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RESUMO

NOSOLINE, Sumaya Mario. D. Sc; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Maio de 2016; Prospeccdo e caracterizacado de rizobactérias de
feijdo caupi cultivado no estado do Rio de Janeiro; Professor Orientador
Marco Antonio Martins; Co-orientadores: Gustavo Ribeiro Xavier e Vera Lucia
Divan Baldani.

Devido ao alto valor nutricional de seus graos, o feijdo-caupi € uma das
leguminosas mais utilizadas no Brasil, e sua inoculagdo com bactérias promotoras
de crescimento vegetal, além de potencial biotecnolégico para o aumento da
produtividade da cultura € uma alternativa para reducdo dos danos ambientais
causados pelo uso dos fertilizantes agricolas utilizados. O presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito da coinoculagdo de plantas de feijdo-caupi com
bactérias dos géneros Bradyrhizobium e Azospirillum na nodulacéo e producao de
biomassa da cultura e isolar, caracterizar de forma morfocultural, fisiolégica e
genotipica as rizobacterias, principalmente as dos géneros Azospirillum e
Bradyrhizobium associadas as plantas feijao-caupi. O trabalho foi dividido em
duas etapas: na primeira etapa, um experimento foi realizado em casa de
vegetacdo, em blocos casualizados com dez tratamentos e trés repeticdes. Os
tratamentos consistiram da inoculagdo da cultivar Maua com a estirpe SEMIA
6462 de forma individual e co-inoculada com as estirpes de Azospirillum. A
mistura das cinco estirpes de Bradyrhizobium de forma individual e co-inoculadas
com as estirpes de Azospirillum, testemunha nitrogenada (50 Kg.ha') e

testemunha absoluta (sem adubagdo nitrogenada e inoculagdo). Na segunda
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etapa, para prospeccao de novas rizobactérias da rizosfera, raiz e nodulos de
feijdo-caupi, um experimento foi conduzido em casa de vegetacgéo, utilizando-se
solos rizosféricos de quatro propriedades no estado do Rio de Janeiro, em vasos
com 4 tratamentos (2 solos de Cachoeiras de Macacu e 2 de Magé) e 12
repeticbes com a cultivar Maua. Apos 35 e 45 dias do plantio, amostras de raizes
e rizosfera foram coletadas, respectivamente, e utilizadas para a contagem,
isolamento e caracterizacdo morfocultural, fisiolégica e genotipica das
rizobactérias. A coinoculagdo entre a estirpe de Bradyrhizobium SEMIA 6462 e a
estirpe de Azospirillum BR 11001 proporcionou maior nodulagdo, um incremento
na massa seca de nédulos e um incremento de 25% na biomassa seca, massa
seca da parte aérea na cultivar Maua. Foram obtidos 32 isolados da rizosfera e
raiz de feijdo-caupi que apresentaram em sua maioria borda da colbnia inteira
(81,25%) e coloracgéo branca (71,87%) e produziram de 0,31 a 0,41 pg de AlA por
mg ptn’. Todos os isolados foram capazes de reduzir acetileno e produzir
sideroforos, porém apenas 26% apresentaram capacidade de solubilizacdo de
fosfato. Destes isolados, 20 pertenciam ao género Azospirillum spp, 6 ao género
Pseudomonas spp e um isolado, identificado como Rhizobium. Foram obtidos 45
isolados de nodulos de feijao-caupi, todos capazes de reduzir acetileno a etileno,
com crescimento rapido e em sua maioria com crescimento acido (89%), colénias
com forma circular (80%), borda inteira (80 %) e elevacdo plana (80%). Na
caracterizacao fisioldgica, 90% o dos isolados foram capazes de crescer em meio
YMA com diferentes fontes de carbono e 53% na concentracdo de 2% de NaCl,
64% cresceram na temperuta de 42 °C e 53% faixa de pH 4,0. Foram obtidos 19
pertencentes ao género Bacillus, 7 ao género Rhizobium, 4 ao Bradyrhizobium e 4
Paenibacillus. Foi possivel observar efeito significativo da coinoculagédo entre as
estirpes de Bradyrhizobium e Azospirillum na nodulacdo e biomassa de feijao-
caupi. As bactérias associadas as raizes e rizosfera feijdo-caupi apresentaram
mecanismos de promocdo de crescimento vegetal relacionados a producdo de
sideréforos, AlA, solubilizacao de fosfato e reducéo de acetileno, sendo a maioria
pertencente ao género Azospirilum spp. Da mesma forma, um numero
consideravel de isolados de nédulos foram capazes de crescer em meio de cultivo
com diferentes fontes de carbono, concentragcbes de NacCl, baixas faixas de pH e
altas temperaturas, sendo identificados como pertencente aos géneros Bacillus,

Rhizobium, Bradyrhizobium e Paenibacillus. A caracterizagcdo morfofisioldgica e
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genotipica possibilitou um maior conhecimento da populacdo de rizobactérias de
feijdo-caupi dos solos coletados, sendo os géneros encontrados, potencialmente

conhecidos como promotores de crescimento vegetal.

Palavras-chave: Vigna unguiculata (L.) Walp, bactérias diazotréficas, promogéo
de crescimento.
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ABSTRACT

NOSOLINE, Sumaya Mario. D. Sc; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; May 2016; Prospection and characterization of cowpea
rhizobacteria cultivated in the Rio de Janeiro state; Advisor: Marco Antonio
Martins; Co-Advisor: Gustavo Ribeiro Xavier eVera Lucia Divan Baldani.

Due to the high nutritional value of the beans, cowpea is a legume most widely
used in Brazil, and its inoculation with bacteria promoting plant growth, and
biotechnological potential for increasing crop yield is an alternative to reducing
damage the environment caused by the use of agricultural fertilizers used. This
study aimed to evaluate the effect of co-inoculation of cowpea plants with bacteria
of the Bradyrhizobium and Azospirilum genres in nodulation and biomass
production of culture and to isolate, characterize by morphocultural form,
physiological and genotypic rhizobacteria, particularly of Azospirillum and
Bradyrhizobium genus associated with the cowpea plants. The work was divided
into two stages, the first stage an experiment was conducted in a greenhouse, the
treatments were arranged in a randomized block design with ten treatments and
three replications. Five strains of Bradyrhizobium (SEMIA 6462, SEMIA 6464,
SEMIA 6461, SEMIA 6463 and BR 3299) and two strains of Azospirillum
brasilense (BR BR 11001 and 11005) were used. The treatments consisted of
inoculation cultivar Maua with SEMIA 6462 strain an individual shape and co-

inoculated with strains of Azospirillum; the mixture of five strains of
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Bradyrhizobium individually and co-inoculated with strains of Azospirillum;
Nitrogen control (50 Kg.ha™) and absolute control (without fertilization nitrogen and
inoculation). In the second stage, to search for new rhizobacteria, associated with
the cowpea roots and nodules, soils from the rhizosphere of cowpea of four
different sites in the state of Rio de Janeiro were used in an experiment in vases
with 4 treatments (2 soils from Cachoeiras de Macacu and 2 from Magé) and 12
repetitions conducted in greenhouse conditions, using Cowpea bean (Maua). After
35 and 45 days of planting, roots and rhizosphere samples were collected and
used for the isolation, quantification and morphocultural, physiological and
genotypic characterization of diazotrophic bacteria. The co-inoculation of strains
Bradyrhizobium SEMIA 6462 and Azospirilum BR 11001 provided greater
nodulation, an increase in dry matter of nodules and an increase of 25% in mass
shoot in cultivar Maua. It has been obtained 32 isolates from the rhizosphere and
cowpea root that had mostly colonies with whole borders (81.25%) and white color
(71.87%) and produced from 0.31 to 0.41 ug indole compounds™. mg protein™. All
isolates were able to reduce acetylene and produce siderophores, but only 26%
had phosphate solubilization capability. Of the obtained isolates, 20 belonged to
the genus Azospirilum spp, 6 to the Pseudomonas genus and one isolate
identified as Rhizobium. It has been obtained 45 isolated from cowpea nodules, all
were able to reduce acetylene to ethylene, with rapid growth and mostly acid
growth (89%), colonies with circular shape (80%), whole edge (80%) and flat
elevation (80%). In physiological characterization, 90% of the isolates were able to
grow in YMA medium with different sources of carbon and 53% at a concentration
of 2% NaCl, 64% grew in temperuta 42 ° C and 53% range pH 4.0. Of the
obtained isolates, 19 belonged to the genus Bacillus, 7 to the Rhizobium, 4 to the
Bradyrhizobium. and 4 to the Paenibacillus. It was observed significant effect of
co-inoculation of the strains and Azospirillum on nodulation and biomass of
cowpea. Bacteria associated with the cowpea roots and rhizosphere showed plant
growth promoting mechanisms related to the production of siderophores, AlA,
phosphate solubilization and acetylene reduction, most of them belonging to the
genus Azospirillum spp. A considerable number of individual nodules were able to
grow in culture media with different carbon sources NaCl concentrations, low pH
ranges and high temperatures, being identified as belonged to the genus Bacillus,

Rhizobium, Bradyrhizobium and Paenibacillus . The Morphophysiological and
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genotypic characterization has enabled a better understanding of the population of

rhizobacteria cowpea the collected soil, and the genres found potentially known as
plant growth promoters.

Keywords: Vigna unguiculata (L.) Walp, diazotrophic bacteria, growth promotion.
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1-INTRODUCAO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), leguminosa originéria do
continente africano, € amplamente utilizado em varias regides brasileiras devido
ao alto valor alimentar dos seus gréos, sendo considerado fonte de proteina
vegetal, ferro, zinco, carboidratos, vitaminas e aminoacidos, constituindo-se em
um importante componente da dieta alimentar das populagcdes de menor poder
aquisitivo (Freire Filho, 1988; Grangeiro et al., 2005; Filgueiras et al., 2009) e uma
espécie de grande valor estratégico para as regides produtoras (Freire Filho et al.,
2011).

E amplamente cultivado em todas as regibes brasileiras, sendo que no
estado do Rio de Janeiro a cutura do feijdo-caupi vem crescendo, principalmente,
em areas rurais relativamente préximas aos grandes centros urbanos, onde se
concentram populagfes de origem nordestina, o que representa uma consideravel
demanda pelo consumo do produto (Guedes, 2008).

O Brasil € um dos principais produtores mundiais de feijado-caupi, com
uma produtividade média nacional variando em torno de 300 a 5600 kg ha™
(Conab, 2016). Esses valores, porém, sdo considerados abaixos da capacidade
produtiva da cultura (Freire Filho et al. 2005; Freire filho et al.,2011 ), sendo
decorrente, principalmente pelo baixo aporte tecnoldogico da maioria dos
produtores, problemas no preparo e manejo da fertilidade do solo, controle
fitopatoldgico da cultura, dentre outros (Filgueiras et al., 2009).

Uma das alternativas utilizadas para o aumento da produtividade do
feijdo-caupi € a inoculacdo com estirpes de Bradyrhizobium sp eficientes no

processo de Fixagdo Biologica de Nitrogénio (FBN). Nesta simbiose, a cultura é



suprida com nitrogénio (N), nutriente que frequentemente limita a producéo,
podendo dispensar fontes minerais, além de possibilitar atingir niveis altos de
producéo de graos (Rumjanek et al., 2005; Zilli et al.,2009).

A utlizacdo de estirpes de Bradyrhizobium também possui potencial
biotecnoldgico para minimizar o custo da producao, através da reducdo do uso de
fertilizantes nitrogenados, trazendo beneficios para o meio ambiente, como
também propiciar aumentos na fertilidade e na matéria organica do solo (Gualter,
2010), com a possibilidade da adubacéo verde com a cultura.

Além das estirpes do grupo rizobio, outras bactérias podem trazer
grandes beneficios as leguminosas. Conhecidas como rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas (RPCPs), estas bactérias, que crescem proximo as
raizes e sado estimuladas pelos exsudatos radiculares, tém a capacidade de
promover o crescimento vegetal através de diferentes mecanismos quando
inoculadas nas sementes ou no solo, exercendo um efeito benéfico no
desenvolvimento e sanidade das plantas (Cattelan, 1999; Dobbelaere et al, 2003).

As RPCPs podem apresentar mecanismos de acéo direta e indireta sobre
as plantas. A acao direta no crescimento vegetal pelas rizobactérias ocorre tanto
através de substancias sintetizadas pelas mesmas, quanto pela facilitacdo da
absor¢céo de certos nutrientes do ambiente pela planta. Por outro lado, a acao
indireta ocorre quando estas diminuem ou previnem os efeitos deletérios de um
ou mais microrganismos fitopatogénicos (Cattelan e Hartel, 2000; Nelson, 2004,
Ahmad et al., 2008).

Dentre as RPCPs se destaca o género Azospirillum, cuja habilidade e
capacidade de biossintese de fitohormdnios, tém sido relatadas em diversos
estudos (Baldani e Baldani, 2005; Hungria, 2011; Yadegari et al., 2010). Nestes,
foram constatados, dentre outros mecanismos, 0 crescimento radicular e a
solubilizagéo de fosfatos minerais, aumentando a eficiéncia na utilizagdo desses
fertilizantes, bem como o rendimento das culturas, reduzindo custos com insumos
e processos contrarios a sustentabilidade ambiental (Bergamaschi, 2006; Moreira
et al., 2010).

Diversos estudos tém relatado resultados promissores com a
coinoculagdo de bactérias do género Azospirilum com bactérias do grupo
Rhizobium em leguminosas como a soja (Hungria et al., 2013) e o feijdo comum

(Remans et al., 2007; Remans et al.,, 2008a), com ganhos na nodulacao,



producdo de biomassa da parte aérea e da raiz e, conseqguentemente, na
produtividade das culturas. Sao, porém, escassos 0s trabalhos sobre a
coinoculagédo com Azospirillum spp. em feijdo-caupi.

O isolamento e a selecdo de novas estirpes de bactérias fixadores de
nitrogénio e RPCPs em feijdo-caupi € importante para o desenvolvimento de
novos produtos biotecnolégicos como substituto parcial ou total da adubagédo com
nitrogénio mineral. Em adicdo ao seu isolamento e selecdo para FBN, outras
capacidades bioguimicas destas estirpes sdo também de interesse, tais como a
capacidade de solubilizar fosfatos inorganicos insolaveis (Marra et al.,2012),
producdo de compostos inddlicos e sideréforos.

Neste contexto, as hipdteses testadas neste estudo foram: (i) a
coinoculagdo de bactérias dos géneros Azospirilum e Bradyrhizobium pode
favorecer o crescimento de plantas de feijdo-caupi; (i) plantas de feijao-caupi
cultivadas em solos de regides produtoras do estado do Rio de Janeiro se
associam com bactérias diazotroficas dos géneros Azospirillum e Bradyrhizobium;
(iii) bactérias diazotroficas do género Azospirillum, isoladas de rizosfera e raiz de
feijdo-caupi, apresentam mecanismos promotores de crescimento vegetal.

Para testar as hipoteses levantadas, o objetivo geral da tese foi de
estudar, de forma morfocultural, fisiologica e molecular, bactérias diazotréficas
dos géneros Azospirillum e Bradyrhizobium associadas a rizosfera e raiz de feijao-
caupi cultivado no estado do Rio de Janeiro. Sendo os objetivos especificos: (i)
avaliar a interacdo entre estirpes de Azospirilum e Bradyrhizobium no
desenvolvimento de feijao-caupi; (i) isolar e caracterizar bactérias do género
Azospirillum, presentes na rizosfera de feijdo-caupi cultivado em solos de regides
produtoras de feijdo-caupi no Estado do Rio de Janeiro; (iii) isolar e caracterizar
bactérias do género Bradyrhizobium de nodulo de feijdo caupi, cultivado em solos
de regides produtoras de feijao-caupi no Estado do Rio de Janeiro; (iv) identificar
as rizobactérias de feijdo-caupi por meio do sequenciamento parcial do 16S
rDNA;



2-REVISAO DE LITERATURA

2.1- A cultura do feijao-caupi

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), leguminosa originaria do
continente africano, mais precisamente na Nigéria, foi introduzido na América
Latina no século XVI pelos colonizadores espanhdis e portugueses. No Brasil, a
introdugéo provavelmente se deu no estado da Bahia e a partir deste, o feijao-
caupi foi levado pelos colonizadores para outras areas da regido Nordeste e para
as outras regides do pais (Freire Filho, 1988).

No Brasil, o feijao-caupi é também conhecido como feijdo-macassar ou
macassa e feijdo-de-corda na regido Nordeste; feijdo-da-colbnia, feijdo-da-praia e
feijdo-de-estrada na regido Norte; feijdo-miado na regido Sul; feijdo-catador e
feijdo-gurutuba em algumas regibes da Bahia e norte de Minas Gerais, e feijao-
fradinho nos estados da Bahia e do Rio de Janeiro (Freire Filho et al., 2005;
Embrapa Meio-Norte, 2015).

Por apresentar elevada capacidade de simbiose com bactérias fixadoras
de nitrogénio atmosférico, o feijdo-caupi, adapta-se a uma ampla faixa de clima e
solo, nas mais diversas condi¢cdes de cultivo (Ehlers e Hall, 1997). Além disso,
essa adaptacdo também se da em virtude das suas caracteristicas de rusticidade
e precocidade (Dantas et al., 2002) e por possuir alta tolerancia ao estresse
hidrico, térmico e salino (Martins et al. 1997), o que o permite ser cultivado nas
diferentes condicdes climaticas do Brasil.

Leguminosa cujos grdos possuem alto valor alimentar, € uma das
espécies de feijdo com maior teor de proteinas, possuindo também carboidratos,

vitaminas, aminoacidos e minerais essenciais ao organismo humano, além de



grande quantidade de fibras dietéticas. Revela-se como alternativa promissora
para a producdo de proteina a baixo custo e em menos de 80 dias de cultivo
(Grangeiro et al., 2005; Filgueiras et al., 2009; Sinimbu, 2011).

E muito utilizado nas regifes Norte e Nordeste, onde representa uma
cultura de subsisténcia, por ser a principal fonte de proteina vegetal, além de se
constituir em uma das principais alternativas sociais e econdmicas para as
populagdes rurais, como fixadora de méo de obra (Freire Filho et al., 2005; Zilli et
al., 2006).

O uso do feijao-caupi para producédo de gréos tem aumentado nos ultimos
anos devido ao consumo na forma de graos secos, vagens ou graos verdes como
hortalica em varias regibes do pais, tornando-se excelente alternativa de
comercializacdo para os agricultores (Nascimento et al., 2004). Além da
importancia alimentar humana, o caupi também pode ser utilizado como forragem
verde, feno, ensilagem, farinha para alimentacdo animal e, ainda, na adubacéo
verde e protecdo do solo (Andrade Junior, 2000).

Considerado uma opcéo de fonte de matéria organica, com suas raizes
bem ramificadas e profundas, o feijdo-caupi produz elevada quantidade de
biomassa, contribuindo com um aporte de nitrogénio de até 90 kg N ha™, o que
associado a simbiose com bactérias diazotroficas e a eficiéncia no processo da
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), o que permite ser introduzido em solos com
baixos teores de matéria organica (Castro et al., 2004; Zilli et al., 2008).

A variacdo na produtividade média do feijdo-caupi observada nas regides
produtoras, além do sistema de manejo e das tecnologias utilizadas, é também
influenciada pela elevada variabilidade genética da planta, classificada desde
ciclo superprecoce a tardio, sendo a maturidade fisiol6gica dos graos alcancada
até 60 e a partir de 91 dias apds a semeadura, respectivamente (Freire Filho et
al., 2005).

Na regido Nordeste do Brasil, o cultivo de feijdo-caupi quase sempre esta
associado ao sistema de producéo de subsisténcia, em sequeiro e consorcio, com
cultivos de milho e mandioca, obtendo-se uma produtividade média variando de
317 a 700 kg ha™, com aproximadamente 1,9 milhdes de hectares plantados. Na
regido Norte, estima-se uma area plantada de 151,05 mil hectares e a
produtividade média atinge 1000 kg ha™. Na regido Sudeste, geralmente, o feijdo-

caupi € semeado em sucessdo a culturas tradicionais e mais exigentes, como as



do quiabeiro e do milho, buscando aproveitar o efeito residual das adubactes e
podendo atingir de 300 a 1400 kg ha™ de vagens verdes, em consércio ou
solteiro, respectivamente. Entretanto, na regido Centro-Oeste, especialmente no
estado de Mato Grosso, a cultura esta conquistando espaco e passou a ser
cultivado em larga escala a partir de 2006 por médios e grandes empresarios, que
praticam uma lavoura altamente tecnificada sendo cultivado em grandes é&reas,
onde as produtividades podem ultrapassar 1.000 kg ha™® (Pinho et al., 2005;
Guedes, 2008; Damasceno-Silva, 2009; Filgueiras et al., 2009; Ceccon e Matoso,
2010; Freire Filho et al.,2011).

Com a expansao do feijao-caupi para a regido dos cerrados, das regides
Norte, Nordeste e Centro-Oeste, ele foi incorporado aos arranjos produtivos como
safrinha apds as culturas da soja e do arroz, e, em alguns locais, como cultura
principal. Na regido dos cerrados, principalmente quando € cultivado em forma de
safrinha, o feijdo-caupi tem um custo muito competitivo, fator que tem feito
aumentar o interesse dos produtores pela cultura. A oferta de um produto
padronizado, de alta qualidade, em quantidade e com regularidade, vem
despertando o interesse de agroindustrias de outras regides e esta contribuindo
para a abertura de novos mercados para a cultura (Freire Filho et al.,2011).

Apesar desse novo cenario do cultivo de feijdo-caupi, a média das
lavouras no Brasil esta abaixo do potencial produtivo da cultura, sendo esta uma
realidade comum entre todos os principais produtores da cultura mundialmente.
Nesse contexto, torna-se importante a caracterizacdo dos fatores que limitam a
obtencdo de elevados rendimentos de grédos do feijao-caupi nas condi¢cbes de
producdo do Brasil e inferir sobre os mecanismos que o0s produtores podem
lancar mao para aumentar a produtividade e, consequentemente, a producao das
areas de cultivo.

Dentre os fatores que afetam a produtividade do feijao-caupi, acarretando
0 baixo rendimento observado nas lavouras brasileiras, podem ser citados: o
manejo inadequado da adubac&o e do preparo do solo, a salinidade de alguns
solos brasileiros, as cultivares utilizadas, o espacamento e densidade utilizados
nas lavouras, o baixo uso da inoculacdo com bactérias diazotréficas, o déficit e o
excesso hidrico e os costumes e tradi¢cdes de alguns produtores.

A inoculacdo com bactérias diazotréficas € um fator que pode afetar

positivamente a produtividade do feijao-caupi, quando bem manejada. Ha duas
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décadas, o processo de FBN era pouco explorado no cultivo do feijao-caupi no
pais, podendo-se citar como principais razdes: o baixo aporte tecnoldgico dos
principais produtores, a falta de respostas positivas dos inoculantes disponiveis
no mercado e a baixa especificidade de nodulacdo apresentada pela cultura
(Lacerda et al., 2004; Rumjanek et al., 2005; Moreira, 2005; Zilli et al., 2008; Zilli
et al., 2009b).

Quatro estirpes de Bradyrhizobium séo recomendadas atualmente pelo
MAPA (MAPA, 2006) para inoculacao do feijao-caupi: SEMIA 6461 (UFLA 3-84),
SEMIA 6462 (BR 3267), SEMIA 6463 (INPA 03-11B) e SEMIA 6464 (BR 3262),
isoladas de solos de Rondbnia, semiarido Pernanbucano, Amazonas e Rio de
Janeiro, respectivamente (Zilli et al., 2009b).

Pesquisas tém demonstrado incrementos significativos na produtividade de
cultivares de feijdo-caupi inoculadas com as estirpes ja recomendadas para a
cultura e a estirpe BR 3299, em processo de recomendacao. Gualter et al. (2011)
observaram, na regido da Pré-Amazb6nia Maranhense, que as estirpes SEMIA
6464, SEMIA 6463 e BR 3299 promoveram incrementos de 171, 354 e 500%,
respectivamente, na produtividade de grdos de caupi, em compara¢ao ao controle
absoluto. Soares et al. (2006) constataram que a inoculacdo com as estirpes de
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6461 e SEMIA 6463, em Perddes-MG, promoveu
rendimentos de graos semelhantes aos da testemunha nitrogenada, que recebeu
uma adubac&o mineral de 70 kg ha™ de N-uréia. Ja os resultados obtidos por Zilli
et al. (2009a) em Roraima indicam que as estirpes recomendadas e a BR 3299,
proporcionaram rendimento de gréos da cultura do feijao-caupi semelhantemente
a dose de 80 kg ha™ de N dividido em duas aplicacdes.

De acordo com Franco et al. (2002), esse efeito positivo da inoculacéo do
feijdo-caupi, em diferentes regibes edafocliméaticas, mostra-se viavel para o
aumento da produgcédo de grdos da cultura e capaz de substituir a adubacao
nitrogenada.

Apesar de os incrementos observados nas pesquisas, no Brasil o uso de
inoculantes nas lavouras de feijdo-caupi estad na faixa de 100 mil.ha™, sendo
considerado baixo em comparacdo com as culturas de soja (18 milhdes.ha™) e
feijdo-comum (200 mil.ha®). De acordo com a Turfal (2008), a producdo de
inoculantes é distribuida em 95, 4 e 1% para soja, feijao-comum e feijdo-caupi,

respectivamente. Esses dados nos mostra a necessidade de aumento dessa



pratica no manejo nas lavouras de feijdo-caupi, em vista dos beneficios que
podera trazer ndo s6 no aumento da produtividade da cultura, mas também na
reducdo dos gastos com os fertilizantes nitrogenados e, consequentemente, uma

diminuicdo da contaminacdo ambiental ocasionado pelos mesmos.

2.2- Promogéao de crescimento Vegetal

A agricultura convencional por muitos anos associou 0 desenvolvimento e
a produtividade vegetal ao uso de insumos quimicos. No entanto, o uso
indiscriminado destes trouxe como consequéncia a contaminacdo ambiental e a
degradacéao dos solos. Surgiu-se entdo a preocupacao com 0S recursos naturais e
a necessidade de uma agricultura que associe atributos biotecnolégicos aos
recursos da ciéncia moderna e que proporcione um maior equilibrio
socioecondmico.

Alguns grupos de microrganismos do solo possuem potencial
biotecnolégico para uso na agricultura, por apresentarem a capacidade de
estimular o crescimento das plantas e sdo conhecidos como rizobactérias
promotoras do crescimento (RPCPs), (Kloepper e Schroth, 1978). Para o uso
desse potencial biotecnolégico, entretanto, € de extrema importancia o
conhecimento do gendtipo da planta e do microrganismo envolvido na interagédo
(Cattelan e Hartel, 2000).

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) e/ou producéo de fito hormdnios
reguladores de crescimento, mineralizagdo e solubilizacdo de nutrientes como o
fosforo sdo exemplos de mecanismos diretos de promocdo de crescimento
(Cattelan e Hartel, 2000; Ahmad et al., 2008). E o antagonismo contra patégenos,
através da producdo de antibidticos e sideréforos ou resisténcia a drogas,
exemplos de mecanismos indiretos (Cattelan e Hartel, 2000; Peixoto Neto et
al.,2002; Zahir et al., 2003).

A FBN atua na promocao de crescimento vegetal por ser um processo
onde o nitrogénio, nutriente que frequentemente limita a producdo, pode ser
suprido total ou parcialmente, favorecendo o desenvolvimento das plantas
cultivadas (Hungria e Vargas, 2000). Nesta, os bacteroides obtém fontes de

carbono sintetizados pela planta na fotossintese, e por sua vez, fixam o N;



atmosférico, transformando-o em amoénia que sera utilizada pelas plantas e
incorporada em compostos organicos (Franco e Dobereiner, 1994).

A producdo de fitohormbnios por microrganismos do solo, quando
associados as plantas é uma outra forma de promoc¢ao de crescimento vegetal.
Dentre os fitohormbnios produzidos, podem ser destacados a auxina, as
citocininas, a giberilina, o etileno e o &cido abscisico. Esses fitohormonios
vegetais sdo reguladores naturais de crescimento das plantas, influenciando os
processos fisiologicos em baixas concentracdes (Peixoto Neto et al.,2002;
Dobbelaere et al. 2003 ).

Dentre esses reguladores de crescimento de plantas, a auxina é o mais
estudado, devido a importancia desse composto sobre o crescimento e
desenvolvimento dos vegetais como um todo, mas especialmente sobre o sistema
radicular (Mockaitis e Estelle, 2008). O &cido indol-acético (AlA) é a principal
auxina encontrada nos tecidos vegetais (Patten e Glick, 1996). Ele atua na
elongacdo das células vegetais, principalmente no estimulo ao surgimento de
raizes laterais e de pelos radiculares e que atuardo no aumento da absorcao de
nutrientes e da aquisicdo de agua pela planta, favorecendo o crescimento vegetal
(Cleland, 2010). Nas leguminosas, o AIA pode contribuir na transferéncia de
sinais entre as plantas e a bactéria no estagio incial de formacao dos nodulos, e
participa também na regulacdo de alguns genes envolvidos nessa etapa
(Spaepen et al., 2009).

Em solos tropicais, onde a maior parte do fésforo mineral aplicado no solo
€ perdida devido a sua facilidade de formacdo de complexos com o ferro e o
aluminio, nao ficando disponiveis para o uso das plantas (Hao et al, 2002;Taiz e
Zieger, 2009). Em funcdo da baixa eficiéncia e do longo tempo de uso, os
fertilizantes fosfatados de alta solubilidade tem sido associado a degradacéo
ambiental. Uma possibilidade para a melhoria da eficiéncia desses produtos
envolve a utilizacdo de fontes de P de baixa solubilidade associadas a inoculacao
de bactérias que solubilizam foésforo (He e Zhu, 1998). As bactérias
solubilizadoras de fosfato realizam este feito através da producdo de &cidos
organicos que quelam os cétions ligados ao fosfato liberando o P complexado
com o calcio por reducdo no pH e, em complexos com ferro e aluminio, por

complexacdo dos cations e por dissolucdo como resultado da troca anidnica do
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fosfato pelo anion do acido (Khan et al., 2009; Adesemoye e Kloepper, 2009;
Dias, 2011).

