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INTRODUÇÃO 
 

As bactérias fixadoras de nitrogênio atmosférico, diazotróficas, podem viver livre no 
solo, associadas a espécies vegetais, tanto na rizosfera quanto endofiticamente, bem 
como formar simbioses, como ocorre em muitas leguminosas. As bactérias diazotróficas 
associativas são encontradas em diferentes espécies vegetais não leguminosas, incluindo 
o milho (BHATTACHARJEE et al., 2008; BALDANI; BALDANI, 2005; HUNGRIA, 
2011). 

Além de fixar o nitrogênio atmosférico, estas bactérias são descritas por serem 
capazes de produzir hormônios vegetais, podendo influenciar o metabolismo 
nitrogenado da planta, sendo classificadas como rizobactérias promotoras do 
crescimento de plantas (BALDANI; BALDANI, 2005; MOREIRA et al., 2010;  
HUNGRIA, 2011; JAMES; BALDANI, 2012). Dentre os hormônios vegetais 
produzidos, destaca-se o ácido indol acético (BHATTACHARYYA; JHA, 2012) que 
induz um maior desenvolvimento das raízes e pelos radiculares, proporcionando uma 
maior absorção de nutrientes pela planta. 

 No entanto, estudos com balanço de nitrogênio demonstram que a contribuição da 
FBN em gramíneas de arroz varia de 0 a 30%, dependendo do genótipo da planta de 
milho (BODDEY et al., 1995). 

O presente trabalho teve como objetivo selecionar bactérias diazotróficas do gênero 
Azospirillum sp e produtoras de ácido indol acético (AIA) associadas à cultura de milho, 
com potencial para o desenvolvimento de inoculantes, como substituto de adubação 
nitrogenada. 
 
 

MATERIAL  E MÉTODOS 
 

Foram analisadas 56 estirpes de bactérias diazotróficas isoladas a partir de amostras 
de raiz, solo e colmo de plantas de milho cultivadas em solo de cerrado na área 
experimental da Embrapa Milho e Sorgo.  

Isolamento de bactérias fixadores de nitrogênio do gênero Azospirillum 
Para o isolamento das bactérias diazotróficas, o meio NFb semi-sólido 

(DOBEREINER et al.,1995) foi inoculado com 0,1ml de suspensão de solo, ou pedaços 
de colmo ou de raízes e incubado a 30°C por um período de quatro a sete dias. Quando 



a película fina atingiu a superfície do meio, foi realizada a transferência da cultura para 
novo meio NFb semi-sólido. Estas culturas foram incubadas a 30°C, até a formação de 
nova película. Em seguida, as culturas foram riscadas em placas contendo meio NFb 
sólido acrescido de 20mg de extrato de levedura. Após a incubação por três a cinco dias, 
foram selecionadas as colônias pequenas, secas e brancas, típicas do gênero 
Azospirillum. Para a purificação final, essas colônias foram transferidas para novo meio 
NFb semi-sólido, e, após a formação do véu, foram riscadas em placas de meio batata-
malato. Neste meio, as colônias das bactérias diazotróficas caracterizam-se por serem, 
inicialmente, branco-amareladas, tornando-se róseas, pequenas e estruturadas após uma 
semana de incubação a 30°C. Uma colônia de cada placa é novamente repicada em NFb 
semi-sólido para a caracterização e estocagem da bactéria, segundo o método utilizado 
por Dobereiner et al. (1995).  

Seleção de bactérias produtoras de ácido indol acético (AIA) 
    Com a finalidade de avaliar a produção de auxina, as bactérias foram crescidas em 
meio de cultura TSB, suplementado com 500µg mL-1 de triptofano, conforme descrito 
por Patten e Glick, (1996). Após a inoculação, as bactérias foram incubadas a 30°C, sob 
agitação e na ausência de luz, por uma semana. Posteriormente, as células foram 
removidas por centrifugação a 6000 rpm por 10 minutos e a produção de auxina foi 
determinada no sobrenadante utilizando-se o método colorimétrico via reagente de 
Salkowski. Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram 
submetidos à análise estatística através do teste de ANOVA e as médias foram 
comparadas utilizando o teste de Scott-Knott (P<0,05). 
 
Delineamento e análise estatística 

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com três repetições. Os dados 
obtidos foram submetidos a análises de variância em nível de 5 % de significância com 
auxílio do aplicativo SISVAR (Ferreira 2011). 
 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Através do método colorimétrico de análise utilizando o reagente de Salkowsky foi 

possível observar que todos os isolados testados foram capazes de acumular AIA em 
meio de cultura suplementado com L-triptofano. A produção de AIA variou 
significativamente entre os isolados (p<0,05), sendo que os valores encontrados para os 
56 isolados variaram de 72,52 a 239,29 µg ml-1 (Figura 1).  

Os 56 isolados foram originados de diferentes origens, sendo 9% do colmo, 36% da 
raiz e 55% do solo (Figura 2). Destes isolados analisados, seis destacaram-se dos 
demais produzindo AIA na faixa de 176 a 239 μg mL-1 (Figura 1), obtidos a partir de 
amostras de solo e de raízes. Dos 56 isolados, 49 (87,5%) apresentaram concentrações 
de AIA entre 76 - 150 μg mL-1 (Figura 3). O isolado 10 foi o mais eficiente na 
produção de AIA, com valores de 239 μg mL-1 de sobrenadante, ao final dos sete dias 
de incubação. Resultados semelhantes foram documentados por Hameed et al. (2004) e 
Schlindwein et al. (2008) para isolados de rizóbio crescidos em meio de cultura 
suplementado com L-triptofano. A produção relativamente alta de AIA pelos isolados 
avaliados sugere o uso potencial dessas bactérias como promotoras de crescimento 



radicular de espécies leguminosas e não leguminosas, conforme documentado por 
Ahmad et al. (2005) e Sottero et al. (2006). 

 
 
 

Figura 1. Acúmulo de AIA em meio de cultura por bactérias diazotróficas isoladas de 
milho após sete dias de incubação. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 2: Distribuição dos isolados das estirpes. 

 

 

 
 
 

Figura 3: Distribuição dos isolados em faixas de produção de AIA.  
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

CONCLUSÕES 
 

     As estirpes de bactérias diazotróficas testadas são capazes de acumular AIA in vitro 
quando crescidas em meio suplementado com triptofano.    
     Há variabilidade genética entre bactérias diazotróficas associadas às plantas de milho 
para produção de fitohormônio. 
     Pode-se selecionar estirpes com produção de AIA acima de 170 μg mL-1 com 
potencial para o desenvolvimento de inoculantes.a base Azospirillum promotores de 
crescimento, mesmo sob condições de alta disponibilidade de nitrogênio. 
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