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Influéncia de Bacillus subtilis
na Promocéao de Crescimento
de Plantas e Nodulacao de
Raizes de Feijoeiro

Eduardo Lazzaretti*
[tamar Soares de Melo?

Resumo

Linhagens de B. subtilis ttm sido bem estudadas como agentes de controle
biolégico, e também como produtoras de antibidticos. Uma linhagem de B. subtilis
OG isolada de solos supressivos a Fusarium solani foi avaliada quanto a utilizagdo
conjunta com Rhizobium phaseoli em feijoeiro, visando aumento de biomassa e
nodulacéo de raizes.

Em condicOes de casa de vegetacgdo, a aplicacdo de B. subtilis, via sementes,
promoveu um aumento na nodulagdo, em mais de 100%, em solo natural quando
aplicado isoladamente ou em conjunto com R. phaseoli e em mais de 160% em
solo esterilizado, quando comparado com o tratamento onde o Rhizobium foi
aplicado isoladamente. Em solos esterilizados, a aplicacdo de B. subtilis, em
conjunto com Rhizobium, promoveu um aumento significativo no peso da matéria
seca das raizes (89%) e da parte aérea (83%). O tratamento de sementes com B.
subtilis ndo afetou a emergéncia de plantulas em nenhum dos solos estudados.

Pelos resultados obtidos pode-se concluir que a utilizacdo de B. subtilis é bastante
promissora para aumentar a nodulacdo de raizes e promover o crescimento de
plantas de feijoeiro.

1 Bio — Brasil Limpeza Bioldgica Ltda, CEP 05625-000 - Sdo Paulo, SP. E-mail: edulazzaretti@hotmail.com
2 Nucleo de Microbiologia Ambiental, Embrapa Meio Ambiente, C Postal 69, CEP 13820-000, Jaguarilina,
SP. E-mail: itamar@cnpma.embrapa.br



Influence of Bacillus
subtilis on Plant Growth
Promotion and Nodulation
of Common Bean

Abstract

B. subtilis strains have been very well studied as a biocontrol agent and also as
hyperproducers of antibiotics. One strain, isolated from suppressive soil to
Fusarium solani, was evaluated in order to study its effects when co-inoculated
with Rhizobium phaseoli in common bean (Phaseolus vulgaris L.).

In green house tests, the seed treatment with B. subtilis resulted in an increase of
the nodulation of more than 100% in natural soil, when applied alone or in
combination with Rhizobium, and more than 160% in sterilized soil, when
compared to the treatment involving the application of Rhizobium. In sterilized
soils, the application of B. subtilis in conjunction with Rhizobium resulted in a
significant increase in the dry weight of roots (89%) and shoots (83%), when
compared to the treatment without B. subtilis. The treatment of seeds did not
affect the germination in the studied soils.

Judging by the results obtained one can conclude that the utilization of B. subtilis
is quite promising in increase nodulation of roots by Rhizobium.
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Introducéao

O feijao constitui-se num dos alimentos basicos e na principal fonte de proteina do
povo brasileiro e de grande parte da América Latina. Seu teor de proteinas varia de
15% a 33%, sendo que a maioria das cultivares nacionais apresentam composi¢ao
aproximada de 20% a 25% desses compostos (Fancelli, 1990). Entretanto, a
produtividade média nacional de feijdo é baixa e um dos fatores desta produtivida-
de é a baixa disponibilidade de nutrientes, sobretudo fésforo e nitrogénio, nos
solos agricolas. A adicdo de nitrogénio, na forma de fertilizantes, é cara e, em
muitos casos, ineficiente, principalmente devido as perdas do elemento causadas
por praticas culturais inadequadas. Neste sentido, torna-se importante a fixagédo
biolégica de nitrogénio, por meio da simbiose feijoeiro x Rhizobium (Aradjo,
1994).

A inoculagdo de sementes com Rhizobium é pouco utilizada pelos produtores de
feijao, principalmente por desconhecimento dos seus beneficios. Concorrem tam-
bém para a ndo adogédo dessa pratica histéricos de insucessos, particularmente por
grandes produtores que cultivam o feijdo irrigado e buscam altos niveis de produ-
tividade (Vargas et al., 1994). Dentro desse contexto, estudos tém mostrado que
a adicao de estirpes selecionadas de Rhizobium, em sementes de feijao, aumenta-
ram a producdo em até 230%, indicando a importéncia desta associa¢do para a
cultura do feijoeiro (Siqueira, 1993).