Além dos mecanismos de promocdo de crescimento citados acima,
existem outros de promocdo de crescimento vegetal mais especificos,
identificados em condicbes de estresse abibticos, excesso ou falta de agua e
minerais, presenca de salinidade, metais pesados e contaminantes organicos.
Nestas condi¢des, ocorre a limitagdo do crescimento vegetal, levando a formacgao
de espécies ativas de oxigénio, que comprometem a integridade das membranas
celulares e levam a reducdo na taxa de fotossintese liquida, encurtamento do
ciclo vegetativo, dentre outros (Dias, 2011). Dentre esses mecanismos podem ser
citados a acéo da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase e
a biossintese de exopolissacarideos (EOS). A ACC desaminase regula e diminui
os niveis de etileno. Em condi¢cfes de estresse, a acdo dessa enzima na RPCP é
substituida pela acdo da ACC sintase, que atua na producdo do etileno que é
capaz de inibir o alongamento das raizes, nodulacdo e transporte de auxinas,
além de induzir hipertrofias, senescéncia e abscisdo de érgdos (Saleem et al.,
2007; Yang et al.,, 2009). Os Exopolissacarideos produzidos por algumas
rizobactérias podem reduzir a perda evaporativa de agua mantendo as células
hidratadas, garantindo condigcdes metabdlicas adequadas durante periodos de
estresse por seca e salinidade (Ashraf et al., 2004; Chang et al. 2007).

Algumas rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPSs)
também controlam organismos fitopatogénicos provenientes do solo ou de
sementes, especialmente fungos, através da producdo de sideréforos, mecanismo
indireto de promocéo de crescimento vegetal que favorece o estabelecimento das
populacdes de RPCPs nas raizes (Cattelan, 1999). Sider6foros sdo importantes
para a competicdo pelos nichos rizosféricos, assumem uma dupla funcdo na
competicdo, complexando o Fe®*" disponivel na rizosfera, diminuindo a sua
disponibilidade e inibindo o desenvolvimento de microrganismos sensiveis a
supressdo ou atuarem como antibidticos, sendo, inclusive, relacionados a
supressividade de solos a fungos fitopatogénicos (Neilands e Leong, 1986;
Lemanceau et al., 2007).

Neste contexto, o uso dos microrganismos do solo na promocao de
crescimento vegetal, além de potencial biotecnolégico para o aumento da

produtividade, vem como alternativa para reducdo dos danos ambientais
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causados pelo uso dos fertilizantes agricolas (fosfatos insollveis e nitrogénio
produzido artificialmente, além de ferro) e também no controle de fitopatégenos.
Sendo, portanto, o0 estudo e a selecdo de novas rizobactérias de suma

importancia para a agricultura do pais.

2.3- Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs)

Na era da producao agricola sustentavel, as interacdes planta micrébio na
rizosfera desempenham um papel crucial na transformacdo, mobilizacdo, e
solubilizacdo de uma gama de nutrientes como também na absorcdo de
nutrientes essenciais para melhor expressao do potencial genético das plantas
(Hayat et al., 2010)

Bactérias que crescem proximo as raizes e que sao estimuladas pelos
exsudatos radiculares sdo conhecidas como rizobactérias. S&o assim
denominadas por crescerem na rizosfera, zona de influéncia das raizes que vai
desde sua superficie até uma distancia de 1 a 3 mm. Algumas dessas
rizobactérias tém a capacidade de promover o crescimento vegetal através de
diferentes mecanismos quando inoculadas nas sementes ou no solo, exercendo
um efeito benéfico no desenvolvimento e sanidade das plantas sendo, por isso,
conhecidas como Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs).
(Cattelan, 1999; Moreira e Siqueira, 2006).

Os beneficios da colonizacao radicular das RPCPs sédo definidos por trés
caracteristicas intrinsecas: (i) a capacidade de colonizar a raiz; (ii) a sobrevivéncia
e multiplicacdo em microhabitats associados com a superficie da raiz, em
concorréncia com outros microbiotas, pelo menos durante 0 tempo necessario
para expressar as atividades de promocao/fitohormonios; e (iii) a promog¢do do
crescimento da planta (Barea et al., 2005).

O grupo das RPCPs é bastante heterogéneo, representando uma ampla
variedade de bactérias de solo. De acordo com os efeitos sobre o crescimento
vegetal, elas podem ser benéficas, deletérias ou neutras (Dobbelaere et al.,2003;
Pereira et al.,, 2008). As RPCPs benéficas podem melhorar a extensdo ou a
qualidade do crescimento das plantas diretamente e ou indiretamente (Ahmad et
al., 2008). Segundo Gray e Smith (2005), aproximadamente cerca de 7 a 15% da
superficie total das raizes sédo ocupadas por células microbianas dessas RPCPs.
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As rizobactérias podem ser classificadas em quatro principais grupos:
Diazotroficos promotoras de crescimento vegetal, Pseudomonas spp., Bacillus
spp, € Rhizobia (Dobbelaere et al.,2003; Barriuso et al., 2008). As bactérias
diazotréficas sdo consideradas promotoras de crescimento vegetal pela sua
habilidade em converter nitrogénio atmosférico em amoénia, que pode ser utilizada
pela planta (Dobbelaere et al., 2003).

Diversos microrganismos vém sendo relatados como promotores de
crescimento em plantas, que incluem o0s géneros Azoarcus, Azospirillum,
Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Enterobacter, Gluconacetobacter,
Pseudomonas e Serratia, 0s quais sdo exclusivamente microrganismos nao
simbidticos (Somers e Vanderleyden, 2004). Os microrganismos dos géneros
Bacillus e Pseudomonas séo considerados agentes de biocontrole de doencas de
plantas, o que demonstra o seu grande potencial para utilizacdo na agricultura
(Teixeira et al., 2007).

O crescimento vegetal é aumentado porque as RPCPs solubilizam
fosfatos minerais ou outros nutrientes do solo e produzem ou alteram a
concentracdo de horménios vegetais como o acido indol acético (AlA), acido
giberélico, citocininas e etileno ou fixam nitrogénio associativamente. Elas
também controlam organismos fitopatogénicos provenientes do solo ou de
sementes através da producdo de sideroforos, quitinases e antibioticos. Além
disso, também podem apresentar efeito sinergistico com a FBN, no caso das
leguminosas (Cattelan, 1999).

O aumento substancial da area radicular (comprimento das raizes e o
namero dos pelos radiculares), através da producao de horménios ou reguladores
de crescimento vegetais, promove uma maior eficiéncia na retirada de agua,
macro e micronutriente pelas plantas. Além disso, o efeito antagbnico
apresentado pelas RPCPs sobre muitos microrganismos patogénicos caracteriza-
se como um eficiente controle bioldgico na natureza (Cattelan, 1999). Em geral, o
sistema radicular das plantas inoculadas com RPCPs é bem desenvolvido, o que
favorece o crescimento da parte aérea. Por outro lado, a maior abundéancia de
raizes pode estimular as populacdes de rizobactérias favorecendo o
estabelecimento de diversos grupos bacterianos benéficos, como as bactérias

diazotréficas (Somers e Vanderleyden, 2004).
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Estudos tém demonstrado efeitos positivos da inoculacéo de rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal em diversas espécies vegetais. Mello (2001),
num estudo sobre o efeito de bactérias na promocdo de crescimento e no
biocontrole da fusariose em mudas de abacaxi micropropagadas, observou
aumentos de 163,6%, 107,7% e 87,0%, respectivamente, para matéria seca da
parte aérea, matéria seca das raizes e area foliar 30 dias ap0s a bacterizacéo.

Sala et al. (2005) verificaram que a inoculagdo com bactérias diazotroficas
endofiticas promoveu o crescimento e o acumulo de N em plantas de trigo,
através do aumento no comprimento de raizes significativamente maior em
relacdo a testemunha, o que eles atribuiram ser devido a producao de fitormonios
por essas bactérias. De forma semelhante, Roesch et al. (2005) observaram que
as bactérias reinoculadas nas plantas de trigo promoveram o aumento no
comprimento radicular das mesmas inferindo, portanto, que o aumento no
comprimento das raizes observado pode ter ocorrido em consequéncia da
producao de auxina pelos isolados testados.

Sottero et al.(2006), avaliando 64 isolados de rizobactérias do grupo
fluorescente de Pseudomonas spp., observaram alto potencial de promocéo de
crescimento das plantas de alface de alguns isolados, através do aumento da
massa de matéria seca da raiz e de numero de folhas, apresentando além disso,
colonizacdo radicular na regido do colo das plantulas e antagonismo contra
Fusarium sp.

Freitas e Vildoso (2004), avaliando isolados bacterianos de Pseudomonas
fluorescentes, Bacillus e outras bactérias rizosféricas em portaenxertos utilizados
em tangerineira 'Cledpatra’ (Citrus reshni), limoeiro 'Cravo’ (Citrus limonia) e
limoeiro 'Volcameriano' (Citrus volkameriana), concluiram que os mesmos podem
agir como promotores do crescimento de plantas citricas, através do incremento
na matéria seca.

Dias (2011), testando uma colecdo de 189 isolados bacterianos,
provenientes de sistema organico de producdo de hortalicas, para a selecédo de
estirpes promotoras do crescimento de couve, obteve grande maioria com perfil
bioquimico idéntico a Pseudomonas (grupo fluorescente). Os experimentos de
laboratério indicaram que, in vitro, 100% dos isolados formaram biofilme, 71%
sintetizaram sideroforos, 31% produziram acil-lactonas homoserinas (AHLS), 95%

produziram AIA e 74% solubilizaram P. No entanto, os bioensaios na casa de
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vegetacdo evidenciaram que apenas 11% dos isolados bacterianos induziam
respostas significativas de promogao do crescimento da couve.

Silva et al. (2007), avaliando o efeito de estirpes de Paenibacillus e
Bacillus na simbiose do feijao-caupi com Bradyrhizobium sp., constataram que as
RPCPs promoveram maior crescimento da raiz e aumentaram a nodulacdo nas
plantas coinoculadas, evidenciado pela correlacdo positiva com o nitrogénio
acumulado especifico, concluindo entédo, que RPCPs que estimulam a nodulacéo
podem promover uma melhor fixacdo de N, durante a simbiose do
Bradyrhizobium-caupi.

Neste sentido, torna-se cada vez mais pertimente o conhecimento do
modo de acdo das RPCPs, das condi¢bes que as alteram e, especificamente, as
gque as favorecem. Esse conjunto de informacdes podera ajudar no
estabelecimento da melhor forma de utilizacdo das RPCPs, seja pela inoculacdo
de isolados comprovadamente benéficos, ou pelo manejo das condi¢cdes do meio
para favorecer sua atuacao (Freitas e Vildoso, 2004).

Considerando todos os fatores conhecidos que estdo envolvidos na
atividade das RPCPs, € comum se encontrar uma variabilidade de respostas a
inoculacdo com estirpes promissoras. Esse € um tépico que precisa ser melhor
investigado visando o desenvolvimento de tecnologias que aproveitem as
caracteristicas vantajosas encontradas nesses recursos bioldgicos que podem

contribuir para a sustentabilidade dos sistemas agricolas (Dias, 2011).

2.4- O género Azospirillum

Apenas uma porcdo dos organismos do grupo dos procariotos que
possuem um complexo enziméatico, denominado nitrogenase, consegue converter
ou reduzir enzimaticamente o N, atmosférico em aménia (NH,4), uma forma que
pode ser incorporada para o crescimento e manutencdo das células. Estes
organismos sdo denominados diazotréficos e 0 mecanismo responsavel pela
incorporagdo do nitrogénio a biomassa € chamado de fixagdo biologica de
nitrogénio (Freire, 1992; Marin et al., 1999).

Segundo Moreira e Siqueira (2006), os diazotroficos compreendem ampla
gama de microrganismos procariotos, incluindo representantes de arquebactérias,
cianobactérias, bactérias gram-positivas e gram-negativas que apresentam

grande diversidade morfoldgica, fisioldégica, genética e filogenética, o que lhes
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garante ndo sO a resiliéncia dos processos que mediam em um determinado
ecossistema, como também a ocorréncia deste, nos mais diferentes habitats
terrestres. De acordo com Evans e Burris (1992), as bactérias fixadoras de
nitrogénio podem ser caracterizadas em trés grupos, levando-se em conta a
finalidade de uso do N fixado e o tipo de simbiose que desenvolvem com os
vegetais: a) diazotréficos de vida livre, que fixam o nitrogénio para seu proprio
uso; b) diazotréficos associativos, que contribuem para o crescimento da planta
sem a formacéo de estruturas diferenciadas, nao estabelecendo uma simbiose e
c) os diazotroficos simbidticos, que estabelecem uma interacdo muito estreita
entre 0 macro e microsimbionte, e em alguns casos, sdo formadas estruturas
diferenciadas denominadas nddulos.

Segundo Olivares et al. (1997), os diazotréficos associativos por
colonizarem o interior das plantas podem ter uma vantagem em relacdo aos
diazotroficos de vida livre em relacdo a utilizacdo de substratos, uma vez que as
fontes de carbono estardo mais prontamente disponiveis, havera uma diminuicédo
na competicdo com as demais bactérias da rizosfera. E considerando a alta
sensibilidade da enzima nitrogenase ao oxigénio, a colonizacdo no interior dos
tecidos possibilita o controle das concentracbes de oxigénio. Contudo, de acordo
com Hungria (2011), ao contrério das bactérias simbi6ticas, bactérias associativas
excretam somente uma parte do nitrogénio fixado diretamente para a planta
associada. Posteriormente, a mineralizacdo das bactérias pode contribuir com
aportes adicionais de nitrogénio para as plantas, contudo, é importante salientar
gue o processo de fixacdo biolégica por essas bactérias consegue suprir apenas
parcialmente as necessidades das plantas.

O grupo de diazotréficos associativos € bem diverso e de acordo com
Baldani et al. (1997), este ainda pode ser dividido em endofiticos facultativos, que
podem colonizar tanto a rizosfera como o interior das raizes, e os endofiticos
obrigatorios, que colonizam o interior das raizes. Entre os diazotroficos endofiticos
obrigatérios estdo os géneros Acetobacter, Herbaspirilum e Burkholderia. Ja
como grupo predominante nos diazotrofos endofiticos pode ser citado o género
Azospirillum (Marin et al., 1999).

A pesquisa sobre fixadores de N, associativos no Brasil s6 foi
intensificada a partir da descoberta de novas espécies de Azospirilum por

Dobereiner e Day (1975), que coincidiu com a chamada “crise do petroleo”,
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despertando o interesse por alternativas biologicas aos fertilizantes nitrogenados
utiizados na agricultura. De acordo com Dobereiner e Baldani (1982), essa
descoberta também aumentou o interesse na associacdo dos diazotréficos com
gramineas.

As espécies do género de Azospirillum foram isoladas somente apés o
desenvolvimento do meio semissolido, isento de N, que também foi relevante para
o isolamento de outras bactérias diazotroficas com carater microaerofilico. Os
endofiticos facultativos apresentam o crescimento dependente de fixacdo de Ny,
gue ocorre em regides do meio de cultura onde a taxa de difusdo de O, estd em
equilibrio com a taxa de respiracdo das bactérias. Nesse crescimento é formada
uma pelicula delgada, em forma de véu, abaixo da superficie do meio de cultura,
onde a concentracdo de oxigénio permite a fixacdo de nitrogénio para iniciar seu
crescimento. Essa pelicula posteriormente vai se movimentando até a superficie a
medida que as bactérias vao utilizando o oxigénio do meio de cultura, gracas ao
fendmeno de aerotaxia, formando um ambiente microaerdfilo através do equilibrio
entre as taxas de difusdo do oxigénio e de respiracdo das bactérias (Dobereiner
et al., 1995).

Como principais caracteristicas das bactérias pertencentes ao género
Azospirillum se destacam os movimentos em espiral e os granulos intracelulares
de poli-hidroxibutirato. Além disso, sdo Gram negativas e medem de 0,8 a 1 um
de diametro e 2 a 4 um de comprimento (Do6bereiner et al.,1995). Elas
apresentam uma distribuicdo ecolégica ampla, e estirpes tém sido encontradas
em associagdo com monocotiledéneas como milho (Hungria et al., 2010), cana-
de-acucar (Oliveira et al., 2002), arroz (Rodrigues et al.,2008) e trigo (Baldani et
al., 1983; Diaz-Zorita e Fernandez-Canigia, 2009) e com dicotiledbneas como a
soja (Hungria et al.,, 2013) e o feijado comum (Remans et al.2008b), garantindo
aumento de 5 a 30% na produgéo.

Desde a sua definicdo por Tarrand et al. em 1978, novas descobertas
foram feitas, e atualmente o género Azospirillum possui quatorze espécies
identificadas: A. brasilense; A. lipoferum, A. amazonense, A. halopraeferens, A.
irakense, A. largomobile e A. dobereinerae. A. oryzae; A. melinis, A. canadense,
A. zeae, A. rugosum, A. picis, e A. Thiophilum (Hungria, 2011). Essas descobertas
acompanharam a evolucdo da taxonomia de bactérias que tem sido fortemente

influenciada pelo surgimento de novas técnicas.
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Pesquisas tém identificado a habilidade dessas espécies para a
biossintese de fitohorménios (acido indol-acético, &cido giberélico, etileno e
citocininas) o que lhes confere a capacidade de promocédo de crescimento
vegetal, através da alteracdo morfolégica na raiz, além de solubilizacdo de
fosfatos minerais, aumentando a eficiéncia na utilizacdo desses como adubos,
bem como o rendimento das culturas, reduzindo custos com insSumMos e processos
contrarios a sustentabilidade ambiental (Broek e Vanderleyden, 1995; Hassan et
al., 1998; Bergamaschi, 2006; Moreira et al., 2010).

Perin et al. (2003), avaliando a capacidade de estabelecimento endofitico
de estirpes de Azospirillum e Herbaspirillum em milho e arroz, observaram que as
bactérias inoculadas promoveram aumento de massa radicular de milho quando
comparada a testemunha nao inoculada aos 6 dias apdés a inoculacdo, com
aumentos variando entre 195 e 252%. E as estirpes, isolados ou em mistura,
promoveram crescimento da parte aérea, com destaque maior para 0 indculo
misto.

Gitti et al. (2012), num estudo para avaliacdo do desenvolvimento,
componentes de producédo e produtividade de grédos de feijdes na presenca e
auséncia da inoculacdo com Azospirillum brasiliense (estirpe AbV5 e AbV6),
concluiram que na auséncia do fornecimento de nitrogénio em cobertura a
inoculacdo de sementes com Azospirillum brasiliense proporcionou maior teor de
nitrogénio foliar. Porém, a inoculacdo né&o influenciou significativamente o
desenvolvimento de plantas, componentes de producéo e produtividade de graos
dos feijdes avaliados. Sendo os maiores valores nessas caracteristicas avaliadas
obtidas com o fornecimento de 60 kg de nitrogénio em cobertura.

Mello (2012), avaliando a contribuicdo da inoculacdo de Azospirillum sp.
no rendimento de grdos e componentes do rendimento das culturas de milho e
trigo, em associacdo com doses de nitrogénio em cobertura, observou que a
inoculagcéo das estirpes de Azospirillum brasiliense em sementes nao influenciam
no rendimento de graos e nos componentes do rendimento de milho. Porém, para
o trigo houve efeito da interacdo da inoculacdo e doses de N na variavel clorofila
(safra 2011), peso do hectolitro (safra 2010 e 2011) e rendimento de graos de
trigo na safra 2010.

Desta forma, o uso de bactérias do género Azospirillum presentes na

rizosfera e tecidos das plantas possui potencial biotecnoldgico para a agricultura.
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Porém, as variacbes nas respostas de inoculacdo indicam a necessidade da
continuacdo dos estudos relacionados ao uso das mesmas. Nesse mesmo
contexto, a inoculacdo combinada entre estirpes de Azospirillum e de rizébios é
uma alternativa para a maximizacdo do processo de fixacdo de N e elucidar o

papel dessas interacdes.

2.5- Riz6bio e a Fixacédo Bioldgica de Nitrogénio em Leguminosas

O Nitrogénio (N) € um nutriente necessario para a sintese celular de
enzimas, proteinas, clorofila, DNA e RNA, sendo importante no crescimento das
plantas e producdo de alimentos (Hayat et al.,, 2010). Porém, apesar de
abundante na atmosfera terrestre, constituindo aproximadamente 78% desta, o N
nao se encontra numa forma assimilavel pelas plantas, sendo entdo necessario
seu fornecimento através da fixacdo industrial (processo de Haber-Bosch, 1913),
pela fixagcdo biologica (Hellriegel e Wilfarth, 1888) ou mediante descargas
elétricas na atmosfera (eletroquimica) e reacfes fotoquimicas (Taiz e Zeiger,
2004).

Essas formas de fixacdo de nitrogénio apresentam, porém, elevado custo
energético. O processo de fixacdo industrial de N é realizada sob condi¢des de
elevadas temperaturas (cerca de 200° C) e pressao (cerca de 200 atm) e
necessita da presenca de um metal catalizador (geralmente o Fe), para a
combinagdo do N, com o H formando amodnia (NH3), o que faz com que o
fertilizante nitrogenado tenha um preco elevado. Na fixacdo atmosférica através
de relampagos, ha a conversdao do vapor de agua e O, em radicais hidroxilas
livres, altamente reativos, em atomos de H livre e em atomos de oxigénio livre,
gue atacam o N, para formar o acido nitrico (HNO3) que se precipita sobre a terra
juntamente com a chuva (Taiz e Zeiger, 2004; Cordeiro, 2004). J4 a fixacao
biolégica, € um processo altamente endergbnico que demanda fontes de elétrons,
protons e de ATPs produzidos pelos vegetais via fotossintese, sao utilizados por
procariotos denominados diazotroficos para quebrar a tripla ligacdo do N, e
converté-lo emamoénio (NH,") e utiliza-lo como fonte de proteina (Sprent e Raven,
1985; Vessey et al., 2004; Moreira e Siqueira, 2006).

Para o aumento da produtividade das culturas de interesse econémico, na
agricultura convencional, € marcante o intenso uso dos fertilizantes nitrogenados.

E devido a alta mobilidade do N no solo, associada a eroséo e lixiviagdo, menos
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de 50% do N mineral aplicado € absorvido pelas plantas (Duque et al., 1985),
caracterizando um suprimento insatisfatério para estas, além de contaminacéo do
lencol freatico e favorecimento do aquecimento global pela queima de derivados
de petroleo (Hardy, 1993).

Desta forma, a FBN é um processo chave e critico do manejo sustentavel
dos solos tropicais, onde o nitrogénio, nutriente que frequentemente limita a
producao, pode ser suprido total ou parcialmente, favorecendo o desenvolvimento
das plantas cultivadas (Franco e Ddbereiner, 1994; Hungria e Vargas, 2000). A
FBN ¢é considerada, ap0s a fotossintese, a mais importante atividade
desenvolvida nos sistemas biolégicos (Unkovich et al., 2008).

De acordo com Ddbereiner (1984), a FBN juntamente com a fotossintese,
representam 0s processos basicos, responsaveis pela manutencdo da vida na
terra, porgue sdo eles que reciclam o nitrogénio e o carbono da atmosfera para a
terra. Peoples e Craswell (1992) relatam que em média, a contribuicéo relativa de
sistemas fixadores de nitrogénio simbidticos, associativos e de vida livre, é da
ordem de 70% simbiéticos e 30% nao simbioticos.

Dentre as simbioses de diazotroficos com plantas, as de bactérias que
nodulam leguminosas, “rizébios”, se destacam por sua importancia ecoldgica, que
esta relacionada a sua ampla distribuicdo geografica, como também econdmica,
ja que ocorre uma maior eficiéncia do processo de FBN decorrente de uma
parceria vegetal mais evoluida entre a planta e o microrganismo (Moreira, 2008).

De acordo com Zhang et al. (2007), as espécies hospedeiras sdo um dos
fatores mais importantes para efeito da distribuicdo da populacdo indigena de
rizébios. A presenca da leguminosa proporciona condi¢des ecoldgicas especificas
para selecionar estirpes com alta capacidade de adaptacdo para a planta
hospedeira, de forma que adquiram alta competitividade e se estabelecam com
sucesso.

O grupo do rizébio € constituido por bactérias pertencentes a ordem
Rhizobiales e filo a-proteobactérias. Sdo gram-negativas, aerdbicas obrigatorias e
ndo esporulantes. Caracterizam-se pela formacéo de estruturas hipertroficas, nas
raizes e, excepcionalmente, no caule, denominadas nédulos. (Zakhia e Lajudie,
2001; Sawada et al., 2003). Essas bactérias podem ser isoladas em varios meios
de cultivo, devido a capacidade de utilizar varias fontes de carboidratos,

produzindo polissacarideos extracelulares (Moreira e Siqueira, 2006). A
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classificacdo dos microrganismos dessa ordem vem sendo modificada, com o
surgimento de novos géneros e descricdo das espécies com base nas
caracteristicas morfoculturais, fisioldgicas e genotipicas (Wang et al., 2001). O
grupo compreende dez géneros: Rhizobium, Sinorhizobium, Shinella,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Devosia, Methylobacterium, Ochrobactrum
Mesorhizobium e Phyllobacterium, distribuidos em cinco familias: Rhizobiaceae,
Bradyrhizobiaceae, Hyphomicrobiaceae, Methylobacteriaceae Brucellaceae e
Phylobacteriaceae (Gualter, 2010).

Para a formacdo dos nodulos, estrutura que caracteriza o0 grupo rizébio,
na simbiose com leguminosas, o rizobio se estabelece ao nivel do cortex da raiz
ou nos sitios de nodulagdo do caule e os flavonoides produzidos pela planta
induzem a transcricdo dos genes nod bacteriano, desencadeando uma série de
processos que levam a formacéo de nodulos e a fixacao biolégica. Os bacteroides
obtém fontes de carbono sintetizados pela planta na fotossintese, e por sua vez,
fixam o N, atmosférico, transformando-o em amoénia que sera utilizada pelas
plantas e incorporada em compostos organicos (Tsien et al., 1983; Freire, 1992,
Moat et al., 2002; Cordeiro, 2004 ).

De acordo com Freiberg et al. (1997), em leguminosas, o estabelecimento
da nodulacédo envolve diferentes mecanismos, como o reconhecimento molecular
entre a planta e rizébio, a formacao do cordao de infeccdo e invaséo dos rizobios,
a formacdo dos noddulos, a conversdo de bactérias em bacteridides e o
estabelecimento da fixacdo biolégica de nitrogénio. Segundo Lima (2009), dentre
essas etapas, o reconhecimento molecular entre rizébios e plantas hospedeiras é
um passo critico para determinar a faixa hospedeira de rizobios.

Nessa simbiose, realmente mutualistica, a genética e fisiologia de planta
e bactéria sao integrados de tal maneira que os dois aparentam funcionar quase
como um unico microrganismo e para que seja bem sucedida € necessario a
capacidade do microssimbionte infectar e colonizar os Orgdos da planta
hospedeira e esta fornecer a ele nutrientes e energia que serdo utilizados na
transferéncia do N fixado, além da capacidade de ambos regularem o fluxo de O,
(Vessey et al., 2005).

Porém, a FBN ndo € um processo realizado constantemente pelos

organismos fixadores, ocorrendo apenas quando for insuficiente a concentracéo
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de nitrogénio fixado, pois 0 gasto energético € alto, e quando a concentracdo de
O, for baixa, pois este pode inativar a enzima nitrogenase (Hoffmann, 2007).

Por ser o processo de fixagdo estritamente anaerdbico, os diazotroficos
aerdbicos desenvolveram varios mecanismos para proteger a nitrogenase da
interferéncia do oxigénio, dentre eles: barreira a difusdo, consumo do oxigénio
excedente, producdo de polissacaridios extracelulares, producdo de leg-
hemoglobina e ndédulos em leguminosas (Cordeiro, 2004; Moreira e Siqueira,
2006), vesiculas em nao leguminosas e heterocistos nas cianobactérias (Yates et
al., 1997).

Varios fatores podem interferir na simbiose Rizébio x Leguminosas,
classificados em quimicos, biolégicos e fisicos, e que irdo limitar o
estabelecimento, desenvolvimento e funcionamento desta (Moreira e Siqueira,
2006). Entre estes, podem ser citados o baixo pH (Giller e Wilson, 1993),
temperaturas altas (Day et al., 1978; Lie, 1981), umidade do solo (Sprent, 1971),
elevados niveis de nitrogénio (Hungria, 1994), competicdo com as bactérias
nativas do solo (Medeiros et al., 2009) e inibicdo por antibiéticos produzidos por
outros microrganismos do solo (Pereira et al., 1999).

Segundo Moreira e Siqueira (2006), estirpes de bactérias fixadoras de
nitrogénio noduliferas em leguminosas (BFNNL) nativas e ineficientes podem
competir com as eficientes, introduzidas através da inoculacédo, por sitios de
infeccdo na planta hospedeira, uma vez que numa mesma planta podem ocorrer
nédulos formados por diferentes estirpes e até mesmo por diferentes espécies.
Por outro lado, de acordo com Medeiros et al. (2009), a diversidade de rizbios
nativos € de suma importancia, sendo uma fonte de recursos genéticos para
prospeccao e selecdes de isolados adaptados as diversas condicbes apesar de a
competitividade de sitios de nodulacdo, interferir na ocupacdo nodular das
estirpes inoculadas.

Além da competicdo com as bactérias nativas do solo, o excesso de
nitrogénio mineral também reduz, drasticamente, a nodulacdo das leguminosas,
pois esta ocorre em resposta as demandas nutricionais da planta. Na presenca de
N-mineral, tais demandas s&do reduzidas, ndo havendo, portanto, estimulo a
nodulacdo (Moreira e Siqueira, 2006). De acordo com Hungria (1994) sob alta
disponibilidade de N mineral no solo, ha diminuicAo da exsudacdo dos

flavonoides, o que leva a diminuicdo da nodulacéo.
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De acordo com Hungria e Vargas (2000) nos trépicos, o pH, a alta
temperatura e a umidade sdo as principais causas de insuficiéncia na nodulacéo,
afetando todas as fases da simbiose e podem limitar o crescimento e a
sobrevivéncia de rizobios no solo. Eles também podem contribuir para alteracdes
indesejaveis nos rizobios, incluindo dele¢bes plasmidiais, rearranjos gendémicos e
diversidade reduzida. A acidez afeta varias etapas no desenvolvimento da
simbiose, incluindo a troca de sinais moleculares entre as leguminosas e
microssimbiontes.

O processo de fixacao biolégica constitui a principal via de incorporacao
de nitrogénio ao ecossistema, que constantemente é reciclado para a atmosfera,
principalmente, pela acdo de organismos decompositores de matéria organica do
solo. E a acdo de microrganismos fixadores de nitrogénio e denitrificadores
garante um reservatério inesgotavel de nitrogénio na atmosfera (Marin et al.,
1999), o que torna a FBN um processo chave no fornecimento de nitrogénio as
plantas cultivadas, sendo importante a prospeccao de bactérias que proporcionem
maior eficiéncia nesse processo, além de estudos de especificidade genética

entre estas e suas hospedeiras.

2.6- Interacdo entre microrganismos

O solo representa um ambiente heterogéneo que permite o0
desenvolvimento de grande numero de microrganismos (Balota, et al., 1997).
Estes microrganismos estéo presentes tanto no solo como na rizosfera, ndo em
coldnias puras, mas sim, na forma de uma comunidade complexa, onde uma
grande variedade de interacdes é desenvolvida (Dantas et al.,2009).

