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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de promogao do crescimento vegetal e a diversidade
genética de bactérias isoladas de nodulos de feijao-caupi cultivado em solos do Cerrado piauiense. Avaliaram-se
26 estirpes quanto a capacidade de fixar nitrogénio em vida livre, solubilizar fosfatos inorganicos, produzir
acido-3-indolacético (AIA) na auséncia e na presenga do aminoacido triptofano (100 mg L!), produzir nédulos
e promover o crescimento de feijdo-caupi em vasos Leonard. Nenhuma estirpe fixou nitrogénio em vida livre,
e 69% foram capazes de solubilizar fosfato de calcio in vitro. Na presenca de triptofano, todas as estirpes
foram capazes de sintetizar o AIA em meio 79, e 80% sintetizaram o AIA em meio DYGS. Apenas quatro
estirpes nodularam o feijdo-caupi. O sequenciamento do gene 16S rRNA identificou as estirpes noduliferas
como pertencentes aos géneros Bradyrhizobium, Rhizobium, Bacillus e Paenibacillus. Entre as estirpes nao
noduliferas promotoras do crescimento do feijao-caupi, estdo os géneros Bacillus e Paenibacillus.

Termos para indexagdo: acido-3-indolacético, fixac@o bioldgica de nitrogénio, solubilizagdo de fosfatos.

Plant growth promotion and genetic diversity
of bacteria isolated from cowpea nodules

Abstract — The objective of this work was to evaluate the potential for plant growth promotion and the
genetic diversity of bacteria isolated from nodules of cowpea grown in Cerrado soils in the state of Piaui,
Brazil. Twenty-six strains were evaluated as to their ability to fixate free-living nitrogen, solubilize inorganic
phosphates, produce indole-3-acetic acid (IAA) in the absence and presence of tryptophan (100 mg L),
produce nodules, and promote cowpea growth in Leonard jars. No strain was able to fixate free-living nitrogen,
and 69% were able to solubilize calcium phosphate in vitro. In the presence of tryptophan, all strains were
able to synthesize IAA in the 79 medium, and 80% synthesized IAA in the DYGS medium. Only four strains
nodulated cowpea. The sequencing of the 16S rRNA gene identified the nodulating strains as belonging to the
genera Bradyrhizobium, Rhizobium, Bacillus, and Paenibacillus. Among the non-nodulating strains able to

promote cowpea growth are the genera Bacillus and Paenibacillus.

Index terms: indole-3-acetic acid, biological nitrogen fixation, phosphate solubilization.

Introduciao

No Piaui, o Bioma Cerrado ocupa cerca de
11,5 milhdes de hectares e abrange as regides sul
¢ sudoeste do estado, as quais compdem uma das
ultimas fronteiras agricolas do Brasil (Aguiar &
Monteiro, 2005). Em razao da ocupagio acelerada do
Cerrado piauiense para exploragdo agricola intensiva,
nos ultimos anos, a maior preocupacdo tem sido a
interferéncia dos sistemas de cultivo nos atributos
quimicos e fisicos do solo (Pragana et al., 2012).
No entanto, sdo poucos os trabalhos que avaliam a
funcdo e a diversidade dos microrganismos edaficos

que ocorrem nesses agroecossistemas (Zilli et al.,
2004; Martins, 2011).

Entre os diversos grupos de microrganismos edaficos,
as bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas em
leguminosas (BFNNL) tém papel de destaque, uma
vez que contribuem com elevada entrada de nitrogénio
no sistema solo-planta, por meio da fixagdo biologica
de nitrogénio atmosférico (FBN). Diante disto, tém
sido realizados estudos da diversidade dessas bactérias
(Zilli et al., 2004; Moreira, 2006; Guimaraes et al.,
2012), de suas relagdes ecologicas e da selecdo de
estirpes eficientes (Lima et al., 2005), com vistas a
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produgdo de inoculantes para culturas de interesse
agrondmico e florestal.

O interesse pelo estudo das rizobactérias promotoras
do crescimento de plantas (RPCPs) também tem
aumentado, em decorréncia de sua capacidade
de promover o crescimento vegetal por meio da
solubilizacdo de fosfatos inorganicos, da produgio de
fitohormonio, da fixagdo de nitrogénio atmosférico
(N,) em vida livre e da produgdo de sideroforos, entre
outros processos (Kan et al., 2007; Oliveira-Longatti
et al., 2013). As RPCPs podem ser de vida livre,
associativas ou endofiticas. Estas ultimas sdo capazes
de colonizar as raizes das plantas e, no caso das
leguminosas, de coabitar com as BFNNL dentro dos
nddulos. Varios trabalhos tém relatado o isolamento
de bactérias ndo simbiodticas 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; Shiraishi et al., 2010; Marra et al.,
2012). Possivelmente, essas bactérias penetram no
tecido vegetal juntamente com as noduliferas durante a
infecgdo e a formagao dos nodulos (Kan et al., 2007).

O feijao-caupi [ Vigna unguiculata (L.) Walp.] € uma
leguminosa de grande importancia agricola, por ser uma
das principais fontes de proteina vegetal e contribuir de
forma significativa para a gerag¢ao de renda no campo,
nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Essa espécie
¢ capaz de beneficiar-se amplamente da FBN ¢ tem
sido bastante utilizada como planta-isca em estudos de
diversidade de BFNNL, em razdo da sua capacidade
de formar simbiose com diversos géneros e espécies
de bactérias (Moreira, 2006; Guimaraes et al., 2012).
Além disso, foi relatado o isolamento de bactérias ndo
simbioticas, em nddulos de feijao-caupi, com grande
potencial de promoc¢ao do crescimento vegetal (Marra
etal., 2012).

