tao pronupciada

na Linhagem Anericana desenvolvida em regifo de clima tenperado.

Hibridos simples de milho, gencticamente diferentes entre si,
guando inoculados com diferentes concentragdes das estirpes 703
Ehc & 404 Ed, de Azgseirillum hbrasilense., apresentaram diferengas
signiticativas nos crescimentos radiculares em relacdo ao contro-
le. Esse efeito foi dependente do gendtipo da planta, e indepen-
dente dao gendtipo da bactéria. A variag8o na produgio de ATA pe-
las diferentes estirpes de Qzoselrillum n8o estd correlacionada
com o efeito das bactérias no crescimento radicular das plantulas

de milho.

Hibridos simples de milha, geneticamente diferentes entre i,
quando crescidos em presenga de diferentes concentragoes de Trp,
AlA e ATAYTrp+Tyr+Phe, apresentaram inibicHo de seuw crescimente
radicular em relacgfo ao controle. Nao foi possivel estabelecer
que tipo de efeito fisioldgico dessas substincias estd envolvido

na inibigBo do crescimento radicular das plantulas de milho.

0 efeito causado pela inoculaglo de diferentes concentracfes das
estirpes 703 Ebc e 494 Ed de Azoseirillum., sobre o crescimento
radicular dos diferentes hibridos de milho, n3o parece estar re-
lacionado & produclo de AIA pelas bactérias, uma vez que o efeito

da inoculacBo nlo foi o mesmo observado quando da adigio de dife-
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rentes concentragoes de AlA.

A metodologia utilizada, ou seja, crescimento das plantulas de
milho em solugao nutritiva e avaliacBo do crescimento wradicular,
nostrou-se satisfatdria para o estudo dos efeitos causados pela
inoculagdo com bactérias, bem como para avaliag¢io de outros tra-

tamentos.
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7— RESUMD

& TixagHo bioldgica de nitrogénio em gramineas tem merecido atencio
egpecial nos 1lt imos anos € muitos estudos tém sido desenvolvidos vi-
sando uma melkor compresnsio dos fatores gque influenciam 2 relaglo

planta-bactéria.

No presente trabalho foram isoladas estirpes de Azospirillum brasi-~
lense e de fAzpseirillum lieoferum de raizes de teosinte e de wilho.
Foram identificadas 23 estirpes dus duag espécies bacterianas. Eusas
est irpes foram caracterizadas quanto a sua resisténcia a antibidticos
e produglo de dcido indol-acdtico (AIA). Foi observada uma grande va-
riabilidade, para ambas as caracteristicas, entre as diferentes estir-

pes analisadas.

Os principais componentes inddlicos encontrados em sobrenadantes de
culturas de Azgseirillum brasilense, c¢rescidas em presenga de 0,1 mg
de triptofano por ml, guando avaliados pbr cromatogratia liquida de
alto desempenho (HPLC) e espectrometria de massa (MS) foram: indol-e-
tanol (IEt), indol-metanol (IM} e acido indol-lactico (ILAY. & andlise
dos inddis presentes em raizes de plintulas de milho, inoculadas e nio
inoculadas com Azpspicillum, revelou como seus principais componentes
inddlicos o dcido indol-acético (ATA) e o acido rvindol-acético (Ox-

ATA) .

Guando extratos de raizes de plintulas de milho, geneticamente di-
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ferentes, foram adicionados ao meio de crescimento de Azospirillum,
diferencas significativas foram observadas entre as curvas de cresci-
sento obtidas com extratos do hibrido simples Fi 1227, da Secretaria
de Agricultura do Estado de S3o Paulo, e extratos de uma linhagem de

Milho Americano.

A inoculacio de hibridos simples de milho, de diferentes origens
genéticas, com diferentes concentragies e estirpes de 6. brasilense,
arresentou resultados de crescimento radicular significativamente con—
trastantes. As diferengas observadas parecem ser dependentes, prepon~-
derantemente, do material vegetal usado, nlo estando correlacionadas

com a produglo de AIA pelas bactérias.

Quando os mesmos materiais vegetais foram crescidos na presenga de
triptofano e inoculados com Azoseirillum, houve uma forte inibicio do
crescimento radicular de todas as pla@ntulas. Resultados semelhantes
foram observados quando AIA e triptofano+fenilalanina+tirosinatAlA es—

tavam presentes no meio de crescimento das plantulas.
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8- SUMMARY

In recent years much attention has been given to the biological ni~
trogen fixation in grasses and cereal crops. Many studies have been
carried out aiming at a better understanding of the plant-bacteria re-

lationship.

The present paper deals with the isolation of Azospirillum brasi-
lenge and ézoseicillum lipgferum strains from the roots of teosinte
and maize. Twenty-three strains were obtained. These strainsg were
screened for antibiotics resistance and indol-acetic acid (IAAY pro-

duction. A great variability for both characteristics was observed.

Indol-ethanol (IEt), indol-methanol (IM) and indol-lactic acid (I-
LA) were the main indolic components detected in Azospirillum brasi-
lense supernatants, when cells were grown with a @,1 mg/ml  truptophan
supply, by high pressure liquid cromatography and mass spectrometry
analysis. Maize roots both inoculated and non—-inoculated with Gzospi-
villum presented indol-acetic acid (IAA) and oxindol-acetic acid (0Ox-

1AAY as their main indolic components.

Maize seedling root extracts with different genetic backgrounds ad-
ded to Azospirillum gsrowth media affected the bacterial growth rate.
The maize hybrid Fi 1227 extracts differed significatively from the

extracts of an American Maize Inbred Line.
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The results of the seedling root growth rates of maize hybrids with
different genetic backgrounds inoculated with distinct strains of §A.
brasilense contrasted significatively. The differences observed are
indicative that a main role is performed by the plant material used

without correlation to the bacterial I6A production.

The addition of tryptophan to the growth media of plants in combi-
nation with Azgseirillum inoculation caused a severe inhibition of ra~-
dicular agrowth. Similar results were observed in the presence of IAA

and also tryptophant+tphenylalanine+tyrosinet+IAd.
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