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RESUMO. O efeito de estirpes de Paenibacillus ¢ Bacillus (Rizobactérias Promotoras de
Crescimento de Plantas - RPCP) na simbiose do caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] com
Bradyrhizobium sp. foi estudado em vaso de Leonard. A cultivar de caupi utilizada foi a IPA-
205. As plantas foram irrigadas com solugio nutritiva sem nitrogénio. As inoculagdes com
RPCP promoveram maior crescimento da raiz em relagio as co-inoculagoes, como a estirpe
S21 de P. polymyxa, que foi superior (70%) ao controle (nio-inoculado). As RPCP
aumentaram a nodulagio especifica nas plantas co-inoculadas, evidenciado pela correlagio
positiva com o nitrogénio acumulado especifico. Efeitos indiretos e diretos na nodulacio
especifica foram mostrados pela diminuigio significativa do crescimento da raiz (40%) e
pelo aumento nio-significativo do niimero de nédulos (46%), nas estirpes Loutit (L) de P.
polymyxa e na LBF-410 de P. macerans. RPCP que estimulam a nodulagio podem promover
uma melhor fixagio de N, durante a simbiose do Bradyrhizobium-caupi.
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ABSTRACT. Strains of Paenibacillus promoters of the specific nodulation in the
symbiosis Bradyrhizobium-caupi. The effect of Paenibacillus and Bacillus (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria - PGPR) strains on the symbiosis of the caupi [Vigna unguiculata
(L.) Walp.] with Bradyrhizobium sp. was studied in vases of Leonard. The caupi cultivar used
was IPA-205. The plants were irrigated with an N-Free nutrient solution. The inoculations
with PGPR promoted a better growth of the root in relation to the co-inoculations, as the
S21 strain of P. polymyxa which was superior (70%) to the control (not inoculated). The
PGPR increased the specific nodulation in the co-inoculated plants, evidenced by the
positive correlation with the specific nitrogen accumulated. Indirect and direct effects on
the specific nodulation were shown by the significant decrease of root growth (40%) and
non-significant increase in the number of nodules (46%) in the Loutit (L) strain of P.
polymyxa and LBF-410 strain of P. macerans. The PGPR, which stimulated the nodulation,
can promote a better fixation of N, during the symbiosis between Bradyrhizobium and caupi.

Key words: Vigna unguiculata, co-infection, PGPR.

Introducao

O caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) é uma das
leguminosas graniferas mais extensamente adaptada,
versatil e nutritiva. No Brasil, ela é cultivada,
predominantemente, na regiio Nordeste,
representando uma fonte alternativa de proteina. Por
associar-se a bactérias do género Bradyrhizobium, obtém
o nitrogénio por simbiose, processo fisiol6gico
importante, que é explorado para obter aumento no
rendimento de grio por uma maneira ecoldgica ¢
economicamente sustentivel. Avancos no
melhoramento das plantas ¢ no conhecimento da

relacio solo-rizébio-planta, para o aumento da fixagio
simbidtica do N, estio sendo procurados
constantemente. Uma estratégia adicional vem sendo
conduzida com  rizobactérias  promotoras de
crescimento de plantas (RPCP) e de leguminosas de
importincia agricola (Figueiredo et al., 2001; Vessey,
2003). As RPCP sio bactérias benéficas que habitam o
ecossistema  do solo (Glick, 1995) e afetam
positivamente o crescimento das plantas, por
mecanismos diretos ou indiretos (Kloepper et al., 1980).

Sementes inoculadas com Pseudomonas putia
induziram aumento na nodulagio, na atividade de
reducio do C,H, e no peso de raiz em plantas de
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lentilhas (Lens esculenta Moench) (Chanway et al.,
1989). O aumento da nodulagio das plantas de
ervilha (Pisum sativum L.) mediado por P. fluorescens
deveu-se a2 um aumento da produgio de flavondides
(Andrade et al., 1998). Bacillus UWS85
promoveu um aumento no crescimento das raizes e
da parte aérea das plantas e na quantidade de N
acumulada, assim como na nodulag¢io total das
plantas. Entretanto, nenhum efeito na nodulagio
especifica, na matéria seca média dos nédulos e na
atividade da nitrogenase foi observado para a soja
(Vessey e Buss, 2002). A co-inoculagio de Rhizobium
etli com Paenibacillus polymyxa nas sementes de feijio
(Phaseolus vulgaris L.) aumentou a densidade do
rizébio na superficie da raiz, o ntimero de nédulos e
as raizes laterais dessas plantas (Petersen et al., 1996).
A co-inoculagio da R. tropici CIAT899 com Bacillus
sp. CECT450 teve um efeito positivo no niimero ¢
na matéria seca dos nédulos, bem como na matéria
seca da raiz e na parte aérea das plantas de feijio
(Camacho et al. 2001). Sindhu et al. (2002) indicaram
que Bacillus sp. co-inoculado com Bradyrhizobium sp.
efetiva resultou em melhoria na nodulagio e no
crescimento das plantas de grama verde (Vigna radiate
[L.] Wilzeck.).