No Cerrado do sudoeste piauiense, o feijao-caupi
tem sido explorado ha mais de dez anos, mas ha
pouca informagdo sobre a diversidade e a eficiéncia
de BFNNL nativas em simbiose com essa cultura
(Zilli et al., 2004; Martins, 2011), e ainda ndao ha
conhecimento de pesquisas, nesses agroecossistemas,
sobre as RPCPs nativas. Assim, torna-se importante
o estudo das BFNNL e das RPCPs da regido, para o
conhecimento taxondmico e a selecdo de estirpes
eficientes na FBN ou em outros processos promotores
do crescimento vegetal. As estirpes isoladas dessa
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regido também sdo adaptadas a condigdes de estresse,
como altas temperaturas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
de promocdo do crescimento vegetal e a diversidade
genéticade bactérias isoladas de nddulos de feijao-caupi
cultivado em solos do Cerrado piauiense.

Material e Métodos

Utilizaram-se 26 estirpes oriundas da Universidade
Federal do Piaui (UFPI), as quais foram isoladas
por Martins (2011) de nodulos de feijao-caupi
('BR 17-Gurguéia'), utilizado como planta-isca, em
experimento com solos do sudoeste piauiense, no polo
de produgdo de Bom Jesus. Destas, 23 foram isoladas
de solos de chapadas ¢ trés (UFPI B3-9, UFPI B4-9,
UFPI B5-1), de solos de varzeas (Martins, 2011). Essas
estirpes foram avaliadas quanto a capacidade de: fixar
N, em vida livre, em meio semissolido (LO) (Dreyfus
et al., 1983), tendo-se testado o lactato de sodio e o
manitol como fonte de carbono; solubilizar fosfatos de
calcio (P-Ca) em meio NBRIP solido (Nautiyal, 1999),
de aluminio (P-Al) em meio GES solido e de ferro
(P-Fe) em meio GELP solido (Sylvester-Bradley et al.,
1982); e de produzir acido-3-indolacético (AIA) em
meio 79 (Fred & Waksman, 1928), sem corante azul de
bromotimol, e em meio DYGS (Rodrigues Neto et al.,
1986).

Para a avaliacdo da fixacdo de N, em vida livre,
as estirpes foram comparadas ao controle positivo
BR 54017 (Azorhizobium doebereinerae) quanto a
formacao ou ndo de pelicula na superficie do meio LO.

Na avaliagdo da capacidade solubilizadora de
fosfatos inorgénicos, seguiu-se 0 mesmo procedimento
descrito por Marra et al. (2012). Com base nos indices
de solubilizacdo (IS), as estirpes foram classificadas
como de baixa (IS <2 mm), média (2 < IS <4 mm) e
alta (IS >4 mm) capacidade de solubilizag@o. De acordo
com o inicio da solubilizacdo, as estirpes foram
classificadas como: precoces, inicio da solubilizacdo
até o terceiro dia; tardias, inicio da solubilizagdo
a partir do terceiro dia; e ndo solubilizadoras, ndo
solubilizaram até o décimo quinto dia de avaliagdo.
A estirpe UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.) foi utilizada
como controle positivo para solubilizagdo de P-Ca
(Marra et al., 2012).

Para a avaliacao da producao de AIA, as 26 estirpes
e o controle positivo BR 110017 (Azospirillum
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brasilense) foram cultivados, em triplicata, por
72 horas, a 28°C, sob agitacdo de 110 rpm, nos
meios DYGS liquido e 79 liquido, sem corante azul
de bromotimol. Apds o crescimento das estirpes, em
ambos os meios de cultura, ajustou-se a densidade
otica (0,5) com acréscimo de solugdo salina (0,85%).
Aliquotas de 500 puL de solug@o bacteriana foram
inoculadas, em triplicata, em frascos que continham
20 mL de cada meio (79 e DYGS), sem triptofano
e com 100 mg L' de triptofano. As estirpes foram
incubadas por 72 horas, a 28°C, sob agitacdo de
110 rpm. Apos este periodo, as células foram
centrifugadas a 17.792 g por 10 min. Em seguida,
foram retirados 3 mL do sobrenadante e adicionados
2 mL do reagente de Salkowski (Sarwar & Kremer,
1995). O material foi reservado por 30 min no
escuro, para o desenvolvimento da coloragdo résea,
indicativa da producdo de AIA. A intensidade da cor
foi determinada em espectrofotometro a 535 nm.
A concentracao de AIA foi estimada com uso de
curva-padrao previamente obtida com os meios 79 e
DYGS esterilizados e com as quantidades conhecidas
de AIA (0 a 100 pg mL™"). Os experimentos para
avaliagdo da sintese de AIA, na auséncia e na presenga
da suplementacdo com triptofano, foram conduzidos
em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes, com os tratamentos em arranjo fatorial:
27 estirpes x 2 meios de cultura. Os dados do ensaio
foram submetidos a analise de variancia, com uso
do programa Sisvar, versao 5.3 (Ufla, Lavras, MG).
Os efeitos dos tratamentos foram comparados pelo
teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade.

