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RESUMO GERAL

(@) feijdo macassar (Vigna wunguiculata (L.) Walp) é uma cultura
amplamente distribuida e é capaz de se beneficiar da Fixacdo Biolégica de
Nitrogénio (FBN) quando em associagdo com bactérias conhecidas como
riz6bios. Essa leguminosa apresenta alta capacidade de nodulacdo e fixacgdo
sim biética de nitrogénio na presenca de populagdo adequada de rizébios
nativos no solo ou pelo uso de inoculantes eficientes. Através do conhecimento
da diversidade de rizé6bio presente nos diferentes sistemas agricolas e das
caracteristicas do rizébio a ser introduzido, podemos melhorar a adaptabilidade
e capacidade com petitiva do rizébio do inoculante. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a diversidade e a eficiéncia na fixa¢cdo de nitrogénio (N) de rizébios
isolados a partir de nédulos de feijdo caupi cultivado em solos sob diferentes
coberturas vegetais do Estado da Paraiba. As amostras de solo foram
coletadas da camada aravel (0 a 20 cm) de trés municipios do agreste
paraibano (Solanea, Esperanca e Lagoa Seca), com diferentes coberturas
vegetais: 1) Caatinga; 2) Pasto; 3) Rocado de Feijdo e 4) Rogcado de Mandioca.
Foram usadas quatro cultivares de caupi (Sempre-Verde, Sedinha, Corujinha e
Azul) como plantas iscas. Os n6dulos formados tiveram seus rizé6bios isolados
e caracterizados morfofisiologicamente. Foi realizado o estudo de diversidade
para o efeito das coberturas vegetais e para o das cultivares. A avaliagcdo da
eficiéncia foi realizada em duas etapas. Na primeira, 52 isolados foram
inoculados na cultivar Sempre Verde, que recebeu também duas estirpes
recomendadas, presenca e auséncia de N mineral, em vasos de Leonard. Na
segunda etapa, 0s 13 melhores isolados oriundos da etapa em vasos de
Leonard foram inoculados na mesma cultivar semeada em vasos com solo,
bem como as recomendadas e presenga e auséncia de N mineral. A
capacidade de infecgdo por rizé6bios nativos variou entre as cultivares de feijao
caupi. A diversidade de rizébios foi influenciada pelos diferentes manejos
agricolas. Os rizé6bios nativos apresentaram alta capacidade de fixacdo de
nitrogénio atm osférico e foram capazes de promover o desenvolvimento do
feijdo caupiequivalente a das plantas que receberam adubacdo com N mineral

ou inoculagdo com estirpes recomendadas.



GENERAL ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata (L.) W alp) is a widely spread culture and is able to
be benefited by biological nitrogen fixation (BNF) when in association with
bacteria known as rhizobia. This legume has a high capacity for nodulation and
nitrogen fixation in the presence of appropriate native rhizobia in the soil or by
use of efficient inoculants. Through the knowledge of the diversity of rhizobia
present in different agricultural systems and the characteristics of the rhizobia
meant to be introduced, can improve the adaptability and com petitive ability of
the rhizobia in the inoculant. The objective of this study was to evaluate the
diversity and efficiency in nitrogen fixation (N) of rhizobia isolated from nodules
of cowpea cultivated in soil under different vegetation covers in the State of
Paraiba. Soil samples were collected from the layer (0 to 20 cm) of three
m unicipalities in Paraiba (Solanea, Esperanga and Lagoa Seca), with different
vegetation covers: 1) Caatinga 2) Pasture, 3) Beans and 4) Cassava. Four
cultivars of cowpea were used (Sempre-Verde, Sedinha, Corujinha and Azul) as
test plants. The rhizobia isolated from nodules were morphophysiologically
characterized. The diversity of rhizobia was studied on the effect of cover crops
and on the effect of different cultivars. The efficiency was measured in two
steps. At first, 52 isolates were inoculated on cultivar Sempre Verde, who also
received two recommended strains, in presence and absence of mineral N in
Leonard jars. In the second step, the best 13 isolates from the stage in Leonard
jars, were inoculated in the same cultivar cultivated in pots with soil, as well as
recommended strains, and the presence and absence of mineral N. The ability
of native rhizobia to invade roots varied among cultivars of the same variety of
cowpea. The diversity of species of rhizobia was influenced by different
agricultural management. The native rhizobia showed high capacity to fix
atmospheric nitrogen and were able to promote the development of the cowpea
plant equivalent to that received fertilization with mineral N or inoculation with

recommended strains.



INTRODUGAO GERAL

O feijdo macassar (Vigna unguiculata (L.) Walp), também <conhecido
como feijdo de arranca ou caupi (cowpea), é€ uma cultura amplamente
distribuida no mundo. Provavelmente tem sua origem no continente africano e
foi introduzida no Brasil através dos colonizadores portugueses. No Brasil, seu
cultivo é concentrado principalmente nas regides Norte e Nordeste, onde quase
toda a produgcdo vem do regime de sequeiro (EMPARN, 2003), sendo um a
importante fonte de proteina para a populacdo, especialmente de baixa renda,
pois possui elevado valor nutritivo. E uma cultura rastica, pouco exigente em
fertiidade de solos, tolerante a altas temperaturas, a seca e a salinidade, além
de se beneficiar da Fixacado Biolégica de Nitrogénio (FBN) quando em
associacdo com bactérias conhecidas como rizé6bio (MARTINS, 1996).

Historicamente, o <caupi apresenta baixa produtividade, devido as
condicdes de cultivos sem adoc¢cdo de tecnologias avangcadas. Em condicdes
experimentais e lavouras melhor tecnificadas, a cultura tem apresentado alto
potencial produtivo, que em geral ndo tem sido explorado. As baixas
produtividades nacionais (400 Kg ha_l) estdo muito abaixo do potencial da
cultura, que pode chegar a 6 t/ha (FREIRE FILHO etal.,2005).

O nutriente nitrogénio é considerado um dos principais fatores lim itantes
da producao agricola e, nos paises em desenvolvimento, representa m ais que
70% dos custos dos fertilizantes (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Mesmo
havendo uma reserva quase ilimitada de nitrogénio na atmosfera, este se
encontra numa forma indisponivel as plantas. Os adubos nitrogenados, além
de onerosos, podem oferecer riscos ao meio ambiente, uma vez que
excessivas quantidades de nitrato podem contaminar as dguas subterraneas,
com efeitos sobre a sautde humana. Existe também a possibilidade de ocorrer a
desnitrificagédo deste nitrato por bactérias especificas, causando o]
desprendimento de 6xido nitroso, que terd uma influéncia negativa na camada
de ozdnio (VIEIRA, 2005).

A simbiose legum inosa-rizébio € uma das alternativas mais promissoras
para a agricultura de baixos insumos nas regifes tropicais e subtropicais. A
fixacdo eficiente depende de diversos fatores, como temperatura, umidade,

caracteristicas quimicas e fisicas do solo, os quais influenciam tanto a planta



como a bactéria. Outro fator de reconhecida interferéncia no processo €é a
com patibilidade entre a planta hospedeira e o rizé6bio (JACKSON et al. 2002)
gue, independente das condigc6es do ambiente, permitira ou ndo que o
processo se estabelegca de maneira que ambos o0s organismos sejam
favorecidos.

Além da capacidade de fixar nitrogénio, contribuindo para o balango
desse nutriente nos ecossistemas, alguns isolados de rizébio sdo capazes de
solubilizar fosfatos pouco soliveis, disponibilizando o féo6sforo para as plantas e
para si mesmos (CHABOT et al., 1998) promovendo, inclusive, ganho no
crescimento de culturas ndo leguminosas como a cevada (PEIX et al, 2001).

