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Bactérias Promotoras de
Crescimento do Feijoeiro

(Phaseolus vulgaris L.)

Rosana Faria Vieira '", Adriana Parada Dias da
Silveira ?, Vera Lucia Ferracini ¥ e Ricardo
Anténio Almeida Pazianotto ¥

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inoculacao do feijoeiro
com bactérias promotoras de crescimento de plantas. Os microrganismos
foram isolados de solo préximo as raizes de feijao, em quatro tipos de
solo. Um total d® 360 bactérias foi selecionado quanto a capacidade para
produzir fitohormonios e de solubilizar fosfato. As bactérias selecionadas
foram testadas no feijoeiro em casa de vegetacdao. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2 x 8),
com trés repeticoes e os tratamentos: feijao nao inoculado e inoculado
com as bactérias K24, K36, K71, T30, T79, A24 e T22, isoladamente.
Em todos os tratamentos o feijoeiro foi cultivado na presenca e auséncia
de fertilizacdo fosfatada. As bactérias K36 e T79 aumentaram o peso
da parte aérea do feijoeiro e seu conteddo em nitrogénio e fésforo (P),
em solo com baixo teor de P disponivel. Estes resultados foram obtidos
mesmo com o isolado T79 apresentando baixa capacidade de produzir
acido indolacético (AlA) e nao sendo a bactéria que mais solubilizou

"Engenheira Agronoma, Doutora em Solos e Nutricao de Plantas, Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69, CEP.13820-000,
Jaguariuna, SP. rosana.vieira@embrapa.br

2Engenheira Agronoma, Doutora em Solos e Nutricdo de Plantas, Instituto Agronémico de Campinas, Av. Barédo de ltapura,
1481, CEP. 13020-902, Campinas, SP. apdsilveira@gmail.com

2Quimica, Doutora em Ciéncias, Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69, CEP.13820-000, Jaguaritina, SP. vera.ferracini@
embrapa.br

4 Matematico, Mestre em Biofisica Molecular, Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69, CEP.13820-000, Jaguariuna, SP.
ricardo.pazianotto@embrapa.br



8

Bactérias Promotoras de Crescimento do Feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)

fosfato. O K36, por outro lado, foi o que mais produziu AlA, além de
ter sido um dos que mais solubilizaram fosfato. Os resultados foram
também discutidos quanto a adequabilidade das técnicas utilizadas na
selecao dos isolados.

Palavras-chave: cultura do feijao, acido indolacético, giberelina, zeatina,
bactérias solubilizadoras de fosfato.
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Bean (Phaseolus vulgaris L.)
Growth Promoting Bacteria

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effects of bean plants
inoculation with bacterial isolates presenting plant growth promoting
characteristics. These bacteria were isolated from the soil near the bean
roots grown in different types of soil. The parameters used to select
these microorganisms were: ability to solubilize phosphate and the
ability to produce phytohormones. The selected bacteria were tested
in greenhouse. The experimental design was completely randomized,
in factorial scheme (2 x 8), with three replications and the following
treatments: bean not inoculated and bean inoculated with K24, K36,
K71, T30, T79, A24 and T22 isolates, separately. In all the above
treatments beans were grown in the presence or absence of phosphate
fertilization. The bacterial isolates K36 and T79 increased the shoot dry
weights of bean plants and its phosphorus and nitrogen content in soils
with low available P and were considered potential candidates for use
as bio-fertilizers. These results were obtained even with the T79 isolate
having low capacity to produce indolacetic acid (AIA) and not being the
bacteria with largest phosphate solubilizing capacity. The K36 isolate,
on the other hand, was the largest AIA producer, in addition to being one
of the largest phosphate solubilizing. The results obtained in this work
were also discussed regarding the suitability of the techniques used in
the selection of PGPB.

Keywords: bean plant, indolacetic acid, gibberellin, zeatin, solubilizing

phosphate bacteria.
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1. Introducao

O feijoeiro tem especial importancia para a agricultura brasileira por
sua relevancia na dieta da populacao e por ser o Brasil um dos maiores
produtores e consumidores do mundo. A producao desta leguminosa
atinge, aproximadamente, trés milhées de toneladas por ano, com
consumo médio na ordem de 17,5 kg por habitante por ano (WANDER,
2007). Com maior ou menor expressdo e com 0s mais variados sistemas
de producéo, o feijoeiro é cultivado em praticamente todos os estados
brasileiros (BOREM: CARNEIRO, 20086).

A evolugcdo das praticas culturais permitiu ganho expressivo na
produtividade do feijoeiro, passando de cerca de 500 kg ha' no final
da década de 1970, para 1.000 kg h' na safra 2009/2010. Em
estados onde médios e grandes agricultores utilizam tecnologias mais
avancadas, a produtividade pode superar os 2.000 kg ha' (CONAB,
2012). Entretanto, ainda existe um grande contingente de agricultores
de subsisténcia, caracterizado pelo baixo uso de recursos tecnoldgicos,
como, por exemplo, a aplicacao de fertilizantes (ZUCARELI et al., 2011).
Estes agricultores tém como principal objetivo a producao de alimentos

para consumo préprio.

O feijoeiro é uma cultura exigente do ponto de vista nutricional, em
decorréncia, principalmente, do seu sistema radicular reduzido, além
de apresentar um ciclo curto, que varia de 90 a 100 dias. Muitos
trabalhos de pesquisa sobre adubacao do feijoeiro comum demonstram
que a resposta dessa cultura a aplicacao de fertilizantes nitrogenados e
fosfatados é alta, comparados a outros nutrientes (CALVACHE et al.,
1997; PASTORINI et al., 2000).