De setembro a novembro de 2012, foi conduzido
experimento em casa de vegetacdo do Laboratério
de Microbiologia, do Departamento de Ciéncia do
Solo, da Universidade Federal de Lavras, MG, para
avaliagdo da capacidade das estirpes nodularem
e promoverem o crescimento do feijdo-caupi
('BR 17-Gurguéia') cultivado em vasos Leonard. Nesse
experimento, utilizaram-se: 25 estirpes da UFPI; trés
controles positivos, constituidos de estirpes atualmente
autorizadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento como inoculantes para feijado-caupi —
INPA 03-11B (Bradyrhizobium elkani), UFLA 03-84
(Bradyrhizobium sp.) e BR 3267 (B. japonicum) —;
e dois controles negativos sem inoculagdo, um com
alta concentracdo de N mineral e o outro com baixa
concentracao de N mineral. Utilizou-se o delineamento
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experimental inteiramente casualizado, com trés
repeticdes.

Na parte superior dos vasos Leonard, foi adicionada
uma mistura 1:2 de areia (150 cm?®) e vermiculita
(300 cm?®), e, na inferior, solugdo nutritiva de Hoagland
& Arnon (1950) diluida quatro vezes. Nos tratamentos
com inoculagdo e no controle sem inoculagdo ¢ com
baixa concentracdo de N mineral, utilizou-se solugao
nutritiva com 5,25 mg L' de N; ja no controle sem
inoculag@o e com alta concentragdo de N mineral foi
utilizada solugdo nutritiva com 52,5 mg L' de N. Apos
o preparo dos vasos e da solugdo nutritiva, estes foram
autoclavados por 1 hora, a pressdo de 1,5 kg cm?, a
121°C.

Antes da semeadura, as sementes de feijao-caupi
foram desinfestadas superficialmente com alcool
etilico a 98% (30 s), hipoclorito de sodio a
2% (2 min) e, em seguida, lavadas em agua destilada
estéril. Apoés a desinfestagdo, quatro sementes
pré-germinadas foram adicionadas em cada vaso.
Cinco dias apods a emergéncia, realizou-se o desbaste,
tendo-se deixado duas plantas por vaso.

Para o preparo dos inoculantes, as estirpes
bacterianas foram cultivadas em meio de cultura
79 liquido, sob agitagdo de 110rpm, a 28°C. Em seguida,
em cada tratamento com inoculagdo, foi adicionado
1 mL do inoculante na concentra¢do de 1x108% células
bacterianas mL' sobre as sementes pré-germinadas.

As plantas foram coletadas aos 60 dias apds a
semeadura, por ocasidao do florescimento, para as
seguintes avaliagdes: numero de nodulos (NN);
produgdes de massa de matéria seca dos nodulos
(MSN), da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR) e total
(MST); acamulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA); e
eficiéncia em relacdo ao controle com alta concentracao
de N mineral (EFCN). Para a determinacao da MSN,
da MSPA e da MSR, os nddulos, a parte aérea e as
raizes foram acondicionados em sacos de papel e
colocados para secar em estufa de circulagao forgada
de ar, a 60°C, até atingirem peso constante. O ANPA
foi calculado por meio da multiplicagdo da MSPA (mg)
pelo teor de N (%)/100. O teor de N na parte aérea foi
determinado pelo método semimicrokjedahl (Sarruge
& Haag, 1979). A eficiéncia relativa de cada tratamento
foi calculada pela seguinte formula: EFCN = (MSPA
tratamento x 100)/MSPA do tratamento com alta
concentracdo de N mineral. Os dados do ensaio foram
submetidos a analise de variancia com uso do programa
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Sisvar, versao 5.3 (Ufla, Lavras, MG). Os efeitos dos
tratamentos foram comparados pelo teste de Scott &
Knott, a 5% de probabilidade. Os dados de NN ¢ MSN
foram transformados em raiz quadrada de Y + 0,5.

Para o sequenciamento do gene 16S rRNA, foram
selecionadas 15 estirpes, das quais 12 se destacaram
na promo¢do do crescimento de feijao-caupi e trés
estdo entre as que produziram maiores quantidades
de AIA. A extracdo de DNA foi realizada com kit
de extracdo do DNA gendmico bacteriano "ZR
Fungal/Bacterial DNA MiniPrep", (Zymo Research
Corporation, Irvine, CA, EUA) apos o crescimento das
bactérias em meio 79 liquido, a 28°C. A amplificagdo
parcial do gene 16S rRNA foi realizada com volume
final da reacdo de 50 pL. As concentracdes usadas
foram: 5 uL DNA, 5 uL dNTP (2 mmol L%),
5 uL tampao 10x, 4 pL MgCl, (2,5 mmol L),
1 pL de cada iniciador (10 pmol L) -
27F  (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e
1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’), 0,4 uL
Taqg DNA polimerase (5U pL') e agua milli-Q
estéril. A reacdo foi realizada em aparelho Eppendorf
Mastercycler (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha),
tendo-se utilizado os seguintes ciclos: desnaturagdo
inicial (94°C por 5 min), 40 ciclos de desnaturagdo
(94°C por 40 s), anelamento (55°C por 40 s), extensao
(72°C por 1,5 min) e extensdo final (72°C por 7 min).
Os produtos de PCR foram enviados ao laboratério
da Macrogen Inc. (Macrogen Inc., Seul, Coreia), para
sequenciamento e purificagdo. Avaliou-se a qualidade
das sequéncias com uso do programa BioNumerics,
versdo 7.1 (Applied Maths, Austin, TX, EUA), que,
posteriormente, foram submetidas ao programa
BLASTn (Bethesda, MD, EUA) (Altschul et al., 1997),
para comparagao com sequéncias similares depositadas
no banco de dados do GenBank, do National Center for
Biotechnology Information, sob os numeros de acesso
KF738115 a KF738129.

