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SINERGISMO Bacillus, Brevibacillus E, OU, Paenibacillus NA
SIMBIOSE Bradyrhizobium-CAUPI()

André Suéldo Tavares de Lima(z), Maria do Carmo Silva Barreto(3), Janete
Magali Aratjo®), Lucy Seldin®, Hélio Almeida Burity® & Marcia do Vale

Barreto Figueiredom

RESUMO

O feijao-caupi Vigna unguiculata [L.] Walp. é a principal cultura de
subsisténcia do semiarido brasileiro, sendo fonte de proteinas de baixo custo,
notadamente, para populacoes carentes. A producio dessa cultura no Nordeste é
baixa devido a nao utilizacao de insumos agricolas — entre eles, o fertilizante
nitrogenado. Por outro lado, bactérias promotoras de crescimento em plantas
(BPCPs) vém sendo estudadas, de forma a maximizar a fixacao de N,, disponibilizar
nutrientes como P ou fito-hormoénios e inibir doengas. Os objetivos deste trabalho
foram verificar a viabilidade da coinoculacao das sementes de feijao-caupi usando
Paenibacillus, Brevibacillus e, ou, Bacillus e Bradyrhizobium-caupi; caracterizar
as estirpes quanto a producao de acido indol acético (AIA) e solubilizacao de fosfato;
e avaliar o sinergismo entre os microrganismos como alternativa para otimizar a
FBN. Os experimentos foram conduzidos em laboratdrio e em casa de vegetacao
do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), utilizando o feijao-caupi cv. “IPA -
206”. As estirpes utilizadas foram: Bacillus sp. - 449, 450, 451, 461 e ANBE 31; B.
cereus — 440; B. subtilis — 438, 441, 454, 455 e 459; B. pumilus — 444, 445 e 448; B.
megaterium — 462; Brevibacillus brevis — 447; Paenibacillus brasilensis — 24,172 e
177; P. graminis - MC 04.21, MC 22.13 e BR 60106; P. polymyxa — S21; e P. durus —
RBN4. Os microrganismos nao apresentaram capacidade para produzir AIA nem
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solubilizar fosfato. Ocorreu sinergismo das estirpes de Bacillus sp. (449) e Bacillus
pumilus (444) coinoculadas com a estirpe de Bradyrhizobium sp. (BR 3267) no
feijao-caupi.

Termos de indexac¢édo: promocio de crescimento, solubilizacao de fosfato, Vigna
unguiculata, AIA, nodulacao.

SUMMARY: SYNERGISM OF Bacillus, Brevibacillus AND/OR Paenibacillus
IN THE SYMBIOSIS OF Bradyrhizobium-COWPEA

Cowpea Vigna unguiculata [L.] Walp. is the main subsistence crop of the semi-arid
region and a low-cost protein source, especially for poorer populations. The production of this
crop in the Northeast is low due to the lack of agricultural inputs, among them, nitrogen
fertilizer. Plant-growth promoting bacteria (BGPB) are being studied to maximize Ny fixation,
provide nutrients such as P or phytohormones and inhibit diseases. The objectives of this study
were to verify the viability of co- inoculation of cowpea seeds with Paenibacillus, Brevibacillus
and/or Bacillus together with Bradyrhizobium on cowpea, characterize the strains for the
production of indol acetic acid (IAA) and phosphate solubilization, as well as to evaluate the
synergism among microorganisms as an alternative to optimize biological nitrogen fixation.
The experiments were conducted in a laboratory and a greenhouse of the Agronomic Institute of
Pernambuco (IPA), with cowpea cv. “IPA - 206” and the strains Bacillus sp. - 449, 450, 451,
461 and ANBE 31, B. cereus - 440, B. subtilis - 438, 441, 454, 455 and 459, B. pumilus -
444, 445 and 448, B. megaterium - 462 and Brevibacillus brevis - 447, Paenibacillus
brasilensis - 24, 172and 177, P. graminis - 04.21 MC, MC 22:13 and 60,106 BR, P. polymyxa
-S21 and P. durus - RBN4. No capacity to produce IAA or solubilize phosphate was observed
in the microorganisms. Synergism was observed between the strains of Bacillus sp. (449) and
Bacillus pumilus (444) co-inoculated with Bradyrhizobium on cowpea.

Index terms: growth promotion, phosphate solubilization, Vigna unguiculata, IAA, nodulation.

