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RESUMO

As bactériasrizobiais do solo fixadoras de nitrogénio sintetizam naturalmente o acido indolacetico (AlA), sendo
estaa auxina de ocorréncia natural mais abundante. O presente estudo teve como objetivo avaliar aprodugdo de AlA
por 92 isolados nativos de rizébio em meio com 0, 10, 25, 50, 100 e 150 mg mL ! de triptofano. Todos osisolados de
rizobio estudados foram capazes de produzir Al1A, em meio de cultura, sem adicdo de triptofano, com valores variando
de2ugmL*al136 ug mL-t A producdo deAlA em 52 dos 92 isolados de rizobi o foi aumentada significativamente com
um aumento na concentragéo do triptofano de 10 a 100 mg mL 1. Na presenca de 150 mg mL* do triptofano, quatro
isolados produziram elevados niveis (1.360 a2.660 ug mL ) de Al A enquanto outras seis bactériasproduziram AIA em
concentragBesvariaveisde641a1.160 ug mL 2.

Palavras-chave: AlA, bactériafixadorade nitrogénio, solosdaAmazoénia, Vigna unguiculata, L. Walp.

ABSTRACT

Indole-acetic acid production by rhizobiaisolated from cowpea

Thenitrogen fixing soil bacteriarhizobianaturally synthesizeindole-acetic acid (IAA), the most abundant naturally
occurring auxin. The objective of the present study wasto evaluate the production of IAA by 92 indigenous rhizobium
isolatesinamediumwith 0, 10, 25, 50, 100 and 150 mg mL* of tryptophan. All tested rhizobium isol ates were capabl e of
producing IAA without addition of tryptophan to the medium, ranging from 2 mg mL*to 136 mg mL%. IAA production
in 52 of the 92 rhizobium isol ates was significantly increased with theincrease in tryptophan concentration from 10 to
100 mgmL . In 150 mg mL* of tryptophan, four isolates produced high levels (1360 to 2660 mg mL ) of IAA whilesix
other bacteriaproduced IAA intherangefrom 641to 1160 ug mL ™.
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INTRODUCAO

Asbactériasrizosféricas podem influenciar no cresci-
mento de plantas por contribuirem com a produgéo de
fitormdni os como as auxinas. A principal auxina, o acido
indolacético (AlA), tem aplicacdo préticacomo promoto-
ra de crescimento vegetal. Varios estudos mostram que
0s microrganismos estéo ativamente envolvidos na sin-
tese de auxinas, tanto em meio de cultura como no solo
(Hameed et al., 2004; Khalid et al., 2004; Thakuriaet al.,
2004).

Varios caminhos foram reportados para a biosintese
de AIA em bactérias, porém o L-triptofano, como
amino&cido, tem sido usado como um precursor fisiol 6gi-
co paraabiosintese de auxinas em plantas e microrganis-
mos (Khalid et al., 2004). Os exsudados radiculares séo
fontes naturaisde L -triptofano (Lum & Hirsch, 2003) para
a microbiota do solo, contribuindo com o aumento da
biosintese de auxinanarizosfera.

V arios autores tém mostrado que aproducdo de Al A
e a fixagdo bioldgica do nitrogénio por bactérias
diazotréficas contribuem significativamente com o cres-
cimento de plantas leguminosas e nao-leguminosas
(Biswaset al., 2000; Hafeez et al ., 2004; Thakuriaet al.,
2004). Biswas et al. (2000), além de constatarem a pro-
ducdo de Al A por rizébio em meio de cultura, sugerem
um mecanismo potencial pelo qual essas bactérias po-
dem regular o crescimento das plantas. Outros traba-
Ihos evidenciam a sintese de Al A por rizébios usando
0 L-triptofano como precursor (Hameed et al., 2004;
Sottero, et al., 2006). Assim, aavaliagéo da sintese de
AlA por rizébios pode proporcionar maisum critério a
ser utilizado na selecdo de estirpes.

Este trabal ho teve como objetivo avaliar, em meio de
cultura, a produgdo de AIA por rizébio associados ao
caupi eisoladosde solosdaAmazoniae, verificar o efeito
da suplementacdo com diferentes concentragdes de L-
triptofano nessa producéo.