A comunidade microbiana é representada por populacdes diversificadas e
numerosas em estado de equilibrio dindmico, refletindo o ambiente fisico,
guimico, bioldgico e suas relagdes (Moreira e Siqueira, 2002). Essa diversidade,
segundo Stamford et al. (2005), esta relacionada a espécies, funcdes, interacdes,
habitat, fisiologia e nutricdo, entre outros aspectos.

Essas populagcbes, microcrobiota do solo, encontram-se em continua
interacBes entre espécies, ocorrendo condigdes de sinergismo, de antagonismo,
de mutualismo, na maioria das vezes com parasitismo e outras vezes de
saprofitismo. As condicbes de antagonismo geralmente ocorrem devido a

competicao por espacos, sitios de infeccdo e nutrientes do solo, por amensalismo,
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através da producdo de metabdlitos ou microbiostaticos ou por parasitismo e
predacdo de ambas as espécies. O sinergismo, € um efeito favorecedor da
associacdo entre dois ou mais espécies realizando atividades metabdlicas
relevantes para o desenvolvimento de ambos (Stamford et al., 2005).

O sinergismo entre a microbiota do solo, principalmente envolvendo as
RPCPs, pode favorecer o crescimento das plantas através de mecanismos de
promocao de crescimento e controle de patdégenos (Polli et al., 2012). Esse efeito
tem sido objeto de varios estudos, envolvendo espécies de interesse e com
potencial biotecnoldgico.

Nestes estudos, tém-se evidenciado que a coinoculagdo ou combinacao
de diferentes microrganismos que interagem sinergicamente melhora alguns
aspectos benéficos da fisiologia de ambos, aos quais produzem um efeito
sinérgico, aumentando assim, a eficiéncia da inoculacdo, além de promover maior
desenvolvimento e produtividade dos vegetais a eles associados em comparacao
a inoculacédo individual de cada um (Holguin & Bashan, 1996; Bashan, 1998). Um
exemplo € o favorecimento de condicbes mais adequadas para fixacdo de
nitrogénio, através do fornecimento de nutrientes, remoc¢ao de produtos inibitérios
e estimulo das atividades fisicas ou bioquimicas (Bashan, 1998; Ferlini, 2006).

Ferlini  (2006), num ensaio de coinoculagdo com estirpes de
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense em soja, constatou que, de
um modo geral, ocorre a potencializacdo da nodulacdo e maior crescimento
radicular, em resposta a interacéo positiva entre as estirpes. Ele atribuiu o efeito
benéfico da coinoculacdo a capacidade de rizobactérias do género Azospirillum
de produzir fito-horménios como auxina, por exemplo, que estimulam um maior
desenvolvimento do sistema radicular, possibilitando a exploragcdo de um volume
mais amplo de solo e, consequentemente, maior obtencéo de nutrientes.

Avaliando o efeito da inoculagdo de dois novos isolados de bactérias
diazotréficas endofiticas (Achromobacter insolitus e Zoogloea ramigera) e da
interacdo destas bactérias com FMAs (Glomus sp. e Acaulospora sp) na cultura
do trigo, Sala et al. (2007), observaram que as plantas associadas a Glomus, na
presenca dos isolados bacterianos, apresentaram maior crescimento, acumulo e
aproveitamento dos nutrientes do que as plantas colonizadas por Acaulospora
sp., entretanto, ndo superaram os tratamentos em que as bactérias e os fungos

foram inoculados isoladamente. Os mesmos concluiram, que apesar de nao ter
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havido efeito benéfico da coinoculacdo entre o FMA e a bactéria diazotrofica
sobre a maioria dos parametros avaliados, as novas bactérias propiciaram o
dobro de crescimento, acumulo e aproveitamento do N e P nas plantas de trigo.

Silva et al. (2006), avaliando a potencialidade da colonizac&o conjunta de
Paenibacillus e Bradyrhizobium em feijao caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) por
diferentes métodos de inoculacdo, observaram que as estirpes de rizébios
apresentaram comportamento instavel nos diferentes métodos de inoculacéo e
gue a eficiéncia simbidtica da colonizacdo conjunta do sistema radicular por
Paenibacillus e as estirpes de Bradyrhizobium nos diferentes métodos de
inoculacdo apresentou-se variavel.

Essas variagbes nas respostas obtidas nas coinoculagbes entre
microrganismos reforcam a importancia de pesquisa e ensaios que possam
auxiliar na elucidacdo de mecanismos e as interacfes entre 0s microrganismos,
vislumbrando-se a producédo de inoculantes mistos, tendo em vista que eles
apresentam-se como uma alternativa para maior sucesso da tecnologia de

inoculacéo.
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3-TRABALHOS

3.1- INTERACAO ENTRE ESTIRPES DE Bradyrhizobium sp. E Azospirillum
sp. NA PROMOC}AO DE CRESCIMENTO VEGETAL DE FEIJAO-CAUPI

RESUMO

Devido ao alto valor nutricional de seus graos, o feijdo-caupi € uma das
leguminosas mais utilizadas no Brasil, principalmente nas regides Norte e
Nordeste do pais. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
coinoculacdo entre estirpes dos géneros Bradyrhizobium e Azospirillum na
nodulacdo e producdo de biomassa vegetal de feijao-caupi, em condi¢cdes de
casa de vegetacdo. Os tratamentos foram dispostos em um delineamento de
blocos casualizados com dez tratamentos e trés repeticdes. Foram utilizadas
cinco estirpes de Bradyrhizobium (SEMIA 6462, SEMIA 6464, SEMIA 6461,
SEMIA 6463 e BR 3299) e duas estirpes de Azospirillum brasilense (BR 11001 e
BR 11005). Os tratamentos consistiram da inoculacdo da cultivar Maua com a
estirpe SEMIA 6462 de forma individual e coinoculada com as estirpes de
Azospirillum; a mistura das cinco estirpes de Bradyrhizobium de forma individual e
coinoculadas com as estirpes de Azospirillum; testemunha nitrogenada (50 Kg.ha

!y e testemunha absoluta (sem adubac&o nitrogenada e inoculacdo). As variaveis
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de numero de nédulos frescos (NN), massa de ndédulos secos (MNS), massa de
raiz seca (MRS), comprimento da raiz principal (CRP), volume total de raiz (VTR),
massa da parte aérea seca (MPAS) e acumulo de N na parte aérea (QTNA) foram
avaliadas aos 45 dias apds a emergéncia (DAE). Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. A inoculacdo mista entre a estirpe de Bradyrhizobium SEMIA 6462
e Azospirilum BR 11005 foi a que proporcionou maior numero de nédulos na
cultivar Maua. A média de MSN variou de 18 a 141 mg planta™ e observou-se
incrementos de 4 e 11% com a coinoculacéo da estirpe de Bradyrhizobium SEMIA
6462 com as estirpes de Azospirillum BR 11005 e BR 11001, respectivamente,
em comparagdo a inoculagdo individual da estirpe. A coinoculagdo entre as
estirpes de Azospirillum brasilense BR 11001 e de Bradyrhizobium SEMIA 6462
também proporcionou um incremento de 25% na MSPA em relacdo a inoculacéo
individual com a estirpe de Bradyrhizobium. A coinoculacdo da estirpe BR 11005
com a estirpe SEMIA 6462 e mistura de estirpes de Bradyrhizobium favoreceu
incrementos no teor de N acumulado na parte aérea da cultivar Maua de 14 e
45% em relacdo ao tratamento nitrogenado e de 45 e 85% em relacdo a
inoculacéo individual com a estirpe BR 11005. A inoculacdo combinada da estirpe
SEMIA 6462 com as estirpes de Azospirillum brasilense BR 11005 e BR 11001
favoreceu incrementos de 3 e 14%, respectivamente, na MSR da cultivar Maua
em relacdo a inoculacéo individual com a estirpe. Em relacdo ao VTR de feijao-
caupi, ndo foi observado efeito significativo (p>0,05) entre os tratamentos. Porém,
obteve-se um incremento de 12,5% no VTR com a coinoculagdo da estirpe
SEMIA 6462 tanto com A. brasilense BR 11001 quanto BR 11005. Também nao
se observou efeito significativo entre os tratamentos para CRP de feijao-caupi. Foi
possivel observar efeito significativo da coinoculagdo entre as estirpes de
Bradyrhizobium e Azospirillum na nodulagéo e biomassa de feijao-caupi.

Palavras-chave: Vigna unguiculata (L.) Walp, co-inoculacdo, FBN, rizobactérias
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INTERACTION BETWEEN STRAINS OF Bradyrhizobium sp. AND
Azospirillum sp. ON PLANT GROWTH PROMOTING IN COWPEA

ABSTRACT

Due to the high nutritional value of the beans, cowpea is the most used legumes in
Brazil, mainly in the North and Northeast regions. This study aimed to evaluate the
effect of co-inoculation between strains of Bradyrhizobium and Azospirillum genres
in nodulation and biomass plant production of cowpea, under greenhouse
conditions. The treatments were arranged in a randomized block design with ten
treatments and three replications. Five strains of Bradyrhizobium (SEMIA 6462,
SEMIA 6464, SEMIA 6461, SEMIA 6463 and BR 3299) and two strains of
Azospirillum brasilense (BR BR 11001 and 11005) were used. The treatments
consisted of inoculation cultivar Maua with SEMIA 6462 strain individually and co-
inoculated with strains of Azospirillum; the mixture of five strains of
Bradyrhizobium individually and co-inoculated with strains of Azospirillum;
Nitrogen control (50 Kg.ha™) and absolute control (without fertilization nitrogen and
inoculation). The variables number of fresh nodes (NN), mass dry nodules (MNS),
root dry mass (MRS), length of the main root (CRP), total volume root (VTR),
mass shoot dry (SDW) and accumulation N in the shoot (QTNA) were evaluated at
45 days after emergence (DAE). Data were submitted to analysis of variance and
the means compared by Scott-Knott test at 5% probability. A mixed inoculum of
the strain Bradyrhizobium SEMIA 6462 and Azospirilum BR 11005 was the one
that provided higher number of nodules in cultivar Maua. The average MSN
ranged from 18 to 141 mg plant-! and was observed increments of 4 and 11% with
the co-inoculation strain Bradyrhizobium SEMIA 6462 with strains of Azospirillum
BR BR 11005 and 11001, respectively, compared with individual inoculation strain.
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The co-inoculation of strains Azospirilum brasilense BR 11001 and
Bradyrhizobium SEMIA 6462 also provided an increase of 25% in MSPA regarding
individual inoculation with Bradyrhizobium. The co-Inoculation of BR 11005 strain
with SEMIA 6462 strain and strain mixture of Bradyrhizobium favored increases in
cumulative N content in shoot of cultivar Maua 14 and 45% relative to the nitrogen
treatment and of 45 and 85% relation to individual inoculation with BR 11005.
strain Inoculation of combined strain SEMIA 6462 with strains of Azospirillum
brasilense and BR 11005 BR 11001 favored increments of 3 and 14%,
respectively, in MSR cultivar Maua in relation to individual inoculation with the
strain. Regarding VTR of cowpea, there was no significant effect (p>0.05) between
treatments. However, it was obtained an increase of 12.5% in the VTR with co-
inoculation of the strain SEMIA 6462 both with A. brasilense BR BR 11001 as
11005. There was also not significant effect between treatments for cowpea CRP.
A significant effect of co-inoculation of strains of Bradyrhizobium and Azospirillum

on nodulation and biomass of cowpea was observed.

Keywords: Vigna unguiculata (L.) Walp, co-inoculation, BNF, rhizobacteria
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1-INTRODUCAO

Devido ao alto valor nutricional de seus graos, constituido de proteinas,
carboidratos, vitaminas, aminoacidos, minerais e fibras, o feijado-caupi € uma das
leguminosas mais utilizadas no Brasil, principalmente nas regidbes Norte e
Nordeste do pais (Filgueiras et al., 2009). Além de a importancia alimentar, o
feijdo-caupi também se caracteriza como potencial adubo verde (Guedes, 2008).
A sua versatilidade de adaptacédo as diversas condi¢cdes de solo e clima também
vem favorecendo o seu cultivo em outras regiées do pais.

A produtividade de feijdo-caupi vem sendo aumentada com a inoculacao
com estirpes eficientes do grupo rizébio, através do processo de Fixacao
Biolégica de Nitrogénio (Zilli et al., 2008; Silva Junior et al., 2014), contribuindo
também para a diminuicdo dos custos de producdo (Soares, 2006). Zilli et al.
(2009a) relataram que a inoculacdo com a estirpe de Bradyrhizobium BR 3262
favoreceu incrementos de cerca de 30% na quantidade de graos produzida em
relacdo as testemunhas n&o inoculadas, proporcionando rendimentos de gréos
superiores a 2.000 kg ha'. Essa produtividade, porém, ainda é considerada
abaixo do potencial da cultura.

Uma das alternativas para o aumento da produtividade de feijao-caupi € a
combinacdo entre as estirpes do género Bradyrhizobium e rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal (RPCP), estratégia que ja vem sendo adotada
em algumas leguminosas de importancia agricola (Vessey, 2003; Remans et al.,
2008a; Hungria et al., 2013). Esse sinergismo pode favorecer o crescimento das
plantas através de mecanismos de promoc¢do de crescimento e controle de

patdgenos realizados pelas rizobactérias (Polli et al., 2012).
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Trabalhos tém relatado incrementos na nodulacdo e producdo de
biomassa de feijdo-caupi com a inoculacdo mista de Bradyrhizobium e estirpes de
Paenibacillus (Silva et al., 2007) e Bacillus (Araujo et al.,2009; Lima et al., 2011).
Sao, porém, escassos 0s trabalhos envolvendo a inoculagéo de feijao-caupi com
as rizobactérias do género Azospirillum que sédo reconhecidas como promotoras
de crescimento vegetal pela habilidade de biossintese de fitohormbnios que
contribuirdo para o aumento do rendimento das culturas (Bergamaschi, 2006;
Moreira et al., 2010).

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi de avaliar o efeito da
coinoculagdo de plantas de feijdo-caupi com bactérias dos géneros
Bradyrhizobium e Azospirilum na nodulacdo e producdo de biomassa (parte

aérea e raiz) na cultura.

2- MATERIAL E METODOS

2.1- CondicOes experimentais

O experimento foi desenvolvido em casas-de-vegetacdo da Empresa
Brasileira de Pesquisa em Agropecudria - Embrapa Agrobiologia (CNPAB), (22°
46’ S e 43° 41’ O e a 33 m de altitude) no periodo de maio a julho de 2014.

Na inoculacédo das plantas de feijao-caupi foram utilizadas cinco estirpes
de Bradyrhizobium, sendo quatro recomendadas pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA-2006): SEMIA 6462, SEMIA 6464, SEMIA
6461, SEMIA 6463 e uma estirpe candidata a recomendagdo, BR3299. As
estirpes de Azospirillum utilizadas na inoculagéo foram A. brasilense BR 11001 e
A. brasilense BR 11005. Todas as estirpes foram obtidas a partir do banco de
germoplasma da Embrapa Agrobiologia, sendo algumas de suas caracteristicas

apresentadas nas tabelas 1 e 2.
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Tabela 1: Identificacdo e caracteristicas das estirpes de rizobio.

Estirpe Caracteristica cultural Local de Origem e Referéncia

TC (1) D 2) pH ) COR @) PC ©)

SEMIA 6464 5 1 Alcalino  Branca 7 SIPA, Seropédica-RJ (Zilli et al.,
1999).

SEMIA 6462 5 1-2 Acido Branca 5 Semi-Arido Nordestino (Martins et
al., 1997).

SEMIA 6463 7 1 Alcalino  Branca 7 Amazonia, Manaus-AM

(MOREIRA, 2005).

SEMIA 6461 6 1-2 Alcalino Branca 7 Amazobnia, Ji-Parana-RO
(LACERDA et al., 2004).

BR 3299 3 <0,5 Alcalino Amarela 3 Zona da Mata, Aracaju-SE
(MARTINS, 1996).

WTempo em dias de crescimento de coldnias isoladas. ¥ Diametro da colénia (mm). © pH do meio apds
cultivo, ¥ Coloracéo das coldnias. ®) pico de crescimento em dias. (Fonte: Adaptado de GUALTER, 2010).

Tabela 2: Identificacdo e caracteristicas das estirpes de Azospirillum.

Estirpe Caracteristica cultural Isolamento e local de origem

TC D pH 2 CL [€)) AT(4)

BR 11005 2-3 Alcalino Branca 20 ug.mitde  Raizes desenfestadas de Trigo,
spectinomicina cultivado na regido Sul do Brasil
(Passo  Fundo), tratadas com

Cloramina-T (5 min).

BR 11001 2-3 Alcalino Branca 15 pg.ml™ de Rizosfera de plantas de Digitaria,
acido nalidl'xjco cultivada em campo no Rio de
e 200ug.mi™de  janeiro.
spectinomicina

) Tempo em dias de crescimento de coldnias isoladas. ) Alteracdo do pH meio de cultivo. ©
Coloracao das colbnias. “ Resisténcia a antibiotico (Fonte: Adaptado de Baldani et al., 1986).

2.2- Preparo dos in6culos bacterianos
As estirpes de Bradyrhizobium foram crescidas, individualmente, em meio

de cultura YM (Yeast Manitol) liquido (Vincent, 1970), com o indicador Azul de
Bromotimol (0,5% em 0,2N de KOH: 5 ml) e pH 6,8 (Fred e Waksman, 1928) e
incubadas a 28 °C sob agitacdo constante de 150 rpm, respeitando-se o tempo de
crescimento de cada uma. Em seguida, aliquotas de 10pl nas diluicds entre 10° a
10° foram transferidas em quatro repeticdes, para placas de Petri contendo meio
YMA (Yeast Manitol Agar), composto de: manitol -10g; K;HPO,4- so0l.10%:1mL;
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KH,PO4-sol. 10%: 4 mL; MgSO,4.7H,0-s0l.10%:2mL; NaCl-sol.10%: 1mL; Extrato
de levedura: 0,4g; vermelho congo (0,25%); pH ajustado na faixa de 6,8 a 7,0;
adicionar Agar: 15g/L. Apo6s o surgimento das col6nias, foi feita a contagem das
colénias, estimando o volume do inoculante necessario para a obtencdo de uma
concentracdo da ordem 10° unidades formadoras de colénias por ml (UFC mL™).
De posse desta informacéo, as estirpes foram inoculadas novamente em meio YM
liqguido, sem o indicador, sob agitacdo constante de 150 rpm a 28 °C, de um a seis
dias de acordo com o tempo de crescimento de cada uma das estirpesm para
posterior uso na inoculagéo das plantas de feijao-caupi.

As estirpes de Azospirillum foram repicadas, separadamente, para vidros
de penicilina contendo o meio NFb semi-sélido, composto por acido malico-5g;
K;HPO,- so0l.10%: 5mL; MgS0O,.7H,O- so0l.10%: 2mL; NaCl-sol.10%:1mL;
CacCl,.2H,0- so0l.1%: 2mL; Azul de bromotimol (0,5% em 0,2N de KOH: 5 mL):
2mL; FeEDTA- sol. 1,64%:4mL; Sol. de micronutrientes para meio de cultura:
2mL; Vitamina para meio de cultura: 1mL; KOH: 4,5g; com o pH ajustado para 6,5
e 1,6g.L" de agar. As culturas foram incubadas a 30° C até observacdo de
crescimento bacteriano pela formacdo de pelicula aerotaxica tipica, proxima a
superficie no meio, de acordo com Ddbereiner et al. (1999). Apds esta etapa,
parte da pelicula foi transferida para placas de petri contendo o meio Agar-batata,
composto por batata cozida: 200 g; acido mélico: 2,5 g; agucar cristal: 2,5 g;
solugcéo de micronutrientes: 2 ml; solugdo de vitaminas: 1 ml; azul de bromotimol
(0,5% em 0,2N de KOH: 5 mL): 2 gotas; pH ajustado na faixa de 6,8 a 7,0 e Agar:
15g/L). As placas foram incubadas a 30° C até aparecimento de coldnias e
posterior preparo do inoculo (Baldani e Dobereiner, 1980). O inoculo foi preparado
de acordo com Roesch et al. (2005), em que colonias puras de cada estirpe foram
transferidas para o meio de cultura batata liquido, com agitacdo de 150 rpm, por
24h a 30°C. Apos a incubacéo, foi determinada o numero de células viaveis pelo
método da diluicdo seriada em placas contendo meio batata solido, para
preparacédo de um inéculo com a concentracéo bacteriana de 10° UFC mL™.
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2.3- Procedimentos experimentais e tratamentos
O experimento foi conduzido em delineamento de blocos completos ao

acaso com 0s seguintes tratamentos:

I-Mistura de cinco estirpes de Bradyrhizobium

II- Azospirillum brasilense BR 11001 + mistura de 5 estirpes de
Bradyrhizobium

IlI- Azospirillum brasilense BR 11001 + SEMIA 6462

IV- Azospirillum brasilense BR 11001

V- SEMIA 6462

VI- Azospirillum brasilense BR 11005 + mistura de cinco estirpes de
Bradyrhizobium

VII- Azospirillum brasilense BR 11005 + SEMIA 6462

VIII- Azospirillum brasilense BR 11005

IX Testemunha nitrogenada (50 Kg.ha™)

X- Testemunha absoluta (sem adubacao nitrogenada e inoculagéo)

Foram utilizados quatro repeticbes por tratamento. As parcelas
experimentais foram vasos de Leonard modificados, com volume de 1 litro, tendo
como substrato areia e vermiculita na proporcdo de 2:1 (v:v) e autoclavados
(Vincent, 1970).

O tratamento mistura de cinco estirpes de Bradyrhizobium foi definido em
estudo preliminar por Silva Junior et al., (2010) em casa de vegetacao, adotando-
se a combinag¢do que proporcionou maiores teores de massa da parte aérea e
teor de nitrogénio em cultivares de feijao-caupi .

Por ocasido do plantio, as sementes de feijao-caupi, Maua, cultivar
comercialmente utilizada nas regides de coleta dos solos, foram imersas em
alcool etilico 95% por 30 segundos para facilitar o contato do tegumento com a
solucdo desinfetante, em seguida estas foram desinfetadas com Peroxido de
hidrogénio (H,O, 30% p.a.) por trés minutos e lavadas 10 vezes seguidas em
agua destilada estéril (Alcantara, 2011).

Foram plantadas trés sementes em cada vaso e aos cinco dias apos a

emergéncia (DAE) foi realizado o desbaste, deixando apenas uma planta por
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vaso. Também foi efetuada a inoculacdo das plantas com as estirpes, de acordo
com os tratamentos, sendo aplicado 1 mL de inoculante para cada planta. As
plantas inoculadas foram cobertas com uma camada de trés cm de areia

esterilizada para prevenir possiveis contaminacoes.

2.4- Irrigacao e nutricdo das plantas

Foi utilizada uma solucdo nutritiva de Norris modificada, isenta de
nitrogénio (Norris e T'mannetje, 1964), fornecida as plantas, semanalmente,
colocando-se 0,25 L da solucdo por vaso. Sendo também adicionada agua
destilada esterilizada, sempre que necessario. No tratamento nitrogenado, foi
adicionado100 mg vaso™ semana™ de N, na forma de NH4NOs, juntamente com a

solucéo nutritiva.

2.5- Coletas, Amostragem e Anélises do Material Vegetal

As plantas de feijao-caupi foram coletadas aos 45 DAE, estagio de
florescimento, para analise do material vegetal. A parte aérea foi separada das
raizes em corte no ponto de inser¢do cotiledonar, préximo a base do caule, e os
nédulos foram destacados das raizes e contados. Em seguida, nédulos, raizes e
parte aérea foram colocados em sacos de papel e conduzidos para secagem em
estufa com circulagéo forcada de ar a 60-70 °C até atingir peso constante (+72h).

Para avaliacdo dos tratamentos, foram determinadas as seguintes

variaveis:

-NUmero de NOdulos frescos (NN) — determinado pela contagem dos
nédulos apos estes serem destacados da raiz;

-Massa de nddulos secos (MNS) — determinada pela pesagem dos
nodulos apdés a secagem dos mesmos em estufa de circulacdo forcada de ar a
60-70 °C durante 72 h;

-Massa de raiz seca (MRS) — determinada pela pesagem das raizes apos
secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 60-70 °C durante 72 h;

-Comprimento da raiz principal (CRP) — determinado pela medic&o da raiz
principal, com o auxilio de uma régua graduada em centimetros;

-Volume de raiz (VR) — determinado com auxilio de uma proveta

graduada de 50 mL contendo um volume conhecido de agua, sendo a resposta
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obtida a partir da diferenca direta do volume de raizes, pela equivaléncia de
unidades (1 mL = 1 mm?®), segundo metodologia descrita por Basso (Basso,
1999);

-Massa da parte aérea seca (MPAS) — a parte aérea (caule e folhas)
fresca das plantas apds separacdo da raiz foi colocada para secagem em estufa
de circulacdo forcada de ar a 60-70 °C durante 72 h até atingir peso seco
constante, quando foi pesada para determinacdo da massa seca;

-Acimulo de N na parte aérea (QTNA) — a MPAS ap06s pesagem foi
moida em moinho tipo Wiley (peneiras de 2,0 mm) e o seu teor de N total
analisado pelo método Kjeldahl, de acordo com a metodologia descrita pela
Embrapa (1997). A QTNA foi calguda multiplicando-se a MPAS pelo seu teor de

nitrogénio.

2.6- Analise estatistica

A normalidade e homogeneidade das variancias dos erros foram
determinadas pelos testes de Lilliefors e de Cochran e Bartley, respectivamente,
pelo software SAEG (Sistemas para analises estatisticas, 2005). Os dados
avaliados para os diferentes tratamentos foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade com o
programa SISVAR (Ferreira, 2003).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As estirpes de Bradyrhizobium sp. induziram um maior nimero de
nédulos na cultivar de feijao-caupi utilizada, em comparacao aos tratamentos nao
inoculados (tabela 1). Esse favorecimento na nodulacdo do feijdo-caupi quando
inoculado com estirpes eficientes de Bradyrhizobium sp. vem sendo observado
em diversos trabalhos e tem sido associado ao aumento da produtividdade na
cultura (Silva et al.,2006a; Silva Junior et al., 2014). Alcantara (2011), avaliando a
interacdo entre cultivares de feijao-caupi e estirpes de Bradyrhizobium, também

observou que as mesmas proporcionaram boa nodulagcdo nas plantas, néo
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somente quando inoculadas individualmente, mas também quando em inoculacdo
mista, apresentando a cultivar Mauad melhor nodulacdo na fase entre o
desenvolvimento vegetativo (30 DAE) e o inicio da floragéo (52 DAE).

O numero de nodulos obtido nos tratamentos nédo inoculados indica uma
possivel contaminacdo do substrato utilizado (areia e vermiculita) ou ineficiéncia
no processo de autoclavacdo dos vasos. No momento da coleta, percebeu-se a
presenca de nddulos muito grandes, geralmente ndo caracteristicos de feijao-
caupi, nesses tratamentos.

O teste de média mostrou diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos inoculados e a testemunha nitrogenada (50 kg ha’ de N),
apresentando, este Ultimo, a menor nodulagéo. Essa baixa nodulagdo evidencia o
papel inibidor do N-mineral sobre a nodulacdo das leguminosas, que ocorre em
resposta as demandas nutricionais da planta. Na presenca de N-mineral, tais
demandas sé&o reduzidas, ndo havendo, portanto, estimulo a nodulacdo (Moreira
e Siqueira, 2006). De acordo com Hungria (1994), sob alta disponibilidade de N-
mineral no solo, ha diminuicdo da exsudacéo radicular dos flavondides, o que leva

a diminuicao da nodulacéo.

Tabela 1: Numero de nédulos (NN) e Massa de nédulos secos (MNS) de feijao-caupi
(Cv Maud) aos 45 DAE, sob diferentes fontes de N (combinac¢fes de inoculagédo e
testemunhas). Médias seguidas por mesma letra na coluna nédo diferem entre si a 5%
de probabilidade pelo teste Scott-Knott. .

Tratamentos Namero de Massa de nédulos secos
nédulos (mg.planta™)
BR 11001+mistura de estirpes 156 a 123,00 a
BR 11001 + SEMIA 6462 172 a 138,00 a
BR 11001 14 b 71,75 b
SEMIA 6462 184 a 124,25 a
BR 11005+ mistura de estirpes 128 a 141,25 a
BR 11005+ SEMIA 6462 219 a 129,80 a
BR 11005 47 b 118,00 a
Testemunha nitrogenado 2b 18,00 b
Testemunha absoluta 19b 61,00 b
Mistura de estirpes 194 a 128,75 a

As estirpes de Azospirillum utilizadas, quando inoculadas individualmente,
proporcionaram um menor nimero de nodulos em feijdo-caupi. Esse resultado
estd de acordo com Taiz e Zeiger (2009), que relatam que estirpes de

Azospirillum podem contribuir para melhor desenvolvimento de nédulos
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radiculares quando em associacdo a estirpes de rizobios devido a mudanca nas
taxas de auxina e citocinina nas células do cortex radicular.

A inoculagdo mista entre a estirpe de Bradyrhizobium SEMIA 6462 e
Azospirillum BR 11005 foi a que proporcionou maior namero de nédulos na
cultivar Maua. Além disso, esse tratamento apresentou um incremento de 16% na
nodulacdo na cultivar em comparacdo a inoculagdo individual com a estirpe
SEMIA 646. Veronezi et al. (2012), também demonstraram que a inoculacdo de
Azospirillum brasilense conjuntamente com a estirpe de rizébio CPAO 19.5 L3,
propiciou uma maior nodulacdo de plantas de feijoeiro. De forma semelhante,
Aravjo et al.(2009), constataram aumento na nodulacdo do feijdo-caupi com a
coinoculagéo de Bradyrhizobium e Bacillus subitilis, sugerindo uma influéncia do
Bacillus subtilis na promo¢ao de nodulagdo, uma vez que esse se caracteriza
como RPCP.

Neste estudo, os dados obtidos para massa de nddulos secos apontam
uma correlagdo desta com o numero de nédulos. Porém, os nodulos grandes,
considerados contaminagdo, favoreceram maior massa, principalmente, na
inoculacéo com a estirpe de Azospirillum brasilense BR 11005 (tabela 1).

A média de massa de nédulos variou de 18 a 141 mg planta™. A massa
de nddulos € uma variavel intimamente relacionada com a fixacdo de nitrogénio e
tem sido recomendada para programas de melhoramento que objetivam o
aumento da fixacdo de N,. De acordo com Ankomah et al. (1996), as correlacdes
entre essa variavel e a quantidade de N fixado, permitem uma reducédo
substancial no tempo, nos materiais desses programas e nos custos. Segundo
Ddébereiner (1966), a correlagdo positiva entre a MNS e a quantidade de N
acumulada em leguminosas, sugere que gquanto maior a massa seca, maior
fixacdo de N, e maior eficiéncia simbiotica.

