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RESUMO: A regido Amazbnica mostra-se de
grande interesse por ser conhecida em todo o
mundo pela sua alta diversidade de espécies
vegetais e animais. Esta regido ainda se destaca
pela alta diversidade de organismos que habitam o
solo incluindo os microrganismos. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar, a capacidade de
bactérias oriundas de solos amazdnicos em formar
nddulos e promover o crescimento do feijdo comum
bem como identifica-las geneticamente. Realizou-se
0 sequenciamento do gene 16S rRNA de 29 estirpes
bacterianas oriundas do sistema de pastagens de
areas da Amazbnia. Sete estirpes de bactérias
promotoras do crescimento vegetal foram avaliadas
individualmente e coinoculadas com estirpe CIAT
899 (Rhizobium tropici). As estirpes dos géneros
Pseudomonas (UFLA UFLA 02-286), Bacillus (UFLA
02-290) e Xantomonas (UFLA 02-274) aumentaram
a producao de matéria seca total de plantas de
feijdo-comum quando inoculadas individualmente na
presenca de alta concentracdo de nitrogénio na
solugdo nutritiva, ja& quando coinoculadas com a
CIAT 899 promoveram aumentos significativos no
ndmero de nédulos.

Termos de indexacgdo:
Phaseolus vulgaris, rizébio.

bactérias endofiticas,

INTRODUCAO

Na busca de isolados promissores quanto a
promocao de crescimento vegetal, a regido
Amazobnica mostra-se de grande interesse por ser
conhecida em todo o mundo pela sua alta
diversidade de espécies vegetais e animais. Esta
regido ainda se destaca pela alta diversidade de
organismos que habitam o solo incluindo os
microrganismos. Estudos tem demonstrado que

estirpes de bactérias isoladas desta regido
apresentam potencial para atuarem como
promotoras do crescimento vegetal seja pelo

processo da fixagcdo bioldgica de nitrogénio (FBN)
(Ferreira et al., 2009; Almeida et al,. 2010; Fonseca
et al.,, 2013) quanto por outros, tais como: inibicdo
do crescimento de fungos fitopatogénicos, FBN de
vida livre, solubilizacdo de fosfato de calcio e
producgédo de acidos indolacético (Oliveira-Longatti et
al., 2013; Oliveira-Longatti et al., 2014) e inducéo de

DSC/UFLA,

bolsista de produtividade nivel 1A do CNPq,

tolerdncia a acidez do solo e outros estresses
abidticos (Soares et al., 2014; Ferreira et al., 2012).
Portanto, estudos utilizando bactérias isoladas da
regido amazébnica, além de contribuir para o maior
conhecimento da diversidade deste importante
grupo de microrganismos nesta regidao, ainda podem
ser promissores na descobertas de novas estirpes
capazes de promover 0 crescimento vegetal de
diversas culturas de importancia social e econémica
incluindo a do feijoeiro. O objetivo do presente
trabalho foi identificar geneticamente 29 isolados de
nédulos de feijdo comum oriundas de solos de
pastagem da Amazonia, e verificar sua capacidade
de nodular e de promover o crescimento do feijoeiro
quando inoculadas ou co-inoculadas com a CIAT
899.

MATERIAL E METODOS

Origem das estirpes

Foram avaliados 29 isolados de nédulos de feijao-
comum, cultivados em solos oriundos da regido
Amazébnica sob sistemas de pastagem (Barberi,
2007).

Identificac@o genética das estirpes

O DNA das estirpes bacterianas foi extraido pelo
método da lise alcalina (Niemann et al., 1997). Para
a amplificacdo parcial do gene 16S rRNA foi
utilizado os pares de oligonucleotideos iniciadores
(primers) 27F (AGAGTTTGACCTGGCTCAG) e
1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 1991)
de culturas na fase logaritmica em meio 79.
Aliguotas de 10uL do template dos DNA extraidos
das estirpes foram utilizadas para 50 uL de reacdo
de PCR. A concentragdo final dos reagentes por
reacdo foi de 5 pL tampéo 10X para PCR, 5uL dNTP
Mix (0,2 mM de cada), 4 pL (2,5 mM) de MgClz, 1 pL
de cada iniciador (10 mmol L) - 27F (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3), 0,4 uL Taq DNA
polimerase (5U pL?) e dgua milli-Q estéril. A reagdo
de amplificacdo foi realizada em termociclador
Eppendorf Mastercycler® nas seguintes condigées:
desnaturacgéo inicial de 94 °C por 5 min., 40 ciclos
de desnaturacdo (94 °C por 40 s), anelamento (55
°C por 40 s), extensao (72 °C por 1 mime 30 s) e
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uma extensao final de 72 °C por 7 min. Os produtos
amplificados foi separados em gel de agarose 1% e
visualizados sob luz UV. Os produtos de PCR foram
enviados para o Laboratério da Macrogen (Coréia),
para sequenciamento e purificagdo.