Resultados e Discussao

A avaliacdo da FBN em vida livre evidenciou
que nenhuma das 26 estirpes formou pelicula
sobre a superficie do meio LO. A estirpe BR 54017
(A. doebereinerae) formou pelicula até o sétimo dia
apds a inoculagdo no meio LO com lactato de sédio,
indicando condi¢des adequadas para fixagdo de N,
nesse meio.
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Nos testes de solubilizagdo de fosfatos inorganicos,
observou-se que: 18 estirpes (69%) foram capazes
de solubilizar P-Ca in vitro; nenhuma das estirpes
foi capaz de solubilizar P-Fe, apesar de todas terem
crescido em meio GELP; nenhuma estirpe solubilizou
P-Al; e duas estirpes (UFPI CB-6 e UFPI CB10-9)
cresceu no meio GES (Tabela 1).

A maioria das estirpes (94%) promoveu baixo indice
de solubiliza¢do final em meio NBRIP (Tabela 1).
A estirpe UFPI CB1-8 destacou-se das demais, pois foi
a Unica a apresentar média capacidade solubilizadora
de P-Ca, semelhantemente a estirpe controle positivo
(UFLA 03-09). Entre as estirpes que solubilizaram o
P-Ca, 61% iniciaram a solubilizacao até o terceiro dia

Tabela 1. Crescimento e solubilizagdio de CaHPO,,
Al(H,PO,); e FePO,.2H,0 por estirpes de bactérias isoladas
de amostras de solos sob cultivo de feijao-caupi, no sudoeste

piauiense.
Estirpe IS® do CaHPO, CS® IS do IS do
Inicial  Final Al(H,PO,); FePO,.2H,O

UFPI CB-5 1,17(3) 1,45 Baixa NC® CNS®
UFPI CB-6 1,26 3) 1,31 Baixa CNS CNS
UFPI CB1-3 CNS CNS - NC CNS
UFPI CB1-8 1,25(6) 2,02 Média NC CNS
UFPI CB2-9 CNS CNS - NC CNS
UFPI CB4-1 1,16 (9) 1,23 Baixa NC CNS
UFPI CB4-1A 1,24 (6) 1,54 Baixa NC CNS
UFPI CB7-1 1,32(6) 1,35 Baixa NC CNS
UFPI CB7-8 CNS CNS - NC CNS
UFPI CB8-1 1,24 (6) 1,25 Baixa NC CNS
UFPI CB8-4 1,18(3) 1,34 Baixa NC CNS
UFPI CB9-2 CNS CNS - NC CNS
UFPI CB9-6 1,26 (3) 1,56 Baixa NC CNS
UFPI CB10-1 1,14 (3) 1,44 Baixa NC CNS
UFPI CB10-2 1,11 (6) 121 Baixa NC CNS
UFPI CB10-6B CNS CNS - NC CNS
UFPI CB10-7 1,14(3) 1,35 Baixa NC CNS
UFPI CB10-9 1,49(3) 1,66 Baixa CNS CNS
UFPICB113-3B CNS CNS - NC CNS
UFPI CB11-4 1,20 (3) 1,42 Baixa NC CNS
UFPICBI11-6B 1,24 (3) 1,42 Baixa NC CNS
UFPICBI1-7B 1,22(3) 1,41 Baixa NC CNS
UFPICBI11-9A 1,25(3) 1,45 Baixa NC CNS
UFPI B3-9 CNS CNS - NC CNS
UFPI B4-9 CNS CNS - NC CNS
UFPI B5-1 1,40 (9) 1,48 Baixa NC CNS
UFLA 03-09© 2,00 (3) 2,23 Média NC CNS

WIS, indice de solubilizagdo = @ halo (mm) / @ coloénia (mm); Inicial, lei-
tura feita no dia inicial da solubilizagao; Final, leitura feita apds 15 dias de
incubagdo. @'CS, capacidade de solubilizagdo. ®NC, ndo cresceu. “CNS,
cresceu e ndo solubilizou. ©4cinetobacter sp., controle positivo de solubi-
lizagdo de CaHPO,.
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apos a inoculagio e, portanto, podem ser consideradas
precoces.

Uma parcela relevante da comunidade microbiana
do solo, inclusive bactérias e fungos, apresenta
capacidade de solubilizar fontes de fosforo de baixa
solubilidade (Souchie et al., 2005; Marra et al., 2012),
0 que acarreta aumento no fornecimento de fosforo
disponivel para absor¢do pelas plantas. No presente
trabalho, a capacidade solubilizadora de P-Ca das
estirpes avaliadas estd de acordo com os resultados
obtidos em outros estudos com bactérias de nodulos
de leguminosas, em que a maioria promoveu baixo
indice de solubiliza¢dao (Hara & Oliveira, 2005; Marra
et al., 2012). No entanto, Oliveira-Longatti et al.
(2013) relataram a ocorréncia de bactérias de nodulos
de leguminosas com alta capacidade para solubilizagido
de P-Ca, embora em menor propor¢do do que a das
bactérias com capacidade média e baixa.