Observou-se um incremento na massa seca de nddulos de 4 e 11% na
coinoculagédo da estirpe de Bradyrhizobium SEMIA 6462 com as estirpes de
Azospirilum BR 11005 e BR 11001, respectivamente, em comparacdo a
inoculacéo individual da estirpe. E um incremento de 10% na inoculacdo entre a
mistura das cinco estirpes Bradyrhizobium e a estirpe BR 11005 de Azospirillum.
Hungria et al. (2013), num estudo de coinoculagéo de soja e feijjao comum com
estirpes de rhizobium e Azospirillum, também observaram incremento na

nodulacdo e massa de nédulos com a inoculagdo mista dessas bactérias, o que
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de acordo com os autores, foi devido a estimulacdo da producdo de pelos
radiculares em consequéncia da atividade de Azospirillum, uma vez que
nodulacdo nas leguminosas € iniciada a partir dos pelos radiculares.

Remans et al. (2008b), observaram que o aumento na taxa de FBN
induzida pela coinoculacdo de Rhizobium—-Azospirillum, em feijdo comum, é
consequéncia do aumento na nodulagao precoce e do crescimento da planta em
comparagdo com a inoculagao individual com Rhizobium e com as testemunhas
absolutas.

O numero e a massa dos nédulos séo indicadores usuais da capacidade
de nodulagédo da planta. Além disso, a massa de ndédulos secos é uma variavel
empregada para avaliagdo da eficiéncia simbibtica de bactérias que nodulam
leguminosas, fazendo parte do protocolo para avaliacdo da eficiéncia agrondmica
de estirpes no Brasil (Mapa, 2011).

Com relacdo a biomassa seca, a coinoculacdo entre as estirpes de
Azospirillum brasilense BR 11001 e de Bradyrhizobium SEMIA 6462 proporcionou
um incremento de 25% na massa seca da parte aérea (MSPA), em relacdo a
inoculacao individual de feijdo-caupi com a estirpe de Bradyrhizobium (tabela 2).
Lima et al. (2011), também observaram que a coinoculacdo entre Bacillus,
Brevibacillus, Paenibacillus e Bradyrhizobium favoreceu maior MSPA em feijéo-
caupi, porém a MSPA foi igual a produzida pelo tratamento inoculado apenas com

Bradyrhizobium (SEMIA 6462), ao contrario do observado no presente estudo.
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Tabela 2: Massa seca da parte aérea (MSPA) e Nitrogénio acumulado na parte
aérea (QTNA) de feijao-caupi (Cv Maua) aos 45 DAE, sob diferentes fontes de
N (combinag6es de inoculacdo e testemunhas). Médias seguidas por mesma
letra na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott-
Knott. .

Tratamentos Massa seca da parte Nitrogénio acumulado na
aérea (g.planta™) parte aérea (g.planta™)
BR 11001+mistura de estirpes 2,17 a 61,55 a
BR 11001 + SEMIA 6462 2,64 a 54,89 a
BR 11001 0,87b 19,12 b
SEMIA 6462 211la 51,90 a
BR 11005+ mistura de estirpes 2,30 a 72,76 a
BR 11005+ SEMIA 6462 1,98 a 57,12 a
BR 11005 1,43 b 39,38b
Testemunha nitrogenado 2,18 a 49,93 a
Testemunha absoluta 0,83 b 19,28 b
Mistura de estirpes 253 a 71,02 a

A MSPA produzida € uma variavel de grande importancia nos estudos
com as cultivares de feijdo-caupi, uma vez que essa leguminosa também se
apresenta como promissora para adubacédo verde. E para Pimratch et al. (2004), é
considerada a caracteristica mais confiavel para selecdo de cultivares com maior
potencial simbi6tico em solos com baixa disponibilidade de nitrogénio.

A inoculagéo individual da estirpe BR 11001 e a testemunha absoluta
proporcionoram menor biomassa seca em feijdo-caupi, nas condicOes testadas.
Em contrapartida, a inoculagdo com as estirpes de Bradyrhizobium, de forma
individual ou mista, possibilitou MSPA semelhante a obtida com a aplicacdo de N-
mineral. Aradjo et al.(2009), avaliando a coinoculacdo de Bradyrhizobium e
Bacillus subtilis também constataram valores de MSPA de feijdo-caupi e Leucena
semelhante aos obtidos no tratamento nitrogenado. Esses resultados indicam que
as simbioses envolvendo RPCP proveram N as plantas em quantidades similares
as da adubacado, nao ficando estas carentes em N para seu desenvolvimento,
mostrando-se essa biotecnologia promissora para diminuigcdo ou substituicdo da
aplicacdo do nitrogénio mineral na cultura.

Os tratamentos inoculados com as estirpes de Bradyrhizobium, de forma
individual ou mista com as estirpes de Azospirillum, tiveram efeito significativo no
acumulo de N na parte aérea (QTNA) em relacdo a testemunha absoluta,

apresentando essa variavel correlacdo com a MSPA (tabela 2).
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A coinoculacdo da estirpe de Azospirillum brasilense BR 11005 com a
estirpe SEMIA 6462 e mistura de estirpes de Bradyrhizobium favoreceu
incrementos no teor de N acumulado na parte aérea da cultivar Maua de 14 e
45% em relacdo ao tratamento nitrogenado e de 45 e 85% em relacdo a
inoculacéo individual com a estirpe BR 11005. Resultados semelhantes foram
observados por Silva et al. (2006) em que a estirpe NFB-700 de Bradyrhizobium
sp, quando coinoculada com Paenibacillus, apresentou um incremento no
acumulo de nitrogénio em feijdo caupi, de até 22,6% em comparacdo a
inoculacéo individual da estirpe.

Esse incremento de N na parte aérea observada pode resultar em um
aumento na producédo de grdos, uma vez que o N, nutriente estritamente ligada a
fase de enchimento de gréos, estara disponivel e em quantidade para a cultura
(Hungria et al. ,2013). Além disso, a quantidade de N acumulada na biomassa
seca é muito importante na avaliacdo do desempenho das cultivares de feijao-
caupi na adubacao verde, uma vez que o nitrogénio oriundo da decomposi¢cao da
matéria organica sera utilizado no desenvolvimento da cultura sucessora. De
acordo com Guedes (2008), o feijao-caupi € utilizado na adubacdo verde por
possuir alta capacidade de cobertura do solo, produzir consideravel quantidade de
biomassa com elevado teor de nitrogénio, devido a simbiose com bactérias do
grupo rizébio.

No que se refere a massa seca de raiz (MSR), observou-se efeito
significativo (p<0,05) com a inoculacdo das estirpes de Bradyrhizobium em
relacdo a testemunha absoluta (tabela 3). As mesmas proporcionaram incremento
da MSR em feijao-caupi tanto quando inoculadas individualmente quanto em

coinoculacéo.
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Tabela 3: Massa seca de raiz (MSR), volume total de raiz (VTR) e comprimento da raiz principal
(CRP) de feijao-caupi (Cv Maud) aos 45 DAE, sob diferentes fontes de N (combinacBes de
inoculagdo e testemunhas). Médias seguidas por mesma letra na coluna néo diferem entre si a 5%
de probabilidade pelo teste Scott-Knott. .

Tratamentos Massa seca de Volume total de  Comprimento da raiz
raiz (g.planta™) raiz (mL) principal (cm)
BR 11001+mistura de estirpes 0,77 a 10,00 a 26,00 a
BR 11001 + SEMIA 6462 0,89 a 11,25 a 27,77 a
BR 11001 0,36 b 6,25 a 18,40 a
SEMIA 6462 0,78 a 10,00 a 25,75 a
BR 11005+ mistura de estirpes 0,74 a 10,00 a 27,55 a
BR 11005+ SEMIA 6462 0,81a 11,25a 25,45 a
BR 11005 0,48 Db 8,75 a 27,70 a
Testemunha nitrogenado 0,93 a 10,00 a 26,80 a
Testemunha absoluta 0,37b 6,25 a 26,67 a
Mistura de estirpes 0,78 a 11,25 a 24,72 a

Os tratamentos inoculados com a estirpe SEMIA 6462 e a mistura de
estirpes de Bradyrhizobium foram superiores em 110% quanto ao rendimento de
MSR (0,785 g planta™) em relagdo ao tratamento controle absoluto (0,372 g
planta™®). Esses valores, porém, estdo abaixo dos observados por Silva et al.
(2007) em feijdo-caupi para a mesma variavel.

O tratamento com nitrogénio mineral foi o que proporcionou maiores
valores de MSR em feijao-caupi, porém ndo se observou diferenca significativa
(p>0,05) entre este tratamento e o0s inoculados com as estirpes de
Bradyrhizobium para essa variavel.

A inoculagdo combinada da estirpe de Bradyrhizobium SEMIA 6462 com
as estirpes de Azospirilum brasilense BR 11005 e BR 11001 favoreceu
incrementos de 3 e 14%, respectivamente, na MSR da cultivar Maua em relacao a
inoculagao individual com a estirpe. Resultados semelhantes foram evidenciados
por Araujo et al.(2009), em que a coinoculacdo de estirpes de rizébio e Bacillus
subtili aumentou a MSR do feijdo-caupi e da leucena, sugerindo um efeito positivo
do Bacillus sobre o crescimento radicular da cultura. Em contrapartida, Silva et
al.(2007), observaram que as coinoculagdes entre estirpes de Bradyrhizobium e
RPCP dos géneros Bacillus e Paenibacillus apresentaram um efeito inibidor geral
de 25% nos rendimentos de MSR. Porém, essa inibicdo do crescimento radicular

nao apresentou impacto na fixacdo simbiética do N2 no feijao-caupi.
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Em relacdo ao volume total de raiz (VTR) de feijdo-caupi, ndo foi
observado efeito significativo (p>0,05) entre os tratamentos (tabela 3). Porém,
obteve-se um incremento de 12,5% no VTR com a coinoculagdo da estirpe
SEMIA 6462 tanto com A. brasilense BR 11001 quanto BR 11005. Remans et al.
(2008a) observaram uma resposta diferencial, com a coinoculacdo da estirpe A.
brasilense BR 11005 em relacdo a raizes de gendtipos de feijoeiro. Esse
incremento foi observado em diversas varaveis da planta, incluindo o peso seco
de raiz, o numero de nodulos e o nimero de raizes basais formadas durante a
germinacao, todas relacionadas com a producédo compostos indolicos (AlA) desta
estirpe.

Segundo Bashan e Bashan (2005), a inoculagdo mista de Azospirillum
com Rhizobium aumenta a estimulacdo e a funcdo dos nodulos, numero total e
peso dos nddulos, diferenciacdo das células epidérmicas nos pélos radiculares,
area da superficie radicular e, consequentemente, produtividade de graos.

A coinoculacdo entre estirpes de RPCP representa uma tética simples,
barata e inovadora para agricultura. No Brasil cerca de 70% dos fertilizantes
nitrogenados sdo importados, sendo os custos da aplicacdo N mineral muito
elevado. Ja os inoculantes microbianos sdo muito baratos e considerando apenas
a cultura da soja, as estimativas de economia sdo de cerca de US $ 7.000
milhdes ano™ com a FBN. Além disso, a utilizacdo de 100 kg de fertilizante
nitrogenado corresponde a cerca de 950 kg de CO, equivalente, o que torna o
uso de bactérias diazotréficas e microorganismo promotores de crescimento
vegetal na agricultura ser economicamente e ambientalmente viavel ( Hungria et
al.,2013).

Também ndo se observou efeito significativo (p>0,05) entre o0s
tratamentos para comprimento da raiz principal (CRP) de feijao-caupi (tabela 3).
Isso pode ter ocorrido devido a uma possivel limitacdo do crescimento radicular
pelos vasos de Leonard. Diferente dos resultados obtidos para o CRP no presente
estudo, Silva et al.(2007) comprovaram a natureza promotora de crescimento de
raiz no caupi por Bacillus sp em coinoculagcdo com Rhizobium. Os autores
confirmaram que a auséncia de patégenos e de limitacdo de nutriente (a excecéo
do N) contribuem para inferir o mecanismo de ac¢ao direta dessas RPCP.

Yadegari e Rahmani (2010) observaram que a aplicacdo de RPCP

(Pseudomonas spp. e Azospirillum) juntamente com Rhizobium melhorou o
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crescimento e producdo de sementes de feijdo comum inoculadas. Da mesma
forma que em feijdo comum, a inoculagdo de feijao-caupi com estirpes desses
mesmos géneros pode ser uma alternativa para aumentos na produtividade na
cultura, além de reducao do uso de fertilizantes nitrogenados.

De acordo com Bashan e Bashan (2005), as inoculacfes mistas tém uma
maior taxa de sucesso. Uma vez que nas plantas coinoculadas, a nutricdo é mais
equilibrada e adsorcdo de nitrogénio, fésforo e outros nutrientes minerais é
significativamente melhorada, podendo-se obter uma melhor produtividade.

Ainda nao esta claro como funcionam os mecanismos de promoc¢ao de
crescimento na planta, se os beneficios da inoculagcdo em leguminosas com
ambos rizébios e Azospirillum sdo apenas devido ao aumento e a nodulagéo e a
fixagcdo de nitrogénio. Contudo, o género Azospirillum pertence ao grupo amplo
de RPCPs, que podem atuar por mecanismos diferentes, produzir uma
variedade de horménios vegetais, o que resulta em estimulo para o crescimento

das plantas (Hungria et al.,2013).

4 CONCLUSOES

Foi possivel observar efeito significativo da coinoculacéo entre as estirpes
de Bradyrhizobium e Azospirillum na nodulacdo e biomassa de feijao-caupi. Em
termos gerais, a coinoculacao entre a estirpe de Bradyrhizobium SEMIA 6462 e
as estirpes de Azospirillum BR 11005 e BR 11001 proporcionou maior nodulacao
na cultivar Maua e também um incremento na massa seca de ndédulos. Foi
observado também que as estirpes de Azospirillum brasilense BR 11001 e de
Bradyrhizobium SEMIA 6462, quando coinoculadas, proporcionaram um
incremento de 25% na biomassa seca massa seca da parte aérea na cultivar
Maua. O principal incremento verificado, no presente estudo, foi no acimulo de N
na parte aérea da cultivar Maua em que a coinoculagéo da estirpe de Azospirillum
brasilense BR 11005 com a estirpe SEMIA 6462 e mistura de estirpes de
Bradyrhizobium favoreceu teores de N, 14 e 45% em relacdo ao tratamento
nitrogenado e de 45 e 85% em relacdo a inoculacao individual com a estirpe BR

11005. De forma semelhante também se observou incrementos na massa seca
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de raiz da cultivar Maua com a coinoculacéo da estirpe de Bradyrhizobium SEMIA
6462 com as estirpes de Azospirillum brasilense BR 11005 e BR 11001. Porém, a

coinoculagéo néo influenciou no comprimento da raiz principal da cultivar Maua.
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3-2- PROSPECGCAO E CARACTERIZAGAO DE BACTERIAS ASSOCIADAS A
RIZOSFERA E RAIZ DE FEIJAO-CAUPI

RESUMO

A prospeccdo de rizobactérias promotoras do crescimento vegetal, além de
potencial biotecnolégico para o aumento da produtividade, vem como alternativa
para reducdo dos danos ambientais causados pelo uso dos fertilizantes agricolas.
O presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar de forma morfocultural,
fisiologica e genotipica bactérias diazotréficas do género Azospirillum associadas
a rizosfera e raiz de feijdo-caupi. Solos de quatro diferentes propriedades dos
municipios de Cachoeiras de Macacu e Magé, no Estado do Rio de Janeiro, foram
utilizados num experimento, em casa de vegetacdo, para a prospeccdo de
rizobactérias de feijdo-caupi (cv. Maua). Apos 45 dias de plantio, amostras de
raizes e rizosfera foram coletadas e utilizadas para o isolamento e estimativa de
bactérias diazotréficas presentes nos solos. Os isolados que cresceram no meio
NFb semissdlido passaram por sucessivas repicagem de isolamento e purificacao
e posteriormente utilizados para caracterizacdo morfocultural, fisiologica
(producdo de compostos inddlicos e sideroferos, solubilizacdo de fosfatos e
atividade da enzima nitrogenase) e genotipica (sequenciamento parcial do 16S
rDNA). Foi observado consideravel nimero de bactérias diazotréficas nos solos
das éareas de coleta, variando de 0,24 a 4,53 logip células por grama de massa
fresca de raiz. Foram obtidos 32 isolados da rizosfera e raiz de feijdo-caupi.
Destes, 81,25% apresentou borda da colonia inteira e 71,87% coloragdo branca
na caracterizacdo morfocultural. A producdo de compostos indoélicos pelos

isolados foi baixa em relacdo aos padrdes de auxina utilizados, variando entre
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0,31 a 0,41 pg de compostos inddlicos mg de proteina™. Todos os isolados
apresentaram producao de sideroforos igual ou superior a estirpe padrdo de
Azospirillum brasiliense (BR 11001), porém, apenas 26% apresentaram
capacidade de solubilizacdo de fosfato. A taxa de atividade da nitrogenase variou
de 0,5 a 42468,50 nmol C2H4.mg de proteina™, sendo os maiores valores
observados na avaliacdo aos 48 h apos repicagem. Foram obtidos 20 isolados
pertencente ao género Azospirillum spp, 6 pertencentes ao género Pseudomonas
spp e um isolado identificado como Rhizobium. Destes todos apresentaram
producao de sideroforos, producdo de AIA e atividade da enzima nitrogenase e
apenas 6% apresentaram 0sS quatro mecanismos de promog¢éo de crescimento

vegetal.

Palavras-chave: Vigna unguiculata (L.) Walp, rizobactérias, promocédo de
crescimento.

EXPLORATION AND CHARACTERIZATION OF BACTERIA ASSOCIATED
WITH COWPEA RHIZOSPHERE AND ROOT

ABSTRACT

The prospection of plant growth promoter rhizobacteria in addition to
biotechnological potential for increasing productivity comes as an alternative to
reduce environmental damage caused by the use of agricultural fertilizers.This
study aimed to isolate and characterize by morphocultural form, physiological and
genotypic, diazotrophc bacterium of the Azospirillum genus associated with the
cowpea rhizosphere and root. Soils of four different sites in the municipalities of
Cachoeiras de Macacu and Magé in the State of Rio de Janeiro were used in an
experiment in greenhouse conditions, for the prospection of cowpea (cv. Maua)
rhizobacteria. After 45 days of planting, roots and rhizosphere samples were
collected and used for the isolation and estimation of diazotrophs bacteria present
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in the soil. Isolates which grew in the semi-solid NFb medium were successively
isolate an purificated and subsequently used for the Morphocultural, physiological
(production of indole compounds and siderophore, phosphate solubilization,
nitrogenase activity) and genotypic characterization. It was observeded
considerable number of diazotrophs bacteria in soils of the areas of collection,
varieing from 0.24 to 4.53 logo cells per gram of fresh root mass. It has been
obtained 32 isolates from the rhizosphere and cowpea root. Of these isolates,
81.25% presented colonies with whole borders and 71.87% presented white color
in Morphocultural characterization. The production of indole compounds isolated
by auxin was lower compared to AlA standards, ranging from 0.31 to 0.41 ug
indole compounds™. mg protein™. All isolates showed siderophores production
equal to or higher than the standard strain of Azospirillum brasiliense (BR 11001),
but only 26% had phosphate solubilization capacity. The nitrogenase activity rate
ranged from 0.5 to 42468.50 nmol C2H4.mg protein-1, and the highest values
were observed in the evaluation 48 h after transplanting. Of the obtained isolates,
20 belonged to the genus Azospirillum spp, 6 to the Pseudomonas genus and one
isolate identified as Rhizobium. These all presented production of siderophores,
AIA production and activity of nitrogenase enzyme and only 6% had four plant

growth promoting mechanisms.

Keywords: Vigna unguiculata (L.) Walp, rhizobacteria, growth promotion.

1-INTRODUCAO

O uso indiscriminado dos insumos quimicos na agricultura convencional
pode acarretar o aumento da contaminacédo ambiental e da degrada¢cao dos solos.
Como alternativa para a minimizacdo desses danos, tem-se realizado pesquisas
voltadas para o uso de biotecnologias na agricultura.

Algumas bactérias apresentam potencial biotecnolégico para o uso na

agricultura devido a capacidade de estimular o crescimento das plantas, sendo
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entdo conhecidas como rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(RPCPs), podendo contribuir para o aumento da produtividade das culturas a elas
associadas (Kloepper e Schroth, 1978).

A acdo promotora no crescimento das plantas pelas rizobactérias pode
ocorrer através de diferentes mecanismos, tais como: a producdo de fito-
hormonios, a fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), a mineralizacdo e a
solubilizacdo de nutrientes e o antagonismo contra patégenos (Cattelan e Hartel,
2000; Ahmad et al., 2008).

Dentre os fito-horménios produzidos pelas rizobactérias, a auxina é o
mais estudado, pela sua importancia sobre o crescimento e desenvolvimento dos
vegetais, atuando também na elongacéo do sistema radicular (Mockaitis e Estelle,
2008). A solubilizacédo do fosforo € também um mecanismo muito explorado nas
rizobactérias, principalmente nos trépicos, no qual elas atuam produzindo acidos
organicos que quelam os cations do solo ligados ao fosfato liberando o P
disponibilizando-o para a planta (Adesemoye e Kloepper, 2009). O antagonismo
contra os patégenos pode ser realizado pelas rizobactérias através da producao
de sideréforos com complexacéo do Fe** disponivel na rizosfera, o que além de
favorecer o estabelecimento das mesmas nas raizes, diminui a populacdo de
microrganismos patogénicos (Lemanceau et al., 2007).

Da mesma forma, o fornecimento de nitrogénio através da FBN é um
mecanismo de extrema importancia, pelo qual o nitrogénio, nutriente que
frequentemente limita a producdo, pode ser suprido total ou parcialmente,
favorecendo o desenvolvimento das plantas cultivadas (Hungria e Vargas, 2000) e
contribuindo para a diminuicdo do uso do nitrogénio mineral.

Dentre as principais RPCPs destacam-se as bactérias do género
Azospirillum, devido a sua habilidade para biossintese de fitohormdnios, além de
solubilizar fosfatos minerais e FBN (Moreira et al., 2010; Hungria, 2011).

As bactérias do género Azospirillum geralmente estdo associadas a
gramineas como trigo (Diaz-Zorita e Fernandez-Canigia, 2009), milho (Hungria et
al., 2010), cana-de-acucar (Oliveira et al., 2002) e arroz (Rodrigues et al.,2008).
Trabalhos recentes também tém relatado resultados promissores com a
coinoculagdo dessas bactérias com bactérias do grupo Rhizobium em
leguminosas como a soja (Hungria et al., 2013) e o feijdo comum (Remans et

al.2008b). Sao, porém, escassos trabalhos sobre a coinoculacdo com Azospirillum
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spp. em feijdo-caupi, leguminosa de grande importancia socioeconémica em
algumas regides brasileiras, devido ao seu alto teor proteico e nutricional.

A selecdo de rizobactérias, principalmente do género Azospirillum, que
apresentem um ou mais mecanismos de promocdo de crescimento € uma
alternativa biotecnoldgica para o feijdo-caupi, podendo maximizar, quando em
coinoculagé@o com estirpes eficientes do grupo rizébio, a producdo de biomassa e
graos na cultura.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar
de forma morfocultural, fisiolégica e molecular bactérias diazotréficas do género
Azospirillum associadas a rizosfera e raiz de feijao-caupi cultivado em solos de

regides produtoras do estado do Rio de Janeiro.

2- MATERIAL E METODOS

2.1- Amostragem e coleta do material

Foram coletadas amostras representativas da rizosfera (raiz+solo) de
cultivares de feijdo-caupi cultivadas em diferentes areas no Estado do Rio de
Janeiro nos municipios de Cachoeiras de Macacu e Magé. Esses municipios sédo
tradicionalmente produtores de feijdo-caupi, onde se faz uso de genoétipos de
sementes introduzidas anos atrads junto a imigracbes de nordestinos e séo
localmente conhecidos como Maud, Costeldo, Piabeta.

Os solos rizosféricos foram coletados em quatro propriedades familiares
(duas em Cachoeiras de Macacu e duas em Magé), todas com histéricos de
muitos anos de plantio de Feijdo-caupi, com adubacdo nitrogenada e sem
utilizagc&o anterior de inoculantes.

Em Cachoerias de Macacu, as coletas foram realizadas nas propriedades
dos produtores Sr Alcenir (1) e Sr Roberto (2). Na propriedade 1 o caupi &
cultivado nas entre linhas de cultivo de laranja. Ja& na propriedade 2, o feijao-caupi
é cultivado em rotacdo de cultura com batata doce e milho. Em Magé, as coletas

foram realizadas nas propriedades dos produtores Sr Jailson (3) e Sr Jodo Carlos
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(4), nos quais o feijao-caupi é plantado em rotacdo de culturas com batata e
quiabo, respectivamente.

As amostras dos solos de cada propriedade foram coletadas dentro de
cada area na camada de 0 a 20 cm, de maneira inteiramente casualizada. De
cada area foram coletadas 10 amostras compostas de solo, obtidas a partir de 20
amostras simples. Em sequéncia, os solos foram destorroados, secos ao ar e
peneirados em malha de 4 mm e sub-amostras dos solos foram separadas e
enviadas para andlises quimicas, no laboratério de Quimica agricola da Embrapa
Agrobiologia, em Seropédica-RJ, constando os resultados na tabela a seguir
(tabela 1).

Tabela 1: Resultados da analise quimica do solo de diferentes propriedades nos
municipios de estudo antes da implantacdo do ensaio de solos.

Localidades /Propriedades C Al Ca H+Al K Mg N P pH
L cmolc/d-------------mmmmm % mg/L
Cachoeiras de 1 064 011 150 3,04 132,00 0,49 0,08 16,59 5,39
macacu
2 1,11 0,20 2,11 4,36 360,00 095 0,13 19,72 491
Magé 3 156 186 050 898 16,00 0,18 0,17 2555 4,17
4 1,41 017 232 508 2200 080 0,14 27,86 5,28

2.2- Obtencéo e isolamento das rizobactérias

2.2.1- Ensaio em casa de vegetacao

As amostras dos solos coletados foram utilizadas no ensaio para a
prospeccdo das bactérias da rizosfera e raiz de feijdo-caupi. O plantio foi
realizado em condi¢cdes de casa de vegetacdo, em vasos com capacidade de 2
Kg contendo os solos das diferentes propriedades, utilizando-se sementes de
feijdo-caupi, cultivar Maua, previamente desinfectadas, para que a microbiota
associada a planta correspondesse apenas aquela presente no solo (Baldani et
al., 2000).

Foram semeadas quatro sementes por vaso e aos cinco dias apds a
emergéncia (DAE) foi realizado o desbaste, deixando apenas uma planta por

vaso. Durante o ciclo de crescimento, foram realizados tratos culturais como: a
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irrigacéo das plantas por rega manual e o tutoramento das plantas com auxilio de
estacas de bambd.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis
repeticbes de solos de cada area de coleta. Aos 45 DAE foi realizada a coleta

para o isolamento de Azospirillum spp.

2.2.2- Isolamento de bactérias de raiz e rizosfera de Feijao-cupi

Como Azospirillum spp sdo consideradas endofiticas facultativos (podem
colonizar tanto o interior das raizes, quanto a rizosfera) foram utilizadas duas
estratégias para o seu isolamento.

Para o isolamento de Azospirillum spp presentes na rizosfera de feijao-
caupi, as raizes coletadas foram lavadas levemente em agua corrente para a
retirada do excesso de solo, sendo 0 conjunto raiz-solo que permaneceu aderido
apos lavagem considerado ambiente rizosférico. Posteriormente, 10 gramas de
raiz foram colocado em frascos de erlenmeyer com 90 mL de uma solucao salina
0,85% estéril e submetido a trituracdo no liquidificador, para obtencdo de uma
suspensao com substrato rizosférico. Amostras de 1 mL dessa suspensédo foram
adicionadas a 9 mL de solugcdo salina 0,85% e a suspensado foi deixada em
repouso por 15 minutos. Apds esse tempo, foram realizadas diluicbes seriadas
até 107, sendo que 100 pL das diluicdes 10 até 10° foram inoculados, em
triplicata, no meio de cultivo NFb, livre de nitrogénio combinado, semisseletivo
para efetuar o isolamento Azospirillum spp (Dobereiner et al., 1999).

Para a obtencédo de Azospirillum spp presentes no interior das raizes de
feijdo-caupi, as raizes foram lavadas em agua corrente e colocadas em solucéo
de Cloramina T 1% por um e 5 minutos, nos solos de Magé e Cachoeiras,
respectivamente. Apos desinfeccdo com Cloramina T, as raizes foram lavadas
com agua estéril por 5 minutos e depois com tampédo P 0,5M e seguida de mais
uma lavagem com &gua estéril. Ao final do processo de desinfec¢do, procedeu-se
igual ao isolamento das bactérias da rizosfera de feijdo. Porém, as diluicbes
inoculadas no meio NFb foram as de 10™ até 107,

Simultaneamente, nos dois isolamentos, foram quantificadas as bactérias
endofiticas diazotroficas, através da técnica do NUumero Mais Provavel (NMP),

sendo o numero populacional obtido com o uso da tabela de McCrady, tomando-
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se por base o numero de frascos positivos em cada diluicdo (Dbbereiner et al.,
1999).

Os meios de cultura (tanto no isolamento de Azospirillum spp presentes
na rizosfera de feijdo-caupi, quanto no de Azospirillum spp presentes no interior
das raizes) foram incubados a 28° C até a formacédo de pelicula aerotaxica tipica,
proxima da superficie do meio (aproximadamente sete dias). As peliculas
formadas nos frascos com crescimento positivo, foram transferidas para um novo
meio NFb semissélido até a formacdo de nova pelicula. Apds isso, parte da
pelicula foi transferida para placas com meio NFb sélido e incubadas a 28°C até a
formacéao de colbnias isoladas. Para a purificacdo, as colénias formadas no meio
sélido foram novamente transferidas para o0 meio NFb semissélido e, apds a
formacdo de pelicula, transferidas para placas de Petri contendo o meio Agar-
batata (Baldanl e Ddbereiner, 1980 ). Uma vez isoladas as col6nias, estas foram
repicadas para frascos inclinados, com 5 mL de meio batata sélido e incubadas
por mais trés dias, quando foram acrescentados, a cada frasco, 6leo mineral,
sendo estocados logo em seguida. Também foi realizada a estocagem dos
isolados, apos crescimento em meio DYGs liquido (Glicose-2g; Acido malico-2g;
Peptona bacterioldgica-1,5¢g; Extrato de levedura-2g; K,HPO,-0,5g; MgSO,.7H,0-
0,5g; Acido glutamico-1,5g; 1000 mL de dgua de agua destilada; pH ajustado para
6,8) em microtubos eppendorf com glicerol 50% e em seguida armazenados em
congelador a -14°C.