MATERIAL EMETODOS

Os 92 isolados bacterianos avaliados neste estudo
foram obtidos da Colecéo de Rizébio do Laboratério de
Microbiologia do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia(INPA). Essas bactériasforam previamenteiso-
ladas de solos de terra firme e varzea da regido, usando
feijdo caupi (Migna unguiculata L. Walp) como planta
isca. Osisolados foram repicados em placas de Petri con-
tendomeio Y MA (Yeast Mannitol Agar) (Vincent, 1970) e
incubadosa28° C por cinco dias. Inicialmente foram obti-
das as caracteristicas morfol 6gicas e fisiol 6gicas dos i so-
lados (Martinset al., 1997).

Osisoladospurificados (col6nias de 2-3 mm dedidme-
tro) foram transferidos, aproximadamente 108 células/mL,
parafrascos de Erlenmeyer (150 mL) contendo 25 mL de
meio de culturaYM (Vincent, 1970) na auséncia e pre-
sencade diferentes concentragdes de triptofano (10, 25,
50, 100 e 150 mg L), sendo utilizadas trés repeti¢des por
isolado. Apés quatro dias de crescimento sob uma agi-
tacdo rotatoria (100 rpm) a26 + 2°C, amatériabacteriana
foi separada por centrifugagéo a 12.000 rpm por 15 minu-
tos. Para as andlises colorimétricas de AlA (Gordon &
Weber, 1951) foram utilizadas uma parte do reagente de
Salkowski [(FeCl,0,5mol.L*+HCIO, (35%)] eduaspar-
tes do sobrenadante obtido de cada isolado. Apds a
comprovacao qualitativa da presenca de AIA (colora-
¢ao rosa apds 25 minutos de reagéo a temperatura de
26 + 2°C), o fitormbnio foi quantificado espectofoto-
metricamente em 530 nm. As concentragdes, em g mL-
1, foram calculadas a partir de uma curva padrdo com
concentragfes conhecidas da forma sintética do
hormdnio (de0a100 ug mL?), cujasleiturasforam abase
para calcular a concentragdo de AlA nas amostras. Os
isolados que produziram niveis de A1 A superiores a 300
ugmL-* (INPA R817, R884, R906, R918, R920, R927, R949,
R973, R983, R992, R993 e R1003), considerando amédia
dos tratamentos por isolado, foram avaliados novamente
em meio suplementado com 150 mg L de triptofano du-
rantedois, cinco, oito e 12 dias, paraverificar aproducéo
de AlA em func&o do crescimento bacteriano. Os dados
foram analisados estatisticamente, e as médias dos trata-
mentos comparadas pelo teste de Skot-knott a 5%, usan-
do o programa STATISTICA 6.0.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Paraas caracteristicas morfol égicas efisiol dgicas, foi
possivel agrupar os isolados que apresentam caracteris-
ticas semelhantes em 19 grupos, encontrando-se grande
diversidade entre os isolados (Tabela 1).

Todos os isolados testados produziram AIA em meio
de cultura suplementado ou n&o com L-triptofano. A pro-
ducéo de AlA variou significativamente entre isolados e
concentracdes de L-triptofano (Tabela2). Naausénciado
indutor, asintesedeAlA variou significativamentede2 a
136 ugmL 1, com osisolados INPA R841 e R843 apresen-
tando as maiores e menores concentragdes, respectiva-
mente. A producdo de AlA aumentou significativamente
(P < 0,01) com o aumento das concentracdes de L-
triptofano, com destague para os isolados INPA R817,
R820, R874, R895, R906, R918, R920, R927, R942, R949,
R990, R992, R993, R999 eR1003 (Tabela2).

O isolado INPA R-892 apresentou maxima produgdo
de AlA na concentracéo de 10 mg mL* de L-triptofano,
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Tabela 1. Caracteristicas morfofisiol 6gicas dos grupos de isolados de rizébio obtidos de amostras de solos de diferentes regifes na
Amazdnia

Grupos/ Caracteristicas dos grupos de isolados/?