A partir dos 25 dias da germinacdo, a necessidade do caupi em
nitrogénio é suprida pela fixa¢c¢do do nitrogénio atmosférico, estendendo-se até
a floracdo (VASCONCELOS et al.,1976; STAMFORD & NEPTUNE, 1979).
Essa leguminosa apresenta alta capacidade de nodulacdo e fixagdo simbid6tica
de nitrogénio na presenca de populacdo adequada de rizébios no solo, sendo
gue a quantidade de nitrogénio fixada pode variar entre 73 a 240 kg ha-1 ano-1
(RUMJANEK, 2005). Essa quantidade fixada sim bioticamente, somada a que o
caupi retira do solo, seria suficiente para atender as necessidades da planta,
gue sdao de aproximadamente 100 kg har1 (BARRETO & DYNIA, 1988).

Espécies de leguminosas tropicais, normalmente s&o capazes de
nodular com uma ampla faixa de rizébios, contribuindo, desta forma, para a
FBN nessas regibes. Por outro lado, a introdu¢do de inoculantes contendo
rizo6bios eficientes é dificultada, pois as espécies nativas sdo mais com petitivas
(SANTOS, 2003).

A produtividade do feijdo caupi pode ser aumentada pelo uso de
inoculantes de rizébios eficientes, que poderiam suprir as necessidades de
nitrogénio da planta contribuindo para elevar a produtividade da cultura em até
50% em algumas areas produtoras (ZILLI, 2004). Em caupicom rizébio efetivo
foi demonstrado que a fixagdo biol6gica pode suprir todo o nitrogénio para a
producao satisfatéria (STAMFORD et al., 2003).

Para o Brasil, a importdncia econdmica da pesquisa sobre a FBN pode
ser exemplificada pelos resultados obtidos com a soja, que devido ao
melhoramento vegetal e selecdo de rizébios adaptados, chega a dispensar

gualguer adubo nitrogenado e, com isto, retorna anualmente ao sistema solo-



planta um montante de nitrogénio equivalente a trés bilhées de dolares
(HUNGRIA & CAMPO, 2005). A estimativa da contribuicdo da FBN em feijdo -
caupi estd na ordem de US$ 13 milhdes, somente para a regido Nordeste
brasileira (RUMJANEK, 2005).

Estirpes eficientes ja foram selecionadas para cerca de 100 espécies por
varias instituicbes de pesquisa brasileira, no entanto, do total de cerca de 26
milhdes de doses de inoculantes comercializados em 2003 (produzidos no
Brasil e importados), 99% s&do para a cultura da soja e apenas 1% para as
outras espécies, especialmente para o feijdo (Phaseolus vulgaris L.). Portanto,
é imprescindivel a difusdao desta biotecnologia de baixissimo custo para as
outras culturas de leguminosas, especialmente para aquelas cultivadas na
agricultura de subsisténcia, como o feijdo caupi (FREIRE FILHO, 1999).

M uitas vezes a inoculagdo das lavouras de caupicom estirpes de rizébio
selecionadas nadao apresenta contribuigcdo significativa para o acUmulo de
nitrogénio. A simbiose caupilrizé6bio é de baixa especificidade. Em solos de
regides tropicais tem sido observada a presenca de elevada quantidade de
Bradyrhizobium sp., adaptadas as condicdes edafoclim aticas do local, que
norm almente sdo bastante com petitivas na formacdo de n6dulos, porém muito
variaveis quanto a eficiéncia simbiotica (NEVES & RUMJANEK, 1997; ZILLI,
2004). Estas estirpes acabam impedindo a formacdo de nédulos pela estirpe
inoculante. Neste contexto, estudos de selegcdao de inoculantes que privilegiem
testes com rizébios nativos ou naturalizados no local de selegdo tém sido
considerados capazes de apresentar melhores resultados, a medida que
estirpes jA estabelecidas no solo, normalmente sdo mais com petitivas que
estirpes introduzidas de outros locais (THIES et al.,, 1991).

No estado do Cearda, foram realizados experimentos testando estirpes
selecionadas de rizébios e doses variando entre 20 e 40 kg ha-lde adubacdes
nitrogenadas, além de auséncia de inoculagcdo e auséncia de nitrogénio
mineral. Os resultados demonstraram a ocorréncia de uma populacdo rizobiana
autéctone muito eficiente com relagdo a fixagdo de nitrogénio em caupi
(VASCONCELOS et al.,, 1976, 1977, 1978), levando os autores a considerar
gue, nas regides estudadas torna-se desnecessaria tanto a adubacdao

nitrogenada quanto a inoculacao.



Em outros trabalhos conduzidos no mesmo estado foram observadas
respostas ao nitrogénio (PAIVA, 1973; CRISOSTOMO et al.,, 1977), onde os
aumentos médios de produtividade <com aplicacdo desse nutriente séao
pequenos em relagdo as doses usadas. A pratica da inoculagdo das sementes
com estirpes selecionadas de rizébios, nas situagbes em que se espera
resposta do caupi ao nitrogénio, deve ser estimulada e também pesquisada
com maior intensidade, devido ao baixo custo e facilidade de uso que
apresenta (BARRETO & DYNIA, 1988).

E acombinagdo de varios fatores bidticos e abiéticos que vaideterminar
0 sucesso da inoculagcao. Através do conhecimento da biodiversidade presente
nos diferentes sistemas agroecolégicos e das caracteristicas do organismo a
ser introduzido, podemos melhorar a adaptabilidade e capacidade com petitiva
do riz6ébio, fatores determinantes do sucesso da pratica da inoculacédo
(STRALIOTTO, 1999).

Segundo ODUM (1988), dois componentes podem avaliar a diversidade
das espécies: a riqueza das espécies, baseada no numero total de espécies
presentes e a equitabilidade ou uniformidade, baseada na abundéancia relativa
de espécies e no grau de dominancia. Os indices de SIMPSON (1949),
MARGALEF (1958) e SHANNON & WIENER (1949) sao alguns dos mais
utilizados.

Esses indices sdo grandes ferramentas, permitindo uma avaliagdo da
dinamica populacional frente a diferentes manejos, através de analise da
abundancia relativa das espécies, dominancia e rigueza, sendo importantes
para o estudo do comportamento da diversidade de comunidades microbianas.

Portanto, é importante a promocdo de inovacdes tecnolégicas com
potencial para incrementar a producdo de grdos visando a melhoria da renda
dos produtores rurais, principalmente aqueles que tém como base a exploragédo
agricola familiar.

O objetivo deste trabalho é caracterizar a diversidade de rizé6bios nativos
da regido do Agreste da Paraiba e selecionar esirpes de rizé6bios para feijdo

Caupicom maior eficiéncia para fixacdo biolé6gica de nitrogénio.
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CAPITULO I

DIVERSIDADE DE RIZOBIOS NATIVOS DO AGRESTE DA PARAIBA

CAPAZES DE NODULAR O CAUPI

RESUM O

A diversidade das bactérias afeta os agrossistemas através de uma
ampla gama de funcdes e tem sido citada com o indicador para avaliar a
sustentabilidade de um ecossistema. Ac¢des antréopicas podem afetar as
comunidades desses microrganismos, transformando ecossistemas naturais
diversificados em ambientes uniformes. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar e avaliar a diversidade de rizéobios isolados de ndédulos de caupi
cultivado em solos sob diferentes tipos de uso no Agreste da Paraiba. Quatro
cultivares de feijdo caupi foram plantadas em solos de <caatinga, pasto,
mandioca e feijdo. Os no6édulos obtidos foram isolados e caracterizados
morfofisiologicamente para construgcdo de um dendograma de similaridade e
cédlculo de indices de diversidade. Foram obtidos nove grupos de rizébios. A
m aior diversidade foi observada na a4rea de pasto, assim como a riqueza e 0
equilibrio, enquanto a area de caatinga apresentou a menor diversidade. Houve
diferenca para o indice de diversidade de rizébio para cada cultivar, onde a
sedinha demonstrou uma menor capacidade de nodular com diferentes
isolados de rizébio. Na adrea de caatinga a cultivar Corujinha obteve nodulagédo
com um grupo restrito de isolados de rizébio, jAa na cultivar Sedinha ndo houve
nodulacdo com rizé6bios desta area. No pasto, a diversidade de isolados de
rizé6bio capazes de nodular as cultivares Corujinha, Sempre Verde e Azul foram
semelhantes, ndo havendo dominancia de isolados entre as quatro cultivares.
Na adrea de mandioca houve uma maior diversidade de rizébios provenientes
das cultivares Corujinha e Azul, tendo uma dominancia de isolados de rizébios
associados a cultivar Sempre Verde. A cultivar Sedinha apresentou baixa
diversidade de isolados nas areas de mata, pasto e mandioca, os isolados

desta cultivar foram especificos de area de feijao.
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CHAPTER I