Os estimulos das RPCP tém sido associados aos
seguintes mecanismos: (1) ao balango de horménios
na leguminosa hospedeira; (2) ao aumento de
nutrientes minerais  solubilizados; e (3) ao
antagonismo contra patégenos das plantas (Glick,
1995). A produgio do fito-horménio 4cido indol-3-
acético (IAA) tem sido relatada em estirpes de
Bacillus sp. e associada a um estimulo na nodulagio
no feijao (Srinivasan et al., 1996). Virias RPCP que
t€m efeitos positivos no crescimento da raiz e¢/ou da
parte aérea da soja foram produtoras de IAA ou 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase (ACC),
entretanto nenhum efeito positivo foi observado na
nodulagio (Cattelan et al., 1999). O estimulo
mediado por Azospirillum brasilense na nodulagio do
feijao, realizado pelo rizébio, foi associado ao
aumento da produgio de flavonéides (Lambrecht et
al., 2000).

Muitas espécies de rizébio produzem IAA e
muitos estudos indicam que mudangas nas
concentragdes enddgenas de auxinas sio pré-
requisitos para a organogénese do nddulo
(Lambrecht et al., 2000). Compostos semelhantes 2
citoquinina foram produzidos e metabolizados em
culturas de P. polymyxa para as fases de crescimento
estaciondria e  logarftmica,  respectivamente
(Timmusk ef al., 1999). Bacilos RPCP efetivos com
atividade da ACC deminase foram relatados por

cereus

Silva et al.

Ghosh et al. (2003). Segundo Ferguson ¢ Mathesius
(2003), uma relagio auxina/citoquinina pode ser
importante para regular o ndmero de nédulos. Em
riz6bio, os fatores Nod regulam os niveis de auxina
e reduzem a relagio auxina/citoquinina na planta,
devido a sintese ou 2 liberagio induzida de
inibidores do transporte (etileno e flavondides) de
auxina endégena (Lambrecht et al., 2000). O objetivo
deste estudo foi o de investigar os efeitos de
linhagens de Paenibacillus ¢ de Bacillus na simbiose
entre Bradyrhizobium e caupi.

Material e métodos

Os reagentes utilizados foram obtidos da Vetec
Quimica Fina Ltda. (Rio Janeiro, Brasil) e da Sigma-
Aldrich-Aldrich Inc. (St. Louis, MO, EUA).
Sementes do caupi [V. unguiculata (L.) Walp.] cv.
IPA-205 foram cedidas pela Empresa Pernambucana
de Pesquisa Agropecudria-IPA (Recife-Brasil). As
estirpes de Bradyrhizobium, de Bacillus e de
Paenibacillus foram obtidas de diferentes colegdes e
estdo listadas na Tabela 1, junto com algumas de
suas caracteristicas. Neste estudo, as estirpes de
Bacillus e de Paenibacillus foram chamadas de
rizobactérias promotoras de crescimento de planta
(RPCP).

Tabela 1. Estirpes de Bradyrhizobium, Bacillus e Peanibacillus
estudadas neste trabalho.

Espécies Origem Aspecto Referéncia ou fonte
estirpe

Bradyrhizobium sp.
BR2001 Crotalaria juncea L. nif*  CNPAB/Embrapa-

Brasil

Bacillus pumilus

65(E)180 Atriplex nummularia L. - Miranda (2001)
(folha), Pernambuco-
Brasil.
Paenibacillus macerans
LBF-410 Solo - Fiocruz-Brasil
Paenibacillus durus
P3E30 Raizes de trigo; Parand-  nif* Seldin (2004)
Brasil.
P3L5 Raizes de trigo; nif* Seldin (2004)
Parani-Brasil.
RBN4 Raizes de plantasde  nif* Seldin (2004)
banana; Rio de Janeiro-
Brasil.
Paenibacillus polymyxa
S21 Solo de Seropédica, RJ- nif*  Seldin et al. (1983)
Brasil
Loutit (L) Solo de pastagens: nif*  Line e Loutit (1971)

Otago Nova Zelindia.