INTRODUCAO

O feijao-caupi tem grande importancia nutricional,
social, econ6mica e estratégica, com boas perspectivas
no agronegdécio brasileiro. Além disso, essa
leguminosa tem a capacidade de interagir com
bactérias fixadoras de Ny, 0 que pode contribuir para
aumentar a produtividade e diminuir os custos de
producio (Soares, 2006), alem de proporcionar uma
agricultura mais sustentavel (Moreira & Siqueira,
2006; Rodriguez et al., 2006). Além dos rizdbios, outras
bactérias em habitats naturais colonizam o interior e
exterior de 6rgéos de plantas e podem ser benéficas,
neutras ou prejudiciais ao seu crescimento (Mariano
et al., 2004). A utilizacdo desses microrganismos,
denominados de BPCPs (bactérias promotoras de
crescimento de plantas), visando a melhoria da
producdo agricola sera provavelmente uma das
ferramentas mais importantes na atualidade. Diante
do exposto, pesquisas vém sendo desenvolvidas no
intuito de se conhecer cada vez mais as potencialidades
das BPCPs.

Rodriguez-Diaz et al. (2004), em estudo realizado
na Antartica, encontraram trés novas espécies de
Paenibacillus (P. cineris, P. cookii e P. wynnii),

fixadoras de Ny. Seldin (2008) relata que, das 89
espécies e duas subespécies de Paenibacillus descritas
na literatura, 14 possuem estirpes com a capacidade
de fixar o Ny: P. polymyxa, P. macerans, P. peoriae,
P. graminis, P. odorifer, P. brasilensis, P. durus, P.
borealis, P. wynnii, P. massiliensis, P. sabinae, P.
zanthoxyli, P. donghaensis e P. forsythiae. As
BPCPs estimulam diretamente a fixacdo de N, (Han
et al., 2005); assim, a coinoculacgdo de rizébio com
outras bactérias promotoras de crescimento vegetal
tem mostrado potencial para aumentar o crescimento
vegetal, a nodulacdo e a fixagdo de Ny em varias
leguminosas. A dupla inocula¢do com Azotobacter
spp., Azospirillum spp. ou Paenibacillus e estirpes
de riz6bio apresentou efeito sinérgico na nodulacgéo,
crescimento das plantas, rendimento e captagio ou
fixagdo de Ny nas culturas da soja, trevo, amendoim e
feijao (Burns et al., 1981; Raverker & Konde, 1988;
Burdman et al., 1997; Figueiredo et al., 2008a). Da
mesma forma, a coinoculagao de Pseudomonas spp.
e Rhizobium spp. melhorou a nodulagao e fixagao de
Ny, biomassa vegetal e produgéo de graos em varias
espécies de leguminosas, como alfafa (Bolton et al.,
1990), soja (Dashti et al., 1998), feijdo-mungo-verde
(Sindhu et al., 1999) e grao-de-bico (Goel et al., 2002).
A coinoculacdo com Bacillus spp. e Rhizobium ou
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Bradyrhizobium spp. pode melhorar a nodulagao e
crescimento de plantas de feijdo e soja,
respectivamente (Srinivasan et al., 1997; Camacho
et al., 2001; Bai et al., 2003). Os mecanismos
utilizados pelas rizobactérias para promover nodulacio
e fixacdo de Ny sdo, na sua maioria, desconhecidos ou
permanecem ambiguos. Maior desenvolvimento
radicular e absor¢do induzida de nutrientes pela BPCP
e seus metabolitos (Lugtenberg et al., 2002; Persello-
Cartieaux et al., 2003, Lacava et al., 2008), podem
contribuir indiretamente para a nodulacio e a fixac¢io
de N, (Vessey & Buss, 2002). Thilak et al. (2006)
mostraram que a presenca de Pseudomonas putida
coinoculada com rizébio aumentou a ocupagio de
nédulos na cultura do guandu. Evidéncias de maior
efeito direto sobre a nodulagéo foram mostradas por
Silva et al. (2007) e Figueiredo et al. (2008a).