O fésforo (P) é um elemento essencial no metabolismo das plantas e sua
aplicacao contribui de forma significativa para o aumento da produtividade
e do desenvolvimento radicular do feijoeiro, além de favorecer o aumento
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do nuimero de vagens e da massa de grdos (PELA et al., 2009; ARF et
al., 2011). As quantidades de P utilizadas na fertilizacdo do feijoeiro
variam de 60 kg a 120 kg de P,O, ha', dependendo, evidentemente, do
teor disponivel deste elemento revelado pela andlise quimica do solo e da
nao limitacdo de dgua para a cultura. As plantas absorvem P da solugao
do solo como anions ortofosfatos, predominantemente, nas formas de
HPO,? e H,PO,"'. Embora exista uma substancial reserva de P no solo,
grande proporcdo esté indisponivel para as plantas e consideravel parte
do fertilizante fosfatado, que é aplicado ao solo, torna-se imobilizado
apds a aplicacdo. Isto ocorre em virtude da fixacao e precipitacao daquele
elemento, em funcdo da grande reatividade dos ions fosfatos com os
constituintes do solo (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). Em decorréncia
disto, apenas uma pequena proporcdao do P é disponibilizado de forma
imediata para absorcao pelas plantas.

Segundo alguns autores a maior produtividade do feijoeiro pode também
ser obtida pela aplicacdo de reguladores de crescimento vegetal, que sao
os fitohormonios. Estas substancias podem ser classificadas como auxinas
(acido indolacético), citocininas (zeatina), giberelinas (acido giberélico),
acido abscisico e etileno. Ruano et al. (1977) obtiveram incrementos
na produtividade do feijoeiro por meio da aplicacao do acido giberélico,
que atua no crescimento e desenvolvimento de plantas promovendo a
germinacao das sementes, influenciando na iniciacao floral e também
na frutificacdo (KHALID et al., 2004). Do mesmo modo Alleoni et al.
(2000) verificaram que a aplicacao via foliar de fitohorménios, entre eles
o acido giberélico, aumentou o peso de 1000 graos e a produtividade
da cultura de feijdo. Este composto também promove aumentos no peso
e numero médio de vagens por planta (BARROS; RODRIGUES, 1995).
Segundo Harb (1992) a aplicacdo de acido giberélico nas sementes
do feijoeiro afetou positivamente diferentes caracteristicas da planta
necessdrias a obtencdo de altas produtividades. Este autor também
verificou aumento na produtividade daquela leguminosa com a aplicacao
do 4acido indolacético (AlA). Este fitohormdnio estd associado a uma
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série de processos fisioldgicos, incluindo a dominancia apical, tropismos,
alongamento celular, inducao da divisdo celular do cadmbio e inducéao de
formacéao de raiz (CROZIER et al., 2000). Outro hormoénio regulador de
crescimento, a zeatina, é rapidamente metabolizada em sementes de
Phaseolus vulgaris e tem os seus efeitos na planta associados a diversos
processos como divisao celular, expansao e retardo da senescéncia de
folhas (TAIZ; ZEIGER, 2009).

O solo préximo as raizes das plantas é rico em microrganismos com
suas composicoes diferindo do resto do solo, em consequéncia da
maior quantidade de exsudatos oriundos das plantas. Dentre estes
microrganismos destacam-se as bactérias promotoras de crescimento de
plantas (plant growth-promoting bacteria, PGPB), que o fazem por uma
série de mecanismos, dentre os quais podemos destacar: fixacao de NZ,
aumento na absorcdo de dgua e de nutrientes, controle de fitopatégenos,
(FIGUEIREDO et al., 2008), entre outros. As PGPB sao também capazes
de produzir fitohormoénios que podem proteger as plantas de diferentes
tipos de estresses, aumentando a produtividade das culturas. Entre
estas substancias podem ser citados o acido indolacético, a zeatina e o
acido giberélico, que sao eficazes em pequenas concentracées (OKON;
VANDERLEYDEN,1997; EL-KHAWAS; ADACHI, 1999). Membros
dos géneros Azospirillum, Acetobacter e Bacillus produzem AIA e sao
efetivamente usados para aumentar o crescimento e produtividade de
diferentes culturas (IDRIS et al., 2007). A producéao de acido giberélico
por PGPB foi detectada em algumas espécies de bactérias, por
exemplo, Klebsiella pneumoniae, Bacillus megaterium e Bacillus cereus
(KARADENIZ et al., 2006; TSAVKELOVA et al, 2007).

Algumas PGPB sdo também capazes de solubilizar fosfato (BSF)
(HAMEEDA et al., 2008; HAMDALI et al., 2008), liberando P para
as plantas (MARRA et al., 2011). Esta caracteristica promotora de
crescimento ja foi detectada em bactérias como Enterobacter sp.,
Pseudomonas sp., Pseudomonas fluorescens (PARK et al., 2009),
Burkholderia cepacia SAOCV2 (PEIX et al., 2001) e na Enterobacter
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radicincitans DSM 16656 (RICHARDSON; SIMPSON, 2011). Efeitos
de BSF em promover o crescimento de Phaseolus vulgaris tém sido
mostrados em varios trabalhos, muitos deles com respostas de um
aumento na fotossintese e conteddos de P e N nas folhas (COLLAVINO
et al., 2010). Estes autores também observaram maiores contelidos de
Mg, K e Ca na planta, além de maior peso da matéria seca da parte aérea.
Verificou-se ainda, que embora o feijoeiro ndo tenha sido inoculado com
rizébio, o nimero de nédulos por planta foi maior. Guinazu et al. (2010)
relataram que um dos fatores que levam as BSF a aumentar a nutricdo
de P nas plantas é o maior nimero destas bactérias na rizosfera, apds a
inoculacao.

2. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inoculacao do feijoeiro
com bactérias promotoras de crescimento de plantas, em solo com baixa
disponibilidade de fésforo.

3. Materiais e Métodos

3.1. Isolamento das bactérias

As plantas de feijao foram coletadas de quatro tipos de solo (Tabela1).
Em cada local foram retiradas quatro plantas de forma aleatéria. Ainda
no campo as partes aéreas foram cortadas e as raizes foram colocadas
em isopor com gelo e enviadas ao laboratério, onde permaneceram
armazenadas (5°C), por um periodo de 24 h, antes de serem processadas.
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Tabela 1. Andlises quimicas dos solos utilizados nas coletas dos feijoeiros(”.

Solo| MO | pH | P K G Mg H+Al SB C1C | V B G F Mn In

19159 11917329 | 15 |47 |55|74]013]05|21|568 | 12
26 | 50 | 42 120,26 |7 | 31 |343 651 |53 /0201049 479 | 27
36|55 |51 /53,4916, 38 | 70,7 /1087 65 /025|759 (478 | 17
4 118152 281312 4] 22 168|393 |43 ]0,16/08 |17 |400 | 38

WAs andlises foram realizadas segundo Camargo et al. (2009). MO (matéria orgénica) g dm; pH,
CaCl,; P, mg dm*; K, Ca, Mg, H+Al, SB (soma de bases), CTC (capacidade de troca de cations),
mmol dm=; V (percentagem por saturacdo de bases), %; B, Cu, Fe, Mn, Zn, mg dm™

w N |—

As raizes foram, inicialmente, lavadas levemente com &gua para
retirada do excesso de solo. Posteriormente, elas foram colocadas,
individualmente, em Bequers de 1 L contendo 500 mL de solugcao de
MgSO, 10 mM estéril e agitadas por cerca de 60 minutos. Apds este
periodo 10 mL de cada solucao foram retirados e adicionados a 90 mL
de agua estéril. As suspensodes foram diluidas de forma seriada até 108
e 100 uL de cada diluicao foram distribuidos superficialmente em placas
contendo trés tipos de meio de cultura: agar triptona de soja (TSA), agar
nutriente (AN) e o meio de King (MK). Para cada diluicao e para cada tipo
de solo foram feitas trés placas, que foram incubadas a temperatura de
28°C. O crescimento dos microrganismos foi acompanhado diariamente,
por cerca de 20 dias. Culturas isoladas foram purificadas pelo método
de estrias e mantidas em frascos de penicilina com 6leo mineral, a 5°C.
Cerca de 50, 105, 85 e 120 isolados foram obtidos dos solos 1, 2, 3 e
4, respectivamente, dando um total de 360 bactérias.

3.2. Selecao de bactérias solubilizadoras de fosfato

A quantificacdao da capacidade das bactérias em solubilizar fosfato
(CSF) foi realizada pelo método padrdo, utilizando o meio liquido Nibrip
(NAUTIYAL, 1999). Frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL
daquele meio e uma fonte insoldvel de P [Ca(PO,),] foram inoculados
com 0,5 mL de suspensdo bacteriana ajustada a 108 células mL", por
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espectrofotometria, sendo a leitura realizada em comprimento de onda
de 550 nm. Os frascos, em trés repeticdes, foram incubados com cada
isolado, sob agitacao (160 rpm), durante 15 dias, a 28°C. No final deste
periodo, a suspensao de células foi centrifugada a 10000 rpm, por 10
minutos e a concentracao de P solldvel no extrato foi determinada pelo
método colorimétrico descrito por Murphy e Riley (1962). A capacidade
das bactérias para solubilizar fosfato foi também avaliada em placas
de Petri, com meio de cultura sélido (TSA) (SYLVESTER-BRADLEY et
al., 1982). Estas placas, quatro por isolado, foram incubadas a 28°C,
por 10 dias. As bactérias que formaram halos transltcidos ao redor das
colénias foram consideradas positivas para aquela caracteristica.