A estirpe de Bradyrhizobium, BR2001, foi
multiplicada rotineiramente em caldo de extrato de
levedura-manitol (Vincent, 1970) i temperatura de
28°C. As estirpes de Bacillus ¢ de Paenibacillus foram
multiplicadas, respectivamente, em caldos de trypticase
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soy broth (Seldin et al., 1984) ¢ de glucose broth
(Seldin ez al., 1983) a temperatura de 32°C. Sempre que
necessirio, 1,5% de dgar (p/v) foi adicionado para obter
meios sélidos. Na preparagio dos inoculantes, essas
estirpes foram purificadas e, entio, repicadas em meios
especificos. As estirpes foram cultivadas em 25 mL de
meio liquido (250 rpm; 28 ou 32° C) durante 5 dias, 24
¢ 48 horas para as estirpes de Bradyrhizobium, Bacillus ¢
Paenibacillus, respectivamente, e armazenadas a 4°C. O
ntmero de unidades formadoras de coloénia (u.f.c.) foi
avaliado pela contagem direta em cAmara de Neubauer
(Hirschmann Techcolor — 0,10 mm, 0,0025 mm?).
Para obter a densidade formadora de col6nia adequada,
os indéculos foram diluidos em meio especifico.

Sementes sadias maduras da cv. IPA-205 foram
selecionadas e imersas em solugio de etanol (95%,
v/v, por 90 segundos), esterilizadas com solugio de
NaOCI (1% CI disponivel por 2,5 minutos) e
lavadas com 4gua destilada estéril (7x). As sementes,
superficialmente esterilizadas, foram distribuidas
assepticamente em conjuntos de vaso do tipo
Leonard (5 sementes por vaso) contendo areia lavada
(1,2 kg), com pH corrigido para 6,8 e autoclavados
por 60 minutos 2 temperatura de 120°C a 101 kPa.
Em seguida, as inoculagdes foram realizadas ¢ 300
mL de solugio esterilizada de nutriente com
nitrogénio minimo foi adicionada (Silveira et al.,
2001). Os tratamentos testados foram: (G1) co-
inoculagio com 2 mL da suspensio bacteriana de
BR2001 (10® u.f.c. semente™) com 1 mL de RPCP
(107 u.f.c. semente™); (G,) inoculagio de 1 mL de
RPCP (107 u.f.c. semente™). Como controles, foram
usados tratamentos inoculados apenas com 1 mL de
suspensio bacteriana de BR2001 (10° u.f.c. semente™)
e sem inoculacio. Esses tratamentos foram incluidos
para a comparacio dentro dos grupos dos G; e G,,
respectivamente.

As plantas foram cultivadas em casa de vegetagio
com luz solar, cuja temperatura (31 *= 3°C) e
umidade relativa (65 = 15%) foram controladas.
Uma semana apés semeadura, foram deixadas duas
plantas por vaso. Durante as primeiras duas semanas
de cultivo, todos os vasos receberam solugio
nutriente (Silveira et al., 2001) estéril com minimo
de nitrogénio 1 mM N a partir de uma solugio
molar de Ca(NOj), e, em seguida, foi utilizada
soluc¢io nutriente estéril sem nitrogénio. Ambas as
solucdes foram renovadas a cada 4 dias. Apés 45 dias
de crescimento das plantas, o ntiimero de nédulos foi
avaliado, juntamente com a matéria seca dos
nédulos, da raiz e da parte aérea, as quais foram
determinadas  gravimetricamente, a partir da
biomassa seca sob fluxo de ar a 65°C por 72 horas.
Para a determinagio do N total, a matéria seca da

parte aérea de cada planta foi moida e uma aliquota
de um grama foi analisada, basecado no método de
Kjeldahl (Bremer, 1965). Outras avaliagdes foram:
relacio da matéria seca da parte aérea (quantidade de
N acumulado) com a matéria seca da raiz; a matéria
seca média dos nddulos e a nodulagio especifica
(Malavolta, 1980; Malavolta et al., 1997).

O experimento foi realizado de acordo com um
desenho em bloco completo casualizado com 3
repeti¢des. A anilise estatistica foi conduzida usando o
software Statistic (Statsoft Inc., Tulsa) e os efeitos dos
tratamentos foram avaliados pelo teste de F. O erro
padrio (p < 0,05) foi estimado ¢ a comparagio das
médias dos tratamentos foi feita pelo teste de Tukey.

Resultados e discussao

Os resultados da andlise de varidncia estio na
Tabela 2. O contraste [F(G; vs G,)] entre a co-
inoculagio (BR2001 + RPCP) e a inoculagio
(RPCP) indicou que existem efeitos significativos
(p < 0,01) entre esses dois grupos de tratamentos
em todas as varidveis analisadas. No grupo de co-
inoculagio [F(G,)], entretanto, foram detectados
efeitos significativos para o rendimento da matéria
seca da raiz (MSR), o nitrogénio acumulado (Nac) e
as relagdes da matéria seca da parte aérea
(MSPA/MSR) e do nitrogénio acumulado
(Nac/MSR) com a matéria seca da raiz. No grupo de
inoculagio [F(G,)], o efeito significativo (p < 0,01)
foi alcancado no rendimento de MSR. A comparagio
das médias mostra que as plantas de caupi do grupo
co-inoculado (G,) apresentaram rendimento médio
superior de MSPA (12x), de MSPA/MSR (16x), de
Nac (52x) e de Nac/MSR (63x), em comparacio
com o grupo inoculado (G,). As plantas do grupo
inoculado, entretanto, tiveram o rendimento de
MSR médio significativamente superior (0,16x) ao
obtido pelo grupo co-inoculado.