DIVERSITY OF NATIVE RHIZOBIA FROM AGRESTE REGION OF

PARAIBA THAT NODULATE COWPEA

ABSTRACT

The diversity of bacteria affects agrossistemas through a wide range of
functions and has been cited as an indicator to assess the sustainability of an
ecosystem. Human actions can affect the com munities of microorganisms
transforming natural and diverses ecosystems in environments uniform. The
objective of this study was to characterize and evaluate the diversity of rhizobia
isolated from soils under different types of uses in the Agreste of Paraiba. Four
cultivars of cowpea were planted in soils of caatinga, pasture, cassava and
beans. The nodules were isolated and characterized morphophysiological to
construct a dendrogram of similarity and calculation of diversity indices. W ere
obtained nine groups of rhizobia. The highest diversity was observed in the
pasture, as well as the richness and equitablity, while the area of caatinga had
the lowest diversity. There was a difference for the index of diversity of rhizobia
for each cultivar, Sedinha showed a lower capacity nodular with different
rhizobia. In the area of caatinga, Corujinha obtained nodulation with a small
group of strains of rhizobia, cultivar Sedinha no nodulated with rhizobia in this
area. The diversity of rhizobia on pasture from the cultivars capable of nodular
Corujinha, where Sempre Verde and Azul were similar, with no dominance of
isolates among the four cultivars. In the area of cassava was a greater diversity
of rhizobia from the cultivars Corujinha and Azul, with a dominance of strains of
rhizobia associated with cultivar Sempre Verde. Cultivar Sedinha showed low
diversity of isolates on areas of caatinga, pasture and cassava, the isolates

from this cultivar were specific for beans area.
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INTRODUGAO

A diversidade das bactérias, entre estas os rizébios, afeta os
agrossistemas através de uma ampla gama de fungdes, distribuidas ao longo
de grande numero de diferentes grupos tr6ficos. As caracteristicas culturais e
morfolégicas do rizébio fornecem informacdes importantes para sua
identificacdo e agrupamento (PELCZAR etal., 1997).

A necessidade de suprimento de nitrogénio fixado é muito importante
para a sustentabilidade dos agrossistemas, pois no seu ciclo, o nitrogénio pode
sofrer varios processos de perdas com o lixiviagd o, imobilizagcédo e
desnitrificagcdo, e pode poluir o ambiente (FRANCO & BALIEIRO, 2000).

Quando ocorre uma pressdo ambiental rigorosa ou um estresse, num
ambiente com alta diversidade, a chance de algumas espécies continuarem
existindo e promoverem a resisténcia ou o retorno ao estado de estabilidade
inicial ou pro6ximo do mesmo, € muito maior do gue em um ambiente com
pouca diversidade (ODUM, 1988). A retirada da vegetagcdo nativa para
implantagcdo de monoculturas, mesmo quando essa é€ uma leguminosa, causa
grande impacto na comunidade de rizébios nativos, pois as leguminosas
selecionam alguns tipos de rizobios, em detrimento de outros. A monocultura
provoca perdas na diversidade microbiana do solo, convertendo ecossistem as
naturais diversificados em ambientes uniformes.

A dominancia de rizébios nativos em solos brasileiros ndo cultivados
reflete sua abundancia em solos tropicais e sugere a importancia destes
microrganismos para desenvolver os diferentes ecossistemas (OLIVEIRA,
1999; SILVA, 1999).

O conceito de diversidade de espécie pode ser avaliado por meio de
dois componentes: (1) rigueza das espécies, baseada no nimero total de
espécies presentes e, (2) wequitabilidade ou uniformidade, baseada na
abundéancia relativa de espécies e no grau de dominancia (ODUM ,1988).
Varios indices tém sido propostos, tais como os de SIMPSON (1949),
MARGALEF (1958) e SHANNON & WIENER (1949). Esses indices sédo
ferramentas poderosas para o estudo do comportamento da diversidade de
comunidades microbianas, permitindo uma avaliagd8o da dindmica populacional

frente a diferentes manejos.
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O Iindice de Shannon-Wiener (H) leva em consideracdo a diversidade
das espécies e sua abundancia relativa. O valor maximo de H ocorre quando o
mesmo numero de individuos ocorre para cada espécie e é definido em termos
de abundancia de espécies. Quanto maior a abundancia relativa m aior sera a
diversidade das espécies.

O indice de Simpson (C) é um indice de dominancia e reflete a
probabilidade de dois individuos escolhidos ao acaso na <comunidade
pertencerem a mesma espécie. Varia de 0 a 1 e qguanto mais alto for, maior a
probabilidade de o0s individuos serem da mesma espécie, ou seja, maior a
dominancia e menor a diversidade.

O indice de Jackknife (Ep) avalia a riqueza das espécies. Quanto m aior
a rigueza das espécies, maior serd a diversidade das espécies (MAGURRAN,
1988).

A aplicagdo de indices apresenta vantagem, uma vez que a simples
contagem das espécies pode incluir espécies raras e levar a conclusdes
errdbneas. Entretanto, os dados dos indices podem ser interpretados de form as
diferentes ou confundidos, dependendo do céalculo usado.

E possivel encontrar duas comunidades que possuam indices de
diversidades semelhantes, entretanto uma ter valor de uniformidade alto e
baixo valor de riqueza, enquanto a outra possuir uniformidade baixa e riqueza
alta. Uniformidade e rigueza precisam ser consideradas na avaliagdo da
diversidade (KENNEDY, 1999). Os indices que combinam riqueza de espécie e
abundéancia relativa sd8o os m ais utilizados.

Neste sentido, a diversidade tem sido <citada como um indicador
adequado para avaliar a qualidade do solo e a sustentabilidade de um
ecossistema (ZAK et al.,1994; BOEHM et al.,, 1993; STADDON et al.,, 1997;
OVREAS & TORSVIK, 1998).

A interpretacdo dos indices de diversidade deve ser feita relacionando -
se estes valores com as diferentes altera¢gdes sofridas recentemente pelo
ecossistema. A implantacdo de agrossistemas convencionais, com aplicagédo
de biocidas e o uso de mecanizag¢do entre outros manejos, pode reduzir
drasticamente a populagdo total de organismos do solo. Entretanto, algum as
espécies resilientes podem ter sua redundancia até aumentada. As interacgdes

gue ocorrem nos agrossistemas devem ser cuidadosamente avaliadas para
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gue se possa determinar os elementos estabilizantes e desestabilizantes e
planejar sistemas harmonicos. Estes indices tém sido utilizados por serem
relativam ente simples e permitirem comparacdes de amostras com diferentes
tamanhos de populagbes (ODUM, 1988; MAGURRAN, 1988).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e avaliar a diversidade de

rizé6bios capazes de nodular o caupinativos de solos do Agrete da Paraiba sob

diferentes tipos de uso.
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MATERIAL E METODOS

Coleta dos solos e variedades utilizadas

Foram coletadas amostras da camada aravel (0 a 20 cm ) de solos de
trés municipios do Agreste paraibano (Solanea, Esperanca e Lagoa Seca), com
diferentes tipos de uso: 1) caatinga; 2) pasto; 3) rocado de feijdo e 4) rocado de
mandioca. Como plantas iscas foram utilizadas as variedades de Caupi
Sempre-Verde, Sedinha, Corujinha e Azul e trés repeticbes de <cada

combinacdao dos solos x variedades.