3.3. Selecao de bactérias produtoras de acido
indolacético, acido giberélico e zeatina

Para a determinacdao da capacidade de producédo de fitohorménios os
isolados foram inicialmente crescidos por 24 h em Erlenmeyers de 125 mL,
contendo 25 mL do meio liquido triptona de soja. Apds este periodo 100
uL de solucdo contendo 108 células mL" (DO = 550) foram inoculadas em
100 mL do mesmo meio de cultura, contidos em Erlenmeyers de 250 mL.
Os frascos foram incubados a 26°C, por 10 dias, a 160 rpm. Decorrido
este periodo de crescimento os meios de cultura foram centrifugados e o
extrato foi guardado a 5°C, até andlise. As extracGes dos fitohorménios
foram realizadas com acetato de etila, seguidas por uma etapa de
particdo, promovida pela adicao de sais. Apds centrifugacao, 1 mL do
sobrenadante foi submetido a evaporacado até secura e o residuo foi
ressuspendido em fase mével (75% de acido férmico 0,1% e 25% de
metanol). A amostra foiinjetada em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
(CLAE) com coluna Waters (Acquity UPLC& BEH, C18; 17um; 2,1x 50
mm) acoplado a espectrometria de massas, com fonte de ionizagao por
eletronebulizacado e analisador tipo triplo quadrupolo (UPLC-ESI-MS/MS).
O tempo de corrida total foi de 3 minutos. Os parametros do instrumento
foram: capilar (kV) 3,00; cone (V) 25,00; extrator (V) 4,00; temperatura
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da fonte 120°C e temperatura de dessolvatacdo de 300°C. O modo
de varredura denominado “monitoramento de reacoes multiplas® (MRM)
foi selecionado com monitoramento de duas transicées por analito. Os
limites de deteccao (LD) do instrumento para zeatina e acido indolacético
foram de 0,01 yg ml' e para o acido giberélico foi de 0,025 ug ml'. Os
limites de quantificacdo (LQ) do instrumento obtidos para zeatina, acido
indolacético e acido giberélico foram de 0,05 yg mL™'. A curva analitica
foi utilizada na faixa de 0,05 — 1,00 yg mL'.Todas as andlises foram
realizadas em triplicata. Os resultados dos fitohorménios foram dados
por mL de meio de cultura (ASSALIM et al., 2011).

3.4. Selecao das bactérias para teste de promocéo de
crescimento do feijoeiro, em casa-de-vegetacao

As bactérias que apresentaram valores de solubilizacdo de fosfato
maiores de 100 yg mL' foram selecionadas para o experimento de
casa-de-vegetacdo. No caso destes isolados foram utilizados os que
apresentaram maiores producoes de AlA (K36, K71, T22 e A24). Foram
também selecionadas bactérias que, além de apresentarem valores de
solubilizacdo de fosfato maiores de 100 ug mL"', nao produziram AIA
(T79 e T30). O isolado K24 foi escolhido para comparacdo, uma vez que
apresentou baixa capacidade de solubilizar fosfato e baixa capacidade
de produzir AlA. Os isolados foram também escolhidos com base na
facilidade de crescimento em meio de cultura. As producdes dos outros
fitohormoénios nao foram consideradas uma vez que nao foram obtidos
isolados capazes de produzirem acido giberélico e zeatina. As bactérias
selecionadas foram isoladas nos seguintes solos: T30 e T79, solo 1; K36,
solo 2; K24, solo 3e T22, A24 e K71, solo 4. Os resultados de producéao
de AIA e da capacidade de solubilizar fosfato foram apresentados apenas
para estes isolados.
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3.5. Avaliacao de outras caracteristicas relativas
ao crescimento das bactérias selecionadas para o
experimento de casa-de-vegetacao

As bactérias K36, K71, T22, T79, T30, A24 e K24 foram submetidas a
testes de resisténcia a seca e da capacidade de crescimento em diferentes
temperaturas e condicdes acidas. Em todos os testes foi utilizado o meio
de cultura sélido triptona de soja. A selecao de bactérias resistentes a seca
foi conduzida em meio de cultura contendo concentracdes crescentes de
sorbitol, ou seja, 0, 284, 345, 402 e 460 g L', que foram designadas,
respectivamente NO, N1, N2, N3 e N4. Quanto maior a concentracao
de sorbitol menor a atividade da agua (a ) no meio de cultura e maior a
resisténcia da bactéria a seca. Os testes de crescimento em condicoes
acidas foram feitos nos seguintes pH: 4,0, 5,5 e 7,0. Este dltimo pH
foi considerado como testemunha. As capacidades de crescimento dos
microrganismos foram também testadas nas temperaturas de 8°C, 26°C
e 40°C. Em todos os testes, os meios de cultura foram inoculados com
100 uL de cada solucdo bacteriana (108 células mL', DO = 550 nm),
crescidas a 28°C, por 5 dias, a 160 rpom. As avaliacbes dos crescimentos
das bactérias foram realizadas visualmente por um periodo de 10 dias. Em
todos os testes, nas caracteristicas consideradas positivas, o crescimento
das bactérias ocorreu em praticamente toda a placa. Foram feitas quatro
repeticOes para cada pardmetro avaliado.

3.6. Experimento em casa-de-vegetacao

O solo utilizado no experimento de casa-de-vegetacéao foi coletado na area
experimental da Embrapa Meio Ambiente e apresentou as caracteristicas
quimicas descritas na Tabela 2. A andlise textural apresentou os
seguintes resultados: 41,14% de argila, 12,25% de silte, 30,26% de
areia grossa e 16,23% de areia fina.
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Tabela 2. Caracteristicas quimicas do solo utilizado no experimento de casa-de-
vegetacao'.

pH | MO | P | K | G | Mg | Al | SB |H+Al | CIC| V | S B| Cu| Fe|Mn|Zn

42128 | 21105 7 | 5 |12 125 80 |925| 14| 12 1023|1250 33|02

WAs andlises foram realizadas segundo Camargo et al. (2009). MO (matéria orgénica) g dm; pH,
CaCl,; P, S, mg dm?; K, Ca, Mg, H+Al, SB (soma de bases), CTC (capacidade de troca de cétions),
mmol dm=; V (percentagem por saturacéo de bases), %; B, Cu, Fe, Mn, Zn, mg dm?