N° deisolados'  TC pH DC FC EC BC Tr AC cc AM EM TM
Grupo 1 (10) R Ac >2 C E | S Ho B Ho CE Vis
Grupo 2 (6) R Ac <2 C E | S Ho B Ho S Vis
Grupo 3 (9) R Ac >2 C E | S Ho B Ho F Vis
Grupo 4 (3) R Al <2 C E | S Ho B Ho 5= Vis
Grupo 5 (5) R Al <2 C P | S Ho B Ho E Vis
Grupo 6 (5) R Ac <2 C P | N Ho B Ho S5 Vis
Grupo 7 (3) L Ac >2 C E | N Ho B Ho S Vis
Grupo 8 (4) L Ac <2 C E | S Ho B Ho S Vis
Grupo 9 (3) L Al <2 C P | S Ho B Ho E Vis
Grupo 10 (9) L Ac <2 C P | N Ho B Ho S5 Vis
Grupo 11 (2) L Al >2 C E | S Ho B Ho = Vis
Grupo 12 (3) R Ac <2 C P | S Ho A Ho 5= Vis
Grupo 13 (3) L Ac <2 C E | S Ho B Ho CE But
Grupo 14 (6) L Ac <2 C E | N Ho B Ho = But
Grupo 15 (4) R Ac >2 C E | S Ho B Ho CE But
Grupo 16 (3) R Al <2 C E | N Ho A Ho 5= Vis
Grupo 17 (1) L Al <2 C E | S Ho B Ho CE Vis
Grupo 18 (11) R Ac <2 C P | S He A He 5= Vis
Grupo 19 (2) L Ac <2 C E | S He B He CE Vis

1 Grupos de isolados: Grupo 1 (806, 813, 841, 851, 834, 886, 887, 891, 892 e 894), Grupo 2 (816, 920, 927, 958, 993 e 999), Grupo 3 (822,
895, 910, 918, 941, 949, 990, 1003 e 1004), Grupo 4 (861, 869 e 906), Grupo 5 (808, 817, 824, 947 e 978), Grupo 6 (871, 883, 896,
925 e 930), Grupo 7 (843, 916 e 917), Grupo 8 (809, 815, 911 e 914), Grupo 9 (826, 937 e 945), Grupo 10 (922, 966, 968, 972, 976, 980,
982, 983 e 992), Grupo 11 (812 e 832), Grupo 12 (915, 973 e 977), Grupo 13 (827, 835 e 969), Grupo 14 (811, 819, 825, 829, 899 e 904),
Grupo 15 (8144, 814b, 831 e 873), Grupo 16 (852, 898 e 939), Grupo 17 (839), Grupo 18 (820, 908, 936, 942, 943, 951, 956, 994, 1008,
1009 e 1010) e Grupo 19 (874 e 882).

2TC - tempo de crescimento (R: répido < 3 dias, L: lento > 3 dias); pH do meio (Ac: &cido, Al: dcalis); DC - didmetro da colénia em mm;
FC - forma da col6nia (C: circular); EC - elevagdo da colénia (P: plana, E: elevada); BC - borda da coldénia (I: inteira, Ir: irregular); Tr -
transparéncia (S: sim, N: nédo); AC - aparéncia da col6nia (Ho: homogénea, He: heterogénea); CC - cor da coldnia (A: amarela, B: branca);
AM - aparéncia do muco (Ho: homogénea, He: heterogénea); EM - elasticidade do muco (SE: sem elasticidade, CE: com elasticidade); TM

- tipo de muco (Vis: viscoso, But: butirico).

com decréscimo a partir dessa dose. O mesmo foi obser-
vado na concentragdo de 25 mg mL! para os isolados
PA R824, R922, R930, R936, R972, R1004 e R1010. Por
vez, naconcentracdo de 50 mg mL* osisolados INPA
08 e R1010 foram os de maior destaque; naconcentra-
de 100 mg mL %, osisolados INPA R815, R816, R822,
84, R968, R973, R983 e R1009 sintetizaram asmaiores
ncentragdes de AlIA. Resultados semelhantes foram
cumentados por Hameed et al. (2004) e Schlindwein et
(2008) paraisolados de rizébio crescidos em meio de
Itura suplementado com L -triptofano.