Cultivo e obtengdo dos nédulos

Apbés a coleta, os solos foram secos ao ar, destorroados e peneirados
em peneira de 2m m para obtengcdo da TFSA (Terra Fina Seca ao Ar). Em casa
de vegetagdo, vasos foram preenchidos com 1 kg cada de um mesmo solo e
cultivados com uma variedade de caupicomo planta isca, visando a obtencédo
de nodédulos para posterior isolamento de rizébios. As sementes foram
desinfestadas com alcool etilico a 70% por 30segundos e, em seguida, imersas
em hipoclorito de s6dio a 1% por 1 minuto, posteriormente foram feitas 10
lavagens com &agua destilada para retirar o excesso, deixando de molho em
dgua potavel autoclavada durante 12h antes do plantio. Cada vaso recebeu
guatro sementes de uma mesma cultivar e uma semana apés a germinacdo foi
feito o desbaste deixando duas plantas por vaso. Apdés 45 dias de cultivo, as
plantas foram coletadas, sendo a parte aérea separada das raizes, os maiores
nédulos retirados das mesmas e colocados em tubos de ensaio com silica gel

para posterior isolamento dos rizébios.

Isolamento de rizébios

Os nédulos coletados foram reidratados, tratados com uma solugdo de
alcool etilico a 70% por 1 minuto, para quebrar a tensédo superficial, e com um a
solugcdo de hipoclorito de sé6dio a 5% por 2 minuto, para desinfesta-los

superficialmente sendo em seguida, lavados por 10 vezes com agua estéril
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para retirar o excesso de hipoclorito. Apdés esse tratamento, o no6édulo foi
levemente pressionado com uma pin¢ga sobre uma placa de Petri contendo
meio YMA (extrato de levedura, manitol e agar) e corante vermelho do congo.
As placas foram levadas para estufa bacteriolégica regulada a 28°C até o
aparecimento das colénias. O vermelho do congo é um corante com
propriedades fungicidas e foiusado para facilitar a diferenciacdo entre rizébio e
contaminantes. O rizébio neste meio é incapaz de absorver o <corante,
aparecendo com uma coloragdo rosada difusa. Apo6s purificagdo, as coldénias
gue se apresentaram isentas de contaminantes foram repicadas com uma alga
de platina para placas de Petri contendo meio YMA (extrato de levedura,
m anitol e dgar) com corante azul de bromotimol e caracterizadas conforme
descrito por FRED & WAKSMAN (1928). As placas foram incubadas a 280 C,

poruma a duas semanas, até o aparecimento e desenvolvimento das colénias.

Caracterizacado morfofisiol6gica dos rizébios isolados

A caracterizacdo dos isolados foi adaptada de VICENT (1970), sendo
observado em cada um dos isolados caracteristicas das colénias: 1) tempo
necesséario em dias para o aparecimento de uma colénia; 2) pH do meio ap6s o
crescimento celular (determinado pela coloracdo do meio de cultura contendo
azul de bromotimol, os isolados acidificantes tornam o meio amarelo e os
alcalinizantes tornam o meio verde azulado e o0os neutros ndo modificam a
coloragdo do meio de cultura.); 3) tamanho da coldénia em mm; 4) forma
(circular ou irregular da colénia ); 5) borda da colénia (lisa ou irregular); 6)
aparéncia da colonia (homogénea ou hetorogénea); 7) transparéncia da
colénia; 8) cor da coldénia (branca, amarela, creme, résea); 9) elevacdo da
coléonia) e caracteristicas do muco produzido pelas células (10) quantidade de
muco (pouco, médio e muito); 11) faixa de alca (observada pela faixa formada
pela alca de platina no muco; 12) elasticidade (observada a partir da formacéao
ou nado de fio, no momento da remo¢do do muco do meio de cultura com o
auxilio da alg¢a de platina). Apds a caracterizacdo, as coléonias isoladas foram
purificadas, repicadas em tubos de ensaio contendo meio YM A e devidam ente

identificadas. Ap6s o aparecimento de abundante massa celular, adicionou-se
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vaselina liquida esterilizada, visando a formacédo de uma barreira que impede o

fluxo de oxigénio para as culturas armazenadas.

Codificacao

Apo6s a caracterizagdo morfofisiolégica, os dados foram codificados em

um sistema binario (Tabela 1).

Tabela 1: Codificagdo das caracteristicas morfofisiolégicas dos isolados de

rizé6bio obtidos em solos sob quatro coberturas vegetais em trés municipios da

Paraiba.
Caracteristica Coédificacdo Binaria
0 1
Tempo (em dias) 1 2
pH Acido Neutro ou alcalino
Tamanho Puntiforme, de 1 a 2 mm >3 mm
Form a Circular Irregular
Borda Regular Irregular
Aparéncia da coldnia Homogénea Heterogénea
Transparéncia Opaco Transparente
Cor Branca Amarela
Elevacao Sem elevacao Com elevacédo
Quantidade de muco Pouca M édia e muita
Faixa de alga Quando retorna Quando permanece limpa
Elasticidade Sem elasticidade Com elasticidade

Agrupamento

A partir da codificagcdo da caracterizacdo morfofisiolé6gica, agruparam -se

os isolados através do programa NtsysPC, utilizando o algoritmo UPGMA e a

m atriz de similaridade Jaccard. Uma vez construida a matriz, foi feito um
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dendrograma com a finalidade de separar os grupos de isolados com m aiores

similaridades (ROHLF, 1994).

Apdés a formacado dos grupos similares foram calculados os indices de
diversidade dos isolados wutilizando o software DivEs v2.0 (RODRIGUES,

2007).

Avaliagcdo da diversidade de isolados

A diversidade de isolados foi avaliada através do indice de Shannon-

Wiener (H), definido por:

Sobs
H=-> plog, p
i=1
ésimo
Onde: p; é a proporcdo de individuos do i isolado em relacdo ao total

de individuos, e S é o nitmero totalde isolados.
O valor méaximo de H ocorre quando o mesmo numero de individuos
ocorre para cada isolado e é definido em termos de abundancia de isolados.

o0

H=log, N _%Z(pi log, pi)ni

i=1

Onde: N é€ o niumero total de individuos de todos os isolados, e n; é o

nimero de individuos do isolado i.
Avaliagcdo da domindncia de isolados

A dominancia foi avaliada através do indice de Simpson (C), calculado

como:

C=1— Zn1(n1 _1)

N(N -1)

Onde: nié onimero de individuos de cada isolado, e N é o numero total

de individuos.
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Avaliagcdo da equitabilidade de isolados

A avaliagcdo da equitabilidade se deu através do indice de Hill (E), dado

pela formula:

E=~"S5 /

Onde: Dg é o0 indice de diversidade de Simpson, H é o indice de

diversidade de Shannon-Wiener, € é iguala 2,718282.
Avaliacdo da riqueza de isolados

Calculada pelo indice de Jackknife 1° Ordem (E ), através da formula:

ED = Sobs+Sl %

Onde: S,,, € o numero de isolados observados; S, € o numero de

isolados que estdo presentes em somente um agrupamento (isolados de um

ésimo
agrupamento) e f é& o numero de agrupamentos que contém o i isolado de

um agrupamento.
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O bteve-se

um

RESULTADOS E DISCUSSADO

a colegcdo de

rizébios

com 52

isolados, a

partir

dos

nédulos radiculares oriundos das diversas variedades de feijdo caupicultivados

nos solos com diferentes tipos de uso (Tabela 2).

Tabela 2:

Identificagcdo da origem dos isolados segundo o solo e a variedade.

N° de Ordem

Solo

Variedade

Isolado

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij
ocado de Feij

ocado de Feij

aatinga
aatinga
aatinga
aatinga
aatinga
aatinga

aatinga

Se

Se

Se

Az

rujinha
rujinha
mpre Verde
mpre Verde
mpre Verde
mpre Verde
mpre Verde
mpre Verde
mpre Verde
mpre Verde
dinha

dinha

dinha

ul

ul

ul

ul

rujinha
rujinha
rujinha
mpre Verde
mpre Verde

mpre Verde

ul

S1CV1 (A)
S1CV1 (B)
S1CV2 (A)
S1CV2 (B)
s1CcV2 (C)
S1CV2(D)
S1CV2 (E)

S1CV2 (F)
S1CV2 (G)
S1CV2 (H)
S1CV3 (A)
S1CV3 (B)
S1CV3 (C)
S1CV4 (A)
S1CV4 (B)
S1CV4 (C)
sS1CV4 (D)
S2CV1 (A)
s2CcV1 (B)
s2CV1 (C)
S2CV2 (A)
s2CV2 (B)
s2cVv2 (C)

s2Ccv4 (A)
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Continua...