Autenticacdo e eficiéncia simbidtica em feijdo
comum

As 29 estirpes foram testadas quanto sua
capacidade nodulifera e de promogdo de
crescimento em condicdes axénicas em solucdo
nitritica (dados ndo apresentados). Destas, cinco
apresentaram nodulacdo (UFLA 02-09, UFLA 02-
287, UFLA 02-279, UFLA 02-280 UFLA 02-285), no
entanto, ndo promoveram crescimento. De acordo
com os resultados desse teste selecionaram-se sete
estirpes (UFLA 02-274, UFLA 02-276, UFLA 02-281,
UFLA 02-282, UFLA 02-286, UFLA 02-290, UFLA
02-933) que mais se destacaram quanto producao
de matéria seca da parte aérea e raiz para avaliar o
potencial de promogdo do crescimento quando
submetida a inoculacdo e a coinoculacdo com
estirpe de rizébio inoculante do feijdo, CIAT 899.

O experimento foi conduzido durante os meses de
outubro a novembro de 2014 em vasos de Leonard
(Vincent, 1970) contendo solugdo nutritiva
(Hoagland & Arnon, 1950). Os tratamentos foram
constituidos da inoculagdo individual das oito
estirpes de bactérias, na presenca de baixa (5,25
mg L) e alta (52,5 mg L) concentracdo de
nitrogénio mineral na solugdo nutritiva; coinoculagéo
das sete estirpes com a CIAT899, um controle
positivo, referente a inoculagcdo individual com
estirpe CIAT899 e dois controles negativos sem
inoculagdo, um com alta concentragéo de N mineral
(52,5 mg L) e o outro com baixa concentracdo de N
mineral (5,25 mg L%), totalizado 27 tratamentos. O
delineamento  experimental  foi  inteiramente
casualizado, com trés repeticdes.

Antes da semeadura, as sementes de feijdo
cultivar Talisma foram desinfestadas
superficialmente utilizando-se alcool etilico a 98%
(30 segundos), hipoclorito de sédio a 2% (2 minutos)
e, em seguida, submetidas a lavagens sucessivas
em agua destilada estéril. Apos a desinfestagdo, as
sementes foram colocadas em placas de petri
esterilizadas contendo papel filtro e algodao
umedecido, onde permaneceram durante 48 horas,
em camera de crescimento a 28 °C, para emissao
das radiculas. Em cada vaso foram semeadas
quatro sementes e inoculadas com 1 ml da cultura
crescida em meio 79 liquido com as estirpes na fase
log de crescimento (10° células mL?). Nos
tratamentos sem inoculacao foi adicionado apenas 1
mL de meio 79 liquido sem inéculo.

Apdés a semeadura e a inoculagdo, 0s vasos
foram recobertos com uma camada de areia
parafinada (10 kg de areia, 1 L de cloroférmio e 10 g
de parafina). O desbaste foi realizado cinco dias
apos a emergéncia, deixando-se uma planta por
vaso. Durante a conducdo do experimento, a
solucdo nutritiva foi preparada, autoclavada e
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reposta nos vasos periodicamente, de acordo com a
taxa de absorcéo das plantas.

Aos 45 dias, ap0s a semeadura, as plantas foram
coletadas para determinagdo do numero de nédulos
(NN), matéria seca de nédulos (MSN), matéria seca
da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR)
e matéria seca total (MST).