Em relacdo ao P-Fe, os resultados obtidos no
presente trabalho corroboram os encontrados por
Marra et al. (2012) em meio GELP s6lido, mas diferem
dos encontrados em meio GELP liquido, o que indica
que a capacidade solubilizadora de P-Fe por bactérias
pode ser subestimada, a depender do estado fisico do
meio de cultura. Segundo Marra et al. (2012), o meio
liquido favorece maior difusdo dos acidos organicos,
0 que resulta em maior solubilizagdo. Porém, no
meio solido, pode ocorrer menor solubilizagdo sem
formacao do halo ao redor da colonia (Perez et al.,
2007), o que pode ter sido o caso, no presente trabalho,
para algumas bactérias.

Quanto ao P-Al, ha relatos na literatura da ocorréncia
de bactérias com capacidade para solubilizar esse tipo
de fosfato (Hara & Oliveira, 2005; Oliveira-Longatti
et al., 2013). Contudo, no presente trabalho, nenhuma
das estirpes avaliadas foi capaz de solubilizar o P-Al.

Em relagdo a capacidade de sintese de AIA pelas
bactérias, houve intera¢do significativa entre as
estirpes ¢ os meios de cultivo (79 e DYGS), sem ¢
com triptofano (Tabela 2). Sem triptofano, 20 estirpes
(77%) e o controle positivo (BR 11001T) apresentaram
habilidade para sintetizar o AIA quando inoculados
no meio DYGS. No meio 79 sem triptofano,
apenas quatro estirpes (UFPI CB1-3, UFPI CB9-2,
UFPI B3-9 ¢ UFPI B4-9) e a BR 110017 apresentaram
essa capacidade, mas produziram quantidades
significativamente inferiores do que as obtidas no meio
DYGS. Com a adigdo de triptofano, no meio 79, todas

1279

as estirpes foram capazes de sintetizar o AIA, e 21
estirpes (80%) o sintetizaram no meio DYGS.

No meio 79 com triptofano, todas as estirpes
sintetizaram maiores quantidades de AIA do que as
obtidas nesse meio sem triptofano (Tabela 2), o que
corrobora outros estudos (Anjum et al., 2011; Patil
et al., 2011). A maior sintese de AIA com adicao de
triptofano pode estar relacionada ao fato de esse
aminoacido ser um dos precursores mais conhecidos
para as vias de biossintese de AIA em bactérias, apesar
da existéncia de outras vias, cujo precursor ainda é
desconhecido (Spaepen et al., 2007).

Entretanto, no meio DYGS, houve pouco efeito
da adicdo de triptofano na sintese de AIA pela
maioria das estirpes avaliadas (Tabela 2). Além disso,

Tabela 2. Produgdo de acido-3-indolacético por estirpes de
bactérias isoladas de amostras de solos sob cultivo de feijao-
caupi, no sudoeste piauiense, ¢ cultivadas em meios 79 e
DYGS sem e com adigéo de triptofano™.

Estirpes Sem triptofano (ug mL"')  Com triptofano (ug mL™")

Meio 79 Meio DYGS  Meio 79  Meio DYGS
UFPI CB-5 0,00cB 2,44fA 1,90mA 1,96gA
UFPI CB-6 0,00cB 3,59dA 18,06eA 0,541B
UFPI CB1-3 0,27¢B 2,82eA 0,68nB 3,73¢A
UFPI CB1-8 0,00cB 5,80cA 2,231B 9,49bA
UFPI CB2-9 0,00cB 12,70aA 0,140B 8,70cA
UFPI CB4-1 0,00cB 0,631A 27,03dA 1,73hB
UFPI CB4-1A 0,00cB 2,33fA 1,82mA 1,35iB
UFPI CB7-1 0,00cB 2,80eA 2,60jB 3,87eA
UFPI CB7-8 0,00cA 0,00mA 47,68aA 2,16gB
UFPI CB8-1 0,00cB 2,09gA 3,31iA 0,281B
UFPI CB8-4 0,00cB 1,59iA 3,70iA 0,271B
UFPI CB9-2 0,41bB 1,73hA 28,64cA 0,98jB
UFPI CB9-6 0,00cB 1,78hA 6,95gA 0,89jB
UFPI CB10-1 0,00cA 0,00mA 3,59iA 0,00mB
UFPI CB10-2 0,00cB 1,451A 2,191A 0,501B
UFPI CB10-6B  0,00cA 0,00mA 4,86hA 0,00mB
UFPI CB10-7 0,00cB 1,49iA 3,88iA 0,00mB
UFPI CB10-9 0,00cB 2,31fA 35,00bA 2,94fB
UFPICBI113-3B  0,00cA 0,00mA 0,210B 1,65hA
UFPICB11-4 0,00cA 0,00mA 3,551A 0,07mB
UFPI CB11-6B 0,00cA 0,00mA 3,39iA 2,12¢gB
UFPI CB11-7B 0,00cB 1,18A 0,160A 0,301A
UFPI CB11-9A 0,00cB 1,05jA 2,76jB 4,19dA
UFPI B3-9 0,60bB 1,351A 3,751A 3,22¢B
UFPI B4-9 0,47bB 0,821A 10,21fA 0,00mB
UFPI B5-1 0,00cB 1,15jA 0,060A 0,00mA
BR 11001 0,86aB 6,14bA 5,06hB 14,24aA
CV (%) 9,09 3,0