Tabela 2. Efeitos da co-inoculagio de Bradyrhizobium sp. BR2001
com RPCP (Gy) e inocula¢io com RPCP (G,) nos parimetros de
crescimento e nitrogénio acumulado no caupi (Vigna unguiculata
[L.] Walp.) cv. IPA-205: anilise da varidncia e médias (24
repetigdes) dos tratamentos. As plantas (45 dias) foram cultivadas
em vaso de Leonard.

Grupos de tratamentos MSPA * MSR b MSPA/MSR ¢ Nac? Nac/MSR®
gvaso”' gvaso! gMSPAg mgN mgNg
MSR’! vaso!  MSR’

F (G, vs, G,) 627 ** 12,5 %% 629 ** 817 **  520%*
F(G) 1,35™ 2,95%%  734%x 248 %% 510%*
F (G, 0,04 2,47 ** 0,02™ 0,00™  0,00™
BR2001 + RPCP (G,) 6,41 A 1,00B 6,68 A 253,4A 20646A
RPCP (G,) 053B 1,19A 0,42B 478 41B
CV (%) 236 172 24,4 23,4 29,4

*Matéria seca da parte aérea e " da raiz; “relagio da MSPA/MSR; ¢ nitrogénio acumulado
e “relagio Nac/MSR. “Naio-significativo, **significativo em nivel de 0,01 pelo teste F.
Na coluna, médias seguidas pela mesma letra nio diferem estatisticamente (p < 0,05)
pelo teste F, CV é coeficiente de variincia.

Acta Sci. Agron.

Maringi, v. 29, n. 3, p. 331-338, 2007



334

A comparagio das médias entre os tratamentos
de co-inoculagio (Tabela 3) indicou que a estirpe
Loutit (L) determinou um rendimento de MSR
inferior (0,68 g vaso™) ao tratamento controle (1,27 g
vaso™). Os demais tratamentos apresentaram valores
intermedidrios de rendimento de MSR, nio
diferindo dos dois tratamentos previamente
mencionados. Entretanto caupi co-inoculado com a
estirpe  Loutit (L) mostrou uma relagio de
MSPA/MSR superior aos tratamentos restantes, com
excegio para plantas co-inoculadas com a estirpe
LBF-410. Nos tratamentos controle e co-inoculados
com P3L5, foi obtida uma menor relacio de
MSPA/MSR, nio diferindo, contudo, daquelas
plantas co-inoculadas com as estirpes P3E30,
65(E)180, S21 ¢ RBN4. Estes wltimos tratamentos
nio diferenciaram do tratamento co-inoculado com
a estirpe LBF-410.

Tabela 3. Efeito da co-inoculagio Bradyrhizobium sp., BR2001
com diferentes RPCP (G;) nos parimetros de crescimento e de
nitrogénio do caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) cv., IPA-205:
anilise da variincia e médias (3 repeti¢oes) dos tratamentos. As
plantas (45 dias) foram cultivadas em vaso de Leonard.

MSPA* MSR® MSPA/MSR®  Nac! Nac/MSR
gMSPA gMSR gMSPAg mgN mgNg
vaso”  vaso™ MSR"'! vaso'  MSR'

Tratamentos (G,)

Bradyrhizobium sp.
(BR-2001)- Controle 7,24 127A  570C
Bacillus pumilus

3072A 2434B

65(E)180 6,83 102AB 6,73BC 273,4AB 2638,8AB
Paenibacillus polymyxa

Loutit (L.) 6,25 0,68B 921A 250,5AB 3679A
Paenibacillus polymyxa

S21 6,17 099AB 628BC 2242B 2309B
Paenibacillus durus

P3E30 6,74 1,13AB 622BC 2562AB 2375B
Paenibacillus durus

P3L5 544 1,12AB 491C 221,7B 202,0B
Paenibacillus durus

RBN4 6,11 096AB 6,40BC 2489AB 260,6B
Paenibacillus macerans

LBF-410 6,48 0,81 AB 8,04AB 2449 AB 305,7 AB
F (G) 1,35™  2,95%% 7,34%* 2,48%*  510%*
CV (%) 23,6 17,2 244 234 29,4

"Matéria seca da parte aérea e da “raiz; ‘relagio da MSPA/MSR; L{nitrogéniu acumulado e
“relagio Nac/MSR. “Nio-significativo, **significativo em nivel de 0,01 pelo teste F. Na
coluna, médias seguida pelas mesmas letras nio diferem estatisticamente (p < 0,05) pelo
teste de Tukey, CV € coeficiente de varidncia.

