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RESUMO: A cana-de-agiicar é uma fonte importante de alimento € bioenergia. Assim, o estudo da interagdo
com bactérias endofiticas que fixam o nitrogénio atmosférico (FBN) e produzem o 4cido indol acético (AIA) vem sendo
amplamente explorado. Porém, devido a sensibilidade bacteriana, tanto a producéo de AIA, como a FBN, podem sofrer o
impacto de fatores edafoclimaticos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de NaCl
sobre o crescimento bacteriano, a FBN e a produgdo de AIA in vitro de linhagens bacterianas do género Burkholderia,
isoladas endofiticamente de plantas de cana-de-agucar, cultivadas no estado de Pernambuco. Para tanto, duas linhagens
bacterianas endofiticas das espécies Burkholderia gladioli e B. heleia foram inoculadas em meio TSA (com L-triptofano)
acrescido de cinco concentragdes de NaCl: 0,1; 1; 10; 25 e 50 g.L"' e incubadas sob agitacio. O crescimento bacteriano e a
producdo de AIA foram avaliados através de um espectrofotdmetro por 48 horas. Para o teste de fixa¢do de nitrogénio, as
linhagens foram inoculadas em meio LGI-P semi-sélido acrescido de cinco concentragdes de NaCl: 0,1; 1; 10; 25 e 50 g.L”
" e incubadas a 28°C por 10 dias. Foi possivel observar que altas concentracdes de NaCl influenciaram negativamente o
crescimento bacteriano e a producio do AIA in vitro por B. glaidoli e B. heleia. E que, concentracdes de NaCl acima de 25
g.L"! inibiram a capacidade de fixar nitrogénio, de ambas as linhagens.

PALAVRAS-CHAVE: Acido Indol Acético. Burkholderia gladioli. Burkholderia heleia. Cloreto de sédio.
Fixacao Bioldgica de Nitrogénio.

INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) é uma
fonte importante de alimento e bioenergia para
diversos paises nos trépicos e subtrépicos, tornando-
se um componente essencial para a economia dos
mesmos (WACLAWOVSKY et al., 2010). Ela é
considerada uma das principais culturas do Brasil,
sendo produzida industrialmente nas mais diversas
regides do pais (BALDANI et al., 2002). A cada ano
agricola, nota-se a expansdo de suas 4areas de
cultivo, principalmente para a regido semi-arida.
Essa regido é caracterizada por apresentar solos
rasos, ricos em minerais primdrios de fAcil
intemperizacdo, altas taxas de evaporagdo e baixos
indices pluviométricos, favorecendo a evaporacio
da 4gua salina presente na solucdo do solo e,
conseqiientemente, a precipitagio de sais na
superficie do mesmo (WILLADINO et al., 2011),
podendo causar déficit hidrico na planta (AYERS &
WESTCOT, 1999), ou acimulo de sais nos tecidos

internos do vegetal, ocasionando efeitos deletérios a
micro-organismos associados e ao seu metabolismo
(MUNNS; TESTER, 2008). Logo, estudos que
avaliem os efeitos da salinidade na microbiota
associada as plantas poderdo auxiliar a melhoria do
manejo desta cultura em solos salinos.

Devido a sua grande importancia, o Brasil
tem investido cada vez mais nos estudos da
diversidade microbiana associada a plantas de cana-
de-agicar. Essa diversidade se apresenta como
importante  alternativa  para  melhorar  as
caracteristicas econdmicas da planta e a
sustentabilidade da cultura, pela diminuicdo no uso
de produtos provindos de fontes ndo renoviveis,
como o petréleo, largamente utilizado na fabricagcdo
de fertilizantes nitrogenados (TEJERA et al., 2005;
PERIN et al., 2006; GOVINDARAJAN et al., 2007;
LUVIZOTTO, 2008; LUVIZOTTO et al., 2010). A
cultura da cana-de-agticar é uma das gramineas que
apresenta interacdo com bactérias endofiticas que
fixam o nitrogénio atmosférico (diazotréficas) e
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produzem o dcido indol acético (AIA), mecanismos
associados a promocdo de crescimento vegetal
(OLIVARES et al., 1996; BALDANI et al., 2002;
KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; HARDOIM et
al., 2008).