(Médias seguidas de letras iguais, mintsculas nas colunas e maiusculas
nas linhas, nao diferem pelo teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade.
@Azospirillum brasilense, controle positivo.
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17 estirpes sintetizaram quantidades de AIA, no meio
DYGS com triptofano, significativamente inferiores
as obtidas no meio 79 com triptofano. Com esses
resultados evidenciou-se que, além da concentragdo
de triptofano, as composicdes dos meios de cultivos
utilizados interferem na capacidade de sintese de
AIA pelas bactérias avaliadas. De acordo com Patil
et al. (2011), varios fatores, como concentra¢do de
triptofano, pH e fontes de nutrientes, podem interferir
tanto na capacidade de sintese, como na quantidade
de AIA produzido em meio de cultura. Assim, ¢
importante a utilizacdo de meios de cultura com
diferentes composi¢des para se obter informagdes
mais concretas sobre a capacidade de sintese do AIA,

que poderdo estimular (Pedrinho et al., 2010), inibir
(Sarwar & Kremer, 1995) ou ndo exercer nenhum
efeito (Li et al., 2008) sobre o crescimento vegetal, a
depender das concentragdes sintetizadas. Porém, ndo
existe uma faixa de concentracdo benéfica ou toxica
comum a todas as espécies vegetais. No presente
trabalho, as concentra¢des de AIA sintetizadas foram
bastante varidveis entre as estirpes avaliadas, o que
pode beneficiar culturas com diferentes exigéncias.
No experimento conduzido em vasos Leonard,
houve efeito significativo dos tratamentos em todas
as variaveis avaliadas (Tabela 3). Ndo se constatou
ocorréncia de nodulacdo no controle com baixa
concentracdo de N mineral, o que indica que ndo

Tabela 3. Numero de noédulos (NN), massa de matéria seca dos nodulos (MSN) da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR) e total
(MST), actimulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA) e eficiéncia em relagdo ao controle nitrogenado (EFCN) obtidos em
plantas de feijdo-caupi, em vasos de Leonard, com inoculagao de estirpes isoladas de solos do sudoeste piauiense!".

Tratamentos NN MSN MSPA MSR MST ANPA EFCN
(mg por planta) (%)
UFPI CB-5 Oc Oe 160h 150h 310i 2f 6i
UFPI CB-6 Oc Oe 157h 202¢g 359i 2f 61
UFPI CB1-8 Oc Oe 235g 243f 478h 3f %h
UFPI CB2-9 Oc 0Oe 163h 195g 358i 2f 6i
UFPI CB4-1 Oc 0Oe 245g 211g 456h 4f %h
UFPI CB4-1A Oc Oe 224¢ 228f 452h Sf 8h
UFPI CB7-1 Oc Oe 245g 221f 466h 4f %h
UFPI CB7-8 Oc Oe 134h 125h 259i 3f 5j
UFPI CB8-1 Oc Oe 237g 240f 477h 3f %h
UFPI CB8-4 Oc Oe 153h 150h 303i 3f 61
UFPI CB9-6 Oc Oe 228¢g 272e 500h 3f 8h
UFPI CB10-1 Oc Oe 160h 157h 317i 2f 6i
UFPI CB10-2 Oc Oe 132h 121h 253i 3f 5j
UFPI CB10-6B Oc Oe 200g 268e 468h 4f 7h
UFPI CB10-7 Oc Oe 165h 200g 3651 4f 6i
UFPI CB10-9 Oc Oe 116h 120h 236i 3f 4
UFPI CB11-3B Oc Oe 210g 281e 491h 6f 8h
UFPI CB11-4 Oc Oe 226¢g 222f 448h 6f 8h
UFPI CB11-6B Oc Oe 216g 201g 417h 3f 8h
UFPI CB11-7B Oc Oe 262g 251f 513h 4f 10h
UFPI CB11-9A Oc Oe 151h 170g 321i 3f 61
UFPI CB9-2 114b 26d 219¢g 201g 420h 7f 8h
UFPI CB1-3 156a 238a 941d 530d 1.471e 37d 36d
UFPI B5-1 130b 180b 585f 302e 887g 26¢ 22f
UFPI B4-9 137b 90c 748e 291e 1.039f 33d 28e
UFPIB3-9 Oc Oe 328g 303e 631h of 12g
BR 3267 171a 258a 1.263c 632c 1.895¢ S4c 48c
UFLA 03-84 118b 146b 1.167¢ 520d 1.687d 38d 44c
INPA 03-11B 193a 180b 1.841b 744b 2.585b 76b 70b
Alta concentragdo de N Oc Oc 2.660a 1.601a 4.261a 105a 100a
Baixa concentragdo de N Oc Oe 123h 130h 2531 2f 5j
CV (%) 35,16 1,41 13,20 11,65 11,33 19,43 5,19

(DM¢édias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem pelo teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade.
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houve contaminacdo no experimento. Entre as
26 estirpes avaliadas, somente quatro nodularam o
feijdo-caupi (UFPI CB1-3, UFPI CB9-2, UFPI B5-1
e UFPI B4-9). A estirpe UFPI CBI1-3 promoveu
nimero de nodulos semelhante aos obtidos com as
estirpes inoculantes INPA 03-11B ¢ BR 3267, mas
significativamente superior aos das demais estirpes.
As estirpes UFPI CB9-2, UFPI B5-1 ¢ UFPI B4-9
proporcionaram numero de nodulos semelhantes aos
da estirpe inoculante UFLA 03-84.