Em relagdio ao nitrogénio acumulado, a co-
inoculagio com as estirpes S21 e P3L5 induziram
plantas com nivel inferior (< 225 mg N vaso™)
daquele que foi alcan¢ado no tratamento controle
(307 mg N vaso'). Caupi co-inoculado com as
estirpes P3E30, 65(E)180, Loutit (L), RBN4 ¢ LBF-
410 apresentou niveis intermedidrios de Nac (244 —
273 mg N vaso™), nio diferindo, porém, daqueles
alcangados nas plantas co-inoculadas com as estirpes
S21, P3L5 e com o tratamento controle. A relacio
Nac/MSR mostrou que a co-inoculagio com Loutit
(L) foi superior (368 mg N g') aos tratamentos
controle, P3E30, S21, P3L5 e RBN4 (< 261 mg N g™).

Silva et al.

As co-inoculagbes com as estirpes 65(E)180 ¢ com
LBF-410 induziram uma relagio Nac/MSR com
valor intermediirio, nio foram, todavia, diferentes
dos tratamentos previamente mencionados.

Esses resultados indicam que existem limitagdes
dependentes da RPCP para fixagdo do N, e para
crescimento das plantas. Hé, entretanto, favoriveis
estirpes RPCP ou '"Bacillus-helper" para essa
associagdo simbidtica. Apesar de os rendimentos de
MSPA  das plantas nio serem diferentes
estatisticamente, as diferengas entre as médias
parecem ter significado bioldgico. Os rendimentos
de MSPA das plantas de caupi no tratamento
controle tendem a ser superiores aos rendimentos
obtidos nos tratamentos co-inoculados com RPCP
(Tabela 3). A demanda de energia das bactérias, em
termos de carboidratos (fonte da planta), pode ter
sido superior em tratamentos co-inoculados. Os
resultados de Nac dio indicios da fixagio do N, na
dependéncia dos efeitos de Bradyrhizobium e das
possiveis RPCP. As plantas inoculadas com a estirpe
BR2001 obtiveram os nfveis mais elevados de Nac.
As co-inoculagdes com as estirpes S21 e P3L5,
contudo, foram restritivas para Nac nas plantas.
Outras co-inoculag¢des nio diferiram do tratamento
controle. Para rendimentos de MSR, as co-
inoculagdes apresentaram um efeito inibidor geral
de 25%. Esse efeito foi confirmado pelo
comportamento da relagio MSPA/MSR nas plantas
co-inoculadas com as estirpes Loutit (L) e LBF-410.
A inibicio do crescimento da raiz, porém, nio
apresentou impacto na fixagio simbidtica do N, no
caupi. As eficiéncias de Nac (baseadas em MSR) ou
a relacio de Nac/MSR confirmam essa inferéncia ¢
indicam a estirpe Loutit (L) como a estirpe RPCP
favoravel para a simbiose BR2001-caupi.

Os rendimentos das MSR no caupi inoculado com
RPCPs (G,) sdo apresentados na Figura 1. A estirpe
S21 mostrou ser superior (70%), quanto ao
rendimento de MSR (1,46 ¢ vaso™), ao tratamento
controle (0,86 g vaso™). As inoculagdes com as demais
RPCP induziram rendimentos intermedidrios de MSR
sem se diferenciarem dos tratamentos anteriormente
mencionados. Para as plantas cultivadas em meio
limitado de N, a inocula¢io com bacilos tem mostrado
diminui¢io do crescimento das raizes de soja e de
grama verde (Camacho et al., 2001; Sindhu et al., 2002),
entretanto um aumento do crescimento das raizes foi
observado em canola (Brassica campestris) (Ghosh et al.,
2003). No presente estudo, a natureza promotora de
crescimento de raiz no caupi da maioria dos Bacilos
testados ¢ estabelecida. A auséncia de patdgenos ¢ de
limitagio de nutriente (3 exce¢io do N) contribuem
para inferir o mecanismo de agio direta dessas RPCP.
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Em geral, espera-se que a provével atividade de fixagio
de N, das RPCPs (Tabela 1) tenha pequenos ou nio
detectdveis efeitos no crescimetno de plantas (Vessey,
2003). Ambas as fontes limitadas de N, entretanto,
permitem a manutengio das plantulas do caupi. Nessas
circunstincias, a produgio de auxinas pelas bactérias e
plantas, associada a uma atividade bacteriana da
deaminase ACC, pode estar contribuindo para a
reciclagem do N (entre plantas e bactérias) e,
conseqiientemente, para o aparecimento do fendtipo
observado na raiz (rendimentos elevados de MSR).
Esses dois processos bioquimicos estio conectados para
diminuir a produgio do etileno no tecido da raiz (Glick
et al., 1998; Lambrecht et al., 2000; Ferguson e
Mathesius, 2003) e para induzir um maior crescimento
das raizes (Glick et al., 1998). A producio de ACC, a
partir das raizes das plantas, fornece 3 bactéria uma
fonte tnica de N (Glick ez al., 1998). Bacilos com ACC
deaminase ttm sido descritos (Ghosh et al., 2003).
Acrescente-se que a produgio de citoquinina na raiz
das plantas é dependente da biossintese de purinas e,
em geral, estd positivamente correlacionada com a
disponibilidade do N (Fei e Vessey, 2003). Na
condig¢io do experimento desenvolvido nesse trabalho,
é provivel que nio ocorra um favorecimento para a
produgio das citoquininas. A promogio de crescimento
da raiz de caupi induzida pela estirpe S21 pode ser um
fator importante para a planta superar o estresse
provisério de N, ganhando acesso ao um volume
maior de solo a ser explorado. Experimentos
direcionados para a sintese de auxinas e ACC
deaminase pelas RPCP consideradas neste estudo
poderio contribuir para elucidar o comportamento das
plantas de caupi.
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Figura 1. Efeito da inoculagio (G,) com diferentes rizobactérias
promotoras de crescimento de planta (RPCP) na produgio de
matéria seca de raiz em plantas de caupi (Vigna unguiculata [L.]
Walp.) cv. IPA-205: Médias (3 repetigdes) seguidas pelas mesmas
letras nio diferem estatisticamente (p < 0,05) pelo teste de
Tukey. As plantas (45 dias) foram cultivadas em vaso de Leonard.