A cana-de-agicar ¢ altamente extratora,
retirando do solo quantidades maiores de nitrogénio
do que aquelas que sdao adicionadas em adubagdes,
podendo ser explicado pela fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) (BODDEY et al., 2003). Boddey
et al. (2001) relatam que a FBN tem se mostrado
eficiente, pois por meio da técnica da diluicdo
isotépica de N estimaram que mais de 60% do
nitrogénio acumulado em algumas variedades de
cana-de-agicar foram provenientes da FBN.
Enquanto que Oliveira et al. (2002), em plantas de
cana-de-acuicar micropropagadas, quando
inoculadas com diferentes espécies de bactérias
diazotréficas, apresentaram cerca de 30% do N total
absorvido pela planta oriundo da FBN. Além disso,
Reis et al. (2009) afirmam que essa contribui¢do
pode chegar em torno de 70%, dependendo da
variedade de cana-de-acucar, da fertilidade do solo,
das condi¢des climéticas e do manejo da cultura.
Portanto, ha a necessidade de se estudar novas
estirpes bacterianas que sejam mais efetivas e
eficientes em prover o nitrogé€nio para a cultura,
visando a futura inoculagao de estirpes eficientes no
manejo da cana.

O 4cido indol acético é um regulador de
crescimento vegetal da classe das auxinas,
produzido no meristema apical das plantas, tendo a
funcdo de promover o crescimento de raizes e caules
através do alongamento celular (CENTELLAS et
al.,1999). A produgdo de auxinas também pode ser
realizada por bactérias; que, quando em associa¢do
com as plantas, podem promover o crescimento
vegetal (PATTEN E GLICK, 1996; RYU;
PATTEN, 2008; KOCHAR et al., 2011; LOPEZ-
VALDEZ et al., 2011). Além das bactérias, fungos
também podem produzir auxinas e atuarem como
promotores de crescimento vegetal (SANTOS et al.,
2010). Atualmente, j& se tem conhecimento de
algumas espécies de bactérias associadas a plantas
de cana-de-agucar, como as do género Burkholderia
(ID 32008), que possuem a capacidade de fixar
nitrogénio  atmosférico,  solubilizar  fosfato
inorgdnico e promover o crescimento vegetal
(PERIN et al., 2006; MENDES et al., 2007;
LUVIZOTTO et al., 2010).

Tanto a producdo de AIA, como a FBN,
podem sofrer o impacto de fatores edafoclimaticos,
pois assim como as plantas, as bactérias apresentam
variacodes na tolerancia a estresses que influenciam a
expressdo de suas caracteristicas. Dentre os
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principais fatores que podem afetar a promogdo de
crescimento vegetal por algumas bactérias, quando
estas se encontram associadas as plantas, estdo a
temperatura, salinidade, umidade e pH do solo
(RUMJANEK et al., 2005). Além disso, segundo
Fareleira et al. (2007), o grau de tolerdncia pode
apresentar grandes variagdes, quando se diz
respeito, principalmente, a tolerancia a salinidade.

Os sais, depositados na superficie do solo,
tém efeitos téxicos sobre as plantas, interferindo
deste modo em todo seu desenvolvimento
(NOBREGA et al.,, 2004a). Além disso, também
afetam o crescimento bacteriano dentro e fora da
planta, assim, caracteristicas de promocdo de
crescimento  vegetal, podem ser afetadas
negativamente pelo estresse salino. Estudos
especificos demonstram que nos géneros Rhizobium
e Bradyrhizobium, os efeitos prejudiciais em relacio
ao sal sdo mais explicitos, e o cloreto de sédio
(NaCl) tem sido largamente utilizado como
indicador da tolerdncia de bactérias a salinidade
(ABDELMOUMEN et al., 1999).