O experimento foimontado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial (2 x 8), com trés repeticGes e 0s seguintes tratamentos:
feijdo nao inoculado (C) e feijao inoculado com as bactérias K24, K36,
K71, T30, T79, A24 e T22, isoladamente. Em todos os tratamentos
o feijdo foi cultivado em duas doses de P: a taxa recomendada (P1) e
auséncia de aplicacao deste elemento (PO). Os controles dos tratamentos
nao inoculados foram denominados CP, quando o feijoeiro foi adubado
com P e CO quando ndo receberam adubacdo com este elemento. A
calagem do solo foi realizada 25 dias antes do plantio do feijoeiro, com
a adicdo de 5,2 t de calcéario dolomitico ha'. No tratamento P1 foram
aplicados 30 kg de P,0, ha”, 50 kg de K,0 ha', 20 kg de S ha' e 3
kg de Zn ha', nas formas de superfosfato simples, cloreto de potassio,
sulfato de ferro e sulfato de zinco, respectivamente. Foram também
aplicados o equivalente a 70 kg N h”', sendo 10 kg de N ha' no plantio
e duas aplicacoes em cobertura de 30 kg de N ha', aos 15 e 30 dias
apos a emergéncia das plantas (DAE), na forma de uréia em solucao. No
tratamento PO foram realizadas as mesmas adubacdes, a excecao da
fosfatada. O experimento foi conduzido em vasos com capacidade para
2 kg de solo.

Quatro sementes de feijao var. IAC Alvorada foram semeadas por
vaso deixando-se apenas duas pléntulas apdés a emergéncia. No dia da
semeadura 1 mL de cada isolado, ressuspendidos em MgSO, 10 mM,
numa concentracdo de 108 células mL", (DO =550) foi aplicado sobre as
sementes na profundidade de cerca de 1 cm. As plantas foram colhidas
aos 48 DAE e levadas ao laboratério para determinacdo de pardmetros
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relativos ao crescimento do feijoeiro. Foram quantificados os pesos das
partes aéreas (PPAS) e das raizes secas (PRS) e as quantidades de N
(QNAP) e de P (QPAP) absorvidas pela parte aérea.

3.7. Analise estatistica

Os dados relativos as caracteristicas promotoras de crescimento das
bactérias foram avaliados como delineamento inteiramente casualizado.
A anadlise de variancia foi realizada determinando-se a probabilidade pelo
teste F. As médias dos resultados significativos foram submetidas ao
teste LSD, a 5% de probabilidade. No experimento de casa-de-vegetacéo
os dados foram submetidos a anélise de varidncia e ao desdobramento
da interacao entre os fatores, quando significativos. As médias foram
comparadas pelo teste LSD a 5% de probabilidade. Quando necessério,
foram realizadas transformacdes de varidveis para garantir os requisitos
de normalidade e homocedasticidade.

4. Resultados e Discussao

4.1. Bactérias com caracteristicas promotoras de
crescimento da planta

Os isolados T22 e T30 apresentaram os maiores graus de resisténcias
a seca, seguidos pelos isolados K24, K36 e A24, enquanto que os
isolados K71 e T79 nao foram capazes de crescer em meio de cultura
com sorbitol (Tabela 3). Segundo O’Callaghan et al. (2001), variacées
da umidade do solo sdo importantes no crescimento e sobrevivéncia
das PGPB, o que demonstra a necessidade de selecionar bactérias que
possam resistir em condicdes de seca. Arzanesh et al. (2011) relataram
que a inoculacdo da bactéria Azospirillum sp., capazes de crescer em
solo com baixa umidade, foi essencial para a promocdo de crescimento
do trigo.
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Todos os isolados cresceram em meio de cultura com pH variados e nas
temperaturas de 26°C e de 40°C. Somente o isolado K24 foi capaz
de crescer a 8°C (Tabela 3). A tolerdncia a temperaturas elevadas e
pH variados tém sido citados como importantes fatores, que afetam o
estabelecimento e a multiplicacdo de PGPB no solo (MUNDRA et al.,
2011). A importancia do pH sobre o crescimento da PGPB, Pseudomonas
sp., na rizosfera de plantas foi também observada por El-Tarabily et al.
(1996). Em regides tropicais as altas temperaturas e a acidez dos solos
sdo um dos maiores problemas associados as baixas produtividades
de vérias culturas e a colonizagcdo microbiana de suas raizes. Segundo
Sandhya et al. (2010) para que um microrganismo seja considerado
eficiente na promocéao de crescimento de plantas ele tem que responder
de forma positiva a diferentes condicdes estressantes do solo onde ele
for introduzido.

Tabela 3. Crescimento das bactérias em diferentes condicdes de umidade, pH,
e temperatura e presenca de halos decorrentes da solubilizacao do fosfato, em
meio de cultura sélido .

Resisténa Crescimento em (rescimento em diferentes Presenca de halos de
Isolados | diferentes pH temperaturas solubilizacdo de fosfato em
asee@ 7,0 5,5 4,0 8°C 26°C 40°C| meio de cultura sélido®
K24 N3 + + + + + + +
K36 N3 + + + = + + =
K71 NO + + + - + + +
122 N4 + + + = + + =
130 N4 + + + - + + -
179 NO + + + - + + +
A24 N3 + + + - + + +

