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RESUMO: A cultura da aveia (Avena sp.) vem sendo amplamente utilizada com uma alternativa para cultivo
de pastagens durante as estagdes frias no Sul do pais. Entretanto, poucos trabalhos de bioprospecg¢ao de
bactérias produtoras de acido indol-acético em colegdes de oficiais de rizobios vem sendo realizados. Assim,
0 objetivo deste trabalho foi selecionar microrganismos produtores de acido indol-3-acético (AIA). As
bactérias foram inoculadas em meio Levedura Manitol (LM) enriquecido com triptofano, utilizando-se o
meétodo descrito por Asghar et al. (2002) modificado a 28°C por 72 horas. Ap6s este periodo de crescimento,
as culturas foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 min a 4°C e 150 yL do sobrenadante foi coletado e
acondicionado em microplacas de poliestireno, onde em cada poco foi adicionado a 100 yL mL da solugao
de Salkowski. e armazenadas por 30 minutos em local escuro. Ao término deste periodo se realizou a leitura
do AIA em espectrofotdbmetro, a um comprimento de onda de 593 nm. Os isolados bacterianos POA 127,
POA 14, POA 12, EEL06284 e EEL 11499 apresentaram produgdo de AlA superior a 20,1ug. mL" de AlA,

sendo potenciais micro-organismos para testes em plantas.

Palavra Chave: Bactérias promotoras de crescimento vegetal; Avena sp.; auxinas.

INTRODUGAO

Com a redugado da oferta de alimento volumoso
para os animais nas estagdes mais frias do ano,
devido ao baixo desenvolvimento das pastagens no
inverno, os produtores da regido do Planalto Sul
Catarinense fazem uso de pastagens cultivadas
mais adaptadas para esta época do ano (BALBINOT
JUNIOR et al. 2009).

No entanto, uma estratégia que vem sendo
estudada para auxiliar a manutengdo destas
espécies durante este periodo de inverno é pelo
aumento da eficiéncia no uso de fertilizantes em
espécies forrageiras pelo uso de bactérias
promotoras de crescimento.

As bactérias presentes na rizosfera sdo capazes
de contribuir para o aumento da produtividade de
algumas lavouras devido a colonizagao das raizes e
estimulo ao crescimento das plantas. Esses micro-
organismos s&o conhecidos como rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal (Plant growth-
promoting rhizobacteria - PGPR) (BISWAS et al.,
2000), ou como bactérias promotoras de
crescimento vegetal (PGPB) (BROCK et al., 2013;
TAPIAS et al., 2012; LIU et al. 2011).
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Diversos micro-organismos vém sendo relatados
como promotores de crescimento em plantas, que

incluem os géneros Acetobcter, Azoarcus,
Azospirillum, Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus,
Clostridium, Enterobacter, Gluconacetobacter,

Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas, Serratia e
Zoogloea, o0s quais sao exclusivamente micro-
organismos nao simbidticos (VARGAS et al., 2009)
e tem sido isolados dessas culturas e de outras
espécies de gramineas (MIRZA et al, 2001;
MASCIARELLI et al., 2013).

Entretanto pesquisadores identificaram que os
rizobios também sdo capazes de promover o
crescimento de plantas ndo-leguminosas, por meio
de outros mecanismos, entre os quais se destaca a
producédo de fito-horménios (STROSCHEIN et al,,
2011).

A sintese de auxinas, particularmente o acido
indol-acético (AlA), € um regulador do crescimento
das raizes e caules através do alongamento celular,
e o0 aumento do numero de pelos radiculares,
melhorando a absorgdo de agua e nutrientes do
solo, e consequentemente, a produgcdo de auxinas
também pode ser realizada por bactérias; que,
quando em associagdo com as plantas, podem
promover o crescimento vegetal (PEREIRA et
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al.,2012). Desta forma, o objetivo do experimento foi
selecionar microrganismos produtores de acido
indol-3-acético (AlA) da colecdo de culturas da
Epagri-Lages/SC.

METODOLOGIA

Os micro-organismos utilizados neste trabalho
foram oriundos da colegcédo de bactérias da Estacao
Experimental de Lages, EPAGRI — SC, os quais
foram isolados de nddulos de leguminosas e de solo
rizosférico coletados de diversas culturas vegetais
como: Acacia sp., Adesmia sp., Cicer sp., Lens
sp.,Lotus sp., Lupinus sp., Medicago sp., Malus sp.,
Vicia sp. entre outras espécies. Desta colecéo,
foram testados quanto a producgdo de acido indol
acético 314 isolados bacterianos em meio de cultura
levedura manitol solido (LM).