Nesse cendrio de expansdo da cultura da
cana-de-actcar a regides propicias ao acimulo de
sais, como o Sertdo Pernambucano, e os efeitos que
os sais podem causar sobre a comunidade
microbiana benéfica associada a cana, € de
fundamental importancia a prospeccdo de estirpes
bacterianas que apresentem a capacidade de
colonizar os tecidos e promover o crescimento
vegetal, ainda que submetidas a condi¢Ges de
elevadas concentragdes de sais no solo. Essa busca
constitui-se em alternativa viavel e sustentavel,
visando a implantacdo da cultura em estudo em
regides de diferentes caracteristicas edafoclimadticas,
favorecendo sua expansao.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a influéncia de diferentes concentracdes
de NaCl sobre o crescimento bacteriano, a fixacao
bioldgica de nitrogénio atmosférico e a producdo de
AIA in vitro de linhagens bacterianas do género
Burkholderia, isoladas endofiticamente de plantas
de cana-de-acicar cultivadas no estado de
Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Linhagens bacterianas

Foram avaliadas duas linhagens bacterianas
endofiticas das espécies Burkholderia gladioli
(G18) e B. heleia (G28), capazes de produzir AIA e
fixar nitrogénio, pertencentes a colecio de culturas
microbianas do Laboratério de Genética e
Biotecnologia Microbiana, da Unidade Académica
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de Garanhuns / Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UAG/UFRPE).

As linhagens foram previamente isoladas
em meio LGI-P (DOBEREINER et al., 1995), sendo
a linhagem G18 proveniente de colmo da variedade
RB 867515 e a G28 de raiz da variedade RB 863129
de plantas de cana-de-aguicar cultivadas na Estacdo
Experimental de Cana-de-agicar de Carpina
(EECAC/UFRPE), Carpina/Pernambuco,
(7°51°03’S e 35°15°17°°O).

Crescimento bacteriano

Cada linhagem foi inoculada, a partir de
uma coldnia isolada, em 5 mL de meio de cultura
liquido Trypcase Soy Agar (TSA), e incubadas a
28°C por 24h sob agitacdo constante (120 rpm).
Apés esta etapa, um inéculo de 10° unidade
formadoras de colénia por mililitro de meio
(UFC/mL) foram transferidos para 25 mL de meio
liquido TSA acrescido de L-triptofano (5 mM) e sob
os seguintes tratamentos: 0,1; 1; 10; 25 e 50 g.L'1 de
NaCl, limite de concentracdes para caracterizar
bactérias halotolerantes (OETTERER, 2009), sendo
incubados a 28°C sob agitagdo constante (120 rpm).
O crescimento bacteriano foi acompanhado por
meio da densidade Gtica (DO), em
espectrofotdometro a 600 nm, segundo Kuklinsky-
Sobral et al. (2005). Foram realizadas leituras apds
24 e 48 horas da inoculacdo e os experimentos
foram realizados em triplicata.

Producao bacteriana de acido indol acético

Cada linhagem foi inoculada, a partir de
uma coldnia isolada, em 5 mL de meio de cultura
liquido TSA, e incubadas a 28°C por 24h sob
agitacdo constante (120 rpm). Apds esta etapa, um
inéculo de 10° UFC/mL foram transferidos para 25
mL de meio liquido TSA acrescido de L-triptofano
(5 mM) e sob os seguintes tratamentos: 0,1; 1; 10;
25 e 50 g.L'l de NaCl (RADWAN et al., 2005),
sendo incubados a 28°C sob agitacdo constante (120
rpm) por 48 horas.

Dois mililitros da cultura bacteriana foram
centrifugados a 12.000 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi tratado com o reagente de
Salkowski (2% de FeCl3 0,5 M em 35% de acido
percldrico), na proporcao de 1,5:0,5, e a reagdo foi
incubada por 30 min na auséncia de luz. Apds esta
etapa, a leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotdometro (530 nm). As leituras foram
realizadas apds 24 e 48 horas da inoculacdo e os
experimentos foram realizados em triplicata. Para a
estimativa da producdo de AIA, foi utilizada uma
curva  padrio, previamente obtida, com
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concentracdes conhecidas de AIA (VETEC): 0, 50,
100, 150, 200, 250, 300 e 350 pg.L'l.

Fixacao de nitrogénio

Cada linhagem foi inoculada, a partir de
uma colonia isolada, em 5 mL de meio de cultura
liquido TSA, e incubadas a 28°C por 24h sob
agitacdo constante (120 rpm). Apds esta etapa, um
in6culo de 10° UFC/mL foram distribuidos em tubos
de vidro de 13 mL contendo 8 mL de meio LGI-P
semi-sélido (sem fonte nitrogenada)
(DOBEREINER et al., 1995) acrescido de cinco
concentracdes de NaCl: 0,1; 1; 10; 25 e 50 g.L'1
(RADWAN et al, 2005). As linhagens foram
incubadas a 28°C, por 10 dias. Apds este periodo,
houve a andlise dos tratamentos. A avaliacdo das
linhagens positivas foi efetuada qualitativamente,
onde a presenca de um halo claro de crescimento
bacteriano caracterizou o potencial em fixar o
nitrogénio atmosférico. Os experimentos foram
realizados em triplicata.