Como exemplo dos efeitos benéficos de BPCPs na
produc¢io pode-se citar o aumento de até 37 % na
producao e nodulagdo do amendoim com a inoculagao
de Bacillus subtilis (Turner & Backman, 1991). Li &
Alexander (1988) conseguiram incrementar a
colonizacdo e a nodulacido de soja por meio da
coinoculagdo de Bradyrhizobium japonicum com
bactérias do género Bacillus, produtoras de antibi6ticos.
Essa contribuigao foi relacionada com a produgéo de
fito-hormonios, pectinase ou sinais moleculares, em
Bacillus cereus (Halverson & Handelsman, 1991) e
outras espécies de microrganismos (Dakora, 2003).
Outros relatos demonstram efeitos positivos na
nodulagio pela coinoculacgido de rizébio com outras
espécies de bactérias (Stamford et al., 2003; Silva et
al., 2007; Figueiredo et al., 2008a,b; Araujo, et al.,
2010).

Sindhu et al. (2002), estudando a interacio entre
microrganismos, relatam que Bacillus sp. coinoculado
com Bradyrhizobium sp. melhora a nodulagao e o
crescimento das plantas de grama-verde (Vigna radiate
[L.] Wilzeck.). A simbiose entre Bradyrhizobium e
feijdo-caupi, juntamente com as RPCP (Loutit (L) e
LBF-410, estimula a nodulag¢ido e pode promover
melhor eficiéncia na fixagdo do Ny (Silva, 2007) Gomes
et al. (2003), testando inoculacao de Bacillus pumillus
e B. thuringiensis subvar. kenya em mudas de alface,
observaram incremento na matéria fresca da parte
aérea e raiz por estas bactérias; em estudo in vitro,
estes autores ndo encontraram nenhuma bactéria
capaz de produzir ATA ou solubilizar fosfato, sugerindo
que esses mecanismos ndo foram responsaveis pela
promocio de crescimento nas plantas. Estudos
desenvolvidos por Cardoso (1999) mostram que para
um microrganismo ser denominado de BPCP s6
precisa ter atuagio positiva no desenvolvimento e na
producéo vegetal, que pode ser resultado de varios
mecanismos fisiolégicos, como da producio de
hormonios. Segundo Min-Ryu et al. (2005) e Aratjo
(2008), o0 modo de acdo e a prépria ocorréncia do
beneficio de BPCPs variam com a espécie de planta e,
ou, bactéria. Por isso, sdo necessarios estudos para o
reconhecimento de mecanismos de acdo das bactérias

promotoras de crescimento em plantas, os quais
definirdo a melhor utilizacdo dos isolados para cada
interacgdo planta-bactéria.

Outro beneficio das BPCPs é sua capacidade de
solubilizar nutrientes (Rodriguez & Fraga, 1999) como
o P, que é de extrema importancia para as plantas e
que, apesar de ser abundante nos solos na forma
organica e inorganica, é o nutriente mais limitante
do crescimento vegetal em solos tropicais, devido a
sua fixagdo no solo. Algumas BPCPs podem produzir
hormoénios de crescimento pela presencga de 1-amino-
ciclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase (Correa
et al., 2004) e acido indol acético (AIA) (Cattelan, 1999).
A producgio de ATA — um regulador de crescimento
vegetal que aparentemente ndo funciona como
hormonio em células bacterianas — pode ter evoluido
em razdo de sua importancia na relacdo bactéria-
planta. Esse regulador, quando secretado por bactérias
em baixas concentragoes, pode promover o crescimento
da raiz diretamente pela estimulagio da elongacio da
célula ou divisdo celular (Sobral, 2003). Indiretamente,
as BPCPs podem auxiliar no crescimento da planta,
promovendo antagonismo a fungos patogénicos
(reduzindo ou substituindo totalmente o uso de
pesticidas quimicos), e na producio de siderdforos,
quitinase, B-1,3-glucanase, antibidticos, pigmentos
fluorescentes e cianetos (Renwick et al., 1991).

Os objetivos deste trabalho foram: caracterizar as
estirpes quanto a producdo de acido indol acético e
solubilizagdo de fosfato; verificar a viabilidade da
coinoculacdo das sementes de feijdo-caupi com
Paenibacillus, Brevibacillus e, ou, Bacillus e
Bradyrhizobium-caupi; e avaliar o sinergismo entre
0s microrganismos como alternativa para otimizar a

FBN.