Quanto a massa de matéria seca de nodulos,
as maiores producdes foram obtidas com uso
das estirpes UFPI CB1-3 e BR 3267, as quais
diferiram significativamente das demais (Tabela 3).
A estirpe UFPI B5-1 agrupou-se com UFLA 03-84
e INPA 03-11B, e promoveu produgdo de massa
de matéria seca de nddulos superior ao das estirpes
UFPI CB9-2 ¢ UFPI B4-9.

Em relagdo a produgdo de massa de matéria seca
da parte aérea, da raiz e total e ao acimulo de N na
parte aérea, nenhuma estirpe, inclusive as inoculantes
do feijao-caupi, foi semelhante ou superior ao controle
com alta concentracdo de N mineral (Tabela 3).
A INPA 03-11B destacou-se das outras estirpes
inoculantes e das demais avaliadas. As estirpes
UFLA 03-84 ¢ BR 3267 promoveram massa de matéria
seca da parte aérea semelhantes entre si e superiores
as das outras estirpes avaliadas; entretanto, quanto a
massa de matéria seca da raiz e total e ao acumulo de
N na parte aérea, a BR 3267 destacou-se em relacao
a UFLA 03-84. Entre as quatro estirpes noduliferas,
a UFPI CBI1-3 promoveu maiores producdes de
massa de matéria seca da parte aérea, da raiz e total,
e o seu comportamento foi semelhante ao da estirpe
UFLA 03-84 para massa de matéria seca da raiz.

Quanto ao acimulo de N na parte aérea, a estirpe
UFPI CBI1-3 foi semelhante as estirpes UFPI B4-9
e UFLA 03-84 (Tabela 3). A estirpe UFPI CB9-2
proporcionou acumulo de N na parte aérea semelhante
ao das estirpes que niao nodularam e ao controle
com baixa concentragdo de N, o que indica simbiose
ineficiente dessa estirpe com feijao-caupi.

Anodulagao, a producao de massa de matéria seca da
parte aérea ¢ o acumulo de N na parte aérea constituem
importantes pardmetros no processo de selecdo de
estirpes e na recomendac¢ao de inoculantes. No presente
trabalho, verificou-se que, entre as estirpes avaliadas, a
UFPI CB1-3 foi a que apresentou melhor desempenho,
com nodulacdo semelhante a das estirpes BR 3267

e INPA 03-11B, e com acumulo de N na parte aérea
semelhante ao da estirpe UFLA 03-84. No entanto,
em relagdo a producdo de massa da matéria seca da
parte aérea, a estirpe UFPI CB1-3 apresentou menor
desempenho do que as estirpes inoculantes (Tabela 3).

Entre as estirpes nao noduliferas, 12 se destacaram
na producdo de massa de matéria seca da parte aérea
e total, e 16 promoveram massa de matéria seca da
raiz superior ao controle com baixa concentracio de
N (Tabela 3). Porém, quanto ao acimulo de N na parte
aérea, todas as estirpes nao noduliferas apresentaram
comportamentos semelhantes ao controle com baixa
concentracao de N.

Emrelagdoaeficiéncia, todas as estirpes apresentaram-
se inferiores ao controle com alta concentracdo de N
(Tabela 3). A estirpe INPA 03-11B apresentou eficiéncia
superior a dos tratamentos com inoculacao, e as estirpes
BR 3267 e UFLA 03-84 apresentaram eficiéncia
semelhante entre si e superior a das 26 estirpes avaliadas.
Contudo, a maioria das estirpes (88%), tanto simbidticas
quanto ndo simbidticas, apresentou eficiéncia superior
ao controle com baixa concentragdo de N, mas com
desempenhos variaveis.

As estirpes ndo noduliferas, assim como a estirpe
nodulifera UFPI CB9-2, que promoveram o crescimento
do feijdo-caupi, possivelmente atuaram em outros
processos bioldgicos diferentes da FBN, uma vez
que o acimulo de N na parte aérea, nos tratamentos
de inoculagdo com essas estirpes, foi semelhante ao
controle sem inoculagdo e com baixa concentragdo de N.
Portanto, se ndo houvesse limitagao de N, o efeito dessas
estirpes no crescimento vegetal poderia ter sido maior.
Todas essas estirpes mostraram-se positivas quanto a
capacidade de sintese de AIA (Tabela 2), o que pode ter
contribuido para a promogao do crescimento das plantas,
conforme observado por outros autores (Anjum et al.,
2011; Patil et al., 2011). Entretanto, as concentragdes de
AIA sintetizadas pelas estirpes foram bastante variaveis,
de 0,30 (UFPI CB11-7B) a 27,03 pg mL"! (UFPI B4-1),
o que ¢ indicagdo de que algumas estirpes também
podem ter atuado em outros processos, oS quais nao
foram avaliados no presente trabalho.

Entre as 15 estirpes selecionadas para o
sequenciamento do gene 16S rRNA estdo as quatro que
nodularam o feijdo-caupi. Estas foram identificadas,
com 99% de similaridade, como pertencentes aos
géneros Bradyrhizobium (UFPl BS5-1), Rhizobium
(UFPI CB9-2), Paenibacillus (UFPI B4-9) e Bacillus
(UFPICBI1-3) (Tabela 4). Varios trabalhos tém relatado
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Tabela 4. Identificacdo das estirpes, simbioticas e ndo simbidticas, isoladas de nddulos de feijdo-caupi, em solos do sudoeste
piauiense, com base nas sequéncias mais similares encontradas no GenBank.