Problemas no estabelecimento do rizébio em alguns solos tém sido atribuidos a
baixa capacidade competitivas, baixa eficiéncia em fixar nitrogénio, instabilida-
de genética do simbionte (Raposeiras et al., 2002) e a predominancia de
microrganismos antagonicos (Peres et al., 1992). Exemplo deste antagonismo
refere-se a bactéria Bdellovibrio que parasita células de rizobio na rizosfera e
reduz a nodulacdo de leguminosas (Siqueira, 1993).

O efeito benéfico de B. subtilis, quando aplicado junto as sementes ou ao solo,
ndo é exclusivamente devido ao antagonismo proporcionado aos patdogenos. A
bactéria influencia positivamente a germinacgéo, desenvolvimento e rendimento
da cultura devido, também, a producdo de substancias promotoras de cresci-
mento e melhoria na nutricdo das plantas pela solubilizacado de fésforo, como
foi demonstrado por Gaind & Gaur (1991), Srinivasan et al. (1996) e Luz
(2001).
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Somando-se as vantagens, B. subtilis apresenta um efeito benéfico sobre a
nodulagéo de leguminosas conforme observado por Li & Alexander (1988); Gaind
& Gaur (1991); Turner & Backaman (1991); Rossall & Mcknight (1992); Araujo
(1994); Siddiqui & Mahmood (1995), Srinivasan et al. (1996) e Araujo et al.
(2002), o que o torna especialmente importante como agente de controle biolégico
nestas culturas.

O cultivo intensivo de feijoeiro, aliado ao inadequado preparo do solo, levou ao
incremento de doencas causadas por diversos fungos de solo, os quais sdo de
dificil controle. Os métodos de controle fitossanitario, como o tratamento de solo,
uso de variedades resistentes e a rotacdo de culturas nem sempre podem ser
utilizados, restando como alternativa o tratamento quimico de sementes. Entretan-
to, esse tratamento, restringe-se ao periodo de emergéncia e desenvolvimento
inicial da plantula e ndo é efetivo em &reas onde os patdgenos ja estao estabeleci-
dos (BIANCHINI et al., 1989; BALARDIN, 1992). Outro inconveniente é que
alguns agrotéxicos podem afetar a fixagao biolégica de nitrogénio por bactérias do
género Rhizobium (Graham et al., 1980; Kataria et al., 1985; Ramos & Ribeiro,
1993)

Neste sentido, faz-se necessario a busca de métodos de controle alternativos e,
entre as opgoes disponiveis, esté a aplicagdo, via semente, de agentes de controle
biolégico. Dos microrganismos com potencial de controle biol6gico, destacam-se
alguns géneros bacterianos e, entre eles Bacillus subtilis, que em diversos estudos,
mostrou-se promissor no controle de fungos de solo ou associados as sementes
(Merriman et al., 1974; Venkatasubbaiah, 1985; Weller, 1988; Reedy & Rahe,
1989; Jindal & Thind, 1990; Turner & Backaman, 1991; Luz, 1993; Lazzaretti,
1993; Lazzaretti & Bettiol, 1997; Luz, 2001; Amorim & Melo, 2002).

Desse modo, considerando-se as abordagens acima o presente trabalho teve por
finalidade avaliar o efeito de Bacillus subtilis OG e de seus metabdlitos, sobre a
germinacdo de sementes e a promocéao de crescimento de plantas de feijoeiro e
sobre a nodulacéo de raizes por Rhizobium phaseoli.

11
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Material e Métodos

Linhagens de Bacillus subtilis e Rhizobium phaseoli

Bacillus subtilis, linhagem OG, foi isolada da rizosfera de plantas sadias de feijoeiro
cultivadas em solos supressivos a Fusarium solani na regido de Guaira, SP (Melo et
al., 1995). A bactéria foi cultivada em meio LB (triptona - 1g; extrato de levedura
- 0,5g; NaCl - 0,5 g; 4gua destilada -100 ml) a 28°C =+ 2 sob agitacdo constante
durante 24 horas. Aliquotas de 0,85 ml do meio de cultura, onde B. subtilis foi
desenvolvido, foram transferidas para tubos “eppendorfs” esterilizados, contendo
0,15 ml de glicerol. Ap6s agitacdo, os mesmos foram acondicionados em “freezer”
(-18 °C), para utilizagcao nos testes subsequentes.