Os dados do ensaio foram submetidos a analise
de variancia, empregando-se o programa de analise
estatistica SISVAR, versdo 5.3 (Ferreira, 2011). Os
efeitos dos tratamentos foram comparados pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Os
valores de NN e MSN foram transformados
previamente para raiz quadrada de Y+0,5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A comparacao das sequéncias 16S rRNA das 29
estirpes testadas utilizando os dados disponiveis no
GenBank revelaram que elas sédo filogeneticamente
semelhante a sequencias dos géneros: Rhizobium,
Burkholderia, Pseudomonas, Variovorax,
Xanthomonas e Bacillus (Tabela 1). A maioria das
estirpes identificadas € pertencente ao género
Pseudomonas seguido dos géneros Burkholderia e

Rhizobium.

Tabela 1. Identificacdes genéticas das estirpes.

Estirpe NPB!  S%? Cédigo Espécie

UFLA 02-267 612 99 KF295815 Burkholderia fungorum
UFLA 02-268 714 100 FJ534682 Burkholderia sp.

UFLA 02-269 681 100 KC879711  Pseudomonas koreenis
UFLA 02-09 453 99 KC113610  Rhizobium etli

UFLA 02-270 546 100 AJ746111 Variovorax sp.

UFLA 02-271 369 100 HM584286 Pseudomonas sp.
UFLA 02-272 374 100 KC294113  Pseudomonas sp.
UFLA 02-273 501 100 EU853182 Pseudomonas sp.
UFLA 02-274* 649 100 KF923840 Xanthomonas sp.
UFLA 02-275 374 100 KM088025 Pseudomonas sp.
UFLA 02-276* 369 100 KF733335 Pseudomonas sp.
UFLA 02-277 601 100 KF053343 Pseudomonas sp.
UFLA 02-278 403 100 KF767887 Pseudomonas putida
UFLA 02-279 761 100 KM373191  Rhizobium sp.

UFLA 02-280 988 99 KJ632048 Rhizobium sp.

UFLA 02-281* 685 99 KF769969 Pseudomonas sp.
UFLA 02-282* 738 100 HM35242 Pseudomonas sp.
UFLA 02-283 584 100 JX827617 Pseudomonas sp.
UFLA 02-284 498 100 KP067092 Pseudomonas sp.
UFLA 02-285 651 99 KJ513849 Rhizobium sp.

UFLA 02-286* 465 100 KF184018 Bacillus sp.

UFLA 02-287 704 100 KJ734011 Rhizobium sp.

UFLA 02-288 783 100 HG794272  Burkholderia fungorum
UFLA 02-15 792 100 AY822513  Bacterium RSD-1-2
UFLA 02-289 358 100 KC894165  Burkholderia fungorum
UFLA 02-290* 985 100 NR116873  Bacillus magaterium
UFLA 02-291 662 100 NR113168 Xanthomonas heicola
UFLA 02-292 904 100 NR113168  Xanthomonas heicola
UFLA 02-293* 654 100 NR1028541 Pseudomonas entomophila

Inimeros pares de bases; 2similaridade. *Estirpes avaliadas
guanto ao potencial de promocdo do crescimento quando
submetida a inoculacdo e a coinoculagdo com estirpe CIAT

899.

As semelhancas das sequéncias obtidas a partir
da espécies estudadas com os acessos Genbank
variou de 99 a 100% (Tabela 1).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/229561998?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CMDU7XV8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/498922544?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=32&RID=CME5FMVH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429999756?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=CMEJK3R201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/61097567?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=53&RID=CMEXR05101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/347812468?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=86&RID=CMF5D6J0014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429844786?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=95&RID=CR157WRU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/213493514?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=40&RID=CR1K50TF014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/586852208?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=CR1V2EN3014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/690384913?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=CR2CHASV015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/574453568?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=CR2VMXJE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/556523234?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=46&RID=CR4KK33A014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/576641675?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=54&RID=CR765445014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/723006131?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=CRBD4G5T014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/658157654?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=CR8S5TVW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/575397182?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=56&RID=CR8UEU2D014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/429557476?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=CRA4RGA5014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/724471247?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CRA72CN2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/633675388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=99&RID=CRBPVFW2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/523453041?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=54&RID=CMGKZP4U01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/651254659?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=CRAAGM72014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/571026350?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=CRAK693H015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/56122729?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=CRAMP4UA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/499085435?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=55&RID=CRAUCNYV014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560813?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KHTHSA87014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251970?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KHUFBMT1014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631251970?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KHUPZHBE01R
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O feijoeiro é considerado uma planta promiscua,
com capacidade de estabelecer simbiose com varios
géneros de rizobios: (Chen et al., 1991; Moreira et
al., 2006; Ferreira et al., 2012). Apesar de sua alta
capacidade de nodulagdo, nem todos os géneros de
rizobios sdo capazes de fornecer nitrogénio de
forma satisfatéria a esta cultura (Moreira; Siqueira,
2006).

