Producao de auxinas in vi-
tro por rizébios de feijao-
-caupi [Vigna unguiculata
(L.) Walp.] nativos do Semi-
arido

Resumo

Objetivou-se avaliar a capacidade de bactérias isoladas feijao-caupi [Vigna
unguiculata (L.) Walp.] na sintese de compostos indolicos e solubilizagdo de
fosfato inorgénico. Foram avaliadas 27 bactérias. Para a quantificagdo de
acido indolacético, as bactérias foram crescidas no meio Dygs durante 7 dias.
Aliquota de 100 pL do reagente Salkowski foram adicionados a 150 uL do
sobrenadante bacteriano em microplaca com 96 pogos, incubados no escuro
durante 30 minutos e lidos em espectrofotdmetro a 530 nm. Para a solubiliza-
¢ao de fosfato inorganico in vitro, os isolados foram inoculados em meio GL
(glicose e extrato de levedura) suplementado com CaCl, e K,HPO,. Ambos
os experimentos foram conduzidos em triplicata com o delineamento inteira-
mente casualizado. Das 27 bactérias avaliadas, 13 apresentaram produgdes
de AIA superiores as demais, equiparando-se a estirpe de referéncia. Todos
os isolados avaliados cresceram em meio GL, porém, nenhum foi capaz de
solubilizar o fosfato. Bactérias fixadoras de N isoladas do feijdo-caupi apre-
sentam potencial para a promoc¢ao do crescimento vegetal.
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Introducgao

Os microrganismos realizam um papel importante nos ciclos biogeoquimicos,
na reposicao de nutrientes do solo o que & muito importante para os siste-
mas agricolas (Schulz et al., 2013). Além disso, alguns podem desempenhar
fungdes especificas, como a promogdo do crescimento vegetal, por meio de
diversos mecanismos como a fixagao biolégica de nitrogénio (FBN), sintese
de fitorménios, solubilizacdo de fosfato de célcio entre outros (Verma et al.,
2010).

No processo de FBN, a familia das leguminosas ganha destaque por possuir
grande variabilidade de espécies capazes de se associar, simbioticamente,
com bactérias fixadoras de N,, denominadas, coletivamente, de rizobio. Para
as leguminosas tropicais, o feijado-caupi € um exemplo de eficiéncia em asso-
ciagdo com rizobios nativos (Martins et al., 2003).

O feijao-caupi tem fundamental importancia socioeconémica e auxilia na ge-
racéo de emprego e renda de pequenos e médios agricultores no Nordeste
(Moreira et al., 2017), porém, a produtividade varia de acordo com os siste-
mas de cultivo e niveis tecnoldgicos utilizados.

Como uma maneira de aumentar a produtividade dessa cultura, diminuir os
custos da producgéo e, consequentemente, elevar a renda do produtor, a utili-
zacgao de bactérias fixadoras de N e promotoras de crescimento vegetal tem
se mostrado como alternativa. Para tal, € importante o isolamento e avaliagao
dos mecanismos de promogé&o do crescimento vegetal in vitro, com o intuito
de selecionar bactérias eficazes para os ensaios em plantas.

Com este trabalho, objetivou-se avaliar a capacidade de bactérias isoladas
feijdo-caupi na sintese de compostos indolicos e solubilizagéo de fosfato inor-
ganico in vitro.

Material e Métodos

Foram avaliadas 27 bactérias da Colec¢édo de Culturas de Microrganismos da
Embrapa Semiarido. Essas bactérias foram isoladas de nodulos de feijao-
-caupi em um experimento de planta-isca no Departamento de Tecnologia e
Ciéncias Sociais (DTCS) da Universidade do Estado da Bahia (Uneb), Cam-
pus lll, Juazeiro, BA (SENA, 2018).

As culturas foram avaliadas quanto a capacidade de produzir AlA, de solubi-
lizar fosfato inorganico in vitro. Cada bactéria foi inoculada, em 5 mL de meio
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liqguido Dygs com a adigéo de 5 g de manitol e incubadas sob agita¢cao du-
rante 48 horas, para a produgdo de um pré-inéculo. Aliquotas de 1 mL foram
inoculadas em meio liquido Dygs suplementado com 5 mg.L" de L-triptofano,
em friplicata, e incubadas sob agitacdo constante (100 rpm) durante 7 dias.
Apo6s esse periodo, avaliou-se a densidade o6tica (DO) das culturas a 540 nm,
ajustando-se a concentracdo para 0,5. Apds o ajuste da DO, aliquotas de 1
mL foram centrifugadas durante 3 minutos a 10.000 rpm. Aliquota de 100
pL de reagente Salkowski (2% de FeCI3 0,5 M em 35% de acido perclérico)
foram adicionados a 150 L do sobrenadante e incubados no escuro durante
30 minutos e lidos em espectrofotémetro a 530 nm (Sarwar; Kremer, 1995).

A avaliagédo da capacidade das bactérias em solubilizar fosfato inorganico,
in vitro, foi realizada segundo a metodologia descrita por Sylvester-Bradley
et al. (1982). Aliquotas de 10 uL foram inoculadas em ftriplicata em meio GL
(glicose e extrato de levedura) sélido contendo: glicose 10 g.L", extrato de
levedura 0,5 g.L" e agar 15 g.L". Antes da distribuigdo em placas, foram adi-
cionados ao meio 100 mL.L" de CaCl, (10%) e 50 mL.L"" de K,HPO, (10%).

O crescimento das colénias e/ou formag&o de halo foram avaliados 5 dias
ap6s a inoculagdo. Ambos os experimentos foram conduzidos em friplicata
com o delineamento inteiramente casualizado. A producao de auxinas pelos
isolados foi avaliada por meio de analise de variancia, aplicando-se o teste de
comparagao de médias de Skott-Knott (p<0,05) utilizando o pacote estatistico
Sirvar.

Resultados e Discussao

Todos os isolados estudados foram capazes de sintetizar auxinas na presen-
¢a do seu principal precursor, o L-triptofano. Os valores variaram entre 69,53
mgL™' a 614,42mgL" (Figura 1). Dentre os 27 isolados, 13 juntamente com a
estirpe de referéncia BR 3267 de Bradyrhizobium yuammingense apresenta-
ram valores superiores aos demais.

Em alguns estudos vem sendo evidenciado que a produg&o de auxinas e a
fixag&o biologica do nitrogénio por bactérias diazotréficas contribuem com o
crescimento de plantas leguminosas e n&o leguminosas, através do aumento
de raizes, conferindo maior absorgéo de agua e nutrientes essenciais. Estes
resultados positivos in vitro ainda precisam ser verificados em testes poste-
riores a fim de comprovar a eficiéncia desses microrganismos na promogéao
do crescimento vegetal (Costa et al., 2013).
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Figura 1. Produgdo de auxinas in vitro por rizébios de feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.)
Walp.] nativos do Semiarido. Colunas da mesma cor ndo diferem estatisticamente pelo teste
Skott-Knott (p< 0,05).

A pesar de os isolados apresentarem potencial para sintese de AIA como
mecanismo de promoc¢éo do crescimento vegetal, nenhum dos isolados es-
tudados apresentaram a capacidade de solubilizar fosfato inorganico in vitro,
apesar de crescidos no meio GL.

Conclusao

Bactérias diazotroéficas isoladas do feijdo-caupi apresentam potencial de pro-
ducao de auxinas como mecanismo de promogao do crescimento vegetal.
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