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RESUMO: O trabalho objetivou avaliar a
variabilidade genética e o efeito de bactérias
com caracteristicas envolvidas na promogao de
crescimento vegetal sobre o desenvolvimento
de feijao comum (Phaseolus vulgaris). Foram
avaliadas 10 linhagens bacterianas fixadoras de
nitrogénio, solubilizadoras de fosfato inorganico
e produtoras de acido indolacético, isoladas
de cana-de-agticar, quanto a variabilidade
genética pela técnica de ARDRA e ao efeito no
desenvolvimento de plantas de feijao comum. Foi
observado efeito positivo sobre a massa fresca
e seca da raiz de plantas de feijao por meio do
tratamento de cinco diferentes bactérias. Em
relacdo a parte aérea das plantas, foi observado
que nenhum tratamento apresentou efeito positivo.
As bactérias apresentaram alta variabilidade,
sugerindo pertencerem a géneros diferentes.
Portanto, os resultados indicam que bactérias
isoladas de determinadas plantas hospedeiras
podem ser exploradas para utilizacdo como
inoculantes em outras espécies vegetais.
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ABSTRACT: This study aimed to evaluate the
genetic variability and the effect of bacteria
with characteristics involved in the plant growth
promotion on the development of common
bean (Phaseolus vulgaris). Ten nitrogen-fixing,
inorganic phosphate solubilizing and indole acetic
acid producing bacterial strains, isolated from
plants of sugarcane were evaluated in regards
to genetic variability by ARDRA technique and
the effect on the development of bean plants.
Positive effect was observed on the root fresh and
dry weight of bean plants through the treatment
of five different bacteria. Regarding the aerial
parts of plants, it was possible to observe that
no treatment produced positive effect on both
fresh and dry weight. Bacteria showed high
variability, suggesting they belong to different
genus. Therefore, the results indicate that bacteria
isolated from certain host plants can be exploited
as inoculants for use in other plant species.
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Os mecanismos de interacdo bactéria-planta envolvem varios
processos, como, por exemplo, a promogdo de crescimento
vegetal. Neste contexto, as bactérias promotoras de crescimento
em plantas (BPCPs) sdo aquelas que se encontram em hébitats
naturais, colonizando de forma interna e externa 6rgdos e tecidos
vegetais (COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010). Entre
os fatores que influenciam o crescimento vegetal, encontra-se
a fixagdo bioldgica de nitrogénio por bactérias, como uma
das mais relevantes, pois o nitrogénio € um macronutriente
limitante do crescimento vegetal (BODDEY et al., 1992). Outro
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importante mecanismo € a solubilizagdo de fosfato inorganico
por bactérias associadas as plantas, pois, apesar dos solos
agricolas possuirem grandes reservas de fosforo, a maior parte
do fésforo inorganico, na forma soldvel, € adsorvido logo apds
a aplicacao de adubos fosfatados, tornando-se indisponivel as
plantas (GYANESWAR et al., 2002). Além desses, a produgao
de 4cido indolacético (AIA), um regulador de crescimento
vegetal da classe das auxinas, quando secretado por bactérias,
também pode promover o crescimento da raiz diretamente
através de estimulos que podem promover a elongacido da
célula vegetal ou divisao celular (PATTEN; GLICK, 2002).

As BPCPs apresentam elevada diversidade e os beneficios
esperados a partir de melhor conhecimento sobre a diversidade
microbiana sdo extensos (TILAK et al., 2005; COMPANT,;
CLEMENT:; SESSITSCH, 2010). Neste aspecto, varios
estudos tém explorado a diversidade de bactérias associadas
as plantas, obtendo-se novas informagdes para o conhecimento
de mecanismos envolvidos na interacdo bactéria-planta
(KUKLINSKY-SOBRAL etal.,2004; ANDREOTE; LACAVA;
AZEVEDO, 2008). Nos textos cientificos de diversidade
genética, comumente t€m-se utilizado diferentes técnicas
para avaliar o genoma bacteriano com base nas diferencas das
sequéncias de nucleotideos de genes especificos ou aleatdrios,
como, por exemplo, ARDRA (Amplified Ribosomal DNA
Restriciton Analysis), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), BOX-PCR (amplificagdo dos elementos BOX,
sequéncias palindrémicas extragénicas repetitivas) e RAPD
(Random Amplification of Polymorphic DNA), que permitem
diferenciar os micro-organismos por nivel de género e espécie,
além de permitir a realizagdo de correlacdes entre ambiente
estudado e gendtipo bacteriano (ANDREOTE; LACAVA;
AZEVEDO, 2008).