A média geral dos tratamentos também mostrou que
uve diferenca entre as bactérias avaliadas. Dos 92 iso-
0s, 38 (43%) apresentaram concentracdes de Al A su-
ioresa100 ug mL* (Tabela2). A maioriadessesisola-
s teve periodo de crescimento rgpido, fazendo parte
sgrupos 1 (INPA R884 e R906), 2 (INPA R920, R927 e
93), 3 (INPA R918, R949, e R1003), 5 (INPA R817), 9
PA R937) e 10 (INPA R983 e R992), o que pode ter
orecido a producdo de AlA. Esses resultados s&o su-
iores aos encontrados por varios autores. Biswas et
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al. (2000), trabalhando com rizébi osinoculados em arroz
inundado, crescidos por cinco e 10 dias, registraram con-
centragbes de AlA inferioresa 10 ug mLt. Num periodo
de incubagé&o de quatro dias em meio de cultura
suplementado com 500 mg L* de L-triptofano, Bano &
Musarrat (2003) registraram concentragcBes de Al A inferi-
oresal00pugmL,

Quanto aos isolados com producdo de Al A superior a
300 ug mL* (médiadostratamentos), oito das 12 bactérias
sel ecionadas exibiram méximaprodug&o aoscinco diasde
crescimento em meio suplementado com 150 mg L delL -
triptofano (Figura 1), com esses isolados apresentando,
também, tempo de crescimento répido (Tabela 1). Esses
resultados confirmam os estudos de Bano & Musarrat
(2003), segundo os quaisaméximaproducdo deAl A ocorre
nafase estacionériade crescimento rizobial .

A producdo relativamente alta de Al A pelos isolados
avaliados sugere o uso potencia desses rizébios como
promotores de crescimento radicular de espécies
leguminosas e ndo leguminosas, conforme documentado
por Ahmad et al. (2005) e Sottero et al. (2006).
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Tabela 2. Producdo de AlA (mg mL*) por isolados de rizébio em meio YM naauséncia e presenga de L-triptofano*

Concentracéo de L -tiptofano (mg.L™?)