Os tratamentos de co-inoculacio (G)),
entretanto, resultaram em menores rendimentos de

MSR. Os rendimentos de MSR nas plantas
inoculadas com Bradyrhizobium sp. (BR2001) e co-
inoculadas com BR2001 + Loutit (L) renderam 1,27
e 0,68 g vaso™, respectivamente (Tabela 3). Baseado
na hipétese de controle hormonal, esses resultados
podem indicar que quantidades ou relagoes
diferentes de hormonios de planta foram produzidas
nas raizes de caupi nos tratamentos inoculado e co-
inoculado. A inoculagio com Bradyrhizobium pode
ter favorecido um aumento no nivel de auxina ou
uma baixa na relagio citoquinina/auxina, o que
promove o crescimento de raiz (Lambrecht et al.,
2000). Nos tratamentos co-inoculados, as fontes de
N (fixagio do N,) e de C (fotossintese) nio sio
limitantes para os organismos envolvidos. As
produgdes de auxinas e de citoquininas da planta e
das bactérias podem ter aumentado, em especial, a
citoquinina de origem RPCP. Adicionalmente, é
provivel que a disponibilidade de N n3o promova a
produc¢io de ACC deaminase bacteriana ou, entio, a
atividade dessa enzima tenha um baixo impacto na
produgio de etileno, a qual foi amplificada pela
produgio aumentada de citoquinina. Nesse
contexto, a produgio de ctileno (a relagio
citoquinina/auxina) pode ter sido estimulada
(aumentada), causando o aparecimento dos
fenétipos de rafzes curtas ou com menores
rendimentos de MSR, como previamente notificado
(Lorteau et al., 2001).

Entre os parimetros de nodulagio avaliados, houve
efeitos significativos (Tabela 4) no ntimero e na matéria
seca média dos ndédulos (ambos para p < 0,05) e no
nimero de nédulos em relagio 3 MSR ou nodulagio
especifica (p < 0,01). A matéria seca total dos nédulos
nio mostrou efeitos de tratamentos. A comparagio das
médias dos tratamentos para nimero e matéria seca
média de nédulos, entretanto, nio foi diferente pelo
teste de Tukey. Os resultados para nodulagio
especifica, todavia, mostraram que a estirpe Loutit (L)
estimulou a nodulagio de caupi pela estirpe BR2001. O
rendimento da nodulagio especifica das plantas co-
inoculadas com Loutit (L) foi significativamente
superior (84 nédulo mg' MSR™) ao observado nos
tratamentos controle (BR2001), P3E30, 65(E)180 e S21
(< 52 nédulo mg' MSR™). O estimulo induzido na
nodulagio pela estirpe LBF-410 (81 nédulo mg™ MSR™)
nio foi diferente dos induzidos pela estirpe Loutit (L) e
pelas estirpes 65(E)180, S21, P3L5 ¢ RBN4. As estirpes
P3E30, 65(E)180, S21, P3L5 ¢ RBN4 induziram
estimulos na nodulagio, porém esses estimulos nio
diferiram daqueles observados para o tratamento
controle. O estudo de correlacio de varidveis mostrou
haver uma relagio linear positiva e significativa entre a
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nodulagio especifica ¢ a Nac/MSR (y = 186,2 + 1,41
x; ¥ = 0,49%). Isso sugere que hd beneficios na fixagio
do N, em caupi pelo estimulo da nodulagio especifica
realizada pela estirpe BR2001, a partir da inoculagio

com RPCP, principalmente com as estirpes Loutit (L)
¢ LBF-410 (Figura 2).