25. Caatinga Azul S2CV4 (B)
26. Caatinga Azul S2CV4 (C)
27. RocadoMandioca Corujinha S3CV1 (A)
28. RocadoM andioca Corujinha S3CV1 (B)
29. RocadoM andioca Corujinha S3CV1 (C)
30. RocadoM andioca Corujinha S3CV1l (D)
31. RogcadoM andioca Corujinha S3CV1l (E)
32. RocadoM andioca Sempre Verde S3CV2 (A)
33. RogadoMandioca Sempre Verde S3CV2 (B)
34. RocadoM andioca Sempre Verde S3CV2 (C)
35. RocadoM andioca Sempre Verde s3CcvVvz2 (b)
36. RocadoM andioca Sedinha S3CV3 (B)
37. RocadoMandioca Azul S3CV4 (A)
38. RocadoM andioca Azul S3CV4 (B)
39. RocadoM andioca Azul S3CV4 (C)
40. RocadoM andioca Azul S3CV4 (D)
41 . Pasto Corujinha S4CV1 (A)
42. Pasto Corujinha S4CV1 (B)
43. Pasto Corujinha S4CV1 (C)
44, Pasto Sempre Verde S4CV2 (A)
45, Pasto Sempre Verde S4CV2 (B)
46 . Pasto Sempre Verde S4CV2 (C)
47 . Pasto Sempre Verde S4CV2 (D)
48 . Pasto Sempre Verde S4CV2 (E)
49. Pasto Sedinha S4CV3 (A)
50. Pasto Azul S4CV4 (A)
51. Pasto Azul S4CV4 (B)
52. Pasto Azul S4CV4 (C)
Dentre os isolados obtidos na regido do Agreste paraibano, 100%
formaram colénia apdés um dia de repicados, sendo classificados como de

crescimento muito

as

colénias de estirpes ou isolados de

rizébio

em

meio YMA

podem

rapido em meio de cultura. De acordo com VICENT (1970),

ser
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diferenciadas com base no tempo de crescimento em (a) rapidas - aquelas que

produzem crescimento moderado a abundante em 3 a 5 dias, e (b) lentas -

aquelas que tem pouco crescimento em 5 dias e crescimento moderado em 10

dias.

Estes resultados vai de encontro a regra geralde que as bactérias que
nodulam caupi (Vigna unguiculata (L.) W alp) tém sido consideradas
rotineiram ente com o pertencentes ao grupo misceldanea “caupi” ou
Bradyrhizobium spp., compreendendo um numero grande de estirpes de

crescimento lento capazes de nodular inuGmeras espécies de leguminosas
herbdceas comuns nas regides tropicais (JORDAN, 1984).

M ARTINS et al. (2001) observaram uma distingdo dos isolados quanto
as caracteristicas de crescimento e reagcdo de pH, ou seja, os isolados de
rizébios que apresentaram crescimento rapido acidificaram e alcalinizaram o
meio YMA, indicando que o limite das estirpes capazes de nodular o caupivai
além do grupo Bradyrhizobium spp.

SPRENT (1994) sugeriu que bactérias de crescimento rapido sdao mais
comuns em regibes aridas, porque a habilidade para fixar N ndo é a maior
prioridade para os rizébios - sobreviver no solo é muito mais importante. E
possivel que nesta regido a alta incidéncia de rizébio de crescimento rapido
tenha propiciado uma alta taxa de nédulos formados por estes grupos. Em
consenso com a hip6tese de SPRENT (1994), BARNET & CATT (1991) em seu
trabalho de estudo de caracteristica e distribuicdo de bactérias isoladas de
nédulos de raiz de Acacia spp. , em diferentes localizagcdes geograficas da
Australia, mostraram que os isolados foram influenciados de forma marcante
pela localizagdo geografica, em que estirpes de crescimento rapido foram
obtidas somente nos sitios de zonas aridas. Estes resultados indicam que pode
ser esperado um alto grau de rizébio de <crescimento rapido nodulando
leguminosas tropicais nativas. Leguminosas nativas australianas
tradicionalmente tém sido consideradas semelhantes ao caupi quanto a
nodulagcdo por estirpes de Bradyrhizobium spp (BOWEN, 1965; LANGE, 1961).
Porém, LAWRIE (1983) isolou varias estirpes de crescimento rapido a partir
delas, o que ja havia sido demonstrado por TRINICK (1980), que, no entanto
considerou que estas estirpes de crescimento rapido ndo pertencem aos

grupos classicos reconhecidos por inoculagdo cruzada.
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NORRIS (1965) desenvolveu um esquema para descrever rizobio
baseado em taxa relativa de crescimento. Ele especulou que estirpes de
crescimento rapido, produtoras de acido (capazes de acidificar o meio), sédo
originarias de regides temperadas, ao passo que estirpes de crescimento lento
e produtoras de base se originam de regibes do Trépico Umido. Este esquem a,
no entanto, ndo pode ser usado indiscriminadamente. MARTINS et al. (1997)
observaram que a maioria de isolados de rizébio gque nodulam caupi sédo
tipicamente de crescimento lento, capazes de alcalinizar o meio e obtidas de
regido tropical, porém existem varias estirpes de rizébio de crescimento rapido
gue sdo capazes de nodular tanto caupi quanto soja e sado obtidas também de
regido tropical. Porém , esses critérios de lento versus rapido e producédo de
acido versus producdo de alcali sdao, em larga extensdo, dependentes do m eio
em que o0 riz6bbio estd crescendo. Segundo TAN & BROUGHTON (1981),
certas combinages de aminoacidos e aclUcares (em geral, glutamina e
galactose) promovem uma acidificagdo do meio ap6s o0 crescimento de
microrganismos de crescimento rapido, ao passo que 0S microrganismos de
crescimento lento alteram o pH do meio para alcalino. Microrganismos de
crescimento rapido utilizam mais galactose durante o crescimento, quando
comparados com os de crescimento lento, enquanto que ambos os tipos de
rizé6bio sintetizam e liberam uma ampla faixa de aminoacidos para o meio de
cultura. Estes mesmos autores sugerem que mudangas no pH produzidas por
rizé6bio crescido em meio YMA sdo causadas pela utilizagado preferencial de
aclUcares por organismos de crescimento rapido, e de compostos nitrogenados,
pelos de crescimento lento.

Os isolados estudados neste trabalho tiveram comportamentos
diferentes em relacdo ao pH. 42 isolados acidificaram o meio YMA (com azul
de bromotimol), 7 foram neutros e 3 alcalinos, mesmo tendo crescimento em
um dia (Figura 1). Estes nédulos foram isolados de solos de caatinga com pH
6,5, pasto com pH 6,4, rocado de feijdo com pH 7,1 e rogcado de mandioca com

pH 6,6.
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Figura 1: Reagcdo de pH de uma colegdo de 52 isolados de rizéobio obtidos a
partir de nédulos de feijdo caupicultivado em solos oriundos de quatro tipos de

uso, coletados em trés municipios do Estado da Paraiba.

Os rizébbios podem ser divididos em trés classes quanto a alteracao de
pH produzida no meio de cultura: estirpes que acidificam o meio, estirpes que
alcalinizam o meio, e estirpes que ndo alteram o pH do meio de cultura. As
placas do meio YMA (FRED & WAKSMAN, 1928) recém preparadas com azul
de bromotimol, tém um pH em torno de 6,8 e cor verde. Os riz6bios de
crescimento lento tendem a alcalinizar o meio de cultura, causando uma
mudangca na cor do indicador para azul, enquanto que o0s rizébios de
crescimento rapido geralmente acidificam o meio tornando-o amarelo.