O feijao comum, Phaseolus vulgaris, € uma leguminosa
que apresenta alto teor proteico em sua total composi¢ao. Esta
presente na dieta de enorme parcela da populagdo mundial,
em especial nos paises em que o consumo de proteina animal
¢ limitado, por razdes econdmicas ou religiosas e culturais.
No Brasil, € a principal leguminosa fornecedora de proteinas,
fazendo parte da dieta didria das classes socioecondmicas
menos favorecidas (MESQUITA et al., 2007). Logo,
tratando-se de uma leguminosa, uma contribui¢do para o
aumento da produtividade desta cultura seria a colonizacdo
dos nédulos por estirpes bacterianas eficientes, na fixagao
biolégica do nitrogénio, e competitivas em relacio a populacdo
nativa (XAVIER et al., 2006). Contudo a busca por bactérias
promotoras de crescimento de plantas, que ndo pertencam a
classe dos rizébios, também poderd ser uma alternativa para
0 aumento da producao dessa cultura.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar a variabilidade genética e o efeito de bactérias com
caracteristicas envolvidas na promog¢ao de crescimento vegetal,
isoladas de plantas de cana-de-agtcar, sobre o desenvolvimento
de feijao comum (Phaseolus vulgaris), em casa de vegetacao.

Foram utilizadas 10 linhagens de bactérias associadas a
plantas de cana-de-agticar, pertencentes a coleg@o de culturas
bacterianas do LGBM/UFRPE. Essas bactérias apresentam a
capacidade de fixar nitrogénio, solubilizar fosfato inorganico

e produzir dcido indolacético (AIA), in vitro, como esta
apresentado na Tabela 1.

As linhagens bacterianas foram repicadas em placas
de Petri contendo meio TSA (Trypcase Soy Agar), para
obtengdo de coldnias isoladas. Em seguida, colonias isoladas
foram inoculadas em 5 mL de -TSA liquido e incubadas
por 24 horas sob agitacdo constante (150 rpm). As culturas
foram diluidas em tampao PBS (Phosphate Buffered Saline)
(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004) para obtencdo de
in6culos em torno de 10° UFC/mL. Sementes de feijao comum,
tipo carioca, coletadas na safra de 2010 no municipio de
Garanhuns,PE, foram incubadas com a suspensdo bacteriana
ou em tampao PBS (controle) por 1 hora sob agitacao (150
rpm), resultando em 10 isolados bacterianos e mais um
grupo controle, totalizando 11 tratamentos (Tabela 1). Em
seguida, foram plantadas 3 sementes por sacos de polietileno,
contendo 1 kg de substrato (Plant Max Hortaligas, Eucatex),
com 10 repeti¢des para cada tratamento, em delineamento
inteiramente casualizado. Os sacos foram mantidos em casa de
vegetagdo, sendo efetuada a manutencéo hidrica diariamente,
durante 30 dias. As plantas foram coletadas e aferiu-se a
massa fresca e seca da parte aérea e da raiz. Para a andlise da
variabilidade genética bacteriana, o DNA gendmico bacteriano
foi extraido com a utilizagdo do Genomic DNA Purification Kit
(Fermentas), de acordo com as recomendagdes do fabricante. A
amplifica¢do do 16S rDNA e a técnica de ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriciton Analysis), utilizando as enzimas
de restricdo Mbol e BsuRI (Fermentas), foram realizadas de
acordo com Kuklinsky-Sobral et al. (2004).

No presente trabalho, quando avaliada a massa fresca da
raiz, foi observado que o tratamento T9 (linhagem UAGC636)
apresentou maior influéncia positiva comparada as demais
(Figura la). A linhagem UAGC636, como apresentado na
Tabela 1, apesar de ndo apresentar indice de solubilizagdo
de fosfato inorgéanico (IS) igual ou superior a dois, indice
que, segundo a literatura, € dito como ideal para bactérias

Tabela 1. Linhagens bacterianas isoladas de plantas de cana-de-agtcar.

Tratamentos Linhagem* CFN IS AIA
Controle Sem inoculacdo - - -
TI1 UAGC521 + 1,60 +4+4
T2 UAGC523 + 1,27 +
T3 UAGC534 + 1,36 +
T4 UAGC536 + 1,63 +
T5 UAGCS555 + 1,47 +
T6 UAGC560 + 1,50 +
T7 UAGC562 + 1,33 +
T8 UAGC563 + 1,91 +
T9 UAGC636 + 1,67 +
T10 UAGC667 + 1,56 ++

*Todas as linhagens apresentam a capacidade de fixar nitrogénio (CFN),
solubilizar fosfato inorganico, com indices de solubilizagdo (IS) diferentes, e
produzir 4cido indolacético (AIA) em diferentes intensidades. (+++ Alta; ++
Média; e + Baixa produgdo de AIA).
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Figura 1. a) Massa fresca e b) massa seca de raizes; e c) massa fresca e d) massa seca da parte aérea de plantas de feijao comum submetidas a diferentes
tratamentos®. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott Knott (o0 = 5%). *Controle (sem inoculagdo);
T1 (UAGC521); T2 (UAGC523); T3 (UAGC534); T4 (UAGC536); T5 (UAGCS555); T6 (UAGC560); T7 (UAGC562); T8 (UAGC563); T9 (UAGC636 );