Tabela 4. Efeito da co-inoculagio Bradyrhizobium sp. BR2001
com diferentes RPCP (Gy) nos parimetros de nodulagio do caupi
(Vigna unguiculata [L.] Walp.) cv. IPA-205: anilise da variincia e
medias (3 repetigdes) dos tratamentos. As plantas (45 dias) foram
cultivadas em vaso de Leonard.

Tratamentos (G,) NODULOS
Nuamero  MS,, MS Ntimero/MSR
Noédulo gMS_, Mg Nédulo
vaso” vaso” nédulo™ g MSR"

Bradyrhizobium sp. 413 0,38 943 325C
(BR-2001)-Controle
Bacillus pumilus 53,0 032 6,46 522 BC
65(E)180
Paenibacillus Polymyxa 55,7 031 545 835A
Loutit (L)
Paenibacillus polymyxa 41,0 035 8,90 421 BC
S21
Paenibacillus durus 63,0 0,29 475 58,4 ABC
P3L5
Paenibacillus durus 613 034 555 64,1 ABC
RBN4
Paenibacillus durus 34,0 0,29 929 303C
P3E30
Paenibacillus Macerans 65,3 031 5,02 80,6 AB
LBF-410
F(G) 2,79 % 0,87™ 2.86* 5,94 **
CV (%) 11,8 179 30,1 2538

MS(R) e matéria seca (da raiz). ™ Nio-significativo, " significativo em nivel de 0,01 e de
" 0,05 pelo teste F. Na coluna, médias seguidas pela mesma letra nio diferem
estatisticamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey. CV ¢é coeficiente de varidncia. O
nimero de nédulos foi transformado pela v (x+1)"* para anilise da variancia.
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Figura 2. Correlagio entre o nitrogénio acumulado (Nac) e a
nodulagio especifica (em relagio a2 matéria seca de raiz) na
simbiose do Bradyrhizobium BR2001 com o caupi (Vigna
unguiculata [L.] Walp.) cv. IPA-205 sob efeito de diferentes
rizobactérias promotoras de crescimento de planta (RPCP). As
plantas foram cultivadas (45 dias) em vaso de Leonard. Os
tratamentos controle (inoculagio com BR2001) e com as efetivas
RPCP (Loutit (L) e LBF-410) estio assinalados.

Embora tenham sido observadas diferengas
significativas nos parimetros de nodulagio pelo teste
F, as comparagdes das médias para o nimero e
matéria  seca dos ndédulos nio  foram

Silva et al.

significativamente diferentes pelo teste de Tukey
(p < 0,05), provavelmente devido a falta de
homogeneidade de variincia entre as repetigdes dos
tratamentos (dados nio-mostrados). Isso resulta em
uma superestimagio da variincia residual (referéncia
para o teste dos efeitos), nio representando um erro
aleatério experimental verdadeiro. Um dos fatores
que pode contribuir para isso sio as variagdes nio-
homogéneas no ntmero ¢ na matéria seca dos
nédulos na simbiose BR2001-caupi induzidos
diferentemente pelas estirpes de RPCP testadas. A
varia¢io genética existente na cultivar IPA205 para
reconhecer estirpes de RPCP (de diferentes
espécies) obtidas de plantas hospedeiras e dreas
geogrificas diferentes (Tabela 1) pode ser um fator
de variagio nio-controlado no presente estudo. Essa
constatagio demonstra o potencial disponivel em
termo de nodulagio a ser explorado pela selegio de
estirpes estiveis/especificas de RPCP. Uma variincia
nio-homogénea tem sido observada em parimetros
que avaliam a interacio rizébio x leguminosa,
tornando complexa a selegio de rizébios e
justificando a inclusio dos parimetros relacionados a
nodulagio e 2 fixagdo de N, nos programas de
melhoramentos de plantas leguminosas (Carvalho,
2003; Silva, 2003).

Nesse sentido, ressaltamos que, embora o resultado
da anilise para ntmeros de ndédulos nio tenha
apresentado diferenga estatistica, a diferenga média de
46% entre a inoculagio com BR2001 e a co-inoculagio
com a Loutit (L) e a LBF-410 sugere um possivel
significado biolégico (Tabela 4). Entretanto, na
nodulagio  especifica, foram detectados efeitos
significativos das co-inoculagdes com as RPCP. O fato
de a nodulagio especifica ter aumentado indica que as
RPCP, em especial as estirpes Loutit (L) e LBF-410,
estimulam a simbiose em caupi. Isso sugere haver
efeitos indiretos e diretos na nodulagio pela diminuigio
do crescimento das raizes e pelo aumento do ndamero
de sitios com infecgio bem sucedida, respectivamente.
O estimulo na nodulagio de caupi, mediado aqui pelas
RPCP, ¢ diferente do observado para distintas espécies
de RPCP em soja (Lambrecht et al., 2000; Vessey e
Buss, 2002), fejjio (German et al., 2000) e ervilha
(Cooper e Long, 1994), e, em especial, em bacilos
analisados por Petersen et al. (1996).