Ao contrario do esperado, as estirpes produtoras de 4cido ndo sdo m ais
tolerantes a acidez do solo (NORRIS, 1965), mas seu crescimento rapido
parece conferir certa vantagem com petitiva na rizosfera devido a maior
competicdo com outros microrganismos. O autor sugere ainda que esta
vantagem com petitiva pode ser explicada pela maior ou menor capacidade das
estirpes em sobreviverem num determinado pH e cita como exemplo estirpes
isoladas de solos 4cidos que sdo capazes de excretar, em meio de cultura,
substancias que alcalinizam o meio, enquanto que estirpes isoladas de solos
alcalinos excretam substancias que acidificam o meio, o que parece ser um
mecanismo de adaptacdo a condicbes adversas. Posteriormente, em 1967,

esse mesmo autor observou que, se o0 rizébio que nodula uma espécie de
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leguminosa é normalmente produtor de acido, essa leguminosa deverad nodular
com um a faixa estreita de estirpes e, de modo geral, sera dificilmente nodulada
em solos acidos.

HALLIDAY (1978) constatou que a produgcdo de A&acido ou base ¢
consequéncia da fonte de carbono e ndo uma caracteristica intrinseca do
rizé6bio, o que sugere que o comportamento seja dependente de atributos do,
guantidade e qualidade de nutrientes disponiveis.

NORRIS (1965) sugeriu que R hizobium poderia ser rapidamente
diferenciado em estirpes que produzem &cidos e Bradyrhizobium produzem
bases. PARKER (1971), TAN & BROUGHTON (1982) e PADMANABHAN et al.
(1990) sugeriram que a preferéncia por uma fonte particular de carbono (e
nitrogénio) é uma particularidade dependente da estirpe. Concluindo, de modo
geral os rizébios preferencialmente metabolizam carboidrato, enquanto os
Bradyrhizobium utilizam 0s constituintes extraidos da levedura do meio,
acarretando mudancas de pH do meio de cultura observadas por NORRIS
(1965).

Contudo, entre os Bradyrhizobium &existem exce¢des a esta regra.
PADMANABHAN et al. (1990) encontraram 7 isolados de Bradyrhizobium que,
dependendo do carboidrato wutilizado, podem abaixar o pH do meio. Dois
destes, UMKL22 e UMKLS55, apresentaram esta resposta com 5 diferentes
carboidratos. Além disso, o aumento do pH observado por estes isolados
correlacionou-se negativamente com o pH inicial. Estes dados sugerem que
estirpes de Bradyrhizobium spp podem, dependendo das fontes de carbono
e/ou nitrogénio, regular o pH do ambiente de acordo com o0s produtos
excretados.

Todos os isolados tiveram tamanho puntiforme. As colénias puntiformes
apresentam diametro inferiora 1,0 mm . Ao passo que colénias com 1,0 mm de
diam etro geralmente sdo circulares e ndao coalescem. As que variam de 1,0 até
2,0 mm sao circulares, porém alguns grupos com este diametro apresentam
forma irregular. HERRIDGE & ROUGHLEY (1975) encontraram uma relagédo
entre as caracteristicas de <colénias dos isolados originais e eficiéncia
sim biética. Todas as sub-estirpes de tamanho puntiforme, colénias secas,
foram muito eficientes; colonias de tamanho médio apresentaram niveis médios

de eficiéncia, enquanto que isolados de coldbnias muco6ides e grandes
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produziram sub-estirpes que foram de baixa eficiéncia ou completamente

ineficientes.

A forma das colonias isoladas geralmente é dependente do dia de
caracterizacado e da consisténcia do muco produzido.

Foiencontrada uma pequena diversidade em relagdo a consisténcia do
muco produzido pelas coldnias isoladas, que se relaciona com as demais
caracteristicas anteriormente discutidas, mas todos os isolados produziram
muco com elevagcdo (Tabela 3). De um modo geral, os isolados que nao

produzem muco sdo definidos como secos, ou entdo, produzem grande

guantidade de muco.

Tabela 3: Caracteristicas gquanto a elevag¢do, muco, limpa e elasticidade de
uma colegdo de 52 isolados de rizébio obtidos a partir de nédulos de feijdo
caupi cultivado em solos oriundos de quatro tipos de uso, coletados em trés

municipios do Estado da Paraiba.

Elevacao Muco Limpa Elasticidade
Sim 100% 100% 86 % 92 %
N &o 0 % 0 % 14% 8 %

A consisténcia viscosa foia de maior ocorréncia, com 92% dos isolados
apresentando elasticidade (Tabela 3). Essa consisténcia é assim definida pela
caracteristica da colonia de grudar na algca de platina. A viscosidade é uma
caracteristica de isolados lentos e rapidos, apresentando variagdes intrinsecas,
como por exemplo, pouca, média e muita elasticidade do muco produzido. Um a
boa parte desses isolados gotejaram nas tampas das placas que foram
incubadas invertidas. Segundo ARAUJO (1994) essa frequéncia de producgédo
de muco se deve a producgcdo de exopolissacarideos (EPS), polimeros de
glicose e outras hexoses que compdem as capsulas das bactérias. Além da
elasticidade, 86% dos isolados apresentaram Ilimpa da placa quando a coldnia

foiriscada com a algca de platina (Tabela 3).
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Neste trabalho, a produ¢do de muco foi analisada visualmente e de
forma comparativa com os dem ais isolados, onde 23 isolados produziram um a
guantidade média de muco e 25 produziram pouco muco (Figura 2).
CUNNINGHAM & MUNNS (1984) demonstraram que estirpes de Rizobium
phaseoli produtoras de polissacarideos extracelulares (EPS), o que estéa
correlacionado com a formacédo de colénias mucéides,foram m ais tolerantes a
acidez em meio de cultura mas, segundo estes autores, a producao de EPS

deve ser somente uma das muitas possibilidades estratégicas de sobrevivéncia

da bactéria.

30 -

25 4
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10 ~

Quantidade de Isolados

Pouco Médio Muito

Quantidade de Muco Produzido

Figura 2: Quantidade de muco produzido por uma colecdo de 52 isolados de
riz6bio obtidos a partir de né6dulos de feijdo caupicultivado em solos oriundos

de quatro tipos de uso, coletados em trés municipios do Estado da Paraiba.

Para MOREIRA (1991) esta caracteristica ndo é usada na classificacédo
de rizébio, mas diversos resultados tém mostrado diferencas intrinsecas e
ecolégicas entre estirpes com coldnias mucosas e secas. A forma da coldnia
esta diretamente correlacionada com a presenga de muco, o que €é muito
comum no género Bradyrhizobium (FURHMAN, 1990). A maioria dos isolados

formaram colédnias com form ato circular (Tabela 4).
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Tabela 4: Caracteristicas quanto a cor, forma da borda, transparéncia e coldnia
de uma colecdo de 52 isolados de rizé6bio obtidos a partir de nédulos de feijdo

caupi cultivado em solos oriundos de quatro tipos de uso, coletados em trés

municipios do Agreste da Paraiba.

Cor Borda Transparéncia Coldnia
4% branca 92% regular 67% translicida 94% homogénea
96% crem e 8 % irregular 33% opaca 6% heterogénea

A transparéncia é definida pela passagem da luz através da colénia. Os
isolados caracterizados neste trabalho variaram de opacos a translicidos, onde
a colénia opaca nédo permite a passagem da luz e ndo evidencia o brilho
caracteristico das coldnias translicidas caracterizadas por essa passagem de
luz através das mesmas. Dos 52 isolados estudados, 17 foram opacos e 35
foram translicidos (Tabela 4). O muco coalescente ou aquoso esta, de modo
geral, associado com colb6nias translicidas, enquanto que aquelas com 0o muco
compacto e consistente sdo opacas.

Também foram observados, dentro desse grupo, alguns isolados que
apresentaram colénias de cor branco-leitosa, ao contrario da maioria, que
apresentou colénia de cor creme (Tabela 4).

Quanto a homogeneidade desses isolados, apenas 3 se comportaram
heterogéneos e 49 foram homogéneos (Tabela 4).