2.3- Caracterizacdo morfocultural das rizobactérias

Os isolados da rizosfera e raiz de feijao-caupi que estavam armazenados
em super freezer, foram novamente crescidos em meio Dygs liquido, sob
agitacao, por 24 h e posteriormente, repicados para placas contendo trés meios
de cultivo: NFb (3x), meio batata e nutriente Agar. As placas foram incubadas a
28°C até a formacédo de colbnias isoladas, que foram utilizadas na caracterizacao
morfocultural. As colénias foram classificadas de acordo com Zarpelon (2007),
levando-se em consideracdo os critérios de elevacao, estrutura da superficie,
forma da colénia e das bordas (figura 1). Também foram avaliadas as
caracteristicas culturais relacionadas a (1) tempo de crescimento (muito rapido:
menos de 1 dia; rapido: entrel a 2 dias; médio: entre 2 a 3 dia; lento: 3 a 4 dias e

muito lento:mais de 4 dias); (2) consisténcia (mucosa, fluida e micelial); (3)
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superficie (lisa e rugosa); (4) brilho (brilhante, translicida e opaca); (5) coloracéo;
(6) alteracéo da cor do meio (pH) e (7) tamanho (<1 mm, entre 1 a 2 mm e >2

m

WIN

Qa —h

Figura 1: Padrédo para caracterizacdo morfocultural dos isolados de Azospirillum
spp, obtidos da rizofera e raiz de Feijdo-caupi. Quanto a: (1) Elevacdo das
colénias: a- chata; b- espraiada; c- convexa baixa; d- convexa alta; e- umbilicada;
f- centro-saliente e g- papilifera. (2) Forma: h, k, I, m, n e p- circular; i, j, 0, Q-
irregular e r, s- rizoide. (3) Estrutura das colénias: h, I, m, n- amorfa; i, j, k, o-
granulosa; q- cacheada e p, r, s- filamentosa. (4) Borda: h, n- inteiros; i, o, p, Q-
ondulados; j, k- lobados; I, m- denticulados e r, s- franjados (Adaptado de
Zarpelon, 2007).

As estirpes Azospirillum brasilense Sp245 (BR 11005) e Sp7 (BR 11001),
obtidas a partir do banco de germoplasma da Embrapa Agrobiologia, foram
usadas como padrao de referéncia de crescimento para a comparacao entre 0s
isolados. Uma matriz binaria de dados foi construida com os isolados e as
estirpes padrao. Estes foram comparados por seu grau de similaridade, estimado
pelo coeficiente de Jaccard (Sj), agrupados pelo método UPGMA e representados

graficamente por um dendrograma obtido pelo programa PAST.

2.4- Caracterizagéo fisioldgica das rizobactérias

2.4.1- Determinacao colorimétrica da producéo de acido indol-acético (AlIA)
A producdo de acido indol-acético (AIA) foi baseada no método
guantitativo colorimétrico descrito por Gordon e Weber (1951). As colbnias
isoladas puras foram repicadas em tubos contendo meio de cultura DYGS liquido
suplementado com L-triptofano na concentracao final de 200 ug mL™, onde elas

foram cultivadas a 30 ° C durante 24 h, sob agitacdo constante (150 rpm). Com
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24h de desenvolvimento, aliquotas de 1 mL de cada tubo foram centrifugadas a
8.000 x g por 4 minutos. Apds centrifugagdo, em microplacas, 150 yL do
sobrenadante foi misturado a 100 pyL do reagente de Salkowski (1 mL de 0,5 M
FeCl; em 49 mL de HCIO4 35 %), sendo as microplacas incubadas no escuro por
30 minutos em temperatura ambiente. O teste constou de trés repeticdes para
cada isolado bacteriano, cultivados independentemente, um controle negativo
(meio DYGS sem bactéria) e padrbes positivos (Azospirillum brasilense). A
guantificacdo de compostos indolicos foi avaliada utilizando da curva de
calibracdo preparada com diluicbes seriadas de padrées de AIA com o horménio
sintetizado (0-75 pg mL™). Para padronizacdo das amostras os resultados foram
expressos na unidade mg ml™* de AIA por unidade de DO. As leituras foram feitas
em leitor de microplaca (Labsystem iems reader MF, Labsystem) com
comprimento de onda de 595 nm. Todas as amostras de AIA foram analisadas em
triplicata e os resultados foram decorrentes de uma média das 3 leituras. Para a
normalizacdo dos valores obtidos, os resultados foram expressos em pg ml™ de
IAA por mg proteina™. As proteinas foram quantificadas de acordo com Bradford
(1976). Os dados foram analisados estatisticamente e as médias agrupadas pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, usando o programa SISVAR (Ferreira,
2003).

2.4.2- Producéo de sideroforos

A avaliacdo de siderdéforos foi feita baseando-se no protocolo de Schwyn
e Neilands (1987), modificado por Tortora et al (2011). Os isolados foram
inoculados em triplicata, em meio NFb liquido livre de ferro e sem azul de
bromotimol com NH,4CI a 1%, incubados sob agitacdo de 150 rpm por 48 horas.
Ap6s o crescimento os mesmos, foram inoculados em triplicata em placas de Petri
contendo meio NFb sélido, sem azul de bromotimol e com NH,Cl a 0,1% e Cromo
AzurolS (CAS) e incubada a 30°C. A concentracéo celular foi ajustada em uma
DOseo = 0,6. A avaliacdo da producdo de siderdforos foi realizada aos 7° e 14°
dias de incubagdo. As vidrarias utilizadas nesta avaliacdo foram previamente
lavadas com HCI a 10% para retirada de residuos organicos, de acordo com a

metodologia utilizada.
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2.4.3- Solubilizacédo de fosfato
A capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico foi testada em meio

de cultura NBRIP sd6lido com Caz(PO,),, contendo Glicose-10 g; MgCI2.6H20-5 g;
MgS04.7H20-0,25 g; KCI-0,2 g;(NH4)2S04-0,1g; Casz(PO4).-5g; pH ajustado para
7 (Nautiyal, 1999). As bactérias foram previamente cultivadas em meio DYGS
liguido, permanecendo sob temperatura de 30 °C por 24 horas com agitacao
constante a 150 rpm. ApOs esse periodo, foi medida a densidade Optica,
normalizada a D.0.600=0,7-0,9. Trés aliquotas de 20 uyL foram inoculadas na
superficie da placa de Petri em forma de pontuac¢des, em triplicata. Como padrées
positivos de referéncia foram utilizados as estirpes BR 11281 de Glucona
diazotrophicus, BR 11366 de Burkhoderia tropica, BR 11001 e BR 11005 de
Azospirillum brasilense. As placas foram incubadas a 30 °C logo apdés a
inoculacéo. O halo foi percebido como uma area translicida em torno da colénia,
até o 12° dia apoés inoculacdo. Foram realizadas avaliagdes aos 6° e 12° dias de
crescimento a 28°C e consideradas positivas aquelas que exibiram halo ao redor
da colbnia. E para a classificacdo dos isolados, foram medidos os diametros da
colénia e do halo de solubilizacdo (figura 2). Os isolados que se demonstraram
positivos foram classificados quanto a eficiéncia de solubilizac&o (ES) a partir do
indice de solubilizacdo (IS), obtido por meio da relacéo feita entre o diametro do
halo da solubilizacdo ao redor da colonia e o diametro da colonia bacteriana
(Berraqueiro et al.,1976). Os isolados que apresentaram (IS >2,5) foram
classificados como alta ES; (1,52 IS. <2,5) média; (IS. <1,5) baixa e os que nao
apresentaram halo ao redor da colonia foram considerados como nula a

capacidade de solubilizar fosfato de célcio.

IS = Diametro do halo / Diametro da col6nia x 100

-
éF' @ da caldhia (mm)| @ do halo (mm)
L ]

Figura 2: Representacdo dos halos de solubilizacéo, percebido como uma area
translucida ao redor da col6nia, e das colénias nas placas de Petri. Fonte: Lemos
(2009).
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2.4.4- Atividade da nitrogenase
A caracterizacdo fisiologica, baseada na atividade da nitrogenase, foi

avaliada pela técnica de atividade de reducdo de acetileno (ARA) dos isolados
obtidos, de acordo com o método descrito por Boddey et al., (1990), pela
inoculagdo de uma coldénia no meio semissélido NFb, sem indicador. Foram
utilizadas trés repeticbes de cada isolado, padrdes positivos (estirpes de
Azospirillum brasilense BR 11001 e BR 11005), além de meio de cultura estéril
como controle. A incubacao foi a 30 °C, por 48 e 72 horas e ap6s a formacao da
pelicula, os frascos foram fechados com rolhas de borracha do tipo suba-seal
estéreis, e com uma seringa foi injetado 1 mL do gas acetileno (10% da sua fase
gasosa). As culturas submetidas ao acetileno foram incubadas por uma hora a
30°C, sem agitacao e, posteriormente, 0,5 mL da fase gasosa foi injetada no
cromatdgrafo de gas, com ionizacdo de chama, marca Perkin Elmer modelo F11,
utilizando-se uma coluna Poropak N de 50 cm, a 40 °C, onde foi realizada a
leitura do etileno formado pela reducdo do acetileno (Rodrigues et al., 2006). O

teor de proteina foi determinado pelo método descrito por Bradford (1976).

2.4.5- Reacao de Gram
A reacdo de Gram foi feita de acordo com o protocolo sugerido por Yano

et al. (1991), no qual as bactérias foram crescidas em meio batata e o esfregaco
preparado a partir de uma colénia de cada isolado. A técnica consistiu na
preparacdo de um esfregaco em lamina de vidro, secagem ao ar e fixagcdo das
células em chama. Apés a fixacdo se aplicou cristal violeta por 1 minuto, lavagem
com agua destilada, cobertura da lamina com lugol por 1 minuto, lavagem com
agua destilada, descoloracdo com solucéo de alcool-cetona e lavagem com agua
destilada, cobertura com safranina por 30 segundos, lavagem com agua destilada
e secagem. A avaliacdo da coloragéo das células foi feita em microscopio ético de
contraste de fase com a objetiva de 100X com uso de 6leo de imersao.

2.5- Caracterizacdo Molecular das rizobactérias

2.5.1- Extracdo de DNA e Amplificacdo do gene 16S rDNA
A extracdo de DNA foi realizada utilizando-se o kit para purificacdo de

DNA gendmico (Wizard® Genomic DNA Purification Kit) da marca Promega®.
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Uma suspensédo de células dos isolados da rizosfera e raizes de feijado-caupi foi
centrifugada (9.000x g, 10 min) e o precipitado foi ressuspendido em 0,6 ml de
solucdo de lise nuclear e agitado em voértex. Apés o procedimento para extracdo
de DNA, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (1 %) a
90V por 90 minutos. O gel foi corado com uma solucdo de brometo de etideo (0,5
ng. mL™) por 20 segundos e descorado em &agua destilada por 20 minutos em
leve agitacdo orbital. Posteriormente, o gel foi fotografado sob luz ultravioleta em
fotodocumentador KODAK® Gel Logic 100 (KODAK Scientific Imaging Systems,
Cat. N°. 172.8468) e um computador. A andlise do gel foi realizada com o
programa de aquisicdo e andlise de imagens da KODAK® 1D Image Analysis
(KODAK Molecular Imaging Systems, Cat. N°. 811.2344).

Na amplificacdo da sequéncia conservada do gene 16S rDNA foi utilizado
a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Foi utilizado os “primers”
universais 27F e 1492R (Heuer et al., 1997). Para esta reacéo foi utilizado o kit de
Taqg da empresa Promega® (GoTag® Flexi DNA Polymerase).

Para uma reagao de PCR com volume final de 50 ul, foram utilizados 50
ng de DNA molde; tampao de reacdo 10X da Tag DNA polimerase (10 mmol |-1
de Tris-HCI pH 9 e 50 mmol I-1 de KCI); 1,5 mmol I-1 MgCl,; 200 ymol I-1 dNTP
com iguais concentracdes de dATP, dTTP, dCTP e dGTP; 2 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen) e 25 pmol de cada iniciador: 27F [5- AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG-3] e 1492R[5- GGTTACCTTGTTACGACTT- 3] (Heuer et al.,
1997). A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador PTC 100
termocycler (MJ Research) com uma desnaturacdo inicial de 95 °C por 5 min,
seguida de 34 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 15 s, anelamento a temperatura
de 60 °C por 45 s e extensao a 72 °C por 2 min, e uma extensao final a 72 °C por
30 min. Apés a reacdo, os produtos foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose (2 %) a 90V por 90 minutos. O gel foi corado e fotografado como descrito

acima.

2.5.2- Sequenciamento do gene 16S rDNA
A purificacdo dos produtos de amplificacdo foi feita usando o kit de

purificacdo de DNA (Wizard® Genomic DNA Purification Kit cat. A1120). Apés a
purificacdo, as amostras contendo os isolados purificados foram enviadas para
sequenciamento no Laboratério de Genoma da Embrapa Agrobiologia. As
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reacdes de sequenciamento foram realizadas em sequenciador automatico
AppliedBiosystems (ABI 3730), com auxilio do Kit BigDye terminator 3.1 (Applied
Biosystems, USA), e com iniciadores AmpR ou AmpF. Os contigs foram montados
com auxilio do programa DNA Baser Sequence Assembler. As sequéncias foram
entdo comparadas com o banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/)
e alinhadas usando o programa Mega 3.1, método Neighbor-Joining e o modelo

de Kimura 2-parameter com 5000 valores de bootstrap.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.- Numero Mais Provavel (NMP)

A estimativa das bactérias diazotréficas endofiticas, dos diferentes solos
mostrou um numero consideravel de bactérias diazotroficas nos solos das areas
de coleta, variando de 1,86 a 6,68 log;o c€lulas por grama de massa fresca de raiz
de feijdo-caupi (tabela 2). De acordo com Dobbelaere et al. (2003), o solo é uma
importante fonte de bactérias diazotréficas endofiticas ou rizosféricas, que utilizam
0s exsudados radiculares, liberam substancias promotoras de crescimento e/ou
participam da FBN.

A melhor fertilidade observada nos solos de Magé pode ter favorecido o
maior numero de isolados obtidos tanto na rizosfera quanto no interior das raizes
de feijdo-caupi cultivado nos solos na regido. De acordo com Hungria e Vargas
(2000), a populagdo de microrganismos do solo pode ser afetada pela fertilidade
do solo, principalmente por uma concentragdo elevada de aluminio toxico e
devido ao pH acidificado, condicdes observadas nos solos da regidao de
Cachoeiras de Macacu.

Menor valor de densidade de bactérias diazotréficas foi obtido do interior
da raiz de feijao-caupi, em todos os solos, em comparac¢do ao obtido na rizosfera.
Isso provavelmente é devido a interacao endofitica precisar de uma coevolucéo
de milhares de anos entre a espécie de planta hospedeira e 0os microrganismos

endofiticos (Oliveira, et al., 2003). E geralmente espécies de gramineas € que sédo
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consideradas hospedeiras comuns de Azospirillum spp (Tarrand et al., 1978;
Baldani et al., 1999), contribuindo para maior multiplicacdo destas bactérias no
solo e, consequentemente, para maior probabilidade de isolamento (Melloni et
al.,2004).

Tabela 2: Estimativa da ocorréncia de bactérias formadoras de pelicula
em rizosfera e raizes de plantas de feijdo-caupi cultivados em diferentes
solos, utilizando-se o meio de isolamento NFb, pelo método NMP.

Localidades/Propriedades Ambiente NMP*

1 Rizosfera 5,41

Cachoeiras Int. Raiz 3,50
de Macacu

2 Rizosfera 4,64

Int. Raiz 1,86

3 Rizosfera 5,42

Magé Int. Raiz 4,77

4 Rizosfera 6,68

Int. Raiz 3,32

*Log;o nimero de bactérias g™ de raiz

O numero de isolados bacterianos obtidos da rizosfera e raiz de feijao-
caupi nos diferentes solos variou ao longo de todo o processo de isolamento,
purificacdo e estocagem. Foram observados isolados com duas ou mais colonias
diferentes e todas formando peliculas aerotaxicas. No entanto, com o decorrer do
processo de purificacdo, algumas delas perderam a capacidade de formar
pelicula.

A quantidade estocada de isolados dos solos das propriedades 2, 1 e 4 foi
de 10, 12, e 10, respectivamente. Nao foi estocado nenhum isolado da
propriedade 3, entretanto, este solo foi o que apresentou maior numero de
isolados, tanto na rizosfera quanto no interior da raiz de feijao-caupi, no inicio dos
isolamentos e repicagens. Essa consideravel perda no numero de isolados

originados do meio NFb no decorrer do isolamento e purificagdo, também foi
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observada por Videira (2012) num estudo sobre a comunidade de bactérias
diazotroficas associada a plantas de capim-elefante. De acordo com Baldani
(2015), muitas vezes esses isolados aproveitam tragos de nitrogénio carregados
na alca de platina durante a repicagem para um desenvolvimento inicial, porém no
processo de purificagcdo sO os que apresentam potencial de formar a pelicula
aerotaxica sobrevivem.

De um total de 166 isolados bacterianos obtidos, apenas 32 foram
considerados no final do isolamento, todos crescidos em meio de cultura NFb,
gue favorece o crescimento de Azospirillum brasiliense e A. lipoferum. Além disso,
na reagcdo de Gram os mesmos foram classificados como Gram-negativos,

apresentando células individualizadas em forma de bastonetes (figura 3).

Figura 3: Morfologia celular dos isolados bacterianos, Gram colorido, obtidos de
raiz e rizosfera de feijdo-caupi (Cv Maud), observadas em microscopio Otico
(aumento del100X).

3.2- Caracterizacdo morfocultural dos isolados

As colbnias apresentaram coloragédo variada, de acordo com o meio de
cultivo utilizado (figura 4). Todos os isolados apresentaram coldnias individuais
nos meios utilizados, porém com caracteristicas morfoculturais diferentes entre os
diferentes meios empregados: NFb (3x), Batata e Nutriente Agar. Em meio batata
houve maior producdo de goma quando comparado com outros meios de cultivos,
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0 gue de acordo com Silva (2014) pode ser devido a maior disponibilidade de

nutrientes nesse meio, favorecendo um rapido crescimento das coldnias.
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Figura 4: Morfologia das col6nias dos isolados obtidos da rizosfera de feijao-
caupi, cv Maué. Observacéo realizada no quinto dia de crescimento em meio NFb
(3x), Batata e nutriente agar.

Na caracterizacdo morfocultural, 100 % dos isolados tiveram crescimento
rapido, pH do meio alcalino, colénias com forma circular e elevacao plana. A
maioria dos isolados apresentou borda da colonia inteira (81,25 %) e coloracao
branca (71,87 %). Metade dos isolados formaram col6nias < 2 mm de diadmetro.

A caracterizacdo possibilitou a divisdo dos isolados em seis grupos, 0s
guais apresentaram consideravel grau de discriminacdo de suas caracteristicas
morfoculturais (figura 5). O isolado bacteriano 3R-2 B ndo se agrupou,

apresentando baixa similaridade com os demais.
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Figura 5: Dendrograma de similaridade com base em caracteristicas
morfoculturais de isolados da rizosfera e raiz de feijao-Caupi, pelo coeficiente de
Jaccard e pelo método de agrupamento UPGMA.

Com um indice de 80 % de similaridade, o grupo 1 foi composto pelos
isolados com brilho opaco, e se subdividiram em 1A e 1B devido a borda da
colénia ondulada e inteira, respectivamente. Os isolados com brilho translacido e
transparente se agruparam nos grupos 2 e 4, respectivamente. O grupo 3 foi
formado pelos isolados com consisténcia gomosa e 0s grupos 5 e 6 por isolados
com coloracdo amarela/azulada e amarela, respectivamente. O grupo com maior
namero de isolados foi 0 1, agrupando 15 dos 32 isolados.

Dos grupos morfoculturais formados, os grupos 1 e 3 apresentaram alto
grau de similaridade com as estirpes referéncia de Azospirillum brasilense BR
11005 e BR 11001, respectivamente. J4 os isolados dos grupos 2, 5 e 6
apresentaram baixa similaridade morfocultural com as estirpes referéncia, o que
indica pertencerem a outras espécies de diazotroéficos.

As estirpes referéncia BR 11005 e BR 11001 foram isoladas de raizes de
trigo na regido Sul e rizosfera de Digitaria na regido do Rio de Janeiro,

respectivamente, e apresentam habilidade de colonizar tanto a superficie quanto
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as partes internas das raizes, o que lhes confere uma maior especificidade
simbidtica (Baldani et al., 1983; Baldani et al., 1986).

Para as 11 caracteristicas morfoculturais estudadas, foi possivel observar
indice de similaridade de 100 % entre o isolado 3A-2 e a estirpe referéncia BR
11005 de Azospirillum brasilense, o0 que € bastante animador, uma vez que
segundo Bashan et al. (2004), bactérias dessa espécie sdo muito promissoras
entre o grupo de bactérias promotoras do crescimento de planta.

3.3- Caracterizacao Fisiologica

3.3.1- Determinacédo colorimétrica da producéo de &cido indol-acético (AlA)

No presente estudo, o0s isolados bacterianos apresentaram
comportamento distinto quanto a producéo de compostos indolicos, e todos foram
capazes de produzir AIA na presenca de L-triptofano, principal percussor da
biossintese desse fitohormbnio (Woodward e Bartel, 2005). Porém, observou-se
uma baixa producdo em relacéo aos padrdes de auxina utilizados (Figura 6)

De acordo Silveira (2008) as bactérias diazotroficas produtoras de AlA
podem desempenhar um papel fundamental na promocéo de crescimento das
plantas, principalmente nos primeiros estagios de desenvolvimento e no processo

de enraizamento.
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Figura 6: Producdo de compostos inddlicos dos isolados bacterianos de raiz e
rizosfera de feijdo- Caupi. Barras seguidas por mesma letra ndo diferem entre si a
5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott. Media de trés repeti¢coes.

Entre os isolados, destacaram-se o 2A-(1)1, JC1-61M e o JC1-62M que
apresentaram maior producdo de compostos indolicos, nas condi¢des testadas,
inclusive em relacdo as estirpes padrdes de Azospirillum brasilense utilizados. Em
contrapartida, os isolados JC1-4'M, 2A -2C, JC1-4 MR e 3A-3C obtiveram menor
producdo (figura 6). De forma semelhante, Ashrafuzzaman et al. (2009)
observaram producao de AIA apenas em 6 (60%) dos seus isolados, sendo que
destes apenas dois foram considerados bons produtores.

Essa variacdo quantitativa na producao de AIA entre isolados também foi
observada por Radwan et al. (2004), em que diversas linhagens de Azospirillum
produziram quantidades diferentes de compostos inddlicos, sendo constatado nas
linhagens de Azospirillum brasilense niveis mais elevados em relagcdo as
linhagens de Azospirillum lipoferum.

De acordo com Pedraza et al. (2004), varios fatores podem interferir na
guantidade de AIA produzida por estirpes bacterianos, dentre eles a espécie em

estudo e as condi¢fes de cultivos referentes a presenca ou auséncia de
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L-triptofano, oxigenacdo, pH, e a fase de crescimento em que se encontra a
bactéria.

Patten e Glick (1996) observaram que a capacidade dos microrganismos
produzirem auxinas esta relacionada a fatores de patogenicidade e de estimulos
ao crescimento vegetal e alguns géneros de microrganismos Sséo
reconhecidamente produtores de AIA, dentre eles: Azospirillum, Pseudomonas,
Xanthomonas, Rhizobium, assim como Alcaligenes faecalis, Enterobacter
cloacae, Acetobacter diazotrophicus, e Bradyrhizobium japonicum. J& Zakharova
et al. (1999), apontaram que 80% das bactérias isoladas de rizosferam sao
capazes de produzir AlA.

Marchioro (2005), em um estudo sobre a producdo de &cido indol acético
e derivados por bactérias fixadoras de nitrogénio, observou que os isolados de
Herbaspirillum e Burkholderia produziram em média 12 e 1,7ug de AIA mL™" de
cultura, respectivamente, a partir do primeiro dia de crescimento. Ja as linhagens
do género Azospirillum tiveram uma producao de 9,47ug AIA mL™ no primeiro dia,
sendo essa producdo de 43,4pg AIA mL™ no segundo dia.

A producao de AIA pelos isolados de raizes e rizosfera de feijdo-caupi
variou entre 0,31 a 0,41 pg de compostos indélicos mg de proteina™. Apesar de
serem considerados baixos em comparacdo aos valores constatados por
Marchioro (2005), esses valores estdo dentro da faixa observada por Videira
(2012), em que os menores valores de compostos indolicos foram produzidos por
bactérias isoladas do meio JNFb e identificadas como A. brasilense.

De acordo com Dobbelaere et al. (2003), os fitohormonios influenciam nos
processos fisioldgicos das plantas em concentracdes extremamente baixas, uma
vez gque a concentracdo de sinais hormonais é critico para a regulacdo de varios
processos fisioldgicos nas plantas, as alteracbes locais de niveis dos
fitohormbnios podem conduzir a alteragBes caracteristicas no crescimento e
desenvolvimento da planta. Dessa forma, a quantidade de compostos indélicos
produzidos pelos isolados do presente estudo, mesmo que em baixa quantidade,
podem se tornar relevantes na promocéo de crescimento de feijao-caupi quando

inoculado com 0s mesmos.
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3.3.2- Producéo de sideroforos

No presente estudo, todos os isolados apresentaram um halo de
coloracdo amarelo-alaranjado ao redor da coldnia, caracteristico da producédo de
sider6foros (figuras 7 e 8). Os sider6feros atuam como promotores de
crescimento pela capacidade de prevenir a proliferacdo de fitopatdgenos no
ambiente rizosférico, sequestrando a maioria do Fe*® disponivel e desta forma
facilitando o crescimento vegetal (Oliveira et al., 2003), e diminuindo também o

uso de pesticidas quimicos (Loper e Lindow, 1987).

[

Figura 7: Formacao de halo amarelo-alaranjado em meio NFb soélido, sem azul de
bromotimol e com NH4Cl a 0,1% e CAS de alguns isolados de rizosfera e raiz de
feijdo-Caupi aos 7 (A) e 14 (B) dias de crescimento.

Figura 8: Formacéo de halo amarelo-alaranjado em meio NFb solido, sem azul de
bromotimol e com NH4Cl a 0,1% e CAS de alguns isolados de rizosfera e raiz de
feijdo-Caupi e da estirpe padrdo BR 11001 aos 7 (A) e 14 (B) dias de crescimento.
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Na avaliacdo da producdo de sideroforos como reportado em Tortora et
al. (2011), observou-se que os isolados JC1-61M, JC1-62M, JC1-63M, 1A-3(1),
3R-2 CR, 2A-3(1)(1), 4R-2(1), JC1-4 MR, JC1-6(2) e 3A -3C apresentaram um
aumento no halo produzido na segunda avaliacao (14dias) em relacéo a primeira
(7dias). Em contrapartida, apesar de os isolados 1A-2(1)(1), 3A-2, 1A-3,
1A-2(1)(2), 3R-2 B e JC1-6'(1) apresentarem halo caracteristico, ndo se observou
aumento no tamanho destes entre os dois dias de avaliacao (tabela 3).

Silva (2014), em um estudo de isolamento e selecdo de bactérias
diazotréficas em cultivares de arroz recomendadas para o plantio no Estado do
Rio de Janeiro, constatou que somente alguns isolados formam positivos para o
teste de siderdforos, apresentando halo caracteristico da producéo de sideréforos
e gue todos eles foram provenientes do meio de cultivo cuja fonte de carbono foi
acido malico (NFb e JNFb). Ja Beneduzi et al. (2013), avaliando a diversidade e
as habilidades de bactérias promotoras de crescimento isoladas de cana-de-
acucar, constataram que76% , de um total de 516, dos isolados foram capazes de
produzir sideréforos.

Os isolados JC1-61M e JC1-62M, que apresentaram maior producdo de
compostos inddlicos, tiveram também melhor producéo de sideréferos, revelando-
se como potenciais para a promocéao de crescimento vegetal em feijdo-caupi a ser

constatado em experimentos futuros em casa-de-vegetacao.
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Tabela 3: Indicacdo de producéo de sideroforos de diferentes isolados de raiz e
rizosfera de feijdo Caupi, usando meio NFb soélido, sem azul de bromotimol e com
NH4;Cl a 0,1% e CAS. Utilizando a estirpe Sp7 de A. brasilense como controle aos
7 e 14 dias ap6s incubacao.

Isolados 7°dia 14°dia
BR 11001 + ++
2A-(1)1
1A-2(1)(2) + +
3A-2 + ++
2A-2 + ++
3R-2(1) + ++
JC1-61M +++ +++
JC1-62M +++ +++
JC1-4(1) A + +t
JC1-4(1) B + ++
JC1-4 + tt
JC1-63M +++ +++
1A-3 + +
JC1-4M + ++
2A -2C -
1A-2(1)(2)
1R-2 + ++
1A-3(1) ++ +++
1R-2CR ++ ++
3R-2 CR +++ +++
3R-3 + ++
1A-2C + +
3R-2B + +
4R-2(2) +++ +++
2A-3(1)(1) - +
3R-2C - ++
4R-2(1) +++ +++
JC1-4 MR ++ +++
JC1-6'(1) + +
JC1-4(2) + ++
JC1-6(2) +++ +++
3A-3C +++ +++

Legenda: + (Produz), ++ (boa produtora), +++ (6tima produtora), - (ndo produz).

De um modo geral, os isolados da rizosfera de feijao-caupi apresentaram
producao de sideroforos igual ou superior a estirpe padrao utilizada como controle
positivo (BR 11001). De acordo com Cattelan (1999), por serem substancias

capazes de complexar Fe**, a producdo de sider6foros é um mecanismo que
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normalmente confere vantagem na competicdo por nutrientes de baixa
disponibilidade entre os microrganismos do solo. Nesse contexto, uma
rizobactéria que produz sideréforos pode suprir um organismo deletério,

diminuindo a disponibilidade de Fe.

3.3.3- Atividade de reducéo de acetileno (ARA)

Todos os isolados foram capazes de reduzir o acetileno a etileno, o que
indica a presenca da nitrogenase, enzima responsavel pela reducdo de N, para
NH;. Porém, foram observadas variacdes significativas nas taxas de etileno
produzidas pelos mesmos. Essas variacbes foram explicadas por Han e New
(1998), que observaram que a capacidade dos isolados reduzirem acetileno é
variavel, tanto in vitro quanto in vivo, o que torna o ARA uma metodologia indireta
para a avaliacdo da FBN.

Apesar de ser uma metodologia indireta, o ARA é o0 método mais
amplamente utilizado para avaliar a fixacdo de nitrogénio da enzima nitrogenase,
devido a sua simplicidade e baixo custo, apresentando grande importancia nos
estudos de sistemas fixadores (Boddey et al., 1995).