MATERIAL E METODOS

Para os experimentos de laboratério (caracterizacio
das estirpes quanto a producéo de acido indol acético
(AIA) e solubiliza¢ido de fosfato) e casa de vegetacio
(viabilidade da coinocula¢do com BPCPs na simbiose
Bradyrhizobium-caupi) foram utilizadas estirpes de
Bacillus e Brevibacillus, cedidas pela Colecdo de
Microrganismos da Universidade Federal de
Pernambuco, Departamento de Antibidticos —
UFPEDA: Bacillus sp. — 449, 450, 451, 461 e ANBE
31; B. cereus — 440; B. subtilis — 438, 441, 454, 455 e
459; B. pumilus — 444, 445 e 448; B. megaterium —
462; e Brevibacillus brevis — 447. Com exceg¢io da
estirpe ANBE 31, que foi isolada na filosfera da
leguminosa Atriplex nummularia L., todas demais
foram isoladas do mosto de fermentacio da cana-de-
acucar (oriundo de usinas da Zona da Mata de
Pernambuco). As estirpes de Paenibacillus utilizadas
foram cedidas pelo Instituto de Microbiologia da UFRJ:
Paenibacillus brasilensis — 24,172 e 177; P. graminis
— MC 04.21, MC 22.13 e BR 60106, isoladas da



716

rizosfera de milho (Zea mays L) de um solo do Cerrado;
P. polymyxa — S21, isolada no solo de Seropédica —
RdJ; e P. durus—RBN4, isolada em raizes de bananeira
(Musa spp.)

As estirpes de Bacillus e Brevibacillus foram
crescidas em meio Caldo Nutriente (Nutrient broth —
NB), e as de Paenibacillus, em meio Caldo de
Tripticaseina de Soja (Trypticase soy broth — TSB) a
32 °C. A avaliagio das bactérias quanto a produgio
do ATA e solubilizagao de fosfato foi realizada de acordo
com métodos descritos por Cattelan (1999).

Para avaliacido do AIA, as bactérias foram
repicadas para placa contendo 1/10 TSB-agar
(Paenibacillus) ou NB-agar (Bacillus e Brevibacillus)
enriquecido com 5 mmol L1 de L-triptofano (1,021 g Li'1).
Foram testadas quatro estirpes por placa, em trés
repeticoes. Apods a transferéncia, cobriu-se o meio com
uma membrana de nitrocelulose de aproximadamente
9 cm de didmetro e incubou-se a 28-30 °C por 24 h.
Apoés esse periodo, as membranas foram removidas
para outra placa e saturadas com a solugdo de
Salkowski (Gordon & Weber, 1951) e incubadas em
temperatura ambiente. As estirpes que formaram
halo avermelhado na membrana, no periodo entre
30 min e 2 h, foram consideradas produtores de AIA.
Para o controle positivo, na producdo do AIA foi
utilizada a estirpe Pantoea aglomerans (601).

Na solubilizac¢ao de fosfatos foi utilizado o meio 1/10
TSB-agar ou NB-agar, de acordo com a bactéria,
acrescido de CaHPO, resultante da reacgéo de 50 mL
da solucdo de K,HPO, 0,57 mol L't e de 100 mL da
soluc¢ao de CaCl, 0,90 mol L adicionados a 850 mL
de 1/10 TSA. As solugdes e o meio foram autoclavados
separadamente. O pH do meio foi ajustado para 7,0
com NaOH 1 mol L1, estéril. Foi transferida uma
estirpe por placa e incubada a 28-30 °C, por sete dias.
As colonias que formaram halo claro ao seu redor
foram consideradas solubilizadoras de fosfato. Para o
controle positivo, na solubilizacao de fosfato foi utilizada
a estirpe Pseudomonas sp. (234).

O experimento descrito foi conduzido no laboratério
de biologia do solo do Instituto Agronémico de
Pernambuco — IPA. O delineamento experimental
adotado foi inteiramente casualizado com 24 estirpes
e, ou, isolados de BPCPs e uma bactéria controle, com
trés repeticoes.

Quanto ao experimento de viabilidade da
coinoculagao com Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus
na simbiose Bradyrhizobium-caupi, utilizou-se a
estirpe de Bradyrhizobium sp. (BR 3267) cedida pela
Embrapa Agrobiologia — Seropédica — Km 47 — R,
recomendada pela RELARE (Rede de Laboratérios para
Recomendacéo, Padronizacio e Difusao de Tecnologia
de Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola). As
estirpes de Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus
utilizadas foram descritas anteriormente.

A estirpe de Bradyrhizobium sp. (BR 3267) foi
crescida em duplicata em erlenmeyers de 125 mL
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contendo 25 mL de meio liquido (YM - manitol extrato
de levedura (Vincent, 1970) a 250 rpm e 28 °C durante
cinco dias. As estirpes de Bacillus e Brevibacillus
foram crescidas em meilo Nutrient broth, e as de
Paenibacillus, em meio Trypticase soy broth por 24—
48 h (250 rpm; 32 °C). A concentracdo de bactérias
foi de 107 UFC mL! para Bacillus, Brevibacillus e
Paenibacillus e de 108 UFC mL! para Bradyrhizobium.