INO a N4, quanto maior a numeracdo maior a resisténcia das bactérias a seca, avaliada em meio de
cultura contendo sorbitol. ? +, apresentaram crescimento; -, auséncia de crescimento
B+, presenca de halo; -, auséncia de halo; +, halo quase imperceptivel.
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A maior ou menor eficiéncia das bactérias para solubilizar fosfato em
meio liquido nao foi relacionada as suas capacidades para solubilizar
fosfato em meio de cultura sélido (Tabela 3, Figura 1), conforme também
observado por Souchie et al. (2007). Halos indicadores de solubilizacao
de fosfato foram obtidos para os isolados A24, T79 e K71. As bactérias
T30, T22 e K36 nao formaram halos, enquanto que o K24 formou um
halo quase imperceptivel em torno da colénia. A técnica de formacgao
de halo para isolar bactérias solubilizadoras de fosfato ja é conhecida ha
muitos anos (LOUW; WEBLEY, 1959; GUPTA et al., 1994;) e é utilizada
até os dias de hoje. Porém, a formacao destes halos pode nao ocorrer
devido as diferentes taxas de difusdao, em meio de cultura, dos &cidos
organicos de baixo peso molecular, excretados pelos microrganismos e
que sado essenciais para a solubilizacao do fosfato (JOHNSTON, 1952;
RODRIGUEZ et. al., 2006). Deste modo, no isolamento BSF o ideal seria
utilizar meio de cultura liquido. A utilizacao desta técnica demonstrou
que os isolados com maiores capacidades para solubilizar fosfato foram
o K36, o T22 e o T30, seguidas pelos isolados T79, K71 e A24. O
isolado K24 apresentou um potencial de solubilizar fosfato 263% menor
que a média obtida para os isolados K36, T22 e T30 e 167% menor
que a média obtida para os isolados K71, T79 e A24 (Figura 1). Os
isolados K36 e T22, por ndo formarem halos de solubilizagdo de fosfato
em meio de cultura sélido e seriam eliminados como possiveis PGPB se
considerada apenas esta ultima caracteristica.
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Isolados bacterianos

Figura 1. Quantidades de fosfato inorganico obtidos pela solubilizacdo de
fosfato pelos isolados bacterianos. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si (teste LSD, p < 0,05).

As maiores producdes de AIA foram obtidas pelos isolados K36 e A24,
seguido do T22 e do K71. Os menores resultados foram obtidos com
o K24, o T30 e o T79. (Figura 2). Como podem ser observados, os
resultados de producdo desta auxina, nado estiveram relacionados as
maiores capacidades dos microrganismos em solubilizar fosfato em meio
de cultura liquido, exceto para o isolado K36 e, em menor amplitude,
para os isolados T22.

figuras
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Figura 2. Producéo de 4cido indolacético pelos isolados bacterianos. Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (teste LSD, p
<0,05).

4.2. Experimento de casa-de-vegetacao

Na tabela 4 sdo apresentados os valores de p para as diferentes fontes de
variacao. Conforme pode ser observado, a varidvel PRS nao foi afetada
pela inoculacao das plantas com as diferentes bactérias (p = 0,48613)
e pela interacdo entre os fatores bactéria e adubacdo fosfatada (p =
0,16168). Entretanto, a presenca ou auséncia da adubacao fosfatada
afetou o PRS de forma significativa (p = 0,00008) (Tabela 5). A auséncia
de resposta do PRS a inoculacdo das plantas com os diferentes isolados
bacterianos pode ser decorrente da dificuldade de retirada das raizes do
solo, o que gerou um alto valor de coeficiente de variacdo (22,93 %).
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Tabela 4. Valores de p obtidos na andlise de variancia

Varidveis analisadas
Fontes de variagdo (fatores) PRS PPAS QPAP QNAP
Valores de p
Adubacdo fosfatada 0,00008 <2e-16 <2e-16 0,000048
Bactéria 0,48613 0,000284 1e-10 0,040699
Bactéria x adubacdo fosfatada 0,16168 0,000612 1,0725E-05 0,000002

" PRS, peso das raizes secas; PPAS, pesos das partes aéreas secas; QPAP, quantidades de P

absorvidas pelas plantas; QNAP, quantidades de N absorvidas pelas plantas. e, base 10

12 A variavel QPAP foi transformada utilizando-se a equacéo 1I||'\‘.| QPAP.

Tabela 5. Efeito da adubacao do feijoeiro com fertilizante fosfatado no peso das
raizes secas (PRS)!":

Tratamentos® PRS (gr vaso™)
PO 0,71b
P1 0,9%a
v 22,93 %

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si (teste LSD, p < 0,05)
12 PO, solo ndo adubado com P; P1, solo adubado com P
CV, coeficiente de variacdo

Para os pesos das partes aéreas secas houve efeito significativo de
todos os fatores estudados. No tratamento PO os maiores valores foram
obtidos nas plantas inoculadas com os isolados K24, T79, T22, e K36
(Tabela 6). Em média, estes resultados foram 55% maiores que o obtido
no controle (CO). Em menor amplitude o PPAS do tratamento T30 foi
também mais alto que o verificado no tratamento CO. No tratamento
P1 todos os valores de PPAS foram maiores que os do tratamento PO,
embora houvessem diferencas quanto aos tratamentos de inoculacao.
Isto pode ser observado pelos maiores valores obtidos para o tratamento
controle (CP) e para as plantas inoculadas com os isolados A24 e T22.
Nao houve diferenca significativa quanto a este pardmetro nas plantas
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inoculadas com os isolados K24, K71, T79 e K36. No caso destas
bactérias os valores dos PPAS foram, em média, 8% menores que os
obtidos para a média dos tratamentos CP, A24 e T22. Os menores
valores dos resultados do PPAS, no tratamento P1, foram obtidos nas
plantas inoculadas com o isolado T30.