Alguns relatos da literatura podem direcionar
futuros estudos que ajudem a explicar o
comportamento acima  descrito. Os  bacilos
estimulam o aumento da densidade de rizébio ¢ da
nodula¢io, quando coexistem na rizosfera de plantas
de feijao (Petersen ef al., 1996). Os fatores Nod, que
sao produzidos pelos rizébio em resposta aos
flavondides derivados das plantas hospedeiras, atuam
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como inibidores do transporte das auxinas
(Lambrecht et al., 2000). A aplicacio de IAA em
concentragdes na faixa de 10 — 10° M, no entanto,
nio melhora significativamente a nodulagio em
ervilha (Fei e Vessey, 2003). A produgio de
citoquinina foi observada em culturas de P. polymyxa
(Timmusk et al., 1999). A introdu¢io de um
plasmideo com o gene da isopentenyl transferase
(necessdria para a Dbiossintese de zeatina) em
mutantes de rizébio Nod™ restaurou parcialmente
esse fendtipo, pela inducio de pseudonddulos em
plantas de fefjio (Cooper e Long, 1994). As
citoquininas sio também importantes na ativagio de
virios  genes  codificadores de  nodulinas
considerados precoces (Ghosh et al., 2003). A
aplicagio de citoquinina exdégena em raizes em
baixa/elevada  concentragio (10°710% M)
estimulow/inibiu a nodulagio total e especifica em
plantas de ervilhas (Fei e Vessey, 2003) e de trevo
branco inoculadas (Fei e Vessey, 2004),
respectivamente, com R. leguminosarum bv. vicieae e
bv. trifolii. Entretanto a concentragio muito elevada
(>10° M) de citoquinina inibiu fortemente a
nodulagio e o crescimento da raiz e estimulou a
produgio enddgena de etileno em raizes de plantas
de ervilha (Lorteau et al., 2001). A inibigio do
crescimento da raiz pela citoquinina foi induzida
pelos inibidores da sintese/sensores do etileno
(AVG'/Ag®) em Lotus japonicus (Wopereis et al.,
2000). A sintese de rizobiotoxinas (anilogos de
AVG) por B. elkanii tem sido observada, sugerindo-
se melhora na competitividade e na nodulagio de
varias leguminosas (Ma et al., 2002). A exposigio
intermitente de ervilha inoculada com niveis muito
altos de citoquinina mostrou inibir a nodulagio,
sem, contudo, inibir o desenvolvimento dos nddulos
iniciados (Fei e Vessey, 2003). A aplica¢io de ACC e
AVG, em diferentes tempos de inicia¢io da infecgio
radicular, mostrou inibir a produg¢io de etileno na
etapa anterior 2 iniciagdo da infecgio e nio teve
efeito inibidor apds a formagio dos nddulos
primordiais (Wang et al., 2002). Diversas possiveis
RPCP, que foram positivas para a produgio de IAA
ou de ACC desaminase, nio demonstraram, todavia,
ter efeito na nodulagio de soja (Cattelan ef al., 1999).

Nesse contexto, é possivel inferir que o nivel de
citoquinina pode ser determinante no estimulo da
nodulagio especifica. Para a fase inicial do
desenvolvimento do caupi, niveis baixos de
citoquinina [sustentado pelas estirpes Loutit (L) e
LBF-410] podem estar estimulando a infec¢io de
raizes e o desenvolvimento dos nédulos, bem como
o aumento da densidade rizobiana. Conforme
avanga o desenvolvimento do caupi, o aumento da

produgio de citoquinina, associado 2s estirpes de
Paenibacillus, pode justificar o retardo no crescimento
das raizes, por induzir niveis de etileno inibidores.
Nessa condi¢io, o crescimento dos nédulos nio é
afetado e infecgdes  dependem  das
rizobitoxinas produzidas pelo rizébio. A habilidade
para degradar ACC pelas RPCP pode estar sendo
superada pela quantidade de ACC produzida pela
leguminosa que fixa N,. O estudo da produgio dos
hormoénios (quali/quantitativo), nas co-inoculagdes
efetivas, estd em andamento, no intuito de explicar
esses efeitos na nodulagio especifica e no
crescimento de raiz em caupi. Esses benetficios
foram evidentes pela correlagio positiva entre a
nodulagio especifica da Nac/MSR em plantas de
caupi co-inoculadas com as RPCP.

novas

Conclusao

A simbiose entre Bradyrhizobium e caupi,
juntamente com as RPCP (Loutit (L) e LBF-410,
estimula a nodulagio e pode promover melhor
eficiéncia na fixa¢io do N,
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