De um a maneira geral, 0s isolados apresentaram -se bastante
homogéneos em suas caracteristicas morfofisiol6gicas (Anexo 1), o que
possibilitou a anéalise de agrupamento pelo programa NtsysPC e obteng¢do do

dendrograma de similaridade entre os isolados (Figura 3).
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Nove diferentes grupos de isolados com 75% de similaridade (Anexos 2
e 3) foram obtidos a partir do dendrograma, visando o estudo da diversidade da
populagdo, da confirmag¢do da capacidade de nodulagcao e fixacao de N
atmosférico dos isolados.

A diversidade de grupos morfofisiolégicos de rizé6bios isolados de
nédulos de feijdo caupi mostrou comportamento diferente entre as 4&reas
estudadas. A area de pasto apresentou a maior diversidade de isolados de
rizé6bio, enquanto a 4rea de caatinga apresentou a menor diversidade (Figura
4A). A diversidade de rizébio, de uma maneira geral, foi influenciada pela
cobertura vegetal. Solos sob pastagens normalmente contém teores elevados
de matéria orgéanica, contribuindo para a manutengcdo da populagcdo e
diversidade microbiana. A insercdo de &arvores e animais contribui para o
aumento da fertilidade do solo, aciumulo de matéria organica, aumento de
bactérias fixadoras de N, e as interac6es da vida no solo (STINNER,1990).

A medida que a diversidade aumentou, a dominadncia teve
comportamento oposto. Areas com alta diversidade apresentam elevado
numero de espécies, fazendo com que n&do haja predominancia de uma
espécie sobre outra ou outras. PEREIRA (2000) encontrou maior densidade e
eficiéncia de bactérias que nodulam leguminosas em &reas de pastagem do
gue em &reas ocupadas por culturas, capoeiras, florestas perturbadas e
sistem as agroflorestais.

O equilibrio entre o niumero de grupos morfofisiol6gicos de rizébios foi
m aior para a area de pasto, gue também apresentou a maior rigueza de grupos
(Figura 4B). As adreas de mandioca e feijdo tiveram uma rigueza de grupos de
isolados semelhante a &area de pasto, mas com um equilibrio menor. A
comunidade de plantas também pode influenciar a presenca e auséncia de
estirpes de rizébios especificas afetando, dessa forma, a diversidade desse

grupo de microrganismos (STRAIN et al., 1994).
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Figura 4: indices de Diversidade de Shannon e Dominancia de Simpson (A),
Equitabilidade de Hill e Rigueza de Jackknife (B) em fungcdo das coberturas
vegetais para uma colecdo de 52 isolados de rizé6bio obtidos a partir de quatro

tipos de uso, em trés municipios do Agreste da Paraiba.

A figura 5 mostra que houve diferenca na diversidade de rizébios
capazes de nodular cada cultivar. A cultivar sedinha demonstrou uma menor
capacidade de nodular com diferentes isolados de rizé6bios, tendendo a nodular
com um grupo mais seletivo de riz6bios em relacdo as outras cultivares (Figura
5A), as quais demonstraram maior capacidade de reconhecer os riz6bios
nativos das diferentes 4dreas estudadas.

O equilibrio no nimero de grupos de isolados de rizébios foi maior na
cultivar corujinha (Figura 5B). As maiores riqguezas de isolados de riz6bio foram
observadas com as cultivares sempre verde e azul, possivelmente podendo ter

nodulado com um m aior grupo de isolados de rizébio diferentes.
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Figura 5: indices de Diversidade de Shannon e Dominancia de Simpson (A),

Equitabilidade de Hill e Riqueza de Jackknife (B) em fungdo das cultivares de
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feijdo para uma colecdo de 52 isolados de rizé6bio obtidos a partir de quatro

tipos de uso, em trés municipios do Agreste da Paraiba.

Na &area de caatinga, a cultivar corujinha obteve nodulagdo com um
grupo restrito de isolados de rizé6bio (Figura 6A), o que pode ser justificado pela
baixa riqueza que nodula especificadamente esta cultivar (Figura 6B). Para a
cultivar sedinha n&do houve nodulagdo com rizébios desta &area, reforgando a
caracteristica de especificidade entre bactéria e hospedeiro (Figura 6A e 6B).
LEWIN et al. (1987) encontraram gque Vigna unguiculata foi o hospedeiro de
m ais baixa especificidade na simbiose com 35 estirpes de rizébio de
crescimento rapido testadas, quando comparada com Leucaena leucocephala

e Macroptilium artropurpureum .

Caatinga A Caatinga
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Figura 6: indices de Diversidade de Shannon e Dominancia de Simpson (A),
Equitabilidade de Hill e Riqueza de Jackknife (B) em &area de caatinga em
fungcdo das cultivares de feijdo, para uma colecdo de 52 isolados de rizébio
obtidos a partir de quatro tipos de uso, em trés municipios do Agreste da

Paraiba.

No pasto, a diversidade de isolados de rizébio capazes de nodular as
cultivares corujinha, sempre verde e azul foram semelhantes, ndao havendo
dominancia de grupos de isolados entre as quatro cultivares (Figura 7A), além
disso, foi observada a equitabilidade e maior riqueza de isolados associados a

cultivar sem pre verde (Figura 7B).
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Figura 7: indices de Diversidade de Shannon e Dominancia de Simpson (A),
Equitabilidade de Hill e Rigueza de Jackknife (B) em area de pasto, em funcgdao
das cultivares de feijdo, para uma colecdo de 52 isolados de rizé6bio obtidos a

partir de quatro tipos de uso, em trés municipios do Agreste da Paraiba.

Para a &rea de mandioca observou-se uma maior diversidade de
isolados de riz6bios provenientes das cultivares corujinha e azul, tendo um a
dominancia de isolados associados a cultivar sempre verde (Figura 8A). J& a
cultivar sedinha apresentou menor rigueza e equitabilidade de isolados de
riz6bios nesta area (Figura 8B). Praticas agricolas produzem alteragbes no
perfil da populacdo de rizébios nativos ou introduzidos. A menor diversidade e
rigueza de riz6bios encontradas em solos cultivados, em relagcdo aos solos sob

vegetacdo nativa, sao atribuidas as modificages impostas pelo sistema

agricola (OLIVEIRA, 1999).

Mandioca A Mandioca
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Figura 8: indices de Diversidade de Shannon e Dominancia de Simpson (A),
Equitabilidade de Hill e Rigueza de Jackknife (B) em &rea de mandioca, em
fungdo das cultivares de feijdo, para uma colecdo de 52 isolados de rizébio

obtidos a partir de quatro tipos de uso, em trés municipios do Agreste da

Paraiba.
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Na adrea de feijdo a nodulagdo da cultivar corujinha foi dominada por um
grupo de isolados de rizéobio (Figura 9A e 9B). A cultivar sedinha apresentou
baixa diversidade nas areas de mata, pasto e mandioca, o que fez perceber
que o0s rizébios isolados obtidos desta cultivar foram especificos de area de
feijdo. Estirpes de rizé6bios com m aior especificidade hospedeira sempre foram
consideradas como sendo mais eficientes em fixar N, (VARGAS, 1994;
STAMFORD etal, 1999). A influéncia da leguminosa na populacdo de rizébio é
um fato comum e tem sido indicada como o fator mais importante para a

composicdo da comunidade de rizébio no solo (WOOMER et al., 1988; ZILLI,

2000).
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Figura 9: indices de Diversidade de Shannon e Dominancia de Simpson (A),

Equitabilidade de Hill e Riqueza de Jackknife (B) em &rea de feijdo, em funcgédo

das cultivares de feijdo, para uma colegdo de 52 isolados de riz6bio obtidos a

partir de quatro tipos de uso, em trés municipios do Agreste da Paraiba.
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CONCLUSOES

Os isolados de rizébios apresentaram homogeneidade em suas
caracteristicas fenotipicas.

A capacidade de infecgdo por isolados de rizébios nativos da regido do
Agreste da Paraiba variou entre as cultivares de feijdo caupi, sendo maior para
as cultivares Corujinha e Azul.