Este experimento foi conduzido em casa de
vegetagdo do IPA, utilizando-se a cultivar de feijao-
caupi “TPA —206”. As sementes foram desinfestadas
segundo método de Vincent (1970). A unidade
experimental constituiu-se de potes de 1 L (vaso de
Leonard); como substrato, utilizou-se areia +
vermiculita (pH 6,8) na propor¢io de 2:1 autoclavado
por uma hora, a 120 °C, a 101 kPa. Foram abertas
sete covas com auxilio de um bastdo de vidro.
Primeiramente foi inoculado 1 mL do meio contendo
Bacillus, Brevibacillus ou Paenibacillus no solo em
cada cova. Em seguida, para cada cova colocou-se
uma semente e adicionou-se 1 mL do meio contendo
Bradyrhizobium. Uma semana apés semeadura, foi
efetuado o desbaste, deixando-se duas plantas por vaso.

Airrigacao foi efetuada por capilaridade, utilizando
a solucéo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950)
modificada conforme Silveira et al. (1998). A colheita
foirealizada 40 dias apés o plantio (DAP), avaliando-
se: altura de plantas, comprimento da raiz, matéria
seca da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR) e dos
nédulos (MSN), relagio MSPA/MSR, ntimero de
nédulos, tamanho de nédulos (pela expressio = MSN/
N° de ndédulos), teor de N (pelo método de Kjeldahl
segundo Bremner, 1965), N acumulado (Nac) na
MSPA (pela expressdo = MSPA x ( %N/100) x 1000),
eficiéncia da fixagdo de Ny (pela expressido = Nac/MSN)
e nodulacio especifica (pela expressdo = N° de nédulos/
MSR).

O delineamento experimental adotado foi em blocos
a0 acaso com 24 estirpes e, ou, isolados de BPCPs
coinoculados com Bradyrhizobium sp. (BR 3267), e
um tratamento testemunha inoculado apenas com
Bradyrhizobium sp. (BR 3267), totalizando 25
tratamentos com trés repeticoes.

Os dados do segundo experimento foram
submetidos a analise de variancia, utilizando-se o
programa estatistico ASSISTAT versido 7.5 beta (Silva,
2008), com niveis de significancia de 5 % pelo teste F.
As médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p <0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nenhuma das estirpes testadas mostrou
capacidade de produzir acido indol acético (AIA) ou
solubilizar fosfato. Esses resultados estdo de acordo
com os de Hameeda et al. (2006), que, testando Bacillus
(B. licheniformis (EB 13 e CDB 47) e B. circulans (EB
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35), também nio encontraram bactérias positivas em
ambos os testes. Sobral (2003), estudando BPCPs
endofiticas e epifiticas na cultura da soja, relatou que
0os grupos bacterianos mais frequentes, que
apresentam producdo de ATA e solubilizagdo de P, sdo
as Pseudomonadaceae e Enterobacteriaceae — géneros
bem diferentes dos estudados neste trabalho.
Mendonga (1995), avaliando algumas estirpes de
Bacillus e Brevibacillus estudadas neste trabalho,
encontrou resultados positivos quanto a producdo de
proteases. Assim, pode-se sugerir que em trabalhos
futuros outros testes, como producao de quitinase,
citocininas, giberelina, entre outros metabdlicos,
podem ser realizados a fim de encontrar bactérias com
essas caracteristicas. Apesar de ter trabalhado com
diferentes géneros e espécies de bactérias, Chen et al.
(1996) informam que na maioria das pesquisas com
BPCPs é empregado grande niimero de isolados nas
sele¢des preliminares, principalmente porque menos
de 1 % das rizobactérias sdo capazes de promover
crescimento em plantas.

Nos quadros 1 e 2 encontram-se os resultados obtidos
para o experimento de viabilidade da coinoculagdo com

Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus na simbiose
Bradyrhizobium-caupi. N&o houve diferencas
significativas para a altura das plantas (Quadro 1).
Esses resultados discordam dos encontrados por
Figueiredo et al. (2008b) e Pereira (2008), os quais
observaram maior altura de plantas em tratamentos
coinoculados. As plantas atingiram altura maxima
de 184,5 cm, valor este bem superior ao descrito por
Silva (2003), que foi de 156,7 cm aos 45 dias em estudo
semelhante de coinoculagao de Bradyrhizobium sp.
(BR-2001) com BPCPs.