Em decorréncia da transformacdo dos dados de QPAP por meio da

equacdo 1/,/QPAP, os menores valores deste parametro devem ser
interpretados como maiores absorcoes deste elemento pelas plantas.
No solo sem a adicdo de fertilizante fosfatado os maiores valores de
QPAP foram obtidos nas plantas inoculadas com os isolados T79 e
K36, seguidos em ordem decrescente pelos tratamentos (CO, T30,
T22), K71 e (K24, A24) (Tabela 7). Os aumentos na QPAP nas plantas
inoculadas com as bactérias T79 e K36 em relacdo ao controle (CO)
foram, respectivamente, de 15% e 16%. No solo adubado com P as
QPAP foram maiores que as obtidas no tratamento PO, para todos os
tratamentos de inoculacdo. Os menores valores obtidos para as QPAP
nas plantas do tratamento P1 foram obtidos com os isolados K24, K71
eoT22.

Tabela 6. Pesos das partes aéreas secas (PPAS) nos diferentes tratamentos'" .

PPAS
Tratamentos de
inoculacio Tratamento PO® Tratamento P1
inoculag s
Oou(CP 2,62 (Db 5,58 Aab
K24 3,95 ABb 5,29 BCa
T30 3,31BCh 467 Ca
K71 2,50 Db 5,06 BCa
179 4,16 Ab 5,34 BCa
A24 3,22(h 6,13 Aa
122 4,09 Ab 5,54 ABa
K36 4,03 Ab 5,39 Ba
V(%) 9,52

" Médias seguidas por letras diferentes, mintsculas na linha e maitsculas na coluna, diferem
significativamente entre si (teste LSD, p < 0,05)

25



26

Bactérias Promotoras de Crescimento do Feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)

PO, solo ndo adubado com P; P1, solo adubado com P
CO, tratamento controle das plantas que ndo foram adubadas com P; CP, tratamento controle das
plantas que foram adubadas com P

As QNAP, no tratamento PO, foram maiores nas plantasinoculadas com os
isolados K24, T79, T22 e K36 (Tabela 7). Estes aumentos representaram
cerca de 45%, 24%, 29% e 28%, em relacao ao resultado obtido no
tratamento controle, sem inoculacdo (CO). Os altos teores de N obtidos
nas plantas inoculadas com aquelas bactérias podem ser decorrentes da
capacidade destes microrganismos em fixar o N, atmosférico ou de suas
capacidades em influenciar de forma benéfica a fixacdo biolégica do N,
pelos rizébios nativos. Este ultimo parametro nao foi avaliado, mas todas
as plantas apresentaram nddulos. Os resultados referentes aos outros
isolados nao foram significativamente diferentes daquele do tratamento
CO. No solo onde se realizou a adubacao fosfatada os maiores valores
de QNAP foram obtidos pelas plantas inoculadas com os isolados T30
e A24. Os outros tratamentos de inoculacdo foram significativamente
iguais ao controle (CP), a excecdo do tratamento K36, cujo resultado
foi 42% menor que o obtido no tratamento CP. Ainda com relacéo
as QNAP, verifica-se que ndao houve diferencas significativas entre os
isolados K24, T79 e T22, considerando-se os dois niveis de fésforo.

As plantas inoculadas com o isolado K36, apesar de apresentarem
valores de PPAS, de QPAP e de QNAP maiores que as plantas controles
(CO) no tratamento PO, os seus conteidos em N foram 42% menores
no solo adubado com P (P1), em relacdo ao nao adubado (PO). Isto
demonstra que as condicdes quimicas do solo podem afetar a eficiéncia
das bactérias como PGPB. Segundo Lugtenberg e Kamilova (2009), as
PGPB ndo podem exprimir toda a sua capacidade como promotora de
crescimento de plantas, a menos que elas sejam capazes de colonizar as
raizes, sobreviver e proliferar na rizosfera.
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Tabela 7. Quantidades de P (QPAP) e de N (QNAP) absorvidas pelas plantas
nos diferentes tratamentos.

QPAP @ QNAP
Tratamentos de
. ) Tratamento PO Tratamento P1 Tratamento PO Tratamento P1
inoculagao
mg vaso” mg vaso”
CO ou CP 0,31 Ca 0,24 BCb 72,32 CDb |99,39 Ba
K24 0,37 Aa 0,26 Ab 105,00 Aa | 97,38 Ba
T30 0,31 Ca 0,24 BCb 58,21 Db 117,43 Aa
K71 0,34 Ba 0,26 Ab 70,13 CDb | 96,60 Ba
T79 0,27 Da 0,23 BCb 89,71 Aab | 86,33 BCa
A24 0,36 Aab 0,24 BCb 76,25 BCb | 102,74 Aab
T22 0,31 Ca 0,24 ABb 93,11 Aab | 98,62 Ba
K36 0,26 Da 0,22 Cb 92,52 ABa | 70,11 Cb
CV (%) 4,47 11,52
" Médias seguidas por letras diferentes, mintsculas na linha e maitsculas na coluna, diferem

significativamente entre si (teste LSD, p < 0,05). CO, tratamento controle das plantas que ndo foram

adubadas com P; CP, tratamento controle das plantas que foram adubadas com P

12 Os célculos das médias das QPAP foram calculados apds a transformacéo desta varidvel por meio
= moAD .. .

da equagdo 1/,/@@FPAF . Os menores valores da variavel transformada correspondem aos maiores

valores da varidvel original e vice-versa.