R. phaseoli, linhagem CN-0O1, pertencente a colegcdo de cultura do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA), da Universidade de Sao Paulo, foi gentil-
mente cedida pela Dra. Sui Mui Tsai. Para producédo de inéculo dessa bactéria
utilizou-se do meio YM (manitol-10,0g; K,HPO, 0,5 g; MgSO,.7H,0-0,2 g; NaCl-
0,1 g; extrato de levedura-0,5 g; 4gua destilada-1000 ml; pH 6,8).

Producédo de Metabdlitos por B. subtilis e seu Efeito no Desen-
volvimento de R. phaseoli.

Para verificar a influéncia dos metabdlitos secundérios de B. subtilis, esta bactéria
foi cultivada por sete dias, sob agitacdo constante a 180 rpm e a 28°C = 2, nos
seguintes meios de cultura: GPL (glucose-10g; peptona-10g; extrato de levedura-
5g; NaCl-3g; KH,PO, 1g; Mg SO, 7H,0- 0,5g; agua destilada-1000 ml, pH-6,0),
caldo nutriente (CN) e batata-dextrose (BD). Devido as caracteristicas do meio BD,
este foi filtrado em papel de filtro para retirada de todo o material particulado que
poderia interferir na extracdo de metabdlitos. Para extracdo de metabdlitos do tipo
antibiéticos, apds fermentacgéo, os meios de culturas foram centrifugados (Sorvall
modelo RC 5B plus) a 18000 g, por 15 minutos, a 5° C para separagdo das
células. O sobrenadante obtido foi transferido para funil de separagéo.

Ao volume total do sobrenadante, contido no funil de separagéo, foi adicionado
1/3 do volume de diclorometano, que foi vigorosamente agitado e, apés
separacdo, a fase organica foi coletada. O volume final do solvente contendo
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metabolitos de B. subtilis foi filtrado em papel de filtro acondicionando nele sulfato
de sédio anidro para retirada de todo residuo de agua. O material foi evaporado em
rotavapor (Buchi RE 121), a temperatura entre 30 — 35 °C. Uma vez evaporado, 0
baldo foi lavado com 2 ml do mesmo solvente.

Em placas de Petri contendo meio de cultura YMA (manitol-10,0g; K,HPO, 0,5
9; MgSO0,.7H,0-0,2 g; NaCl-0,1 g; extrato de levedura-0,5 g; agua destilada-
1000 ml; pH 6,8; agar) foi espalhado, com auxilio de al¢a de Drigalsky, 200
ml de meio YM onde R. phaseoli foi desenvolvido por trés dias. Em seguida,
apos rapida secagem, foram colocados no centro das placas, discos de papel
(S&S antibiotic-assay discs n.° 740-E diam.1/4 IN - Schleicher & Schuell)
esterilizados contendo 10 ml do extrato bruto obtido em cada um dos meios
de cultura.

As culturas foram incubadas, por trés dias a 28 °C, quando avaliou-se o
tamanho do halo de inibicdo formado. O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado com cinco repeticdes e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5%.

Influéncia de B. subtilis (OG) sobre a emergéncia de
plantulas, promocdo de crescimento de plantas e nodulacéo
de raizes de feijoeiro.

Em quatro sacos de polipropileno contendo 40 g de turfa esterilizada em
autoclave, durante 20 minutos, foram adicionados, em um deles, 8 ml de meio
de cultura YM, onde R. phaseoli se desenvolveu por trés dias. Em outro foram
adicionados 8 ml de meio de cultura GPL onde B. subtilis se desenvolveu por
sete dias e num terceiro saco, com 40 g de turfa, foram misturadas as duas
bactérias em igual proporcdo. No quarto saco nada foi adicionado servindo
com testemunha.