Dentre as bactérias promotoras do crescimento
vegetal, estirpes dos géneros Azospirillum, Bacillus,
Enterobacter, Herbaspirillum, Paenibacillus e até
mesmo estirpes de géneros simbidticos como
Burkholderia e Rhizobium s&o frequentemente
descritas como  potenciais  promotoras do
crescimento de plantas devido a atuacdo em
diferentes processos biolégicos, destacando-se a
solubilizacdo de fosfatos, sintese de fitohormonios,
principalmente o &cido-3-indol acético e a fixacao
biolégica de nitrogénio (Costa et al. 2013; Oliveira-
Longatti et al. 2013; 2014; Costa et al., 2014).

As sete estirpes estudadas no teste de inoculagéo
e coinoculagdo pertencem ao género Pseudomonas,
Bacillus e Xantomonas (Tabela 1). Verificou-se
efeito significativo dos tratamentos sobre todas as
variaveis avaliadas (Tabela 2). A estirpe inoculante
do feijoeiro (CIAT 899) nodulou eficientemente e os
controles negativos ndo apresentaram nodulacéo,
indicando que ndo houve contaminacdo no
experimento e que as condigBes experimentais eram
favoraveis a nodulagéo. Nos tratamentos inoculados
individualmente com as sete estirpes previamente
selecionadas (UFLA 02-274, UFLA 02-276, UFLA
02-281, UFLA 02-282, UFLA 02-286, UFLA 02-290,
UFLA 02-933) também nao ocorreu nodulagdo do
feijoeiro, na presenca de baixa (-N) e alta (+N)
concentracdo de nitrogénio mineral na solucao
nutritiva.

A coinoculacdo das estirpes UFLA 02-74, UFLA
02-290 e UFLA 02-286 com a CIAT 899 resultou em
maior NN (176, 120 e 187 nddulos planta?,
respectivamente) em relagdo a inoculagdo individual
com a estirpe CIAT 899 (86 nddulos planta). J&
para MSN estas foram semelhante & estirpe de
referéncia. Em feijoeiro-comum a coinoculagdo de
uma estirpe de Bacillus com Rhizobium tropici
aumentou o NN e a MSN (Camacho et al., 2001). O
mesmo foi observado por Oliveira-Longatti et al.
(2013) em que a matéria seca dos nddulos do
feijoeiro-comum foi aumentada com a coinoculagéo
de estirpes de Burkholderia fungorum e Rhizobium
tropici (CIAT 899).

Verificou-se que a coinoculagédo da CIAT 899 com
as estirpes UFLA 02-290 e UFLA 02-282 reduziram
o NN e com as estirpes UFLA 02-276, UFLA 02-933,
UFLA 02-281 e UFLA 02-282 reduziram a MSN. Na
coinoculacdo de bactérias noduliferas com
endofiticas de nddulos em leguminosas pode
ocorrer tanto a estimulagdo como inibicdo da
nodulacdo e do crescimento vegetal, dependendo
da interacdo entre os simbiontes e as estirpes de
bactérias promotoras de crescimento (Camacho et
al., 2001).

Tabela 2. NUmero de nédulo (NN), matéria seca dos
nédulos (MSN), da parte aérea (MSPA), da raiz
(MSR) e total (MST) de plantas de feijéo inoculadas
e coinoculadas com estirpes isoladas de solo da
Amazobnia em solos de pastagem.