I solados Média CV**
0 10 25 50 100 150
INPA R806 12nE 16 m D 19pD 330C 58 m B 63 mA 335 41
INPA R808 241 E 42 1 D 45 0 C 46 n C 50 mB 78 mA 475 2,1
INPA R809 11 ncC 41 A 300 A 2508B 24 nB 31nA 25,8 10,9
INPA R811 12nD 18 m D 300 C 330C 43 nB 56 m A 32 47
INPA R812 241 D 341 C 350C 40 nB 50 m A 53 mA 39,3 32
INPAR813 41 h C 54 | B 149 ) A 149 1 A 1391 A 63 m B 99,2 54
INPA R814a 21 E 23 mE 29 D 36 0C 43 nB 49 mA 33,7 39
INPA R814b 221 F 112 f E 170 i D 196 j C 212i B 275 ] A 164,5 32
INPAR815 77 d D 90 h D 143 j C 251 hB 642eA 236 | B 239,8 41
INPA R816 28 F 55| E 1101 D 190 j C 708 e A 223 | B 219 32
INPAR817 40 h F 152 e E 654 aD 1232aC 2244 aB 2660 a A 1163,7 1,2
INPA R819 19mC 204dB 209hB 276 hA 275 hA 285 ) A 2113 6,0
INPA R820 30 F 247 ¢ E 276 f D 323gC 409gB 671gA 326 25
INPA R822 251 F 3B E 87 mC 75 m D 127 1 A 117 m B 77,7 2,3
INPA R824 13 nF 101 g C 129 j A 114 mB 69 m D 67 m E 82,2 0,9
INPA R825 16 m E 76 h C 56 n D 96 m B 156 | A 157 | A 92,8 34
INPA R826 80D 19mC 28pB 37 nA 31nB 26 nB 24,8 7,6
INPA R827 10nD 17 m B 13pC 120 C 16 n B 20n A 14,7 6,5
INPA R829 70E 52 B 37 0D 47 n C 57 mA 45 n C 40,8 25
INPA R831 9nC 14 nB 14 p B 150 B 15n B 52 mA 19,8 4,1
INPA R832 10nE 21 mC 320A 24 0 B 26 n B 18nD 21,8 6,2
INPA R835 15n B 16 m B 18 p B 28 0 A 18 nB 18 n B 18,8 79
INPA R839 251D 321C 53 nA 40 nB 41 nB 51 mA 40 29
INPA R841 136 a C 9% g D 556 b A 256 h B 29nF 76 m E 191,5 25
INPA R843 20 E 6nD 23pA 140C 15nC 18 n B 13 53
INPA R851 4 h C 5 jC 149 ) A 155 | A 139 | A 69 m B 102,5 54
INPA R852 39hC 48 | B 78 m A 80 mA 8l mA 75 mA 66,8 33
INPA R861 9% cB 100 g A 390D 100mA 8 mC 85 mC 84,3 11
INPA R869 32iD 371D 45 0 C 46 nB 56 m A 50 m A 45,8 7,2
INPAR871 RiE 361D 42 oD 46 nC 51 mB 58 m A 442 6,4
INPAR873 241 C 3BIA 25pC 29 08B 26 nC 23 nD 26,7 35
INPA R874 10nF 149 e E 187 h D 258 h C 408 g B 570 h A 263,7 3,7
INPA R882 30D 401 C 410 C 37ncC 52 m B 78 m A 46,3 51
INPA R883 27jC 411 A 30 0B 30 0B 20n D 32nB 30 45
INPA R884 38 hF 296 bE 486 cC 576dB 86dA 436 i D 448 1,0
INPA R886 241 D 53 B 54 n B 57 nA 58 mA 34 ncC 46,7 2,2
INPA R887 19mF 351D 67 n A 58 nB 41 n C 25nE 40,8 2,3
INPA R891 39hC 401 C 43 08B 340E 38 nD 50 mA 40,7 15
INPA R892 4iF 581 a A 342dB 253 hC 25iD 175 1 E 268,3 21
INPA R894 11 nD 83 hC 167 i B 167 | B 256 h A 261 j A 157,5 36
INPA R895 80F 158e E 203hD 266hC 403gB 578 hA 269,3 44
INPA R896 62 e E 112 f C 112 1 C 82 mD 117 1 B 140 1 A 104,2 1,0
INPA R898 24 1 E 147 e D 164 i C 192 | B 192 | B 208 | A 154,5 34
INPA R899 14 n B 11 nC 11 pC 14 0B 15nB 25 nA 15 6,2
INPA R904 12ncC 10nD 4 pcC 130 C 31nB 35 nA 17 6,0
INPA R906 20m F 3BIE 169i D 960 b C 1116 b B 1360 c A 610 10
INPA R908 37 h F 114 f D 137 B 150 | A 1251 C 72 mE 105,8 1,2
INPA R910 28 D 311 D 380D 46 n C 51 mB 58 m A 42 6,9
INPA R911 19mF 351D 67 n A 58 nB 41 n C 25nE 40,8 25
INPA R914 32iC 331C 380C 52 nB 51 m B 60 m A 443 55
INPAR915 3BiE 68 i B 80 m A 61 ncC 70 m B 56 m D 61,7 1,9
INPA R916 14 ncC 51 A 24 pB 21 0B 18 n B 20n B 24,7 12,6
INPAR917 31i E 66 i C 2 mA 78 m B 77 m B 46 n D 65 21
INPAR918 113 b F 179 dE 471 cD 623 c C 1066 b B 1549 b A 666,8 05
INPA R920 32iF 103gE 312eD 539dC 662eB 785 f A 405,5 28
INPA R922 41 h F 132 e C 194 h A 184 | B 1111 D 88 m E 125 1,0
INPA R925 38 h D 157 e A 139 | B 1391 B 8 m C 45 n D 101 1,1
INPA R927 45 g F 86 h E 269 f D 469 e C 960 cB 1360 c A 5315 1,3
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Tabela 2. continuagdo

Concentracéo de L -tiptofano (mg.L™?)