Aliquotas de turfa presentes nos sacos de polipropileno, apds secagem a
temperatura ambiente, foram adicionada sobre 14 g de sementes de feijao cv.
Carioca, previamente desinfestadas com hipoclorito de sédio (2,5% por 5
min.) e secas a temperatura ambiente por quatro horas. Para melhor cobertura
das sementes pela turfa foram adicionados 120 ml de agua esterilizada e o
frasco contendo as sementes foi agitado até que as mesmas fossem completa-
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mente envolvidas pela turfa. Apés o tratamento, as sementes foram secas a
sombra e a temperatura ambiente, quando realizou-se a semeadura em vasos de
trés litros de capacidade, contendo solo natural e solo esterilizado por
autoclavagem.

Foram tratadas sementes de feijdo com turfa esterilizada, turfa contendo somente
B. subtilis, turfa contendo B. subtilis e R. phaseoli e turfa contendo somente
Rhizobium. A concentragdo de B. subtilis e Rhizobium, por semente de feijao, foi
de 108 u.f.c. Foram semeadas cinco sementes por vaso e, apés a emergéncia, foi
executado desbaste, deixando-se trés plantas por vaso. Os vasos permaneceram
na casa-de-vegetacdo durante trés semanas quando as plantas de feijoeiro foram
cuidadosamente retiradas e as raizes lavadas com agua corrente. Foram compara-
dos quatro tratamentos, cada um representado por quatro repeticées de cinco
plantas por parcela experimental. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com 3 repeticdes. As médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5%.

Resultados e Discussao

Efeitos de metabdlitos secundéarios produzidos por B. subtilis
(0OG) sobre R. phaseoli.

Os metabolitos de B. subtilis produzidos em meios GPL e BD inibiram o crescimen-
to in vitro da linhagem comercial de Rhizobium, formando halo de inibigdo de, em
média, 2,54 cm e 2,42 cm, respectivamente. As bactérias crescidas no meio de
cultura, caldo nutriente (CN), ndo produziram metabdlitos suficientes para inibigcdo
do crescimento de R. phaseoli (Figura 1). O mesmo ensaio foi repetido com duas
linhagens nativas de Rhizobium, isolados de plantas de feijoeiro da regido de
Guaira. Neste, B. subtilis ndo inibiu o crescimento de nenhuma destas linhagens.
Em experimento sob condi¢des de campo, a inoculagdo de B. subtilis em sementes
de feijoeiro plantadas em solos naturalmente infestados com Rhizoctonia solani e
Fusarium solani f. sp. phaseoli também proporcionou um aumento na producéo de
gréos (Valarini, 1994).
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Figura 1 — Efeitos dos metabdlitos de Bacillus subtilis (0G), extraidos de diferentes meios de cultura: Caldo
Nutriente (CN), Batada dextrose (BD) e GPL (glucose-10g; peptona-10g; extrato de levedura-5g) sobre o

crescimento de Rhizobium phaseoli.
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Influéncia de B. subtilis (0G) sobre a emergéncia de plantulas,
promocédo de crescimento de plantas e nodulacdo das raizes
em plantas de feijoeiro.

Quando introduzida via sementes, isolada ou concomitantemente a Rhizobium, B.
subtilis ndo afetou a emergéncia das plantulas em quaisquer dos solos utilizados,
quer seja natural ou esterilizado. Em solo esterilizado, B. subtilis, isoladamente ou
em conjunto com Rhizobium, aumentou o peso da matéria seca das raizes e da
parte aérea, além de aumentar o nimero de nddulos nas raizes. Em solo natural, os
mesmos tratamentos aumentaram significativamente o nimero e o peso de nédu-
los. Ainda em solo natural, B. subtilis, quando aplicado isoladamente, promoveu
um incremento significativo no peso da matéria seca das raizes. Nao foram obser-
vados in vivo, tanto em solo natural, quanto em solo esterilizado, influéncia
negativa de B. subtilis sobre R. phaseoli, quando aplicados simultaneamente nas
sementes (Tabela 1).

Tabela 1. Influéncia de Bacillus subtilis (OG) sobre a germinagdo de sementes, peso da matéria seca da raiz
e da parte aérea e peso e numero de nédulos na presenca e auséncia de Rhizobium phaseoli, em solos
natural e autoclavado.