Analise estatistica

Os dados de crescimento bacteriano e
producdo de AIA foram submetidos a andlise de
varidncia (ANOVA) e a andlise de médias pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade, pelo o
software estatistico SISVAR® versio 5.3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento bacteriano

Observou-se que concentragdes acima de 10
gL’ influenciaram negativamente 0
desenvolvimento das bactérias. A linhagem G18 (B.
gladioli) teve seu crescimento inibido na
concentracdo de 50 gL' de NaCl e uma queda de
desenvolvimento aos 25 g.L!. Contudo, apresentou
bom desenvolvimento em até 10 gL' de NaCl
(Figura 1A). A linhagem G28 (B. heleia) apresentou
taxa de crescimento menor que a GI18, pois
apresentou DO mdxima de 0,4, nas condicdes
utilizadas, enquanto que a G28 atingiu até 0,6 de
DO. Além disso, a B. heleia foi mais sensivel ao sal,
pois a concentragio de 25 gL' ji inibiu o
desenvolvimento desta bactéria. Contudo, assim
como a linhagem de B. gladioli, a linhagem G28
apresentou bom crescimento nas concentracdes de
até 10 gL' de NaCl (Figura 1B), podendo ser
sugerido que as duas linhagens necessitem de certa
quantidade de sal para se desenvolverem
satisfatoriamente.

Em trabalho realizado por Nébrega et al.
(2004b), com bactérias diazotrdficas, ndo houve
nenhuma linhagem bacteriana que cresceu na
concentracio de 50 gL' de NaCl, como nos
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resultados observados no presente trabalho.
Contudo, Medeiros et al. (2007), avaliando
linhagens fixadoras de nitrogénio quanto a
tolerdncia a salinidade e a temperatura, constataram
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que houve crescimento bacteriano em concentracoes
de 50 g.L'1 de Na(Cl, indicando a variagdo nos niveis
de tolerancia a salinidade por diferentes bactérias.
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Figura 1. Curvas de crescimento (Densidade Otica - DO) de linhagens endofiticas associadas a cana-de-
acucar, em meio liquido TSA acrescido de 0,1; 1; 10; 25e 50 g L' de NaCl. A) Linhagem G18 de
B. gladioli; B) Linhagem G28 de B. heleia. Os pontos que ndo apresentam sobreposi¢ao das barras
indicam que as médias diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

A busca de genétipos bacterianos tolerantes
a salinidade é uma solucdo eficaz para problemas
que ocorrem com a fixacdo bioldgica de nitrogénio.
Um exemplo disto, € demonstrado por Medeiros et
al. (2008), que observaram que a nodulacdo do
feijao-caupi, por Bradyrhizobium sp., foi reduzida a
medida que o teor de salinidade do solo aumentava,
comprovando a inibi¢do desta caracteristica tdo
importante para o desenvolvimento vegetal. Logo,
trabalhos que selecionem linhagens bacterianas
tolerantes a salinidade, associadas a gramineas
como cana-de-acucar, poderdo contribuir para o
desenvolvimento dessas plantas em solos salinos.

Producao bacteriana de acido indol acético

Foi observado que as maiores concentragdes
de NaCl avaliadas, 25 e 50 g.L'l, influenciaram
negativamente a producdo de AIA (Figura 2) pelas
duas espécies de bactérias endofiticas, tanto a B.
gladioli quanto a B. heleia, assim como no
crescimento bacteriano (Figura 1). Contudo, a
linhagem G18 apresentou declinio na sua produgdo
de AIA a partir de 10 gL' (Figura 2A), enquanto
que o seu desenvolvimento celular ndo foi afetado
nessa concentracdo (Figura 1A). Logo, estes
resultados demonstram que a capacidade de
produzir AIA, mecanismo envolvido com a
promocdao de crescimento vegetal, foi mais
influenciada negativamente do que o crescimento
celular bacteriano.