Estirpe Caracteristicas culturais em meio 79 NPB Sequéncia mais similar encontrada no GenBank
TC pH Cor da colonia O (mm) Espécie SI (%) Numero de acesso

UFPI CB1-8 IT neutro creme 1 764 Bacillus sp. 99 1X094297.1
UFPI CB2-9 RP neutro creme <l 963 Brevibacillus sp. 99 HQ143578.1
UFPI CB4-1 RP neutro creme <1 938 Paenibacillus sp. 98 EU939688.1
UFPI CB4-1A RP acido creme 1 796 Bacillus sp. 99 JQ7266251
UFPI CB7-1 RP alcalino creme <1 901 Bacillus sp. 99 JX094297.1
UFPI CB7-8 RP neutro creme <l 880 Paenibacillus sp. 98 EU939688.1
UFPI CB10-9 RP acido amarela <1 947 Enterobacter sp. 100 HQ122932.1
UFPI CB11-4 RP acido amarela 1 648 Paenibacillus sp. 99 GU328695.1
UFPI CB11-6B RP acido amarela 1 866 Paenibacillus sp. 99 GU328695.1
UFPI CB11-7B RP acido amarela 2 745 Paenibacillus sp. 87 GU328690.1
UFPI B3-9 RP acido amarela 1 287 Paenibacillus sp. 99 HES577054.1
UFPI CB1-3 RP neutro creme <1 641 Bacillus sp. 99 JQ3085801
UFPI CB9-2 1T neutro creme <1 1.180 Rhizobium sp. 99 AF510383.1
UFPI B4-9 RP alcalino amarela 4 969 Paenibacillus sp. 99 GU328690.1
UFPI B5-1 LT alcalino creme 4 939 Bradyrhizobium sp. 99 AB220164.1

(WCaracterizag@o cultural de acordo com Martins (2011). TC, tempo de crescimento; RP, rapido; IT, intermediario; LT, lento. ®Diametro da colonia (mm).
NPB, ntimero de pares de bases; SI (%), percentagem de similaridade no GeneBank.

a identificacdo de estirpes pertencentes aos géneros
Bradyrhizobium e Rhizobium, provenientes de nédulos
de feijao-caupi (Guimaraes et al., 2012; Jaramillo
et al., 2013). Contudo, os géneros Paenibacillus e
Bacillus geralmente sdo endofiticos de nodulos, mas
nao noduliferos, embora haja relatos da nodulagao
em feijao-caupi por esses dois géneros (Marra et al.,
2012; Jaramillo et al., 2013). Alguns autores tém
sugerido que algumas bactérias endofiticas de nodulos
poderao evoluir para bactérias simbidticas por meio da
transferéncia horizontal de genes simbioticos (Li et al.,
2008; Shiraishi et al., 2010). Shiraishi et al. (2010)
detectaram a ocorréncia de nodulacdo em Robinia
pseudoacacia por Pseudomonas sp. € a presenca de
genes simbioticos (NodA, nifH e nifHD) nesse género.
Esses autores constataram, ainda, que o gene NodA
apresentava alta relacdo genética entre estirpes de
Pseudomonas sp., Agrobacterium sp., Burkholderia sp.
e Mesorhizobium loti isoladas do mesmo solo, o que
indica uma possivel ocorréncia de transferéncia lateral
de genes.

Entre as estirpes ndo noduliferas, UFPI CBI1-8,
UFPI CB4-1A e¢ UFPI CB7-1, identificadas como
pertencentes ao género Bacillus, ¢ UFPI CB4-1,
UFPI CBI11-4, UFPI CBI11-6B, UFPI CBI11-7B e
UFPI B3-9, pertencentes ao género Paenibacillus
(Tabela 4), apresentaram maior destaque na promogao
do crescimento de feijao-caupi. Esses dois géneros ja
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foram descritos como promotores do crescimento de
plantas (Pedrinho et al., 2010; Rodrigues et al., 2012).
As estirpes ndo noduliferas UFPI CB7-8
(Paenibacillus sp.), UFPI CB10-9 (Enterobacter sp.)
e UFPI CB2-9 (Brevibacillus sp.) (Tabela 4), apesar
de ndo terem exercido nenhum efeito na producdo de
massa de matéria seca da parte aérea do feijao-caupi, se
destacaram na sintese de AIA e podem ser avaliadas em
outras culturas que requeiram maiores concentragdes
de AIA para estimulagdo do seu crescimento, conforme
verificado por Pedrinho et al. (2010) na cultura do milho.
De maneira geral, observou-se que, nos solos
sob cultivo de feijao-caupi, no Cerrado do sudoeste
piauiense, hd ocorréncia de bactérias capazes de realizar
um ou mais processos promotores do crescimento
vegetal e que apresentam potencial para serem
utilizadas como inoculantes em cultivos agricolas.

Conclusoes

1. A maioria das estirpes avaliadas solubiliza fosfato
de calcio, e, na presenga de triptofano, todas sintetizam
0 acido-3-indolacético em meio 79.

2. As estirpes UFPI B5-1 (Bradyrhizobium sp.),
UFPI CB9-2  (Rhizobium sp.), UFPI B4-9
(Paenibacillus sp.) e UFPI CB1-3 (Bacillus sp.) fixam
nitrogénio simbioticamente e formam noddulos em
feijao-caupi.
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3. Doze estirpes nao noduliferas proporcionam
aumento da produg¢do de massa de matéria seca da
parte aérea do feijao-caupi, e destas, trés pertencem ao
género Bacillus e cinco ao género Paenibacillus.
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