Testemunha Rhizobium gzlc,ltl,l/l,l: i‘z’zlzzu;
Solo natural
Emergéncia de plantulas (%) 95 a* 90 a 90 a 90 a
Peso matéria seca
raiz (g) 0,903 a 1,166 a 1,237 b 1,070 a
Peso matéria seca parte
aérea (g) 1,157 a 1,175 a 1,255 a 1,642 a
Peso nédulos (g) 0,005 a 0,013 ab 0,054 bc 0,059 ¢
Ndmero nddulos 16 a 56,2 ab 176,5 b 178,56 b
Solo esterilizado
Emergéncia (%) 95 a 100 a 0 a 95 a
Peso matéria seca 0,547 a 0,637 a 1,387 b 1,203 b
raiz (g)
Peso matéria seca parte
aérea (g) 0,622 a 0,850 a 1,662 b 1,663 b
Nmero nédulos 6,25 a 22,75 ab 885 b 59,25 b

* valores na linha com mesma letra ndo diferem entre si (Tukey 5%)
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A linhagem de Rhizobium phaseoli CN-O1 utilizada neste trabalho mostrou-se
sensivel in vitro aos metabdlitos de B. subtilis (0G), o que ndo ocorreu quando
aplicado simultaneamente nas sementes e posterior semeadura em solo esterilizado
ou ndo. Observa-se que a aplicagéo via sementes de R. phaseoli e B. subtilis ou B.
subtilis isoladamente n&o interferiu na emergéncia das plantulas. Entretanto, quan-
do avaliado o peso da matéria seca das raizes e da parte aérea e 0 niumero de
noédulos nas raizes, a aplicacdo de B. subtilis afetou positivamente estes
parametros, observando-se um aumento no nimero de nédulos, em relacao a
testemunha, em mais de 100%. Este aumento na nodulagdo, obtido por meio da
aplicacdo de B. subtilis via sementes, isoladamente ou concomitante a R. phaseoli,
pode contribuir para evitar os problemas na utilizagédo de R. phaseoli em inoculagéo
de feijoeiro observado por VARGAS et al. (1994). Estes autores citam que a pouca
utilizagdo de inoculacdo de sementes com bactérias fixadoras de nitrogénio, por
parte dos produtores, é devido a baixa nodulacdo observada .

Resultados semelhantes foram obtidos por Podile (1995) que observou um incre-
mento na nodulacéo de raizes de Cajanus cajan na ordem de 45% a 61%, quando
as sementes foram tratadas concomitantemente com B. subtilis e Rhizobium spp.,
enquanto que com a aplicacdo de B. subtilis e Rhizobium spp. isoladamente, o
incremento da nodulacéo variava de 18% a 24% e 29% a 46%, respectivamente.

O estimulo na nodulacdo por bactérias do género Bacillus, quando aplicado as
sementes isoladamente ou em co-inoculagdo com Bradyrhizobium japonicum, tam-
bém foi observada em plantas de soja. Halverson & Handelsman (1991) observa-
ram um incremento na nodulacdo de soja entre 30 a 133% por B. japonicum
nativo, quando trataram as sementes somente com B. cereus. Li & Alexander
(1988) também observaram que, quando co-inocularam a bactéria fixadora com
Bacillus sp. em soja, houve um aumento significativo na nodulagé@o. Neste experi-
mento, os autores utilizaram mutantes de B. japonicum resistentes aos metabdlitos
produzidos pela estirpe de Bacillus utilizada nos ensaios.