A linhagem G28, diferentemente da G18,
ndo apresentou influéncia de NaCl nas
concentracoes de 0,1; 1 e 10 g.L'1 sobra a produgdo
de AIA (Figura 2B), assim como no seu
desenvolvimento celular.

O 4cido indol acético estimula o aumento da
elongacdo celular e atua na divisdo e diferenciagdo
celular, tornando-se um fitorménio de extrema
importincia para as plantas (RAVEN et al., 2001).
Dessa maneira, a producdo de AIA por bactérias
pode auxiliar o desenvolvimento vegetal. Porém, as
caracteristicas ambientais podem interferir nesta
producdo. Existem evidéncias de que os micro-
organismos podem selecionar uma via metabdlica
diferenciada, dependendo do ambiente (PATTEN;
GLICK, 1996).

De acordo com Radwan et al. (2005), a
adi¢do de NaCl ao meio de cultura inibiu a producdo
de auxina nas linhagens de Azospirillum sp. e
Herbaspirillum seropedicae, em concentragdes
superiores a 5 gL'. No presente trabalho, as
linhagens foram capazes de produzir AIA em
concentracdes de até 50 gL', mesmo diminuindo a
producio a medida que a concentracdo de sal
aumentava. Logo, os resultados demonstram que as
linhagens de Burkholderia gladioli e B. heleia
avaliadas apresentaram maior tolerancia a salinidade
quanto a expressdo da caracteristica de produzir
AlA in vitro.
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Figura 2. Curvas de produgéo 4cido indol acético por linhagens endofiticas associadas a cana-de-acucar, em
meio liquido TSA acrescido de L-triptofano e de 0,1; 1; 10; 25 e 50 g L™ de NaCl. A) Linhagem
G18 de B. gladioli; B) Linhagem G28 de B. heleia. Os pontos que ndo apresentam sobreposi¢cdo
das barras indicam que as médias diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de

significancia.

Fixacdo de nitrogénio

As linhagens endofiticas diazotréficas de B.
gladioli (G18) e B. heleia (G28), isoladas de cana-
de-actcar, foram capazes de fixar nitrogénio in vitro
em meio de cultura LGI-P, apenas nas
concentracoes de 0,1; 1 e 10 g.L'1 de NaCl,
apresentando a formacdo do halo caracteristico de
crescimento bacteriano em meio de cultura semi-
s6lido sem fonte nitrogenada (Figura 3).

Nao ocorreu formagdo do halo quando as
linhagens foram submetidas a concentracdes de 25 e
50 gL' de NaCl. Logo, a FBN dessas linhagens foi
inibida nessas concentracdes. A avaliacio da FBN
por linhagens bacterianas endofiticas, quando
submetidas a diferentes concentracdes de cloreto de
sodio, foi util, j4 que foi possivel diferenciar o
comportamento dessa caracteristica quanto a
tolerncia a salinidade. Embora seja uma

metodologia que possibilite apenas qualificar as
bactérias quanto a FBN in vitro, é um teste rdpido e
eficiente de avaliacdo utilizado nos laboratdrios,
pois em um meio livre de fonte nitrogenada e sob a
condi¢cdo semi-s6lida, hd um ambiente ideal para o
desenvolvimento dos micro-organismos € para a
fixacdo bioldégica do nitrogénio atmosférico.
(SILVEIRA, 2008).

E importante ressaltar que as duas linhagens
sao de espécies diferentes, isoladas de nichos e
genétipos de cana diferentes, mas apresentaram o
mesmo comportamento quanto a influéncia da
salinidade sobre a expressdo fenotipica da fixacdo
de nitrogénio in vitro.

Existem vdrios relatos na literatura em
relacdo a tolerdncia de bactérias a salinidade,
variando desde 0 a 60 g L'!. Porém, ainda pouco se
sabe sobre a influéncia do sal em bactérias
associadas a plantas de gramineas, e em particular
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sobre fixacdo de nitrogénio (HUNGRIA et al., 2001;
NOBREGA et al., 2004a). Os objetivos desse tipo
de avaliacdo ndo se limitam em avaliar o potencial
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de determinada linhagem, mas, também, podem
influenciar na caracterizacao das espécies em estudo
(CHEN et al., 2000; FRIONI et al., 2001).