De acordo com a quantidade de etileno produzido, foi possivel o

agrupamento dos isolados em cinco grupos (tabela 4).

Tabela 4: Atividade de reducéo de acetileno (ARA) dos isolados
bacterianos obtidos da rizosfera e raiz de feijao-caupi (Cv Maua)

Grupos ARA N° de isolados
(nmol de C,H,. mg de proteina’l)
48 hs 72hs 48 hs 72hs
1 <100 <100 3 10
2 100-600 100-300 6 6
3 680-1500 320-600 4 7
4 1900-4400 605-1105 10 4
5 >17000 1420-9200 9 5

Na média, a taxa de atividade da nitrogenase, expressa em nmol C2H4.

mg de proteina™, variou de 0,5 a 42468,50. Maiores valores foram observados na
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avaliacdo aos 48 h apoés repicagem, em que os isolados demonstraram melhor
potencial de fixacdo em meio de cultura.

De um modo geral, houve uma diminuicdo na atividade com o passar do
tempo de crescimento dos isolados em meio de cultivo. Apenas os isolados 1R-
2CR, 3R-3, 1A-2C e a estirpe padrdo BR 11005 mantiverem um nivel alto de
atividade, mesmo com o passar dos dias de crescimento, demonstrando que
possuem alto potencial para promoc¢ao de crescimento. Além disso, esses
mesmos isolados também foram capazes de produzir auxina, que além de atuar
no crescimento vegetal, pode estimular na atividade da nitrogenase (Tien et al.,
1979).

Na andlise realizada a 48h apo6s repicagem, a maioria dos isolados
apresentou taxas de atividade da nitrogenase acima de 1900 nmol de C,H4. mg
de proteina™. J4 & 72 h, a maioria apresentou producao de até 600 nmol de C,H..
mg de proteina®. Esses valores de ARA observados nos estudos estdo
relativamente altos em comparagdo aos obtidos por Sabino et al.(2012) e por
Viana et al.(2015) e de acordo com Videira (2012) sao considerados indicativos

de alta atividade da enzima nitrogenase.

3.3.4- Solubilizagédo de fosfato

Neste estudo, a solubilizacdo de fosfato de calcio ndo foi um fendémeno
generalizado entre os isolados. Dos 32 isolados da rizosfera e raiz de feijdo-caupi,
apenas 8 (25%) produziram um halo translicido ao redor das colbnias cultivadas
em meio solido NBRIP (figura 9). Resultados semelhantes foram observados por
Beneduzi et al. (2013), em que apenas 26% do total de 516 isolados
apresentaram capacidade de solubilizar fosfato.

O fésforo (P) € um dos nutrientes, juntamente com o nitrogénio, mais
requerido para o desenvolvimento das plantas. Porém, devido a sua grande
fixagcdo nos solos tropicais, que sdo altamente intemperizados e com cargas do
solo em sua maioria positivas (Taiz e Zeiger, 2004), a concentracao de P soluvel
disponivel para assimilacdo pelas raizes vegetais € muito baixa (Raghothama,
1999). Nesse contexto, microrganismos capazes de solubilizar compostos
fosfatados inorganicos do solo sdo muito importantes no crescimento vegetal,
além de uma alternativa para aumentar a eficiéncia da adubacdo com fosfatos

soluveis e diminuir os custos de producao (Rajankar et al., 2007).
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Os halos de solubilizacdo produzidos pelos isolados de rizosfera e raiz de
feijdo-caupi foram pequenos, apresentando um indice de solubilizacao (IS) <1,5.
A estirpe padrdo BR 11281 de Glucona diazotrophicus, destacou-se das demais
apresentando um IS= 2,69. Ja& a estirpe BR 11366 de Burkhoderia tropica,
apresentou 1S=1,55. A estirpe BR 11001 também apresentou capacidade de
solubilizagdo de fosfato, porém com I1S<1,5, se assemelhando aos isolados do
trabalho. Por outro lado a outra estirpe de Azospirillum brasilense (BR 11005) n&o
apresentou halo de solubiliza¢éo.

De acordo com Oliveira et al. (2003), o principal mecanismo de acao na
solubilizacdo de P mineral é através dos acidos organicos sintetizados por
microrganismos, o que também promove a acidificagdo da célula microbiana e o
ambiente ao seu redor. Sobral (2003), estudando bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCPs) endofiticas e epifiticas na cultura da soja, relatou
gue 0s grupos bacterianos mais frequentes, que apresentam producao de AlA e
solubilizagéo de P, sdo as Pseudomonadaceae e Enterobacteriaceae.

a 'l

k

Figura 9: Formacdo do halo de solubilizacdo de Pi pelas estirpes padrbes e
alguns isolados da rizosfera e raiz de feijao-Caupi.

Oliveira et al. (2012), estudando o potencial de solubilizacdo de fosfato e
producdo de AIA por Trichoderma spp., observaram que a concentracdo de

fosfato solubilizado gradualmente aumentou, na maioria dos isolados, de dois a
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seis dias, e diminuiu em seguida, no oitavo dia de crescimento. Por outro lado
Assumpcao et al. (2009), constataram que, entre os 62 inoculados avaliados,
apenas 24 (39%) tiveram capacidade de solubilizacdo de fosfato, formando halo.
O maior halo de solubilizacdo de fosfato foi observado no isolado 67A(57) de
Enterobacter sp., com 8,3 cm, e o menor no isolado 122D(61) de Acinetobacter
sp., com 0,2 cm.

Em relacdo a classificacdo quanto a solubilizacdo de fosfato, os 8
isolados e a estirpe padrao BR 11001 apresentaram baixa solubilizacdo. No
entanto, as estirpes BR 11366 e BR 11281 apresentaram média e alta
solubilizagdo, respectivamente. As mesmas (BR 11281 e BR 11366) iniciaram a
solubilizacdo até o terceiro dia apds a inoculacdo e, portanto, podem ser

consideradas precoces.

3.3.5- Caracterizacao Molecular

As andlises das sequéncias parciais do gene 16S rDNA, obtidas a partir do
produto de PCR e que foram submetidas as analises comparativas no banco de
dados do NCBI, permitiram a identificacdo taxonémica de 27 isolados em nivel de
género, no qual os isolados apresentaram indice de similaridade, variando entre

98 a 100%, com sequéncias depositadas no banco de dados (tabela 5).
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Tabela 5: Similaridade entre as sequéncias do gene que codifica o 16S DNAr das
bactérias isoladas de raiz e rizosfera de feijdo-caupi com as sequéncias

depositadas no banco de dados (GenBank).

Isolados Nimero de acesso Descricéo E-value Max. Identidade
2A-(1)1 CP007794.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
1A-2(1)(1) HES577328.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
3A-2 CP007795.1 Azospirillum brasilense 0.0 98%
2A-2 NR_118155.1 Pseudomonas kuykendall 0.0 100%
3R-2(1) KP676402.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
JC1-61M NR_118155.1 Pseudomonas kuykendall 0.0 100%
JC1-4(1) A HE577328.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
JC1-4(1) B HES577328.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
JC1-4 CP007797.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
JC1-63M NR_118155.1 Pseudomonas kuykendall 0.0 100%
3R-2 NR_118155.1 Pseudomonas kuykendall 0.0 100%
1A-3 CP007794.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
JC1-4M CP007797.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
2A -2C CP007795.1 Azospirillum brasilense 0.0 100%
1A-2(1)(2) KP282790.1 Rhizobium pusense 0.0 98%
1R-2 CP007794.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
1A-3(1) CP007794.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
1R-2CR CP007794.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
3R-2 CR CP007794.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
3R-3 CP007794.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
1A-2C CP007794.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
3R-2B CP007794.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
4R-2(2) NR_118155.1 Pseudomonas kuykendall 0.0 100%
2A-3(1)(2) CP007794.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
3R-2C HE646778.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%
4R-2(1) NR_118155.1 Pseudomonas kuykendall 0.0 100%
JC1-6°(1) CP007797.1 Azospirillum brasilense 0.0 99%

Do total de 28 isolados da rizosfera e raiz de feijdo-caupi sequenciados, 6
foram identificados como pertencentes ao género Pseudomonas, 20 ao género
Azospirillum e um isolado ao género Rhizobium.

De acordo com Cardoso e Nogueira (2007), os exsudatos radiculares
influenciam o crescimento de bactérias e fungos que colonizam a rizosfera pela
alteracdo do ambiente do solo circundante, servindo como substrato para
crescimento seletivo de microrganismos do solo, capazes de utilizar
eficientemente determinado substrato. Por sua vez, 0S microrganismos
influenciam a composi¢éo e a quantidade de varios componentes dos exsudatos
radiculares, por meio de seus efeitos no metabolismo das células da raiz, bem
como no estado nutricional das plantas.

Os isolados 2A-2, JC1-61M, JC1-63M, 3R-2, 4R-2(2), 4R-2(1)

apresentaram elevado grau de similaridade (100 %) com sequéncias de
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Pseudomonas kuykendalli. J& o isolado 1A-2(1)(2) apresentou alta similaridade
com Rhizobium pusense, enquanto que todos os outros 20 isolados com
Azospirillum brasilense.

De acordo com Okon e Labandera-Gonzales (1994), bactérias do género
Azospirillum estimulam a densidade e o comprimento dos pélos radiculares, além
da taxa de aparecimento das raizes laterais e aumento da area de superficie das
raizes, sendo que a intensidade desses efeitos sobre a morfologia radicular é
dependente das espécies de plantas e cultivar em associacdo. Estes efeitos sobre
a morfologia e fisiologia radicular causados na simbiose com Azospirillum sp.,
podem favorecer maior captacdo de nutrientes minerais e agua, resultando em
crescimento das plantas mais rapido.

O género Pseudomonas apresenta algumas espécies geralmente
caracterizadas como potenciais biotecnologicos devido a capacidade de
promogdo de crescimento vegetal, através de mecanismos de controle de
patégenos (Compant et al. 2005). Além disso, as espécies Pseudomonas
fluorescens, P. putida e P. chlororaphis ja sao veiculadas em produtos para
biocontrole de fungos fitopatogénicos habitantes do solo (Choudhary et al., 2009).
Dias (2011) observou que espécies de Pseudomonas isoladas do solo pos-cultivo
de hortalicas apresentaram capacidade de formar biofilmes, produzir de
sideréforos e acido indol-acético e compostos inddlicos, de solubilizar fosfato de
calcio com baixa e meédia eficiéncia de solubilizacdo, além de promover o
crescimento da couve de folha.

As espécies do género Rhizobium foram tradicionalmente isoladas de
nédulos e da rizosfera de diversas leguminosas e tém sido relatados como
promotores de crescimento de plantas devido a sua capacidade de fixacao
biolégica de nitrogénio (Tian et al., 2008). A espécie Rhizobium pusense, Strain
NRCPB 10T, foi isolada do solo da rizosfera de grédo de bico (Cicer arietinum L.)
cultivado em Pusa, Nova Deli, norte da india. Foi classificada como Gram-
negativo, colbnias circulares de 2,0-3,0 mm de diametro, crescimento em até 3
dias a 28°C. Néo foi possivel amplificar os seus genes nod A e nifH, no entanto,
sugerindo se tratar de uma espécie ndo-nodulante (Panday et al., 2011).

No alinhamento das sequéncias de bases dos isolados, pelo método
Neighbor-Joining, foram utilizados as estirpes reconhecidas como padrées dos

géneros aos quais os isolados apresentaram similaridade no banco de dados do
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NCBI: Azospirillum brasilense strain DSM 1690; Pseudomonas fulva; P.
vranovensis strain CCM7279; P. asplenii e P. graminis. Como esperado, 0s
isolados se agruparam as estripes padrdes dos géneros em que foram pré-
identificadas (figura 10).
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Figura 10: Dendrograma de similaridade com base nas sequéncias do gene que
codifica 0 16S RNAr das bactérias que foram comparadas com o banco de dados
NCBI e alinhadas usando o programa Mega 3.1, método Neighbor-Joining.

Apesar do objetivo inicial do trabalho ter sido o isolamento de
rizobactérias do género Azospirillum, o isolamento de representantes de outros
géneros e ainda formadores de pelicula aerotaxica em meio NFb é muito
importante e abre um leque para estudos das interacbes entre esses
microrganismos e as espécies de plantas hospedeiras.

Nesse contexto, considerando os resultados apresentados e pela
comparacao entre as sequencias dos isolados e as sequéncias depositadas no

banco de dados GenBank, foi detectada maior homologia entre os isolados com
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géneros de bactérias ja descritas como fixadoras de nitrogénio (Baldani e Baldani,

2005) e potenciais para promocéo de crescimento vegetal.

4 CONCLUSOES

Foram isoladas 32 bactérias diazotroficas da rizosfera e raiz de feijao-
caupi, cultivar Maua, sendo 6,7% associados as raizes (endofiticas) e 93,3%
provenientes do solo rizosférico (associativas). As caracteristicas morfoculturais
das rizobactérias possibilitaram a sua caracterizacdo inicial e agrupamento com
as estirpes padrao utilizadas. Do total de rizobactérias, 100% apresentaram
producdo de sideréforos, producdo de AIA e atividade da enzima nitrogenase,
25% solubilizacdo de fosfato e apenas 6% apresentaram 0S quatro mecanismos
de promocéao de crescimento vegetal. Foram obtidos 20 isolados pertencente ao
género Azospirillum spp, 6 pertencentes ao género Pseudomonas spp € um

isolado identificado como Rhizobium.
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3-3- PROSPECCAO E CARACTERIZACAO DE BACTERIAS DE NODULOS DE
FEIJAO-CAUPI

RESUMO

O feijao-caupi, leguminosa cujos grados possuem alto valor alimentar,
apresenta elevada capacidade de simbiose com bactérias diazotréficas. O
presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar, de forma morfocultural,
fisiologica e molecular bactérias diazotréficas de nodulos de feijdo-caupi cultivado
em solos de regides produtoras do estado do Rio de Janeiro. Solos de quatro
propriedades dos municipios de Cachoeiras de Macacu e Magé, no Estado do Rio
de Janeiro, foram utilizados num experimento, em casa de vegetacdo, para a
prospeccao de isolados de feijdo-caupi (cv. Maua) e para a estimativa do niumero
de rizébios. Apds 35 dias de plantio, as raizes foram coletadas, usadas no ensaio
de reducdo de acetileno e os nédulos, posteriormente, destacados e usados no
processo de isolamento das bactérias. Apés isolamento, e purificacdo, os isolados
foram caracterizados de forma morfocultural (alteracdo do pH do meio, tempo de
crescimento, tamanho, forma, borda, transparéncia, elevacéo, aparéncia, cor,
aderéncia e elasticidade do muco), fisiolégica (diferentes fontes de carbono,
concentracbes de NaCl, elevadas temperatura e diferentes faixas pH) e
genotipica (sequenciamento parcial do 16S rDNA). Foi observada uma populacdo
de bactérias que nodulam feijdo-caupi variando em torno de 4,27x 10° a 4,62x 10*

célula. g de solo™. Dos 45 isolados, 100 % tiveram crescimento rapido, pH acido
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(89%), borda da colbnia inteira (80 %), coldnias circulares (80%), elevacao plana
(80%), aparéncia da colbnia homogenia (62 %) e colbnias com didametro < 2 mm
(75%). Do total de isolados, 90% foram capazes de crescer nas diferentes fontes
de carbono testadas e 91,5% de crescer na concentracdo mais baixa (0,5%) de
NaCl, porém, mais da metade dos isolados apresentou resisténcia ao
desenvolvimento na concentragédo nas concentracdes de 1 e 2 %. O percentual de
isolados crescidos nas temperaturas de incubacdo de 28, 37 e 42 °C foi de 100,
81 e 64%, respectivamente. O percentual de isolados crescidos nas faixas mais
baixas de pH 4,0 e 5,5 foi de 53, 32 %, respectivamente. Do total de isolados de
nédulos de feijdo-caupi sequenciados, 19 foram identificados como pertencentes
ao género Bacillus, 7 ao género Rhizobium, 4 ao Bradyrhizobium. e 4
Paenibacillus. Foi observada baixa similaridade entre os isolados e as estirpes
padrdo do grupo rizobio utilizadas na caracterizacdo morfocultural. Todos os
isolados foram capazes de reduzir acetileno a etileno e a capacidade dos mesmos
de crescer em meio YMA com diferentes fontes de carbono, na concentracéo de
2% de NaCl, em temperatura de até 42 °C e na faixa de pH 4 os revela como
promissores para inoculacdo na cultura em regides com condicdes climaticas
adversas. Os géneros Bacillus, Rhizobium, Bradyrhizobium. e Paenibacillus
observados no presente estudo sao potencialmente conhecidos como promotores
de crescimento vegetal e podem ser utilizados nas etapas de eficiéncia e selecdo

de isolados eficientes para a fixagcdo do N2 em cultivares de feijao-caupi.

Palavras-chave: Vigna unguiculata,( L.) Walp, Rhizobium, ARA

EXPLORATION AND CHARACTERIZATION OF BACTERIA ASSOCIATED
WITH COWPEA RHIZOSPHERE AND ROOT

ABSTRACT

Cowpea, legume whose grains have a high food value, has high symbiosis

capacity with diazotrophs diazotrophc and its inoculation with efficient strains
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besides allowing adaptation to a wide range of climate and soil, represents a
significant increase in FBN rate and on crop productivity. This study aimed to
isolate and characterize by morphocultural form, physiological and genotypic,
diazotrophc bacterium of Bradyrhizobium the genus associated with the cowpea
rhizosphere and root. Soils of four different sites in the municipalities of
Cachoeiras de Macacu and Magé in the State of Rio de Janeiro were used in an
experiment in greenhouse conditions, for the prospection of cowpea (cv. Maua)
rhizobacteria and the estimated the rhizobia number. After 35 days of planting,
the roots were collected, used in acetylene reduction assay and nodules
subsequently detached and used in bacterial isolation process. After isolation and
purification, the isolates were used for the morphocultural (change of pH, time of
growth, size, shape, border, transparency, elevation, appearance, color, adhesion
and elasticity of mucus), physiological (different sources carbon, NaCl
concentrations, high temperature and different pH ranges) and genotypic (partial
16S rDNA) characterization. It was observed a population of cowpea nodule
bacteria ranging around 4,27 x 10%to 4,62 x 10” cells. g soil -1. Of the 45 isolates,
100% had rapid growth, pH acid (89%), the edge of colony entire (80%), circular
colonies (80%), flat elevation (80%), appearance of colony homogeny (62%) and
colonies < 2 mm diameter (75%). The isolates total, 90% were able to grow on
different carbon sources tested and 91.5% of growing in the lower concentration
(0.5%) NaCl However, more than half of the isolates were resistant to developing
the concentration at concentrations of 1 and 2%. The percentage of isolates grown
in incubation temperatures of 28, 37 and 42 ° C was 100, 81 and 64%,
respectively. The percentage of isolates grown at lower pH ranges 4.0 to 5.5 was
53 to 32%, respectively. Of the isolates of cowpea nodules sequenced, 19 were
identified as belonged to the genus Bacillus,7 to the Rhizobium, 4 to the
Bradyrhizobium and 4 to the Paenibacillus. There was a low similarity among
isolates and standard strains of rhizobia group used in Morphocultural
characterization. All isolates were able to reduce acetylene to ethylene and the
ability there of to grow in YMA medium with various carbon sources at a
concentration of 2% NaCl at temperatures up to 42 ° C and at pH 4 reveals them
as promising for inoculation culture in regions with adverse weather conditions.
The genus Bacillus, Rhizobium, Bradyrhizobium. and Paenibacillus observed in

this study are potentially known as plant growth promoters and can be used in
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steps efficiency and efficient selection of isolates for N2 fixation in cowpea

varieties.

Keywords: Vigna unguiculata L. Walp, Rhizobium, ARA

1-INTRODUCAO

Estudos nas éareas de preservacdo e conservacdo dos solos vém
crescendo devido a preocupacdo com as consequéncias do manejo inadequado
nos sistemas agricolas. Intensifica-se com isto, a demanda para o
desenvolvimento de tecnologias ecolégicas que possibilitem o aumento da
producao de alimentos e matérias-primas, dentro de um enfoque de preservacao
e utilizacdo racional dos recursos naturais (Neves et al., 1998).

Praticas como adubacdo verde, plantio direto, policultivo, rotacdo de
culturas e instalacdo de sistemas agroflorestais se mostram como alternativas
para a manutencdo e/ou recuperacdo dos teores de matéria organica e da
capacidade produtiva do solo. Neste mesmo contexto, o processo de Fixacao
Biolégica de Nitrogénio (FBN), refletido no aumento da produtividade vegetal, na
recuperacdo de areas degradadas, no incremento da fertilidade e da matéria
orgéanica do solo (Bratii et al., 2005) torna-se de fundamental importancia.

Devido a sua contribuicdo para a reducdo do uso de fertilizantes
nitrogenados e diminuicdo da poluicdo ambiental, a FBN vem sendo adotada em
varios sistemas produtivos (Smyth et al., 1991). Da mesma forma, a habilidade
das bactérias para fixar nitrogénio em simbiose com leguminosas tem sido
estudada por diversos autores (Silva 2003, Carvalho 2003, Rumjanek et al., 2005,
Zilli et al, 2009a; Lima, 2009). Sendo a simbiose rizébio-leguminosas no solo,
resultante de um processo evoluido onde as perdas do N, fixado por interferéncia
de fatores quimicos, fisicos e biolégicos séo reduzidas (Morreira e Siqueira,
2002).
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Quando cultivados em condicbes favoraveis, as leguminosas em
associacdo com bactérias diazotrofiicas podem favorecer um aporte de 60 a 100
Kg N.hat.ano™ ao sistema (Sampaio e Maluf, 1999), o que reduz ou elimina os
gastos com fertilizantes minerais, permitindo uma economia consideravel nas
despesas com a producéo.

O feijao-caupi, leguminosa cujos grdos possuem alto valor alimentar,
apresenta elevada capacidade de simbiose com bactérias diazotroficas. A
inoculacéo do feijdo-caupi com estirpes de rizébios eficientes além de possibilitar
a adaptacdo a uma ampla faixa de clima e solo, nas mais diversas condi¢cfes de
cultivo do Brasil, representa um incremento significativo na taxa de FBN e na
produtividade da cultura, reduzindo também o uso de fertilizantes nitrogenados
(Ehlers e Hall, 1997; Franco et al., 2002).

Para garantir o sucesso simbiotico e otimizacdo da FBN € necessario,
porém, que se conheca a ecologia das bactérias do grupo de rizébio ( Rumjanek
et al., 2005) devendo-se realizar a selecdo de estirpes baseada na sua
capacidade de estabelecimento e sobrevivéncia no solo, bem como na sua
eficiéncia, eficacia e efetividade, fatores esses que podem ser analisados atraves
de estudos morfol6gicos, genéticos e testes em casa de vegetacdo e campo.

Devido a alta promiscuidade apresentada por feijado-caupi, compreendida
como a capacidade da leguminosa associar-se com diversas espécies e estirpes
de rizébio (Thies et al., 1991, Perret et al. 2000), a selecdo de novas bactérias
através de estudos da eficiéncia simbiética torna-se de fundamental importancia,
objetivando a obtencdo de estirpes mais especificas (restritivas) e competitivas,
gue irdo se associar ao caupi e através da adaptacdo dos mesmos as condi¢des
locais do plantio se tera incremento na produtividade e/ou contribuindo também
na adubacéao verde.

Nesse contexto, o0 presente estudo teve como objetivo isolar e
caracterizar, de forma morfocultural, fisiolégica e molecular, bactérias
diazotréficas, do género Bradyrhizobium, de nodulos de feijao-caupi cultivado em

solos de regides produtoras do estado do Rio de Janeiro.
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2- MATERIAL E METODOS

2.1- Amostragem e coleta do material

Foram coletadas amostras representativas da rizosfera (raizt+solo) de
cultivares de feijdo-caupi cultivadas em diferentes areas no Estado do Rio de
Janeiro nos municipios de Cachoeiras de Macacu e Magé. Esses municipios sédo
tradicionalmente produtores de feijdo-caupi, onde se faz uso de gendtipos de
sementes introduzidas anos atrds junto a imigracdes de nordestinos e séo
localmente conhecidos como Maud, Costeldo, Piabeta.

Os solos rizosféricos foram coletados em quatro propriedades familiares
(duas em Cachoeiras de Macacu e duas em Magé), todas com histéricos de
muitos anos de plantio de feijdo-caupi, com adubacdo nitrogenada e sem
utilizacao anterior de inoculantes.

Em Cachoerias de Macacu as coletas foram realizadas nas propriedades
dos produtores Sr Roberto(1) e Sr Alcenir (2). Na propriedade do SR Roberto, o
feijdo-caupi é cultivado em rotacdo de cultura com batata doce e milho. Na do
Alcenir, o caupi é cultivado nas entre linhas de cultivo de laranja. Em Magé, as
coletas foram realizadas nas propriedades dos produtores Sr Jailson (3) e Sr Jodo
Carlos (4), nos quais o feijado-caupi é plantado em rotacao de culturas com batata
e quiabo, respectivamente.

As amostras dos solos de cada propriedade foram coletadas dentro de
cada area na camada de 0 a 20 cm, de maneira inteiramente casualizada. De
cada area foram coletadas 10 amostras compostas de solo, obtidas a partir de 20
amostras simples. Em sequéncia, os solos foram destorroados, secos ao ar e
peneirados em malha de 4 mm e sub-amostras dos solos foram separadas e
enviadas para analises quimicas, no laboratério de Quimica agricola da Embrapa
Agrobiologia, em Seropédica-RJ, constando os resultados na tabela a seguir
(tabela 1).
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Tabela 1: Resultados da analise quimica do solo de diferentes propriedades nos
municipios de estudo antes da implantacéo do ensaio de solos.

Localidades /Propriedades C Al Ca  H+Al K Mg N P pH
% - cmolc/d---------=--=-=------ % mg/L
Cachoeiras de 1 064 011 150 3,04 132,00 049 0,08 1659 5,39
macacu
2 1,11 020 211 436 36000 09 0,13 19,72 491
Mage 3 156 1,86 050 898 16,00 0,18 0,17 2555 4,17
4 1,41 017 232 508 2200 080 0,14 27,86 5,28

Foi realizada, simultaneamente, um ensaio para a estimativa do nimero
de rizobios presentes nos solos coletados através do método do NMPP (nimero
mais provavel em plantas), descrito por Woomer et al. (1988), procedendo-se de
acordo com Gualter (2010). Inicialmente, 10 g de solo de cada area de coleta
foram transferidas para um tubo Falcon, contendo 90 ml de solucgéo fisiologica
(0,85% de NacCl). As amostras foram entéo agitadas (10 minutos; 5000 rpm) em
um agitador orbital. Considerou-se esta diluicdo 10™. Posteriormente, retirou-se
uma aliquota de 1,0 ml desta solu¢cdo e acrescentou-a a outro tubo Falcon
contendo 9,0 ml de solucao fisiolégica, procedendo-se a homogeneizacao desta
solucdo em um agitador de tubos, tendo-se assim a diluicdo 10 Repetindo-se
este procedimento, fizeram-se diluicdes seriadas até a ordem de 107™°.

Como planta hospedeira, utilizou-se o feijao-caupi (Vigha unguiculata (L.)
Walp), cultivar Maud, a qual foi plantada em vasos tipo Leonard (Vincent, 1970). A
inoculacdo das plantas foi realizada com 1,0 mL das amostras de solo diluidas,
cinco dias apos o plantio, com trés repeticfes. As plantas foram coletadas aos 30
dias observando-se a formacao de nédulos e estimando-se o numero de rizébios

no solo, através das tabelas apresentadas por Woomer (1994).

2.2- Obtencéo e isolamento das rizobactérias

2.2.1- Ensaio em casa de vegetacao
As amostras dos solos coletados foram utilizadas no ensaio para a
prospeccado das bactérias da rizosfera e raiz de feijdo-caupi. O plantio foi

realizado em condi¢cdes de casa de vegetagcdo, em vasos com capacidade de 2
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Kg contendo os solos das diferentes propriedades, utilizando-se sementes de
feijdo-caupi, cultivar Maua, previamente desinfectadas, para que a microbiota
associada a planta correspondesse apenas aquela presente no solo (Baldani et
al., 2000).

Foram semeadas quatro sementes por vaso e aos cinco dias apos a
emergéncia (DAE) foi realizado o desbaste, deixando apenas uma planta por
vaso. Durante o ciclo de crescimento, foram realizados tratos culturais como: a
irrigacdo das plantas por rega manual e o tutoramento das plantas com auxilio de
estacas de bambu.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com seis
repeticdes de solos de cada &rea de coleta. Aos 35 DAE, no inicio da floragdo da

cultura, foi realizada a coleta para o isolamento de Bradyrhizobium spp.

2.2.2- Isolamento de bactérias de ndédulos de Feijdo-caupi

As raizes foram coletadas com o minimo de impacto possivel, lavadas em
agua corrente com auxilio de uma peneira, para a retirada do excesso de solo,
colocadas em recipientes adequados e levadas para o ensaio de redugédo de
acetileno (estratégia utilizada para a selecédo e isolamento de novos isolados do
género Bradyrhizobium). Posteriormente, os nédulos foram destacados das raizes
e estocados em potes com silica gel para maior conservacdo até o inicio do

isolamento.

2.3- Atividade da nitrogenase
As raizes de feijdo-caupi coletados no ensaio em casa de vegetacao

foram utilizadas para confirmar a atividade do nddulo e determinar a ocorréncia ou
ndo da fixacdo de N, indiretamente pelo método da atividade de reducdo do
acetileno (Acetylene Reduction Assay-ARA) (Hardy et al., 1968).

As mesmas foram colocadas em frascos de vidros de especificamente
para a técnica, fechados hermeticamente, sendo retirados 10% da atmosfera do
vidro e injetados 0 mesmo volume de acetileno (C;H;). Apés a incubacédo por 15
minutos, foram retirados 10 mL da amostra de gas de cada frasco através de uma
seringa e acondicionados em tubos “vacunteiner”, que foram armazenados até a

analise. Posteriormente, na analise, amostras de 0,5 mL do contetudo gasoso de
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cada frasco foram retiradas, com seringas plasticas e injetadas no cromatégrafo
de géas, com ionizacdo de chama, marca Perkin Elmer modelo F11, utilizando-se
uma coluna Poropak N de 50 cm, a 40 °C, onde foi realizada a leitura do etileno
formado pela reducdo do acetileno, conforme metodologia descrita em Saito
(1980). A presenca do etileno indicara que os nédulos estavam fixando nitrogénio
e a taxa de reducao de acetileno foi calculada em nanomoles (nmoles) de C,H,4
produzidos por raiz por tempo de incubacéo.