No presente trabalho, o aumento na nodulag&o nas raizes de feijoeiro foi obtido com
um isolado de Rhizobium phaseoli que, em testes in vitro, mostrou-se sensivel aos
metabdlitos da bactéria utilizada em co-inoculacéo, indicando que a inibicdo observa-
da in vitro ndo se repete em condi¢gdes naturais. Resultados semelhantes foram
encontrados por Turner & Backman (1991), os quais observaram um aumento na
nodulacédo de raizes de amendoim por Rhizobium sensiveis aos metabdlitos de B.
subtilis in vitro quando as sementes foram tratadas com a bactéria.
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Esta contradicdo observada entre os testes in vitro e in vivo poderia estar ligada
aos diferentes metabolitos produzidos pela bactéria nos dois ambientes, uma vez
que, segundo Besson et al. (1990) e Phae & Shoda (1991), a sintese e o modo de
acao dos metabdlitos produzidos por B. subtilis dependem da disponibilidade do
substrato e dos nutrientes presentes no meio de cultura, devido a necessidade
desses a sintese de uma elevada gama de metabolitos. Assim, permite a produgao
de metabdlitos antagbnicos ao Rhizobium in vitro o que ndo ocorre in vivo, onde
as condic¢Bes nutricionais na rizosfera, embora rica, pode n&do fornecer os nutrien-
tes necessarios e em quantidades adequadas para a producdo de toda a gama de
metabolitos capazes de serem sintetizados por B. subtilis. Nao se deve esquecer
também que, em condi¢cdes de meio de cultura, os fatores externos como pH,
temperatura, umidade e oxigénio sdo controlados, o que ndo acontece no solo.
Outro fenbmeno que poderia estar envolvido neste aumento da nodulagéo por R.
phaseoli seria a liberacdo de substancias indutoras da nodulag&o nos solos.

Sabe-se que a infeccéo da planta pela bactéria simbionte ocorre em duas etapas. Na
primeira, substancias indutoras liberadas pela planta hospedeira, que séo em sua
maioria compostos fenodlicos da familia dos flavonéides, induzem a transcrigédo dos
genes de nodulacdo do microssimbionte (Firmin et al., 1986; Zaat et al., 1989;
Hungria et al., 1992). Na segunda etapa, as bactérias, pela acdo dos genes da
nodulacdo induzidos, produzem sinais que sé@o responsaveis pelas modificacdes
no fendétipo das raizes que ocorrem no estadio de pré-infeccdo como encurtamento
e engrossamento da raiz principal, incremento no nimero de pélos radiculares e
deformacéo e encurvamento dos pélos radiculares (Zaat et al., 1987; Van Brussel
et al.,1996).

B. subtilis pode estar influenciando a nodulagdo na primeira fase, por meio do
estimulo a liberagdo dos compostos fendlicos pela planta hospedeira, ou a propria
bactéria libera no meio compostos semelhantes que estimulam as alteragdes no
fenotipo da raiz como mostrou Aradjo (1995), quando observou estimulo na
emissdo de pélos radiculares e aumento na espessura das raizes pelos metabdlitos
de B. subtilis. Srinivasan et al. (1996) atribuiram o crescimento das raizes e
consequentemente maior nodulacédo, observada em feijoeiro por Rhizobium ettli, a
producdo de acido indol acético (AIA) por isolados de Bacillus sp. que produziam
este fitohormdnio em meio de cultura, o que ndo ocorria quando utilizavam
mutantes do Bacillus sp. que n&do produzia o &cido in vitro.
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Outro aspecto que poderia interferir no processo de nodulacdo seria a alteracdo no
ambiente da rizosfera. A competitividade do rizobio é influenciada por diversos
fatores relacionados com o gendtipo da bactéria, da planta hospedeira e com
diversos fatores ambientais (Bottomley, 1992; Streeter, 1994), sendo que B.
subtilis pode alterar o ambiente através da reducdo da comunidade de fungos e
bactérias e aumento de actinomicetos, como observado por Podile (1994), ou
através de competigdo por fatores de crescimento e espaco, com possiveis agentes
antagonistas ao Rhizobium ou patdégenos da planta hospedeira presentes na
rizosfera (Turner & Backman, 1991; Shen, 1997).

Segundo Siqueira (1993), a baixa tensédo de oxigénio e a baixa disponibilidade de
nitrogénio na rizosfera, provocada pela proliferacdo microbiana, favorecem a fixa-
¢édo biolégica de nitrogénio. Este fenbmeno pode ocorrer mais rapidamente quando
uma elevada populag@o microbiana é introduzida via sementes, como ocorreu no
presente trabalho.

Conclusao

Pelos resultados obtidos pode-se concluir que a utilizagao de B. subtilis é bastante
promissora para aumentar a nodulacdo de raizes e promover o crescimento de
plantas de feijoeiro.
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