Com relagdo ao comprimento da raiz (CR)
(Quadro 1), ndo houve diferenca significativa (p < 0,05)
pelo teste de Tukey entre os tratamentos.

Os tratamentos Bradyrhizobium sp. coinoculado
com Bacillus sp. (ANBE 31), Paenibacillus brasilensis
(24), P. brasilensis (177), P. durus (RBN4) e B.
megaterium (462) apresentaram maiores médias de
MSPA (Quadro 1), porém nio diferiram estatisticamen-
te do tratamento inoculado apenas com Bradyrhizobium
(testemunha), e sim do tratamento coinoculagao com
B. pumillus (444). A coinoculagdo com B. pumillus (444)
reduziu a MSPA e, consequentemente, o N acumulado,

Quadro 1. Altura da planta (AP), comprimento da raiz (CR), matéria seca da parte aérea (MSPA), raiz (MSR)
e nodulo (MSN), relacaio MSPA/MSR e numero de nédulos (N° néd.) de plantas de feijao-caupi
coinoculadas com Bacillus, Brevibacillus e, ou, Paenibacillus vs. Bradyrhizobium sp.

Tratamento AP CR MSPA MSR MSN MSPA/MSR N° néd.

cm g/vaso n°/vaso
BR 3267 (B) 174,0a 23,0a 9,55a 1,25a 1,02ab 7,90a 206a
B + ANBE 31 159,0a 19,6a 9,53a 1,29a 1,08ab 8,49a 188a
B+ 24 161,0a 18,0a 10,73a 1,45a 1,23a 7,42a 226a
B+172 177,0a 18,0a 8,30ab 1,30a 1,10ab 6,35a 195a
B+177 142,0a 17,8a 9,80a 1,33a 1,05ab 7,44a 131a
B+ MC 04.21 173,3a 15,6a 7,39ab 1,07a 1,10ab 6,92a 176a
B+MC 22.13 148,3a 18,5a 7,97ab 1,21a 1,23a 6,54a 246a
B + BR 60106 170,0a 17,5a 9,14ab 1,33a 0,75ab 6,90a 242a
B+ S21 175,6a 20,0a 8,22ab 1,09a 1,04ab 7,73a 171a
B + RBN4 184,5a 20,1a 10,00a 1,15a 0,86ab 9,10a 178a
B +438 152,0a 16,5a 9,29ab 1,62a 1,24a 6,43a 176a
B+ 440 145,3a 20,8a 7,85ab 1,18a 0,63ab 7,00a 97a
B +441 157,5a 19,3a 8,99ab 0,98a 1,12ab 9,36a 139a
B+ 444 127,0a 19,8a 5,56b 0,74a 0,59ab 7,71a 159a
B+ 445 152,6a 19,6a 7,71ab 1,14a 0,92ab 6,83a 185a
B+ 447 167,3a 20,0a 8,08ab 1,34a 0,81ab 6,39a 255a
B+ 448 122,6a 16,0a 8,53ab 1,17a 1,08ab 8,12a 182a
B+ 449 147,5a 17,0a 7,12ab 1,19a 0,44b 6,11a 178a
B + 450 157,0a 17,8a 8,28ab 1,30a 1,08ab 6,26a 193a
B +451 176,0a 17,1a 8,79ab 1,29a 0,92ab 6,83a 160a
B+ 454 156,0a 17,6a 9,23ab 1,30a 1,14ab 7,39a 185a
B+ 455 136,0a 16,1a 7,46ab 0,85a 1,04ab 9,91a 199a
B+ 459 144,0a 18,6a 8,83ab 1,26a 1,02ab 7,17a 145a
B+ 461 167,6a 16,5a 7,92ab 1,10a 1,05ab 7,39a 143a
B+ 462 171,6a 21,5a 9,61a 1,30a 1,10ab 7,36a 205a