2.4- Caracterizacdo morfocultural dos isolados

No isolamento, os nddulos passaram por uma lavagem com etanol (p.a.)
durante 30 segundos, para reduzir a tensao superficial, seguida de uma
desinfeccdo superficial com Perdxido de hidrogénio (H,O, 30% p.a.) durante 3
minutos, e em sequéncia, 10 lavagens com agua destilada estéril. Apés
desinfeccdo, os nddulos foram pressionados com uma pinga sobre o meio YMA
(Fred e Waksman, 1928; Vicent, 1970), contendo vermelho congo (0,25%) em
placa de Petri, com o objetivo de separar rizobios de possiveis contaminantes. As
placas foram incubadas a 28°C até o aparecimento de colbnias isoladas, as quais
foram avaliadas e as colonias que nao absorveram o indicador, com colaragéo
rosa, foram repicadas sucessivamente para novas placas, contendo o meio YMA
com o indicador Azul de Bromotimol em placa de Petri, e incubadas a 28°C, para
purificacdo, isolamento e posterior caracterizacdo e armazenamento.

Ap6s a purificagdo dos isolados, foram avaliadas as seguintes
caracteristicas culturais dos mesmos: (1) alteracdo do pH do meio de cultura
(alcalino, acido e neutro); (2) tempo de crescimento, avaliado pela presenca de
colonias isoladas (lento: 4 ou mais dias; rapido: até 3 dias); (3) caracteristicas das
colonias (tamanho: mm; forma: puntiforme, circular ou irregular; borda: inteira ou
irregular; transparéncia: opaca, translicida ou transparente); (4) elevacao (plana,
lenticular ou convexa); (5) aparéncia (homogénea ou heterogénea); (6) cor
(branca, amarela, branca/amarelada); (7) aderéncia (a alca de platina quando da
remocdo do muco da superficie do meio de cultivo) e (8) elasticidade do muco
(observada pela formacé&o ou ndo de fio, no momento da remocao das colonias do
meio de cultura), conforme metodologias adaptadas e discriminatorias de grupos
morfologicos da rizobiologia (Martins et al., 1997; Hungria et al., 2001; Fernandes
Junior, 2009; Medeiros et al., 2009; Lima, 2009).
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Seis estirpes padrdo foram usadas na comparacdo com as bactérias
isoladas, sendo elas Bradyrhizobium elkanii (BR 115 = USDA 76), B. japonicum
(BR 114 — USDA 06), Sinorhizobium fredii (BR 112 = LMG 6217), Rhizobium
tropici IIA (BR 10016 =CFN 299), R. etli (BR 10026 = CFN 42) e R.leguminosarum
bv. phaseoli (BR 10052 = LMG 8819). Uma matriz binaria de dados foi construida
com os isolados caracterizados de cada solo e as cinco estirpes padréo. Os
isolados foram comparados por seu grau de similaridade estimado pelo
coeficiente de Jaccard (Sj), agrupados pelo método UPGMA e representados

graficamente por um dendrograma a ser obtido pelo programa PAST.

2.5- Caracterizacéo fisiolégica dos isolados

Foi avaliada a capacidade dos isolados bacterianos de crescer em meio
de cultura YMA modificado e suplementado com diferentes fontes de carbono,
concentracbes de NaCl, elevadas temperatura e pH de acordo com Fernandes
Junior, (2009). Para estes testes, os isolados bacterianos foram crescidos
previamente em meio YM liquido (Vincent, 1970) sob agitacdo constante de 160
rpm em um agitador orbital pelo tempo de crescimento de cada um, para posterior
inoculagdo nos respectivos meios de cultura. Sendo o detalhamento dos testes
descritos a seguir:

2.5.1- Fontes de carbono

O meio de cultura YMA foi modificado com a adi¢do de glicose, sacarose,
maltose e acido malico em substituicdo ao manitol como fonte de carbono para o
meio de cultura na concentracdo de 1% (p/v). As bactérias foram repicadas nas
placas de Petri, em triplicata e incubadas a 28° C pelo periodo de crescimento de
cada uma. O crescimento foi avaliado como positivo (visivel) ou negativo (nédo

visivel).

2.5.2- Concentracdes de NaCl

O meio de cultura YMA foi modificado com a adicdo de 0,5; 1; 2 e 3 % de
NaCl. As bactérias foram riscadas nas placas de Petri, em triplicata e incubadas a
28°C pelo periodo de crescimento de cada isolado e o crescimento foi avaliado

como positivo (visivel) ou negativo (néo visivel).
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2.5.3- Incubacédo em diferentes temperaturas

As bactérias foram riscadas, em triplicata, em placas de Petri contendo
meio de cultura YMA e as placas foram incubadas em estufa a 28; 32; 37 e 42°C
pelo tempo de crescimento ideal para cada um dos isolados bacterianos. O

crescimento foi avaliado como positivo (visivel) ou negativo (n&o visivel).

2.5.4- Incubagao em diferentes pH

As bactérias foram riscadas, em triplicata, em placas de Petri contendo
meio de cultura YMA. O pH do meio foi ajustado em diferentes faixas: 3,5-4,0; 5,0-
6,5; 6,5-7,0 e 7,0-8,5. As placas foram incubadas a 28°C pelo tempo de
crescimento ideal para cada um dos isolados e o crescimento foi avaliado como

positivo (visivel) ou negativo (néo visivel).

2.6- Caracterizagao Molecular dos isolados

2.6.1- Extracdo de DNA e Amplificacdo do gene 16S rDNA
A extracdo de DNA foi realizada utilizando-se o kit para purificagdo de

DNA gendmico (Wizard® Genomic DNA Purification Kit) da marca Promega®.
Uma suspensao de células dos isolados da rizosfera e raizes de feijdo-caupi foi
centrifugada (9.000x g, 10 min) e o precipitado foi ressuspendido em 0,6 ml de
solucdo de lise nuclear e agitado em vortex. Apds o procedimento para extracao
de DNA, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (1 %) a
90V por 90 minutos. O gel foi corado com uma solucéo de brometo de etideo (0,5
ng. mL™) por 20 segundos e descorado em &agua destilada por 20 minutos em
leve agitacéo orbital. Posteriormente, o gel foi fotografado sob luz ultravioleta em
fotodocumentador KODAK® Gel Logic 100 (KODAK Scientific Imaging Systems,
Cat. N°. 172.8468) e um computador. A andlise do gel foi realizada com o
programa de aquisicdo e andlise de imagens da KODAK® 1D Image Analysis
(KODAK Molecular Imaging Systems, Cat. N°. 811.2344).

Na amplificacdo da sequéncia conservada do gene 16S rDNA foi utilizado
a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Foi utilizado os “primers”
universais 27F e 1492R (Heuer et al., 1997). Para esta reacao foi utilizado o kit de

Taq da empresa Promega® (GoTag® Flexi DNA Polymerase).
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Para uma reagdao de PCR com volume final de 50 ul, foram utilizados 50
ng de DNA molde; tampéao de reacdo 10X da Tag DNA polimerase (10 mmol |-1
de Tris-HCI pH 9 e 50 mmol I-1 de KCI); 1,5 mmol I-1 MgCl,; 200 pymol I-1 dNTP
com iguais concentracdes de dATP, dTTP, dCTP e dGTP; 2 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen) e 25 pmol de cada iniciador: 27F [5- AGA GTT TGA TCC
TGG CTC AG-3] e 1492R[5- GGTTACCTTGTTACGACTT- 3] (Heuer et al.,
1997). A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador PTC 100
termocycler (MJ Research) com uma desnaturacao inicial de 95 °C por 5 min,
seguida de 34 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 15 s, anelamento a temperatura
de 60 °C por 45 s e extensao a 72 °C por 2 min, e uma extensao final a 72 °C por
30 min. Apés a reacgdo, os produtos foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose (2 %) a 90V por 90 minutos. O gel foi corado e fotografado como descrito

acima.

2.6.2- Sequenciamento do gene 16S rDNA

A purificacdo dos produtos de amplificacdo foi feita usando o kit de
purificacdo de DNA (Wizard® Genomic DNA Purification Kit cat. A1120). Apos a
purificacdo, as amostras contendo os isolados purificados foram enviadas para
sequenciamento no Laboratério de Genoma da Embrapa Agrobiologia. As
reacbes de sequenciamento foram realizadas em sequenciador automatico
AppliedBiosystems (ABI 3730), com auxilio do Kit BigDye terminator 3.1 (Applied
Biosystems, USA), e com iniciadores AmpR ou AmpF. Os contigs foram montados
com auxilio do programa DNA Baser Sequence Assembler. As sequéncias foram
entdo comparadas com o banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/)
e alinhadas usando o programa Mega 3.1, método Neighbor-Joining e o modelo

de Kimura 2-parameter com 5000 valores de bootstrap.

4-RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.- Numero Mais Provavel em Plantas (NMPP)
Os resultados encontrados no presente estudo indicam uma populacéo de

bactérias que nodulam feijgo-caupi variando em torno de 4,27x 10° a 4,62x 10*
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célula. g de solo™ (tabela 2). Esses valores estédo dentro da faixa observada por
Thies et al.(1991), em um estudo sobre a capacidade de nodulacéo e de fixacao
de nitrogénio de estirpes recomendadas e da popula¢cdes de rizébios nativos em
nove leguminosas, entre elas o feijdo-caupi. Os mesmos observaram uma

populacéo variando de 0 a 5,3x10* ufc g de solo™.

Tabela 2: Numero de células de rizébio obtidos de diferentes
solos coletados em areas produtoras de feiijao-caupi no
estado do Rio de Janeiro, pelo método NMPP.

Localidades/Propriedades Namero de rizébio. gde solo™
1 1,11x10°
Cachoeiras 4
de Macacu 2 4,62x 10
3 9,32x 10°
Magé 4 4,27x 10?

Favero et al. (2013), em um estudo sobre a densidade de rizébios
capazes de nodular feijdo-caupi em solo do Centro-oeste, observaram uma
populacdo em torno de 10’ células g* de solo nas amostras de Sinop-MT,
indicando uma alta populagcédo na area com cultivo de soja a um longo periodo. Da
mesma forma, Nascimento et al. (2010), avaliando a eficiéncia de isolados de
rizobios nativos do agreste paraibano em caupi (cv. Sempre-Verde), constaram
uma grande populacdo de rizébios capaz de nodular a cultivar, em torno de
1,14x10° ufc g de solo™, o que justificaria, segundo os autores, uma competicdo
entre os isolados de rizébios inoculados e os rizébios nativos pelos sitios de
infecgdo, uma vez que o solo néo foi esterilizado.

Segundo Moreira e Siqueira (2006), estirpes nativas e ineficientes podem
competir com as eficientes, introduzidas através da inoculacédo, por sitios de
infecgdo na planta hospedeira, uma vez que numa mesma planta podem ocorrer
nédulos formados por diferentes estirpes e até mesmo por diferentes espécies.
Porém, tém-se evidenciado respostas semelhantes entre a populacdo nativa de
solos, estirpes recomendadas e adubacao nitrogenada, na producdo de biomassa
seca e de graos em feijao-caupi (Zilli et al. 2004; Nascimento et al.,2008;

Nosoline, 2012; Borges et al.,2012), sendo necessario elevar a competitividade



100

das estirpes inoculadas, através de aplicacdo de uma densidade rizobiana ideal
nas sementes (Silva Junior et al.,2012), ou a prospecc¢ao dessa populacdo nativa
para avaliacdo do seu potencial biotecnoldgico.

O solo da propriedade 2 foi 0o que apresentou maior densidade de
populacao de rizébio estabelecida, o que pode ser devido ao cultivo sucessivo de
feijdo-caupi na area, nas entre linhas da producdo de laranjas. De acordo com
Ferreira et al.(2000), o cultivo sucessivo de uma leguminosa em uma mesma area
tende a elevar a densidade de bactérias nodulantes no solo, devido a
multiplicac&o dos rizébios ser favorecida com a nodulacao das plantas. Zilli et al.
(2004), observaram um aumento significativo da populacdo de rizGbios em
resposta ao cultivo sucessivo do feijdo-caupi, sugerindo que a presenca dessa
leguminosa favorece o estabelecimento de grupos de rizébios especificos e que
adquirem caracteristicas competitivas, garantindo assim seu estabelecimento no

solo.

4.2- Atividade da nitrogenase (ARA)

No presente estudo, os isolados bacterianos de nodulos de feijao-caupi
apresentaram capacidade para fixar nitrogénio (figura 1). A atividade da reducéo
de acetileno (ARA) é uma das técnicas utilizadas para avaliacdo da atividade da
enzima nitrogenase. Essa técnica, considerada indireta, foi desenvolvida por
Stewart et al. (1968) e Hardy et al. (1968) e permite uma analise prévia da fixacdo

biolégica de nitrogénio por microrganismos diazotroficos.

Atividade da redug¢do do acetileno (ARA )
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Figura 1: Atividade da nitrogenase pelo método de reducdo de acetileno de
isolados de nodulos de feijao-caupi. Barras seguidas pela mesma letra nao
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott. Média de 6
repeticoes.
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A diferenca no ARA observada entre as diferentes areas de coleta dos
solos no presente estudo indica a presenca de isolados nativos com diferente
eficiéncia de FBN. Diversos estudos relatam existir nos solos uma populacdo
nativa de rizébio capaz de nodular leguminosas com variabilidade de respostas no
favorecimento de acumulo de biomassa e produtividade na cultura. Zilli et al.
(2006), avaliando a eficiéncia simbiética de estirpes de Bradyrhizobium isoladas
de solo do Cerrado em feijao-caupi, observaram poucas diferencas na reducao de
acetileno entre as estirpes nativas e as estirpes padrao de referéncia BR 3262 e
BR 3267. Por outro lado, Vieira et al. (2005), em um estudo sobre a nodulagao e
fixacdo simbidtica de nitrogénio em feijoeiro com estirpes nativas de rizobio,
observaram menores taxas de atividade da nitrogenase nos isolados nativos.

Além da diferenca entre os isolados nativos do solo na eficiéncia na ARA,
também exitem diferencas nas respostas das culturas a eles associados. Brito et
al. (2009), constataram que o potencial da atividade da fixagao (umol/planta/h de
C2H4) variou ao longo do ciclo do feijao-comum e feijao-caupi. O feijdo alcancou
0 seu pico préximo a floracdo, aos 38 dias apds a semeadura (DAS). Ja no caso
do feijao-caupi o potencial de atividade méxima da enzima nitrogenase ocorreu
dias antes da floracdo (47 DAS). O caupi apresentou taxas de redugao do
acetileno (C;H,) mais elevadas do que as do feijdo-comum em todo o periodo
analisado, caracterizando diferencas acentuadas em relacdo a fixacao entre
essas duas culturas, sobretudo no intervalo entre os 31 e 38 DAS.

Pessoa et al. (2001), avaliando os efeitos do Mo na atividade das enzimas
nitrogenase e redutase do nitrato no feijoeiro em condi¢bes de campo, obtiveram
valores de até 197 mmoles C2H4 h™* planta™®, com a aplicacédo de 108 g ha™ de
Mo. Corroborando com estes, Kubota et El. (2008), observaram a inoculagao de
sementes de feijoeiro com estirpes de Rhizobium tropici combinada com
enriguecimento com Mo estimula a atividade da nitrogenase, provocando um
aumento na acumulacdo de biomassa e de N do feijoeiro.

Os solos das propriedades 4 e 2 de Magé e Cachoeiras de
Macacu,respectivamente, apresentaram isolados com maiores taxas de atividade
da nitrogenase quando comparados aos das outras propriedades. Na média, a
atividade, expressa em nmol de etileno raiz™* tempo de incubacdo™, variou de 245

a 696, sendo esses valores considerados relativamente altos.
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Como a estratégia utilizada para a selecdo de novos isolados do género
Bradyrhizobium, a habilidade para fixar nitrogénio apresentada pelos isolados de
nddulos de feijdo-caupi nos permitiu dar sequéncia no processo de isolamento e

caracterizagcdo dos mesmos.

4.3- Caracterizacado morfocultural dos isolados

No final de isolamento e purificacdo foram obtidos 45 isolados de nddulos
de feijao-caupi, dos quais 37, 6 e 2 foram oriundos das propriedades 2, 4 e 1,
respectivamente. As colbnias caracterizadas apresentaram coloracao variadando
entre branca (33%), amarela (22%), branco-amarelada (41%) e rosa (4%), (figura
2) e algumas com caracteristicas morfoculturais diferentes das geralmente
observadas no género Bradyrhizobium.

Na caracterizagao morfocultural, 100 % dos isolados tiveram crescimento
rapido, sendo observadas coldnias isoladas em até trés dias ap0s repicagem e
crescimento acido (89%), modificando o meio de cultura de verde para amarelo. A
predominénica de bactérias de crescimento rapido e que acidificam o meio de
cultura isoladas de leguminosas cultivadas em regides tropicais foi relatada em
diversos estudos. Santos et al. (2007) obtiveram um total de 433 isolados de
rizobio, por meio de nodulos de espécies de Arachis, Stylosanthes e
Aeschynomene, em que cerca de 90% dos isolados formaram coldnias em até
dois dias de crescimento, caracterizando estirpes de crescimento rapido. Lima
(2009), também observou uma proporcao alta de isolados de crescimento rapido
e reacdo acido no meio YMA, isolados de mucuna and, cinza e preta, cultivadas
em diferentes solos sob manejo organico com diferentes historicos de uso e
coberturas vegetais. Contudo, também existem trabalhos demonstrando a
presenca de bactérias, capazes de nodular feijcdo-caupi, apresentando
crescimento lento e alcalinizando o meio de cultivo. Essas bactérias, mais
especificamente do género Bradyrhizobium, tem favorecido incrementos na
biomassa e produtividade de feijao-caupi (Zilli et al., 2004; 2006).

De acordo com Coutinho et al. (2000) a mudanca de pH em meio de
cultura YMA é, geralmente, consistente dentro dos géneros Mesorhizobium,

Rhizobium e Sinorhizobium, que apresentam a caracteristica de acidificar o meio
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de cultura, enquanto que os géneros Azorhizobium e Bradyrhizobium alcalinizam
0 meio YMA.

Figura 2: Morfologia das colénias dos isolados obtidos de nédulos de feijdo-
Caupi, cv Maua. Observacdao realizada do segundo ao quinto dia de crescimento
em meio YMA com azul de Bromotimol.

A maioria dos isolados apresentou, borda da colénia inteira (80 %),
colénias com forma circular (80%), elevacdo plana (80%), aparéncia da colénia
homogénia (62 %) e colbnias com didmetro < 2 mm (75%). Resultados
semelhantes foram observados por Chagas Jr et al.(2010) em uma caracterizagcéo
fenotipica de isolados nativos de solos da Amazoénia.

A producdo de muco observada na maioria dos isolados € uma
caracteristica considerada importante por Hollingsworth et al. (1985), sendo
correlacionada a adaptacdo a condicbes edafocliméaticas de estresse, como
elevada concentracdo de aluminio, elevadas temperaturas e um periodo longo de
seca em algumas areas.

Com base nas caracteristicas morfoculturais dos isolados nativos e das

estirpes-padréo de referéncia foi possivel agrupa-los, com um indice de 65 % de



104

similaridade, em oito grupos, os quais apresentaram consideravel grau de
discriminacdo de suas caracteristicas morfoculturais (figura 3). Dois dos isolados
bacterianos néo se agruparam, apresentando baixa similaridade com os demais e

com as estirpes de referéncia.
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Figura 3: Dendrograma de similaridade com base em caracteristicas
morfoculturais de isolados de nédulos de feijao-Caupi e estirpes padrdo de
referéncia pelo coeficiente de Jaccard e pelo método de agrupamento UPGMA.

O grupo morfocultural 1 foi formado pelos isolados que apresentaram
colénias com diametro <1 mm, sendo entdo considerados puntiformes e com
pouca producdo de muco. Os isolados com aparéncia da colbnia heterogénia e
opaca, se agruparam nos grupos 2 e 3, e 0s mesmos se diferenciaram pelo
didmetro das colbnias, ficando os isolados com diametro das colGnias entre 1-2
mm no grupo 2 e os entre 2-3mm no grupo 3. Os isolados que apresentaram

crescimento alcalino, tornando o meio de cultura azul, formaram o grupo 4.
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Entretanto, os isolados com crescimento acido e coloragcdo amarela se agruparam
no grupo 5. Os isolados com elevacdo da colbnia lente e brilho translicido se
agruparam no grupo 6. As estirpes padréo de referéncia ndo se agruparam com
os isolados do estudo, ficando as que apresentam elevagcdo da colbnia lente e
brilho opaco no grupo 7 e as com crescimento lento e diametro <2 mm no grupo
8.

Dos grupos morfoculturais formados, o grupo 6 foi 0 que apresentou
maior grau de similaridade com as estirpes referéncia de Sinorhizobium fredii (BR
112), Rhizobium tropici IIA (BR 10016), R. etli (BR 10026 = CFN 42) e
R.leguminosarum bv. phaseoli (BR 10052), se diferindo destes apenas pela
aparéncia translucida da col6nia dos isolados que formaram o grupo. Diferente do
observado no presente estudo, Chagas Jr et al. (2010), em um estudo de
caracterizacdo fenotipica de rizobio nativos isolados de solos da Amazodnia e
eficiéncia simbibtica em feijao caupi, constatram um grau de siliaridade variando
entre 75 a 100% entre os isolados do estudo essas mesmas estirpes padréo
utilizadas.

A baixa similaridade morfocultural com as estirpes referéncia indica
pertencerem o0s isolados a outros géneros ou outras espécies. Sendo entao
necessarios, para confirmar essa inferéncia e esclarecer a posicdo taxonémica
desses isolados, estudos geneticos. Medeiros et al. (2009), estudando a
diversidade morfolégica de rizobios isolados de caupi cultivado em solos do
Estado do Rio Grande do Norte, observaram elevada diversidade morfolégica da
populacdo nativa de rizébio, sendo que 70% (293) destes apresentaram
similaridade com Bradyrhizobium e os demais isolados apresentaram similaridade
com diversos outros géneros, demonstrando a baixa especificidade do feijao-
caupi com relacdo ao microssimbionte para estabelecer a nodulacdo e apontando

a espécie como uma boa op¢do como planta-isca.

4.4- Caracterizacao Fisiolégica dos isolados

4.4.1- Fontes de carbono
No presente estudo, 42 isolados (90%) foram capazes de crescer em
meio de cultura suplementado com as diferentes fontes de carbono testadas

(figura 4), o que denota uma boa diversidade metabdlica. De acordo com
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Cavaglieri et al., (2004), a habilidade das rizobactérias utilizarem diversas fontes
de carbono representa uma vantagem ecoldgica importante na disputa por
determinados nichos na rizosfera, em que bactérias benéficas, utilizando multiplas
fontes presentes nos exsudatos radiculares, poderiam sobressair frente a outros
microrganismos e reduzir a disponibilidade de nutrientes disponiveis para um

patégeno.
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Figura 4: Dendrograma de similaridade em funcdo do crescimento em meio YMA
sob diferentes fontes de carbono de 45 isolados bacterianos oriundos de nddulos
de feijao-caupi. (algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard).

Sampaio (2013), também observou elevado numero de isolados de
nédulos de genotipos silvestres de Feijoeiro capazes de crescer em meios
suplementados com diferentes fontes de carbono sendo as fontes frutose,
sorbitol, sacarose, glicose, arabinose e glicerol as mais utilizadas. De acordo com
Cavalcante et al. (2015), os estudos de avaliagdo das diferentes fontes de
carbono contribuem n&o somente para a selecdo de microrganismos para a
producdo industrial e de inoculantes, mas também s&o importantes para a

compreensao dos mais diversos perfis metabdlicos dos rizébios.
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Os isolados, 1JA 54, 6R 212, 4R 221, 1JA 51 E 1JA 52 n&o utilizaram o
acido malico como fonte de carbono em substituicdo ao manitol. Resultados
semelhantes foram observados por Fernandes Junior (2009) em um estudo de
selecdo de isolados nodulantes em guandu, em que o acido malico foi a fonte de
carbono menos utilizada pelos isolados.

A utlizacdo de meios de cultura com outras fontes de carbono pode
aumentar o espectro de bactérias isoladas de nédulos de leguminosas,
principalmente para os estudos de diversidade (Fernandes Janior, 2009). Além
disso, as diferentes fontes de carbono podem estimular a producédo de
exopolissacarideos (EPS) pelas bactérias (Cavalcante et al., 2015) e influenciar
na composicdo dos mesmos (Castellane e Lemos, 2007). Os EPS séao
substancias importantes na formacao de biofilme por bactérias do solo (Rinaudi et
al., 2010), além de participar na sinalizacdo molecular no processo de simbiose
dessas bactérias com plantas (Rumjanek et al., 2004).

Dentre as fontes de carbono avaliadas, a glicose e a maltose foram as
que proprcionaram melhor crescimento dos isolados (98%), apresentando menor
variabilidade no percentual de isolados capazes de metabolizar este acucar.
Esses resultados diferem dos observados por El Idrissi e Abdelmoumen (2008),
em que os isolados ndo foram capazes de crescer em meios suplementados com
maltose.

De acordo com Jensen et al.(2002), o uso de uma ampla variedade de
fontes de carbono pode ser essencial a competitividade e sobrevivéncia dos
rizobios. E corroborando com este, Singh et al. (2011) destacam que a
capacidade dos rizébios em metabolizar diversos tipos substratos aumenta seu
potencial biotecnolégico, favorecendo a reducdo dos custos de cultivo, além de

abrir o leque de possibilidades para aplicac6es dessas bactérias.

4.4.2- Concentrac6es de NaCl

Na avaliacdo da capacidade dos isolados em crescer em meios
suplementados com diferentes concentracdes de sal, observou-se que a maioria
dos isolados (91,5%) foi capaz de crescer na concentracdo mais baixa (0,5%) de

NaCl, mostrando resisténcia a essa concentracao salina (figura 5).
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Figura 5: Dendrograma de similaridade em funcédo do crescimento em meio YMA
suplementado com diferentes concentracdes de NaCl de 45 isolados bacterianos
oriundos de nddulos de feijao-caupi. (algoritmo UPGMA e o coeficiente de
Jaccard).

No presente estudo foi observado a dimuni¢do da resisténcia a salinidade
com o aumento da concentracao de NaCl. O percentual de isolados nao crescidos
nas concentragdes de 1 e 2 % foi de 17 e 53%, respectivamente, ou seja, mais da
metade dos isolados apresentou resisténcia ao desenvolvimento na concentracao
mais alta. Fernandes Janior (2009), também observou um aumento de 54% no
namero de isolados que nao crescem no meio YMA suplementado com NacCl
guando a concentracao salina foi aumentada de 1 para 3%.

A selecdo de isolados tolerantes a salinidade torna-se importante, uma
vez que quase 40% do total dos solos agricultaveis no mundo sdo afetadas pela
salinidade (Patil et al.,2014), sendo uma realidade preocupante, uma vez que sal
reduz o crescimento das plantas, a fotossintese, e a demanda por N (Sprent e
Zahran 1988). Segundo L'Taief et al (2012) o estresse salino afeta diretamente
simbiose dos rizébios, sendo entdo importante a selecédo de isolados tolerantes a
uma gama de concentracao salina.

O Nordeste é a maior regiao produtora de feijdo-caupi no Brasil. Porém, as
condi¢cdes climaticas da regido de altas temperaturas, intensa evaporacao e baixa
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pluviosidade e os elevados teores de sais has aguas de irrigacdo, vém causando
problemas de salinizacdo nos solos (Djilianov et al., 2003; Lima et al., 2007). A
alta concentragdo de sais sollveis e sodio trocavel encontrada nestes solos
podem reduzir, interferir ou até mesmo impedir o desenvolvimento vegetal e,
consequentemente, a producéo das culturas (Barros et al., 2009).

Em geral, o estresse salino em plantas é acompanhado de acumulo de
ions potencialmente toxicos e de efeitos osmaéticos nutricionais, que podem afetar
a fisiologia da planta, a produtividade, os teores de moléculas orgéanicas (Lacerda
et al., 2006). De acordo com Singleton et al. (1982), o sal pode também afectar a
guimiotaxia, a ondulacdo de pelos radiculares, e outros passos no processo de
infeccao.

Leite et al.(2009), avaliando a nodulacdo em feijdo-caupi sob estresse
salino em Neossolo Fluvico, constataram que a agua de irrigacao salina afetou a
nodulacdo, producdo de massa seca de nddulos e da parte area em plantas de
feijdo-caupi inoculadas e n&o inoculadas, o que contribuiria para uma baixa
produtividade da cultura.

Xavier et al. (2007), analisando estirpes oriundas de trés regides
nordestinas, encontraram resisténcia ao desenvolvimento de algumas estirpes ao
serem testadas em concentracdes de 2 e 3% de NaCl. Os mesmos constataram
que das 76 estirpes avaliadas, cerca de 40% foram capazes de crescer em meio
de cultura contendo 1% de NaCl. Na concentracdo de 2% de NaCl, foram
capazes de crescer 17% do total de isolados. Entretanto, na concentracéo de 3%
deste sal, somente 12% das estirpes testadas foram capazes de crescer.

Cavalcante et al. (2015) avaliando a tolerancia a salinidade e uso de
fontes de carbono de estirpes de rizobio oriundas de Pentecoste-CE, observaram
que todas as estirpes cresceram em meio com concentracdo de sal de até 2 g L™
e foram susceptiveis a salinidade em meios com concentragdes a partir de 3 g L™

Nébrega et al.(2004), avaliando o padrdo de tolerancia de estirpes
rizobianas a salinidade de estirpes de solo salino do Ceara e de solo salino da
Amazonia, demonstraram que diversas estirpes de feijdo-caupi apresentaram
tolerancia a 3% de NaCl em meio de cultura YMA.

Os isolados que apresentaram resisténcia as concentracdes salinas de
2% e 3%, provavelmente, devem possuir um mecanismo de osmoadaptacdo que

evita a desidratacdo das células, apresentando resposta adaptativa a condi¢des
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salinas (Videira, 2008). No presente estudo nao foi testado o crescimento na
concentracdo salina de 3%, porém 47% dos isolados apresentaram tolerancia a
consentracbes salinas de até 2%. Os mesmos podem apresentar respostas
positivas num teste futuro de aumento da salinidade.

Solos salinos, em geral, contém valores muitos baixos de nitrogénio, nao
adequados para o cultivo da maioria das plantas. Uma solugéo apropriada para a
situacdo é o cultivo de plantas capazes de fixar nitrogénio através da simbiose
rizobio-leguminosa (Freitas et al.2007). A selecdo de bactérias que apresentem
naturalmente tolerancia a salinidade e a sua introducdo nos solos pode
representar uma estratégia para a pratica da agricultura em regides marginais,
com elevado risco de desertificacdo e até mesmo para a recuperacao de areas
degradadas, decorrente de atividades que aumentem a concentracao de sais no

solo, como a exploracdo mineral, por exemplo (Fernandes Junior, 2009).