Figura 3. Teste de fixac@o de nitrogénio em meio LGI-P, livre de fonte nitrogenada. A) Linhagem positiva,
apresentando um halo de crescimento (a cor esverdeada representa a alcaliniza¢do do meio, apds a
fixacdo bioldgica de nitrogé€nio, para alguns tratamentos); B) Linhagem negativa, auséncia de halo

de crescimento.

Segundo Elsheikh (1998), algumas espécies
bacterianas que possuem o crescimento rapido,
apresentam  maior  tolerdncia a  elevadas
concentracdes de NaCl em meio de cultura, quando
comparadas com  algumas espécies de
desenvolvimento lento. Isso ocorre devido a maior
producdo de polissacarideos que recobrem as células
bacterianas, reduzindo assim a superficie de contato
entre a célula e o meio que contém sal, dessa forma,
as bactérias desse tipo possuem maior resisténcia ao
efeito osmotico.

Desse modo, pesquisas realizadas in vitro,
podem auxiliar na escolha de isolados para serem
testados em casa de vegetacdo e, posteriormente, em
campo, na forma de inoculantes. Um exemplo de
avaliacdo preliminar foi realizada por Zou et al.
(1995), que avaliaram o desenvolvimento de Acacia
ampliceps inoculada com a estirpe Rhizobium
PMAG63/1, onde a mesma conseguiu ser tolerante até
30,5 g.L‘1 de NaCl, e com uma estirpe de
Bradyrhizobium PMA37, que se apresentou bastante
sensivel, tolerando apenas 2,93 g L. Portanto, o
estudo de linhagens diazotréficas tolerantes a
salinidade é de extrema importincia, ji que estas
linhagens podem vir a diminuir ou substituir, nos
canaviais implantados em solos salinos, a adubagio
nitrogenada.

CONCLUSOES

Altas concentracdes de NaCl, acima de
10g.L", influenciam negativamente o crescimento
bacteriano de B. glaidoli e B. heleia associadas a
plantas de cana-de-acicar cultivadas em
Pernambuco, com a linhagem de B. gladioli
apresentando-se mais tolerante a salinidade que a
linhagem de B. heleia.

Altas concentragdes de NaCl influenciam
negativamente a producdo do 4cido indol acético in
vitro. No entanto, a linhagem B. heleia foi mais
tolerante que B. glaioli para a expressdo dessa
caracteristica.

Concentracdes de NaCl acima de 25 gL'
inibem a capacidade de fixar nitrogénio, in vitro,
tanto da linhagem de B. gladioli e quanto da B.
heleia.

O sal pode ser um fator limitante para as
linhagens bacterianas avaliadas, podendo afetar
negativamente o seu potencial biotecnolégico.
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ABSTRACT: The sugarcane is an important source of food and bioenergy. So, the study of its interaction with
endophytic bacteria that fix atmospheric nitrogen (BNF) and produce indole acetic acid (IAA) has been widely explored.
However, due to bacterial sensitivity, both the production of IAA as the BNF may suffer the impact of soil and climatic
factors. The goal of this study was to evaluate the influence of the NaCl different concentrations on the bacterial growth,
on the BNF and on the IAA production in vitro by endophytic bacterial strains of the genus Burkholderia isolated from
sugarcane plants grown in the Pernambuco State. In this study, two endophytic bacterial strains of Burkholderia gladioli
and B. heleia species were inoculated in TSA (with L-tryptophan) added of five NaCl concentrations: 0.1, 1, 10, 25 and 50
g.L"" and incubated under agitation. Bacterial growth and IAA production were assessed using a spectrophotometer for 48
hours. The nitrogen fixation test was carried out by the inoculation of the bacteria in semi-solid LGP-I added of five NaCl
concentrations: 0.1, 1, 10, 25 and 50 g.L"' and incubated at 28°C during 10 days. It was observed that high concentrations
of NaCl influenced negatively the bacterial growth and indole acetic acid production in vitro by B. glaidoli and B. heleia.
Nevertheless, NaCl concentrations above 25 g.L”" inhibited the ability to fix nitrogen in both strains.

KEYWORDS: Indole Acetic Acid. Fixation Biological Nitrogen. Burkholderia gladioli. Burkholderia heleia.
Sodium chloride.
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