CV (%) 18,04 16,22 13,89 27,54 22,88 25,71 17,71

@ Bacillus sp. (449, 450, 451, 461 e ANBE 31), B. cereus (440), B. subtilis (438, 441, 454, 455 e 459), B. pumilus (444, 445 e 448),
B. megaterium (462), Brevibacillus brevis (447), Paenibacillus brasilensis (24, 172 e 177), P. graminis (MC 04.21, MC 22.13 e BR
60106), P. polymyxa (S21) e P. durus (RBN4) vs Bradyrhizobium sp. (BR 3267) (B). Na coluna, médias seguidas da mesma letra

nao diferem estatisticamente entre si a 5 % pelo teste de Tukey.
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Quadro 2. Teor de nitrogénio na matéria seca da parte aérea (Teor N), nitrogénio acumulado na MSPA (N
ac), eficiéncia da fixacao de N, (EFN,), nodulacao especifica (NE) e tamanho de nédulo (T n6d) de plantas
de feijao-caupi coinoculadas com Bacillus, Brevibacillus e,ou, Paenibacilus vs Bradyrhizobium sp.

Tratamento () Teor N Nac EFN, NE T néd.
N mgg' N n° g de nédulo .
mg g-l/vaso mg/vaso de N na MSN s MSR g/mddulo

BR 3267 (B) 39,74a 379,66ab 403,39b 168,41a 5,10ab
B + ANBE 31 38,65a 385,09ab 415,73b 157,35a 5,60ab
B+ 24 39,43a 423,40a 343,19b 155,22a 5,60ab
B+ 172 37,17a 311,83ab 280,98b 153,25a 5,77ab
B+177 33,67a 331,82ab 315,66b 96,49a 8,53ab
B+ MC 04.21 39,51a 294,08ab 266,44b 167,35a 6,23ab
B+ MC 22.13 37,49a 300,61ab 246,89b 202,39a 5,13ab
B+ BR 60106 36,86a 332,78ab 460,00ab 180,29a 3,63ab
B+ S21 40,44a 333,47ab 329,88b 163,18a 6,03ab
B + RBN4 37,57a 376,68ab 454,66ab 175,09a 6,60ab
B + 438 41,07a 382,27ab 323,51b 122,43a 7,00ab
B+ 440 38,26a 299,10ab 519,20ab 86,23a 6,33ab
B +441 39,51a 354,04ab 318,41b 142,59a 9,20a
B+ 444 43,16a 241,98b 409,96b 222,91a 4,73ab
B+ 445 42,31a 326,13ab 321,97b 161,29a 5,10ab
B+ 447 39,97a 322,77ab 403,55b 201,41a 3,43ab
B + 448 38,89a 333,48ab 303,89b 189,82a 6,10ab
B+ 449 39,12a 278,59ab 818,24a 144,95a 2,57b
B + 450 40,29a 333,63ab 310,73b 148,13a 5,90ab
B+ 451 37,41a 331,41ab 370,93b 128,91a 5,90ab
B+ 454 39,20a 362,00ab 318,93b 157,26a 6,73ab
B+ 455 39,04a 291,30ab 279,92b 227,52a 6,30ab
B + 459 36,94a 326,94ab 319,86b 120,37a 7,10ab
B+ 461 40,29a 317,03ab 308,68b 133,58a 7,53ab
B+ 462 39,04a 375,17ab 340,62b 158,88a 5,57ab
CV (%) 8,09 15,15 32,11 44,80 34,29

@ Bacillus sp. (449, 450, 451, 461 e ANBE 31), B. cereus (440), B. subtilis (438, 441, 454, 455 e 459), B. pumilus (444, 445 e 448),
B. megaterium (462), Brevibacillus brevis (447), Paenibacillus brasilensis (24, 172 e 177), P. graminis (MC 04.21, MC 22.13 e BR
60106), P. polymyxa (S21) e P. durus (RBN4) vs Bradyrhizobium sp. (BR 3267) (B). Na coluna, médias seguidas da mesma letra

nao diferem estatisticamente entre si a 5 % pelo teste de Tukey.

mas, quanto aos demais parametros, o tratamento
(444) nao diferiu da testemunha; assim, essa associa-
¢do ndo prejudicou o processo de simbiose e fixacdo de
N, sugerindo que outro efeito pode ter proporcionado
essa reducao na MSPA da planta.

A matéria seca da raiz dos tratamentos
coinoculados néo diferiu da testemunha, discordando
dos achados de Aratjo et al. (2010), que observaram
maior MSR em tratamento coinoculado com Bacillus
subtilis. No tocante a relacdo matéria seca da parte
aérea/raiz (MSPA/MSR) (Quadro 1), ndo houve dife-
renca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos.
Os valores de MSPA/MSR encontrados variaram de
6,11 29,91, concordando com os resultados de Figueiredo
et al. (2008b), que obtiveram médias de 4,85 a 9,28.