4.4.3- Incubacao em diferentes temperaturas

Quanto a analise do crecimento das col6nias em diferentes temperaturas
(figura 6), observou-se um percentual alto de isolados capazes de crescer quando
crescidos na temperatura mais elevada (42 °C). Essa capacidade € uma
caracteristica desejavel na prospeccdo de microrganismos, principalmente nos
tropicos, onde os solos alcancam elevadas temperaturas, uma vez que a
temperatura da raiz afeta muitos processos na simbiose Rhizobium-leguminosa
(Lie 1974). Corroborando com este, Eaglesham e Ayanaba (1984) citam que altas
temperaturas podem prejudicar o desenvolvimento da FBN e limitar a nodulacéo.

De acordo com Martinez-Romero et al. (1991), isolados bacterianos
capazes de crecer em altas temperaturas podem apresentar mesmo desempenho
quando inoculadas no campo, favorecendo a sua competitividade com as

bactérias nativas e seu desempenho na FBN.
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Figura 6: Dendrograma de similaridade em funcao do crescimento em meio YMA
de 45 isolados bacterianos oriundos de nédulos de feijdo-caupi incubados em
diferentes temperaturas (algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard).

O percentual de isolados crescidos nas temperaturas de incubacao de 28,
37 e 42 °C foi de 100, 81 e 64%, respectivamente. Resultados semelhantes foram
observados por Fernandes Junior (2009) para isolados de nddulos de guandu,
constatando ainda os autores uma diminuicdo de 28% no numero de isolados
capazes de crescer em meio YMA com o aumento da temperatura de 28 para 42 °
C.

Hashem et al.(1998), em um estudo sobre identificacdo e caracterizacao
da tolerancia a NaCl e altas temperaturas por estirpes de Rhizobium nodulantes
de Leucena, observaram que as estirpes apresentaram Otimo crescimento nas
temperaturas de 30° e 37° C, porém algumas néao foram capazes de crescer a
42° C. Os mesmos constataram que as estirpes que cresceram a 42° C foram os
gue proporcionaram melhor massa e nitrogénio da parte aérea, nodulagédo e
atividade da nitrogenase quando inoculadas em condi¢cdes de casa-de-vegetacao
a altas temperaturas.

Xavier et al. (2007), testando o crescimento de estirpes de rizobio de
feijdo-caupi, oriundas de trés regibes nordestinas (Zona da Mata, Agreste e

Sertdo), observaram, em relacédo a tolerancia das estirpes a 39° e 42°C, que as
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bactérias provenientes do Sertdo (onde o clima € mais quente e seco com 0O
aumento da latitude) sdo mais tolerantes a temperaturas elevadas, evidenciando
entdo que origem do rizobio é provavelmente associada com a adaptacdo de
pressdes especificas do ambiente. No entanto, ndo foi observado um gradiente de
acordo com as caracteristicas de origem das estirpes, entre os isolados da Zona
da Mata que tem temperaturas mais amenas que as do Agreste e este, por sua
vez, € mais ameno quando comparado ao Sertao.

Bactérias isoladas de solos brasileiros, caracteristicos por apresentarem
altas temperaturas, e que apresentam capacidade de crescer em altas
temperaturas, sdo muito eficientes na inoculacdo do feijao-caupi, favorecendo alta
produtividade na cultura é o caso das estirpes de Bradyrhizobium sp. BR 3267
(SEMIA 6462) e BR 3262 (SEMIA 6464), recomendadas para inoculacdao na
cultura pelo MAPA (Matrtins et al., 2003).

Muitos dos isolados do presente estudo que apresentaram crescimento a
42° C também apresentaram crescimento na concentracdo de 2% de NaCl, o que
as tornam recomendadas a introdu¢cdo em ambientes muito quentes e de solos
salinos, para utilizacdo da cultura de feijao-caupi. E de acordo com Fernandes
Junior (2009), a selecdo de materiais genéticos com capacidade de crescer em
elevadas temperaturas e concentragcfes salinas representa uma estratégia para
selecdo de material biolégico com potencial para utiilizagdo em um futuro cenario
de mudancas climaticas com o agravamento do efeito estufa e o aumento de

areas marginais com solos depauperados e salinos.

4.4.4- Incubagédo em diferentes pH

No presente estudo, os isolados foram testados quanto a sua capacidde
de crescer em meios de cultivo YMA com faixas de pH diferentes ao
recomendado para o crescimento de bactérias do grupo rizobio (6,8-7,0). Foi
observado que todos os isolados foram capazes de crescer nas faixas de pH de
6,8 e 7,8, porém houve variacdo na capacidade de crescimento nas faixas de pH
mais baixas (4,0 e 5,5) pelos isolados (figura 7).

Os solos tropicais que séo altamente intemperizados, apresentam cargas
do solo em sua maioria positivas (Taiz e Zeiger, 2004), o que torna o pH desses

solos geralmente baixo. A acidez do solo pode causar sérias limitacbes a

produtividade agricola, devido a restricdo ao crescimento radicular e a absorcao
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de agua e nutrientes pelas culturas (Pavan et al.,1982), principalmente Ca, Mg, N,
P e Mo, além de favorecer o aumento da concentracdo de Al na solugéo do solo
(Ernani et al, 1996). A acidez do solo também pode ser prejudicial as atividades
da microbiota do solo, limitando sua multiplicacdo e sobrevivéncia, e no caso dos
isolados do grupo rizobio, a nodulacdo e fixagcdo de nitrogénio (Graham, 1991),
tornando-se entdo necessaria a selecdo de microrganismos tolerantes a baixas

faixas de pH.
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Figura 7: Dendrograma de similaridade em funcdo do crescimento em meio YMA
de 45 isolados bacterianos oriundos de nédulos de feijdo-caupi incubados em
diferentes faixas de pH (algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard).

O percentual de isolados crescidos nas faixas mais baixas de pH 4,0 € 5,5
foi de 53, 32 %, respectivamente, mostrando-se tolerantes a acidez. De acordo
com Howieson e Ewing (1986) a selecdo de estirpes com melhor crescimento em
meio de cultura com valores de pH abaixo de 6,8 pode implicar melhor
estabelecimento de sua simbiose nas condicbes de acidez predominante nos

solos acidos tropicais.
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Oito dos isolados que foram tolerantes ao pH 4,0 ndo apresentaram
crescimento na faixa de pH 5,5, ocasinando uma reducao de 40% no numero de
isolados capazes de crescer nas faixas mais baixas de pH.

Hara e Oliveira (2004), estudando as caracteristicas fisiologicas e
ecologicas de isolados de rizébios oriundos de solos acidos e alicos de Presidente
Figueiredo em Amazonas, observaram que a acidez do meio de cultura afetou o
crescimento dos isolados, uma vez que apenas 25% dos isolados foram
tolerantes a acidez, sugerindo que alguns processos citoplasmaticos da bactéria
séo sensiveis a esse fator.

Miguel e Moreira (2001), observaram um comportamento diferenciado das
estirpes de Bradyrhizobium em meio liquido em funcdo do pH, tanto em nimero
de UFC quanto em producao de exopolissacarideos. Todas as estirpes cresceram
melhor em pH 6,0, onde alcancaram os maiores numeros de unidades formadoras
de colbnias e maior a producao de exopolissacarideos .Esse melhor desempenho
em pH 6,0 apresentado pelas estirpes pode estar relacionado com uma resposta
adaptativa ao meio levemente acido promovido pela producdo de
exopolissacarideos.

A utilizacdo de estirpes bacterianos tolerantes a acidez pode aumentar a
fixacdo biol6gica em solos acidos e reduzir a aplicagdo de nitrogénio e fésforo, de
acordo com os principios da agricultura ecolégica e economicamente sustentavel
(Hara e Oliveira, 2005).

4.5- Caracterizacao Molecular dos isolados
As sequéncias obtidas a partir do produto de PCR foram submetidas as
analises comparativas no banco de dados do NCBI, usando a ferramenta BLAST,
para que pudessem ser identificadas e classificadas (tabela 3). As andlises das
sequéncias parciais do gene 16S rDNA permitiram a identificagdo taxonémica de
apenas de 34 (72%) dos total de isolados de nédulos de feijado-caupi em nivel de
género, no qual as estirpes apresentaram indice de similaridade, variando entre
97 a 100%, com sequéncias depositadas no banco de dados.
A comparagdo com as sequéncias depositadas mostrou elevado grau de
similaridade dos isolados de ndodulos de feijdo-caupi com sequéncias de alguns
géneros de bactérias como: Bacillus, Rhizobium, Bradyrhizobium e Paenibacillus.

O isolado 1R 42, que apresentou coloracdo rosa na caracterizacdo morfocultural,
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apresentou alta similaridade com Roseomonas mucosa, espécie considerada
patogénica.

O isolamento de grande namero de bactérias pertencentes aos géneros
Bacillus e Paenibacillus em nddulos de leguminsoas é reportado em diversos
trabalhos. Acredita-se que por esses géneros serem promotores de crescimento
vegetal, podem estar em associacdo com o0s rizébios, apresentando papel
benéfico na atuagdo do mesmo (Costa, 2013; Dudeja e Giri, 2014)

Segundo Li e Alexander (1988), o Bacillus pode aumentar a nodulagéo e
a competitividade do rizobio pelos multiplos efeitos positivos na rizosfera das
plantas. Além disso, de acordo com Gardener (2004), inimeras estirpes de
Bacillus e Paenibacillus expressam atividades que suprimem pragas e patégenos
ou promovem o crescimento de plantas.

As bactérias desses géneros sao muito utilizadas nas industrias
farmacéuticas e alimenticias. A maioria das proteases comerciais de origem
bacteriana é produzida por Bacillus sp, principalmente pela sua facilidade de
adaptacao e crescimento tanto em meios complexos, quanto em meios sintéticos
(Takami et al., 1990).

De acordo com Araujo e Hungria (1999), Bacillus subtilis induz na planta a
sintese de fitohormonios, como acido indolacético, &cido abscisico, giberelinas e
citocininas que favorecem o crescimento das raizes e o aumento no niumero dos

pelos radiculares.
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Tabela 3: Similaridade entre as sequéncias do gene que codifica o0 16S RNAr das
bactérias isoladas de nédulos de feijao-caupi com as sequencias depositadas no
banco de dados (GenBank).

Isolado Ndmero de Espeécie Max. Identidade E-value
acesso

2R 221 KU179337.1 Bacillus megaterium 100% 0,0
2R 432 KU179337.1 Bacillus megaterium 99% 0,0
2R 23 KU179346.1 Bacillus megaterium 100% 0,0
1R 22 112 KU179346.1 Bacillus megaterium 100% 0,0
1R 221 KU179346.1 Bacillus megaterium 100% 0,0
1R 42 KF740325.1 Roseomonas mucosa 99% 0,0
1R 44 JQ660020.1 Rhizobium sp 99% 0,0
1R 412 JQ660051.1 Rhizobium sp 97% 0,0
2R 412 KU179346.1 Bacillus megaterium 100% 0,0
2R 24 KU179346.1 Bacillus megaterium 100% 0,0
1R 222 1/3 KU179346.1 Bacillus megaterium 100% 0,0
1R 2232 KU179346.1 Bacillus megaterium 100% 0,0
1R 2312 KU179346.1 Bacillus megaterium 100% 0,0
1R 222 KU179346.1 Bacillus megaterium 100% 0,0
1R 422 JQ660020.1 Rhizobium alkalisoli 99% 0,0
1R 232 KU179337.1 Bacillus megaterium 99% 0,0
1R 222 2 KU179346.1 Bacillus megaterium 100% 0,0
1R 421 DQ202284.1 Rhizobium sp 99% 0,0
1R 2311 KU179346.1 Bacillus megaterium 100% 0,0
1R 223 KU179343.1 Bacillus megaterium 99% 0,0
1R 43 DQ202284.1 Rhizobium sp 99% 0,0
1R 22212 KU179346.1 Bacillus megaterium 99% 0,0
1JA 52 AB931152.1 Bradyrhizobium elkanii 99% 0,0
5A 11 KT831432.1 Paenibacillus cineris 99% 0,0
2R 222 KU179346.1 Bacillus megaterium 99% 0,0
1JA51 AB931152.1 Bradyrhizobium elkanii 100% 0,0
1JA 54 AB931152.1 Bradyrhizobium elkanii 100% 0,0
5A 13 KT831432.1 Paenibacillus cineris 99% 0,0
6R 212 AB931152.1 Bradyrhizobium elkanii 100% 0,0
1R 423 DQ202284.1 Rhizobium sp 99% 0,0
6JA 32 KT831432.1 Paenibacillus cineris 99% 0,0
6JA 31 KT831432.1 Paenibacillus cineris 99% 0,0
1R 411 DQ202284.1 Rhizobium sp 99% 0,0
1R 212 KU179337.1 Bacillus megaterium 99% 0,0

Araujo e Hungria (1999), avaliando a interacdo entre Bacillus e rizébio
observaram que a coinoculacdo pode contribuir no aumento de competitividade
da bactéria inoculada, favorecendo o aumento dos sitios de infec¢cdo e a acéo
inibitéria do crescimento de fungos nas raizes, proporcionando maior

produtividade da cultura.
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Silva et al. (2006), observaram que o feijdo-caupi coinoculado com
estirpe de Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus apresentou maior meédia para
nimero de ndédulo chegando a 11,1%, sugerindo que o P. polymyxa (Loutit (L),
provavelmente, proporciona incrementos na nodulacdo, aumentando a
colonizacéao pelos rizébios.

Araujo et al.(2009), constataram um aumento na nodulacdo do feijao-
caupi com a coinoculacdo, sugerindo uma influéncia do Bacillus subtilis na
promogdo de nodulacdo pela Bradyrhizobium. Além disso, a matéria seca das
raizes do feijdo-caupi e da leucena também aumentou com a coinoculagéo,
sugerindo um efeito positivo do Bacillus sobre o crescimento radicular. O que
pode ter influenciado positivamente a fixacdo de N2 pelo Bradyrhizobium,
aumentando o crescimento das plantas e acimulo de N no feijao-caupi.

No alinhamento das sequéncias de bases dos isolados, pelo método
Neighbor-Joining, foram utilizadas estirpes reconhecidas como padrdoes dos
géneros aos quais os isolados apresentaram similaridade no banco de dados do
NCBI, dentre elas: Bacillus aryabhattai (B8W22'), Bacillus megaterium (IAM
13418"), Paenibacillus cineris (LMG 18439"), Paenibacillus endophyticus
(PECAEO4', Paenibacillus brasilensis (PB 172"), Roseomonas mucosa
(MDA5527"), Bradyrhizobium elkanii (USDA 76"), Rhizobium fredii (LMG 6217"),
Rhizobium alkalisoli (CCBAU 01393") e Rhizobium cellulosilyticum (ALA10B2")

Os isolados se agruparam as estripes padrdoes dos géneros em que foram
pré-identificadas (figura 8), mostrando alta similaridade com as mesmas. Do total
de isolados de nédulos de feijao-caupi sequenciados, 19 foram identificados como
pertencentes ao género Bacillus, 7 ao género Rhizobium, 4 ao Bradyrhizobium. e

4 Paenibacillus.
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Figura 8: Dendrograma de similaridade com base nas sequéncias do gene que
codifica 0 16S RNAr das bactérias que foram comparadas com o banco de dados
NCBI e alinhadas usando o programa Mega 3.1, método Neighbor-Joining

Apesar do género Paenibacillus e Bacillus ndo serem comumente
reportado como noduliferos de feijdo-caupi e outras leguminosas, alguns
trabalhos tém observado a presenca dos mesmos em nddulos de leguminosas. (Li
et al. 2008; Marra et al., 2012 ;Costa, 2013) . De acordo com Kan et al., (2007),
possivelmente, essas bactérias penetram no tecido vegetal juntamente com as
noduliferas durante a infec¢do e a formacéo dos nédulos.



119

Mara et al.(2012), obtiveram 8 islados de ndédulos de feijao-caupi
pertencentes ao género Paenibacillus, sendo 4 isolados nuduliferos e 4 nao
nodulifero. Os autores ainda constataram uma eficiéncia na nodulacao e fixacao
de N2 por um dos isolados, apresentando comportamento semelhante as estirpes
de Bradyrhizobium inoculantes do feijao-caupi.

A simbiose entre estirpes de rhizobium e leguminosas se destaca por sua
importancia ecoldgica, que esta relacionada a sua ampla distribuicdo geografica,
como também econdmica, jA que ocorre uma maior eficiéncia do processo de
FBN decorrente de uma parceria vegetal mais evoluida entre a planta e o
microrganismo (Moreira, 2008).

Bactérias dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium sdo amplamente
reconhecidos como noduliferas de feijdo-caupi e a inoculacdo destes na cultura
vém favorecendo incrementos na nodulacédo, biomassa da parte aérea e producéo
de graos (Martins et al., 2003; Soares et al. 2006; Zilli et al, 2006). De acordo com
Moreira (2008), o feijdo caupi é considerado uma espécie promiscuas, devido ao
grande numero de espécies e géneros de bactérias que sdo capazes de
estabelecer simbiose formando nodulos nas suas raizes. Entre estas bactérias
sdo diversas espécies de Rhizobium e outros que pertencem aos géneros
AlloRhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium e Sinorhizobium .

Vérios trabalhos tém relatado o isolamento de bactérias ndo simbibticas
em noédulos desinfestados superficialmente, e os géneros de ocorréncia frequente
sdo: Agrobacterium, Pseudomonas, Enterobacter, Pantoea, Bacillus e
Paenibacillus (Kan et al., 2007; Li et al., 2008; Marra et al., 2012). Possivelmente,
essas bactérias penetram no tecido vegetal juntamente com as noduliferas
durante a infeccéo e a formacéo dos nédulos (Kan et al., 2007).

A similaridade dos isolados obtidos no presente estudo com as estirpes
de referéncia € um indicativo de bactérias com possivel efeito benéfico para
incoluacédo em feijdo-caupi. Porém, sdo necessarios ainda testes para avaliacao
de mecanismos promotores de crescimentos dos mesmos, além de eficiéncia em
casa de vegetacéao para elucidadar o papel dos mesmos.

Segundo Hameed et al. (2004), o estudo das caracteristicas fisiologicas e
morfologicas revela uma diversidade bastante ampla dos isolados de rizobio e
costuma estar relacionado com estudos em nivel de DNA. Estes dados sé&o

importantes, uma vez que o conhecimento das comunidades nativas por meio
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destas ou de outras técnicas revelam-se fundamentais para se conhecer a
diversidade das especies, principal recurso para o trabalho na area de
biotecnologia.

5-CONCLUSOES

Foram obtidos 45 isolados de ndédulos de feijao-caupi, todos com
crescimento rapido, capazes de reduzir acetileno a etileno e em sua maioria com
crescimento acido. Porém, observou-se baixa similaridade com as estirpes padréo
do grupo rizobio utilizadas na caracterizacao morfocultural. A maioria dos isolados
apresentou também capacidade de crescer em meio YMA com diferentes fontes
de carbono, na concentracdo de 2% de NaCl, em temperatura de até 42 °C, e na
faixa de pH 4,0, revelando-se como promissores para inoculagdo na cultura em
regides com condi¢Bes climéticas adversas. Estes isolados foram identificados
como pertencentes aos g@géneros Bacillus, Rhizobium, Bradyrhizobium. e
Paenibacillus, géneros potencialmente conhecidos como promotores de
crescimento vegetal. A caracterizacao morfofisiolégica e genotipica possibilitou
um maior conhecimento da populacao de bactérias de nddulos de feijdo-caupi dos
solos coletados neste trabalho, e o agrupamento facilitara o desenvolvimento das
etapas seguintes de eficiéncia e selecao de isolados eficientes para a fixacdo do

N2 em cultivares de feijao-caupi.
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4-RESUMO E CONCLUSOES

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da coinoculagéo de plantas
de feijdo-caupi com bactérias dos géneros Bradyrhizobium e Azospirilum na
nodulacdo e producdo de biomassa da cultura e isolar, caracterizar de forma
morfocultural, fisiolégica e genotipica as rizobacterias, principalmente as dos
géneros Azospirillum e Bradyrhizobium associadas a plantas feijao-caupi. O
trabalho foi dividido em duas etapas, sendo conduzidos em casas de vegetacao e
nos laboratérios de Ecologia Microbiana e Gramineas da Embrapa Agrobiologia-
Seropédica-RJ. Na primeira etapa, para avaliar o efeito da coinoculagdo de
plantas de feijdo-caupi com bactérias dos géneros Bradyrhizobium e Azospirillum
na nodulacao e producédo de biomassa da cultura um experimento, foi realizado,
em casa de vegetacdo, em blocos casualizados com dez tratamentos e trés
repetices. Os tratamentos consistiram da inoculacdo da cultivar Maua com a
estirpe SEMIA 6462 de forma individual e coinoculada com as estirpes de
Azospirillum; a mistura das cinco estirpes de Bradyrhizobium de forma individual e
coinoculadas com as estirpes de Azospirillum; testemunha nitrogenada (50 Kg.ha
!y e testemunha absoluta (sem adubac&o nitrogenada e inoculacdo). Na segunda
etapa, para prospeccdo de novas rizobactérias da rizosfera, raiz e nédulos de
feijdo-caupi, um experimento foi conduzido, em casa de vegetacéo, utilizando-se
solos rizosféricos de quatro propriedades no Estado do Rio de Janeiro, em vasos
com 4 tratamentos (2 solos de Cachoeiras de Macacu e 2 de Magé) e 12
repeticdes com a cv. Maua. Apés 35 e 45 dias do plantio, amostras de raizes e

rizosfera foram coletadas, respectivamente, e utilizadas para a contagem,
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isolamento e caracterizacdo morfocultural, fisiologica e genotipica das

rizobactérias.

Diante dos resultados obtidos conclui-se que:

Na etapa | foi observado que a coinoculacdo entre a estirpe de
Bradyrhizobium SEMIA 6462 e a estirpe de Azospirillum BR 11001 proporcionou
maior nodulacdo, um incremento na massa seca de nédulos e um incremento de
25% na biomassa seca massa seca da parte aérea na cultivar Maua, o que
caracteriza um efeito significativo da coinoculacdo entre as estirpes de
Bradyrhizobium e Azospirillum na nodulagéo e biomassa de feijao-caupi.

Na etapa Il foram isoladas 32 bactérias diazotroficas da rizosfera e raiz de
feijdo-caupi, cultivar Maua, sendo 6,7% associados as raizes e 93,3%
provenientes do solo rizosférico. Estes isolados apresentaram em sua maioria
borda da colonia inteira (81,25%) e coloragdo branca (71,87%) e produziram de
0,31 a 0,41 pg de AIA por mg ptn™. Todos os isolados foram capazes de reduzir
acetileno e produzir sideréforos, porém apenas 26% apresentaram capacidade de
solubilizacéo de fosfato. Destes, 20 pertenciam ao género Azospirillum spp, 6 ao
género Pseudomonas spp e um isolado foi identificado como Rhizobium.

Foram obtidos, também na etapa Il, 45 isolados de nédulos de feijao-
caupi, todos capazes de reduzir acetileno a etileno, com crescimento rapido e em
sua maioria com crescimento acido (89%), colbnias com forma circular (80%),
borda inteira (80 %) e elevacdo plana (80%). Na caracterizacao fisiolégica, 90%
dos isolados foram capazes de crescer em meio YMA com diferentes fontes de
carbono e 53% na concentracdo de 2% de NaCl, 64% cresceram na temperuta de
42 °C e 53% faixa de pH 4,0. Destes isolados, 19 pertenciam ao género Bacillus,
7 ao género Rhizobium, 4 ao género Bradyrhizobium. e 4 ao género
Paenibacillus.

A caracterizacdo morfofisiolégica e genotipica, realizada na etapa I,
possibilitou um maior conhecimento da populacdo de rizobactérias de feijao-caupi
dos solos coletados, sendo os géneros encontrados, potencialmente conhecidos

como promotores de crescimento vegetal.
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APENDICE

APENDICE A - Solucdes utilizadas

Solugdes Solucgéo salina para diluicéo seriada

K,HPO, sol. 10% 1ml
MgSO, sol. 10% 0,5ml
NaCl sol. 10% 0,2ml
CaCl,.2H,0 sol. 1% 0,5ml
FeEDTA sol. 1,64% Iml
Sol. de micronutrientes para meio de cultura 0,5ml

Ajustar o pH para 6,5 com solugéo de H,SO, a 5%
Completar para 1000 ml com agua destilada.

Meio NFb (BALDANI & DOBEREINER,Soil Biology & Biochemistry.
Oxford,. v. 12, n.4, p 433 - 439, 1980)

Acido malico 59
K,HPO, sol. 10% 5mi
MgSO,.7H,0 sol. 10% 2ml
NacCl sol. 10% Iml
CaCl,.2H,0 sol. 1% 2mi
Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH 2mi

FeEDTA sol. 1,64% 4ml
Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2mi
Vitamina para meio de cultura Imi
KOH 4,5¢
Extrato de levedura (para meio sélido) 50mg

Ajustar o pH para 6,5 com solucéo de KOH a 10%
Completar para 1000 ml com agua destilada.

Adicionar 1,6g 17t de agar para semi-solido e 15g 171 para solido
Para meio liquido adicionar 1g por Litro de NH,CL(Cloreto de ambnio)



Meio DYGS (RODRIGUEZ NETO, Summa Phytopathologica,
Campinas, v. 12, n. 1-2 p 16, 1986.)

Glicose 29
Acido malico 29
Peptona bacteriologica 1,59
Extrato de levedura 29
K,HPO, 0,59
MgS0O,.7H,0 0,59
Acido glutamico 1,59

Ajustar o pH com solucdo de KOH a 10% pH 6,0 para Herbaspirillum. pH 6,0
para Gluconacetobacter (menos &acido malico) ou pH 6,8 para Azospirillum.
Completar para 1000 ml com agua destilada

Meio Batata (BALDANI & DOBEREINER, Soil Biology & Biochemistry. Oxford,
v.12, n. 4, p. 433-439, 1980)

Batata cozida 200 g
Acido malico 259
Acucar cristal 259
Solucao de micronutrientes . 2ml
Solucao de vitaminas 1ml

Pesar os 200 g de batata e cozinhar em agua destilada durante 30 minutos.
Paralelamente, adicionar o acido malico em 50 ml de 4gua destilada com 2 gotas
de azul de bromotimol solugdo a 0,5% em 0,2 N de KOH. Adicionar o acucar
cristal, o micronutriente e a vitamina e ajustar o pH com KOH ate atingir pH 6,8 —
7,0. Filtrar a batata em algodao e juntar a solugdo preparada anteriormente ao
filtrado. Completar o volume para 1000 ml. Adicionar 1,84 g I-1 de agar para semi-
sélido e 15 g I-1 de agar para sdlido.



Meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999)

Glicose 10g
MgCI2.6H20 59
MgS04.7H20 0,25¢g
KCI 0,29
(NH4)2S04 01lg

Ajustar o pH para 7

Para a formacao do precipitado adicionar 100 ml K2ZHPO4 (10%),
50 ml CalClI2 (10%) ou 5g |-1 de Ca3(P0O4)2.

Adicionar 15g I-1 de agar para meio soélido.

Completar com agua destilada para 1000 ml.

Meio 79-YMA (FRED & WAKSMAN, Laboratory manual of general
microbiology. New York: McGraw Hill, 1928. 145 p.)

1 E= 1 (o | PP PP PPPPPPUPPPPRP 10g
K2HPOZ SOL 10 90 ..vuuiiiiiiiiiiieiieeie ettt ettt e e ee e e e e e e e e e e e e s e e e s anes 1 ml
KH2POZ SOL 10 90 .uuuuiieiiiiiiiieiieiie ittt e e e s s e st reeeeeeeaaeaaaeeaaeeseansananes 4 mi
MOSOA.7TH20 SOl 10 Q0...uuuniiiiiiiiiiiiiiieeit et ee e e ae e e 2ml
NP2 T8 S Yo I 0 PP 1ml
EXrato de IEVEAUIA .......uuueiiiii e e e 0,49
Azul de bromotimol Sol. 0,5 % em 0,2 Nde KOH..........cooiiiiiiiiiiincceeeeeis 5 mil
FEEDTA SOL 1,64 90 ..ovveiiieiiiieiieeee ettt 4 mi
Vitamina para meio de CUUIa ...........ueiiiiiiiiiiiii e 1ml

Ajustar pH para 6,8 — 7,0 com solugéo de KOH al0 %
Completar para 1000 ml com H20 destilada.
Adicionar 1,0 g I-1 de agar para semi-solido e 15 g I-1 para solido.



	FICHA CATALOGRÁFICA
	À Lucianne Paes pela colaboração e apoio nas análises de proteína.
	2.5.1- Extração de DNA e Amplificação do gene 16S rDNA .................................60
	2.5.2- Sequenciamento do gene 16S rDNA...........................................................61
	2.6.1- Extração de DNA e Amplificação do gene 16S rDNA..................................97
	2.6.2- Sequenciamento do gene 16S rDNA...........................................................98
	2.1- A cultura do feijão-caupi
	2.2- Promoção de crescimento Vegetal
	2.3- Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs)

	Neste sentido, torna-se cada vez mais pertimente o conhecimento do modo de ação das RPCPs, das condições que as alteram e, especificamente, as que as favorecem. Esse conjunto de informações poderá ajudar no estabelecimento da melhor forma de utilizaçã...
	2.4- O gênero Azospirillum
	2.5- Rizóbio e a Fixação Biológica de Nitrogênio em Leguminosas
	2.6- Interação entre microrganismos
	2.2- Preparo dos inóculos bacterianos
	2.3- Procedimentos experimentais e tratamentos
	2.4- Irrigação e nutrição das plantas
	2.5- Coletas, Amostragem e Análises do Material Vegetal
	2.6- Análise estatística
	2.1- Amostragem e coleta do material
	2.2- Obtenção e isolamento das rizobactérias
	2.4- Caracterização fisiológica das rizobactérias
	2.4.2- Produção de sideróforos
	2.4.3- Solubilização de fosfato
	2.4.4- Atividade da nitrogenase
	2.4.5- Reação de Gram
	2.5.1- Extração de DNA e Amplificação do gene 16S rDNA
	2.5.2- Sequenciamento do gene 16S rDNA

	3.3.2- Produção de sideróforos
	3.3.3- Atividade de redução de acetileno (ARA)
	3-3- PROSPECÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE BACTÉRIAS DE NÓDULOS DE FEIJÃO-CAUPI
	Palavras-chave: Vigna unguiculata,( L.) Walp, Rhizobium, ARA
	2.1- Amostragem e coleta do material
	2.2- Obtenção e isolamento das rizobactérias
	2.3- Atividade da nitrogenase
	2.4- Caracterização morfocultural dos isolados
	2.5- Caracterização fisiológica dos isolados
	2.6.1- Extração de DNA e Amplificação do gene 16S rDNA
	2.6.2- Sequenciamento do gene 16S rDNA