Das culturas originais, fez-se um cultivo em
batelada, os isolados que estavam em meio LM
sélido foram inoculados para meio caldo LM (Figura
1). Os meios de cultura foram resfriados a
temperatura ambiente e enriquecidos com
triptofano, obtendo uma concentragao final no meio
de cultura de 50 ug.mL'. Depois destes
procedimentos as bactérias foram inoculadas para
os erlenmeyer em cémara de fluxo laminar.

Figura 1 — Bactérias em meio sélido, na camara
de fluxo laminar.

Os caldos inoculados com as bactérias ficaram
sob agitacdo constante a 120 rpm com temperatura
de 28°C por 72 horas. Apds este periodo de
crescimento, as culturas foram centrifugadas a
10.000 rpm por 10 minutos a 4°C.

Apods este periodo, foram coletados 150 yL mL-"
do sobrenadante, e colocadas em microplacas de
96 pogos. Em seguida, colocou-se 100 pyL mL da
solugdo de Salkowski (1,2 g de FeClz + 42,1 mL de
H.SOs + 57,89 mL de H>O destilada). Para
quantificacdo dos teores equivalentes de AlA,
montou-se uma curva padrao com AlA sintético nas
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seguintes concentragdes: 0, 1, 5, 10, 20, 50, 100 e
150 ug mL".

Deixou-se a microplaca no escuro por 30 minutos,
tempo adequado para a reagcdo de oxidagado, e
realizou-se a leitura do AIA (em espectrofotébmetro, a
um comprimento de onda de 593 nm). Os pogos que
produz uma cor rosada, cuja intensidade ¢é
proporcional a quantidade de AIA na amostra, como
mostra na (Figura 2).

Figura 2 — Determinacdo de acido indolacético
pelo método de Asghar et al. (2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 314 isolados avaliados, ocorreu uma variagao
de 0 a 75 mg mL-' de AIA, sendo que 78,98% dos
isolados bacterianos estudados produziram até 5 ug
mL-" de equivalentes ao AIA. Ademais, 19,42% dos
isolados testados produziram quantidades
equivalentes de AIA acima de 5 yg mL™" até 20 ug
mL-" (Figura 03).
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Figura 3 — Numero de isolados produtores de
equivalentes ao AlA.

O isolado POA 127 se destacou pela maior
producdao de 4acido indolacético, apresentando
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quantidades de 72,49 ug mL-, seguido dos isolados,
POA 14, POA 12, EEL 6284 e EEL 11499, que
produziram respectivamente, 57,75 ug mL, 32,24
ug mL, 21,24 uyg mL" e 20,85 ug mL" (Figura 4).

AIA (ug/mL)

POA127
POA14
POA12
EEL 6284
EEL 11499

Figura 4 - Producao de AIA por isolados
bacterianos. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Os dados obtidos neste trabalho foram superiores
aos encontrados por Costa et al.(2013), o qual
avaliou 26 isolados bacterianos e apenas um
produziu 14,24 mg mL"' AIA, sendo o controle
positivo e o restante produziram menos de 10 ug
mL-',. Ademais, estes isolados bacterianos tiveram
crescimento de 72 horas e foram enriquecidos com
100 ug L' de triptofano.

Estando, entdo, os dados obtidos como os
isolados POA 127 e POA 14 de acordo com o
encontrado em trabalho de pesquisa recente. No
trabalho de Costa et al.(2013), as 26 estipes
avaliadas, 5 ndo produziram AIA, apenas 1 isolado
bacteriano produziu 14,24 mg mL" AIA, sendo o
controle positivo (BR 11001), e o restante
produziram menos de 10 uyg mL-,as stirpes tiveram
crescimento de 72 horas e foram enriquecidos com
100 ug L' de triptofano.

De acordo com Patil et al. (2011), varios fatores,
como concentragdo de triptofano, pH e fontes de
nutrientes, podem interferir tanto na capacidade de
sintese, como na quantidade de AIA produzido em
meio de cultura. Assim, é importante a utilizagdo de
meios de cultura com diferentes composi¢des para
se obter informagbes mais concretas sobre a
capacidade de sintese do AIA. Porém, ndo existe
uma faixa de concentragdo benéfica ou toxica
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comum a todas as espécies vegetais. Desta forma,
as concentragbes de AIA sintetizadas foram
bastante variaveis entre as estirpes avaliadas, o que
pode beneficiar culturas com diferentes exigéncias.

CONCLUSOES

Os isolados bacterianos POA 127, POA 14, POA
12, EEL06284 e EEL 11499 apresentaram produgao
de AIA superior a 20,1 ug.mL' de AIA, sendo
potenciais micro-organismos para testes em plantas.

Como perspectivas futuras serao elaborados dois
experimentos, um sob condi¢des controladas e
posteriori a campo, para medir a eficiéncia dos
melhores inéculos bacterianos selecionados, para
futura indicacdo de recomendacdo de uso de
inoculantes para sementes de Avena sativa e A.
strigosa.
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