T10 (UAGC667).

promotoras de crescimento vegetal (SILVA FILHO; VIDOR,
2000), assim como a producdo de AIA, que na classifica¢@o
colorimétrica apresentou baixa produgio, foi capaz de estimular
o desenvolvimento do feijoeiro. Além desse tratamento, os
tratamentos 3, 4, 5, 6 e 10 também apresentaram efeito positivo
sobre a massa fresca da raiz, comportando-se estatisticamente
superior a testemunha e aos demais tratamentos. Na massa seca
daraiz, o destaque foi para o tratamento T5, no qual foi usada
a linhagem UAGCS555, juntamente com os tratamentos 4, 6,
9 e 10, ressaltando-se que estes 5 tratamentos estimularam
tanto o acimulo de dgua, com o aumento da massa fresca
em relagdo ao controle, como a produgdo de matéria seca
(Figura 1b). Mais uma vez, é demonstrado que os beneficios
causados na interacdo bactéria-planta nao dependem do nivel
de produgdo in vitro que a linhagem apresenta de producado de
AIA ou solubilizagdo de fosfato, pois a linhagem UAGC555
ndo produziu os maiores indices de fosfato nem de AIA.
Segundo Taiz e Zeiger (2004), a acdo do AIA, em raizes, ¢é
muito importante ja que sua principal fungdo € o alongamento
das células, o que causa formacdo de raizes adventicias, que
sd0 as principais responsaveis por assimilar dgua e outros
nutrientes presentes no solo.

E importante salientar que, em relagdo 2 massa fresca e
seca da raiz, nenhum tratamento apresentou efeito negativo,
demonstrando claramente o beneficio no uso de indculos

bacterianos em vegetais, mesmo sendo utilizados isolados
oriundos de outras espécies vegetais. Diante dos resultados,
pode-se especular que essas plantas poderiam apresentar
maior/menor tolerancia ao estresse hidrico devido a presenga
dessas bactérias, ou que essas bactérias poderiam influenciar
a capacidade de realizar a fotossintese da planta hospedeira,
resultando, como observado, no aumento da massa seca da
planta.

Em relacdo a parte aérea das plantas, foi observado que
alguns tratamentos apresentaram efeito negativo em relacio ao
controle, demonstrando que nem todas as linhagens bacterianas
inoculadas nas plantas de feijao beneficiaram a parte aérea do
vegetal (Figura 1). Esses resultados corroboram com a teoria
relatada por Kuklinsky-Sobral et al., 2004; Compant, Clément
e Sessitsch (2010), na qual relatam que o gendtipo da planta
hospedeira, o gendtipo da bactéria associada e o nicho de
atuacdo da linhagem bacteriana influenciam no processo de
interacdo bactéria-planta.

O ARDRA tem sido utilizado para estudos de diversidade
microbiana associada a vegetais ou a diferentes solos
(CHELIUS; TRIPLETT, 2001; KUKLINSKY-SOBRAL et al.,
2004; ANDREOTE; LACAVA; AZEVEDO, 2008). Neste
trabalho, a amplificacdo do gene 16S rRNA e sua digestdo
com enzimas de restricdo permitiu a construgdo da matriz de
similaridade pelo coeficiente de Jaccard e do dendrograma pelo
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Figura 2. Dendrograma gerado pelo método de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Average) de agrupamento hierarquico, a partir
da matriz de similaridade genética entre as bactérias com caracteristicas de promogao de crescimento vegetal. O coeficiente de Jaccard foi utilizado para a

construgdo da matriz de similaridade.

método de UPGMA (Figura 2). Foi observada alta diversidade
génica através da formac@o de dois grandes grupos e uma
ramificacdo isolada contendo uma tnica linhagem, sugerindo
que as linhagens pertencem a géneros diferentes, uma vez que
0 ARDRA avaliou a variabilidade da sequéncia do gene 16S
rRNA. Provavelmente, foi devida a essa elevada diversidade
bacteriana oriunda de cana-de-actcar, que houve elevada
capacidade de produzir AIA em diferentes concentragdes,
por apresentarem, além da diversidade genética, diferengas
contrastantes na funcionalidade fisioldgica.

Portanto € possivel concluir que bactérias com caracteristicas
de promocgao de crescimento vegetal, isoladas de plantas de
cana-de-acucar, influenciaram positivamente o desenvolvimento
das raizes de plantas de feijao e que as linhagens apresentaram
alta variabilidade genética pela técnica de ARDRA, indicando
pertencerem a géneros diferentes.
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