No tratamento PO, as plantas inoculadas com os isolados T79 e K36
foram as Unicas que apresentaram os maiores resultados relativos as
trés caracteristicas de avaliacdo do crescimento do feijoeiro, ou seja,
PPAS, QPAP e QNAP, em relacao ao controle (CO). Embora a bactéria
K36 tenha sido uma das que mais produziu AlA, isto ndo ocorreu com
o isolado T79. Isto pode estar ligado ao fato de que a producao desta
auxina pelas bactérias pode influenciar o crescimento das plantas de
formas diferentes, com efeitos positivos, negativos ou nulos. Estes
efeitos dependeriam dos niveis de acido indolacético produzidos pelos
isolados bacterianos, quando em associacdo com a planta (SPAEPEN
et al., 2007). O AIA secretado pelas bactérias atua em conjunto com
o suprimento de AIA enddgeno da planta. Assim, o impacto da auxina
bacteriana sobre os tecidos vegetais dependeria da quantidade produzida
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e secretada pelas raizes (ALl et al., 2010). Do mesmo modo, os maiores
valores de QPAP nas plantas inoculadas com os isolados K36 e T79, nao
foram relacionados ao potencial destes microrganismos em solubilizar
fosfato em meio de cultura liquido. Estes resultados corroboram aqueles
obtidos por Collavino et al. (2010) que relataram que a capacidade de

solubilizar fosfato é uma caracteristica que nao estd, necessariamente,
associada a promocéao de crescimento de plantas pelas bactérias.

Os resultados obtidos com o isolado K24 sado os que mais demonstraram
a auséncia de relacdo entre as caracteristicas promotoras de crescimento
da planta obtidas no laboratério e as obtidas em condicdes de solo.
Este fato sugere que na selecdo de PGPB deve ser testado o maior
numero possivel de parametros que incluiriam, por exemplo, a producéao
de sideré6foros, a determinacdo do &acido cianidrico, a producdo de
antibiéticos, a producdo da deaminase do ACC (T1-aminociclopropano-
1-carboxilato), a mineralizacdo de nutrientes, a fixacdo biolégica de NZ,
entre outros. Os sider6foros sdo metabdlitos que conseguem se ligar ao
ferro (Fe) e transportar para dentro da célula, onde ele participa de uma
série de processos (DE LUCA et al., 1988). A producéo de acido cianidrico
pode promover o crescimento das plantas diretamente, pelo aumento do
desenvolvimento dos pelos radiculares (LUZ, 1996). A deaminase do
ACC cataliza a clivagem desta substancia a a-cetobutirato e amonia,
que é utilizada como fonte de N para as bactérias diminuindo os niveis
de etileno na planta. Este horménio é produzido em resposta a estresses
e pode prejudicar o crescimento de plantas. Embora a fixacdo de N, ndo
tenha sido avaliada, alguns trabalhos tém demonstrado que a utilizacao
de certas PGPB podem contribuir para o melhor estabelecimento e
funcionamento da simbiose entre o feijoeiro e as bactérias coletivamente
denominadas de rizébio, mesmo em solo que nido recebeu adubacéo
fosfatada (Remans et al., 2007). No caso do isolado K24 nao pode ser
descartada a possibilidade de que ele apresente alta capacidade de fixar
N,. As plantas inoculadas com o isolado K24 também demonstraram que
a absorcdo de 0,37 mg P vaso™ foi suficiente para ocasionar maior PPAS
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desde que a QNAP fosse alta.

A inoculacdo de PGPB tem sido proposta como um componente do
manejo sustentavel do solo. Embora exista grande interesse na inoculacao
destas bactérias em diferentes culturas, os resultados obtidos a campo
tém sido inconsistentes, devido a competicdo entre os microrganismos
introduzidos e os nativos. Este fato poderia resultar em baixa persisténcia
das PGPB inoculadas na rizosfera. Segundo Ghanem et al. (2011) uma
estratégia alternativa seria selecionar PGPB pela sua capacidade para
competir eficientemente com outros microrganismos. Deste modo, tipos
diferentes de solos deveriam ser testados. Varios estudos tém também
descrito variacoes entre cultivares de feijao na resposta a inoculacao
com PGPB e seria importante que tal fato fosse também considerado
na selecao destas bactérias. De acordo com Remans et al. (2008), por
exemplo, variacGes fenotipicas e genotipicas do feijoeiro modificam a
resposta desta cultura a inoculacdao com bactérias produtoras de AlA.

Dos resultados obtidos, verifica-se que alguns dos isolados estudados
apresentam potencial para promover o crescimento e desenvolvimento
do feijoeiro, em solo com baixo teor de P. Embora os resultados do
tratamento P1 tenham sido geralmente melhores, os obtidos com a
inoculacdo dos isolados K36 e T79 no tratamento PO foram maiores
que os obtidos para o tratamento controle (CO). Estes resultados podem
proporcionar um aumento significativo na produtividade do feijoeiro,
considerando-se o baixo nivel tecnoldgico utilizado pelos pequenos
agricultores.

5. Conclusoes

1. Na selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato deve ser utilizada
a técnica de cultivo em meio de cultura liquido, uma vez que em
meio sélido os resultados ndo sdo consistentes.
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2. Varias caracteristicas de promocdo de crescimento de plantas
devem ser utilizadas na selecao de PGPB, de modo a obter um maior
entendimento dos reais efeitos da inoculacé@o destes microrganismos
no feijoeiro.

3. Os isolados K36 e T79 apresentam potenciais para aumentar o
crescimento do feijoeiro, em solo com baixo teor de P disponivel.
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