| solados Média CV**
0 10 25 50 100 150

INPA R930 1I7mF 81 hC 1141 A 109m B 62mD 56 m E 732 1,0
INPA R936 36iE 106 f B 201 h A 68 n D 81mC 69mbD 93,5 0,6
INPAR937 241 E 27 mD 2 pF 300 C 42 nA 35 nB 30 15
INPA R939 56 f F 108 f E 183 h C 266 h B 309 h A 1531 D 179,16 15
INPA R941 19mD 61jB 67 n A 5 n B 47 m C 45 n C 49,7 2,0
INPAR942 62 e F 107 f E 146 j D 344gC 428fB 707 gA 299 1,0
INPAR943 24| E 91I1C 65 n A 49 n B 35 nD 38ncC 41,7 1,6
INPA R945 20 m D 26 mC 17 p D 17 o D 31nB 37 nA 24,7 53
INPAR947 47 g F 77 h C 84 mB 104mA 58 mE 73 mD 73,8 11
INPA R949 37 h F 84 h E 249 g D 429 f C 760dB 1160 d A 453,2 29
INPA R951 18 mE 421 B 61l nA 43 nB 32ncC 27 n D 37,2 19
INPA R956 19mF 70i D 78 m B 76 mC 80 m A 56 m E 63,2 1,0
INPA R958 14 n D 20m C 21 p C 330A 32nA 27 nB 245 43
INPA R966 60D 28 mC 49 o A 350b 37nB 27 nC 30,3 45
INPA R968 42 h D 83 hC 167 i B 168 | B 197 ) A 172 1 B 138,2 11
INPA R969 30C 19mA 8pB 80B 6nB 7nB 85 14,3
INPAR972 39 hE 109 f D 316 e A 261 h B 184 j C 1851 C 182,3 11
INPAR973 47 g F 181dE 344dD 57dC 7/73dA 641g8B 4255 2,2
INPAR976 10nF 36IC 61 nA 41 n B 32nD 20nE 333 34
INPAR977 18 mC 20 m B 19pB 1908B 21 nA 22 n A 19,8 5,6
INPAR978 33iF 691 C 94 m B 136 | A 63 m D 40 nE 72,5 11
INPA R982 43 gF 69 i E 189 h A 136 | B 89 mC 8 mD 102 1,0
INPA R980 18 mE 66 i D BmC 10/7mC 187 B 203 | A 113,2 2,0
INPAR983 5 f F 106 f E 239 gD 398f C 620eA 476 i B 315,8 05
INPA R990 27 E 149 e D 174 i D 216 i C 358 gB 512hA 239,3 39
INPAR992 11 nE 136 e D 142 j D 52d C 619eB 869 eA 386,5 18
INPAR993 18 mE 245cD 270fD 312gC 441fB 52hA 302,3 45
INPA R994 40 h D 58 j D 5 n D 2331 B 304 h A 1341 C 129 51
INPAR999 12nF % gE 195hD 266 hC 39 gB 570hA 256,2 2,6
INPA R1003 10nF 162eE 278 f D 320gC 453fB 649gA 312 34
INPA R1004 43 g E 108f D 358dA 292hB 264hB 158 | C 203,8 51
INPA R1008 27 E 391D 48 0 C 79 mA 53 m B 48 n C 49 2,2
INPA R1009 57 f E 87 h D 127 1 B 92 mC 1331 A 94 mC 98,3 17
INPAR1010 48 g E 110 f B 134 ) A 1331 A 1001 C 70 m D 99,2 15
C.V.** 5,4 4,6 4,5 2,6 2,2 2,7

* Médias seguidas da mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Skot-knott a 5%.
** C.V. Coeficiente de variagéo.

1200

—+—INPARB17

1000 —a— INPARB20
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) 400 —— INPAR949
—— INPARY73

200 —a—INPA R983
—=—NPA RO92

WA—E —&—INPAR1003

Dias
Figura 1. Producdo deAlA por isolados derizobio. Aslinhas representam aevol ugéo da concentragéo de Al A produzido por isolados
em meio YM suplementado com 150 mg L* de L -triptofano.
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CONCLUSOES

Houve grande variacéo na producéo de AlA nasdife-
rentes concentragdes de L-triptofano, destacando-se 38
isolados com producéo acimade 100 pg mL .

A maior produgdo de AIA ocorreu no quinto dia de
crescimento bacteriano.
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