NN MSN MSR MSPA MST
Fontes de N NN
-------------- lanta-l----------
plantat 9p
UFLA 02-274+N  0,00d 0,00b 105b 213a 3,18a
UFLA 02-274 -N 0,00d 0,00b 050c 049d 099¢c
UFLA 02-274 +
CIAT899 176,33a 0,10a 059c¢c 167b 227b
UFLA 02-290 +N  0,00d 0,00b 057c 141b 1,98b
UFLA 02-290 -N 0,00d 0,00b 043c 033d 0,77c
UFLA 02-290 +
CIAT899 120,33a 0,151a 0,42c 0,45d 0,87 ¢c
UFLA 02-276 +N  0,00d 0,00b 048c 048d 0,96c
UFLA 02-276 -N 0,00d 0,00b 034c 026d 061lc
UFLA 02-276 +
CIAT899 4433c 0,021b 0,32c 0,39d 0,71c
UFLA 02-286 +N  0,00d 0,00b 105b 2,13a 3,130a
UFLA 02-286 -N 0,00d 0,00b 064c 087c 151c
UFLA 02-286 +
CIAT899 187,0a 0,082a 049c¢c 137b 1,86b
UFLA 02-293+N  0,00d 0,00b 0,79c 1,20b 2,30b
UFLA 02-293 -N 0,00d 0,00b 037c 0,29d 0,67c
UFLA 02-293 +
CIAT899 8566b 0,026b 0,34c 040d 0,75c
UFLA 02-281 +N  0,00d 0,00b 143a 1,17b 260b
UFLA 02-281 -N 0,00d 0,00b 058c 053d 1,20c
UFLA 02-281 +
CIAT899 90,00 b 0,07 0,42c¢ 1,06c 1,48c
UFLA 02-282 +N  0,00d 0,00b 135a 248a 383a
UFLA 02-282 -N 0,00d 0,00b 032c 0,26d 0,558c
UFLA 02-282
+CIAT899 43,32c 0,030b 0,26¢c 0,34d 0,60c
Controle —N
(5,25 mg N L) 0,00d 0,00b 049c 0,19d 0,69c
Controle +N
(52,5 mg N L) 0,00d 0,00b 0,74c 137b 192b
CIAT899 86,0 b 0,075a 0,36¢c 154b 190b
CV% 36,55 3,90 33,8 33,2 26,98

CV= coeficiente de variagdo. Médias seguidas com as
mesmas letra nas colunas nédo diferenciam entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Em relagdo a producdo de MSR, MSPA e MST
nao houve efeito positivo da coinoculagdo das sete
estirpes avaliadas com a estirpe CIAT 899, este
resultado pode esté relacionada ao fato das plantas
terem sido colhidas antes da floragdo. No entanto,
quando inoculadas individualmente, na presenca de
alta concentracdo de N, as estirpes UFLA 02-274,
UFLA 02-286 e UFLA 02-282 promoveram producao
de MSPA e MST superior controle sem inoculacao
com +N mineral e aos demais tratamentos. Para as
estirpes UFLA 02-290, 02-276, UFLA 02-274, UFLA
02-281 e UFLA 02-282 a coinoculagéo da CIAT 899
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promoveram efeito negativo sobre essas variaveis.
Além disso, as estirpes UFLA 02-281 e UFLA 02-
282 aumentaram significativamente a produgdo de
MSR quando inoculadas individualmente na
presenca de alta concentracdo de N em relag@o aos
demais tratamentos. Na simbiose Bradyrhizobium e
feijdo-caupi, a matéria seca da raiz foi maior quando
as plantas foram coinoculadas com Paenibacillus
(Rodrigues et al., 2012). J4 Costa et al. (2014)
verificaram que coinoculacdo de Bradyrhizobium e
Enterobacter sp. aumentaram significativamente a
producdo de MSR.

CONCLUSOES

As estirpes dos géneros Pseudomonas (UFLA
UFLA 02-286), Bacillus (UFLA 02-290) e
Xantomonas (UFLA 02-274) aumentaram a
producdo de matéria seca total de plantas de feijéo-
comum quando inoculadas individualmente na
presenca de alta concentracdo de nitrogénio na
solugdo nutritiva, ja quando coinoculadas com a
CIAT 899 promoveram aumentos significativos no
namero de nédulos e na matéria seca de nodulo.
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