Quanto ao numero de nédulos (Quadro 1), ndo
houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os
tratamentos, concordando com os resultados de
Figueiredo et al. (2008b) e discordando dos de Aradjo
et al. (2010), os quais constataram diferenca de nimero
de nédulos pela coinoculagido com BPCPs em feijio-
caupi.

No que se refere a matéria seca dos nédulos (MSN)
nas plantas de feijao-caupi (Quadro 1), os tratamentos
coinoculados com Paenibacillus brasilensis (24), P.
graminis (MC 22.13) e Bacillus subtilis (438) diferiram
do coinoculado com Bacillus sp. (449). Zhang et al.
(1996) observaram que algumas BPCPs podem
diminuir a MSN, como ocorreu com a coinoculada com
Bacillus sp. (449), evidenciando assim que algumas
BPCPs podem proporcionar uma competi¢do na
colonizacgio das raizes da planta hospedeira em busca
dos sitios de infeccdo, restringindo o acesso para o
rizobio.

Para tamanho médio dos nédulos (Quadro 2), os
resultados revelaram diferenca significativa (p < 0,05)
entre os tratamentos coinoculados com Bacillus sp. -
449 (2,57) e B. subtilis — 441 (9,20).

Os teores de N nas plantas de feijdo-caupi
inoculadas apenas com Bradyrhizobium sp. e
coinoculadas com Bacillus, Brevibacillus e, ou,
Paenibacillus ndo apresentaram diferenca significativa
(p < 0,05) pelo teste de Tukey (Quadro 2). Esses dados
corroboram os resultados de Silva (2003).
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Em rela¢do ao N acumulado na MSPA (N ac) do
feljdo-caupi (Quadro 2), a coinoculac¢io Bradyrhizobium
e Paenibacillus brasilensis (24) ndo apresentou
diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey
no tocante ao tratamento inoculado apenas com
Bradyrhizobium sp.; contudo, diferiu do tratamento
coinoculado com Bacillus pumilus (444). Figueiredo
et al. (2008b) também encontraram diferencas entre
tratamentos coinoculados com Paenibacillus polymyxa
+ Rhizobium tropici (308,2 mg/vaso de N) e Bacillus
pumilus + Rhizobium tropici (224,2 mg/vaso de N).

No que se refere a eficiéncia da fixacdo do Ny (EFNo)
(Quadro 2), a coinoculacao Bradyrhizobium e Bacillus
sp. (449) superou em mais de 100 % o tratamento
inoculado apenas com Bradyrhizobium sp. (BR 3267),
sugerindo uma influéncia deste bacilo na fixagéao de
N,. A coinoculagao Bradyrhizobium sp. + Bacillus
sp. (449) apresentou menores médias de biomassa e
tamanho do nédulo, porém foi o tratamento com
melhor eficiéncia na fixagdo de N, (818,24) (Quadro 2),
indicando assim a importancia da eficiéncia relativa,
descrita por Xavier (2007).

Para nodulacédo especifica (NE) (Quadro 2), ndo
houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os tra-
tamentos. Esses resultados discordam dos encontra-
dos por Figueiredo et al. (2008b), que observaram di-
ferengas entre os tratamentos testemunhas (sem
inoculagdo de BPCPs) e os coinoculados com
Paenibacillus polymyxa ou Bacillus pumilus.

Segundo Cattelan (1999), ha sinergismo entre
bactérias promotoras de crescimento em plantas e
bactérias fixadoras de Ny em leguminosas, o que
confirma os resultados apresentados neste trabalho,
observando-se efeito da coinoculagdo Bradyrhizobium
sp.-BPCPs quanto a MSPA, MSN, Nac, EFN, e
tamanho de nédulo em relagio ao controle.

CONCLUSOES

1. As estirpes de Paenibacillus, Brevibacillus e
Bacillus, nas condigoes testadas, ndo apresentaram
capacidade para produzir ATA nem solubilizar fosfato.

2. De acordo com as variaveis MSPA e EFN,,
houve sinergismo das estirpes de Bacillus sp. (449) e
Bacillus pumilus (444) coinoculadas com a estirpe de
Bradyrhizobium sp. (BR 3267) no feijao-caupi.

3. MSN, N ac e tamanho de nédulo evidenciaram
diferencas entre as BPCPs coinoculadas.
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