A diversidade de isolados de rizobios foi influenciada pelos diferentes

tipos de uso.
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CAPITULO II

EFICIENCIA DE ISOLADOS DE RIZOBIOS NATIVOS DE SOLOS DO

AGRESTE DA PARAIBA EM FEIJAO CAUPI (Vigna unguiculata (L.) Walp)

RESUM O

O caupi(Vigna unguiculata (L.) Walp.) € uma leguminosa de ampla distribui¢cdo
mundial, estando presente principalmente nas regifes tropicais. A fixagédo
biolégica do nitrogénio é o processo realizado por bactérias denominadas
diazotroficas, conhecidas por rizébios, e apresenta baixo custo, quando
comparada aos fertilizantes nitrogenados. A introducéao de inoculantes
contendo rizébios eficientes é dificultada, pois as estirpes nativas, em geral,
sdo0o muito com petitivas. Este trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia da
inoculacdo com rizébio nativo em feijdo caupicv. Sempre-Verde, cultivado em
vasos de Leonard com substrato estéril, e em solo do Agreste da Paraiba. Os
experimentos foram conduzidos em casa de vegetagcdao. No prim eiro
experimento foram testados 52 isolados nativos, a estirpe recomendada BR
3267, a estirpe NFB-700 e dois tratamentos, um com adicdo de N mineral e
outro com auséncia de N mineral e de inoculagdo. Foram utilizados vasos de
Leonard confeccionados de garrafa PET de 2L, preenchidos com areia lavada
autoclavada. Foram selecionados 13 isolados que promoveram os melhores
contetdos de nitrogénio total aos 45 dias apdés a germinacdo. No segundo
experimento, os 13 melhores isolados foram testados, além das mesmas
estirpes recomendadas e os tratamentos com e sem nitrogénio mineral, em
vasos contendo um Neossolo Regolitico de Remigio, PB. Apenas um dos
isolados promoveu matéria seca da parte aérea do caupi e eficacia relativa
menor que as plantas que receberam N mineral ou as estirpes recomendadas.
A m atéria seca da parte aérea e o nitrogénio total no feijdo caupi

correlacionaram -se altamente com a eficdcia relativa dos isolados testados
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CHAPTER II

EFFETIVINESSE OF NATIVE RHIZOBIA FROM NODULES OF COWPEA

(VIGNA UNGUICULATA (L.)WALP)GROWNON SOIL OF PARAIBA STATE

ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata (L.) W alp.) this legume have a wide distribution in
the world, being present mainly in tropical regions. The process of biological
nitrogen fixation is carried by diazotrophic bacteria known as rhizobia, and
offers low cost when compared to nitrogen fertilizers. The introduction of
efficient inoculants containing rhizobia is complicated, because the native
strains, in general, are very com petitive. This study aimed to evaluate the
efficiency of inoculation with native rhizobia on cowpea cv. Sempe Verde,
cultivated in Leonard jars with sterile substrate and soil from Agreste region of
Paraiba. The experiment was conducted in a greenhouse for two steps. In the
first step were tested 52 native rhizobia, the recommended strain BR 3267 and
NFB-700 strain and two treatments with presence and absence of mineral N
and rhizobia inoculation. Leonard jars were used for PET bottle up to 2L of
autoclaved filled with washed sand. 45 days after germination were selected the
13 isolates that promoted the highest content of total nitrogen. In the second
step, the 13 best isolates were tested, a recommended strains and the
treatm ents of mineral nitrogen udesd in the first step. Only one isolate prom oted
shoot dry m atter and relative effectiveness of cowpea smaller than the plants
that received mineral N or the recom mended strains. The shoot dry m atter and
total nitrogen in cowpea is highly correlated with the relative effectiveness of

isolates tested.
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INTRODUGAO

O caupi (Vigna unguiculata (L.) W alp.), conhecido vulgarmente como
feijdo-macassar ou de corda, é uma leguminosa de ampla distribuicdo mundial,
estando presente principalmente nas regifes tropicais do globo, pois estas tém
caracteristicas edafoclim aticas semelhantes as do seu provavel bergo de
origem, a Africa (MOUSINHO, 2005). E a cultura de grdos mais importante da
regido semi-arida brasileira, alcangcando de 95 a 100 % do total das areas
plantadas com feijdo nos Estados do Maranhdo, Piaui, Cearda e Rio Grande do
Norte (SANTOS et al.,, 2000) — em sua maioria por pequenos produtores, com
baixa capacidade financeira. O Estado do Ceara é o maior produtor nacional de
caupi, seguido pelo Piauf.

A Fixacao Biolégica do N itrogénio é o] processo realizado por
microrganismos, denominados diazotroéficos, que tornam o] nitrogénio
atm osférico em wuma forma disponivel (ambénia) para as plantas e outros
microrganismos. Esse processo constitui-se no principal meio de incorporacao
do nitrogénio atmosférico ao solo, sendo responséavel por cerca de 65% do
nitrogénio anualmente fixado na Terra (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006;
HUNGRIA & CAMPO, 2005). Quando comparada ao uso de fertilizantes
nitrogenados (fixac¢do industrial), a fixacao biol6gica apresenta vantagens com o
baixo custo, auséncia de problemas ambientais e abundancia do nitrogénio na
atmosfera.

Espécies de leguminosas tropicais normalmente sdo capazes de nodular
com uma ampla faixa de rizébios, contribuindo, desta forma, para a Fixacgédo
Biol6gica do Nitrogénio (FBN) nessas regides. Por outro lado, a introducdo de
inoculantes contendo rizébios eficientes é dificultada, pois as estirpes nativas,
em geral, sdo muito com petitivas (SANTOS, 2001). Frente a esta situacao,
torna-se interessante estudar estratégias para avaliar a composicdo e a
contribuicdo de estirpes de rizébios nativos do solo onde se pretende introduzir
o inoculante visando realizar um a eficiente fixagdo do N, (ZILLI, 2001).

Em condigcbes de clima tropical, os principais fatores abid6ticos que
afetam o potencial da FBN sédo: acidez do solo, toxidez de alum inio, salinidade

e baixa fertilidade do solo, disponibilidade de N mineralno solo, deficiéncia de
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nutrientes como fésforo e molibdénio, altas temperaturas no solo e baixa
precipitagcdo pluviom étrica (MACCIO et al, 2002; QUAGGIO et al, 2004;
HUNGRIA & VARGAS, 2000; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Com relagdo aos
fatores bidticos pode se destacar a presenca de antagonistas como fungos,
bactérias e bacteri6fagos, além de protozoarios predadores de nédulos (THIE S
et al,1995; TEIXEIRA etal.,, 1996, KAHINDI et al.,, 1997).

Outro aspecto a ser observado é que, muitas vezes, uma estirpe
eficiente utilizada como inoculante de qualidade pode comecar a perder sua
eficiéncia algum tempo depois, devido ao uso de estirpes melhores ou mesmo
de novas cultivares do hospedeiro, que se associam m ais eficientemente com
outras bactérias (HAFEEZ et al.,, 2001).

A observacdo de caracteristicas relativas a especificidade é importante
na selecdo de estirpes que visem obtencdo de um inoculante com maior
afinidade com a planta hospedeira e que seja capaz de colonizar as raizes
m ais eficientemente do que as estirpes nativas (RUMJANEK et al.,, 2005). Por
essa razdo, € comum ndo se verificar resultados positivos decorrentes da
inoculacdo, uma vez que as espécies indigenas ou nativas sdo mais adaptadas
e se tornam mais com petitivas deslocando rapidamente as estirpes inoculantes
dos sitios de infec¢gdo (SANTOS, 2001).

Este trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia da inoculagdo com
rizébio nativo no feijdo caupicultivado em um Neossolo Regolitico da regido do

Agreste do Estado da Paraiba.
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MATERIAL E METODOS

Experimento 1 - Eficiéncia e selecdao dos isolados de rizé6bio em vaso de

Leonard

Localizagcdo do experimento

O experimento foiconduzido em casa de vegetacdo do Departamento de

Agronomia da Universidade Federal Ruralde Pernambuco (UFRPE).

Caracteristicas das estirpes utilizadas

A estirpe BR 3267 foi inicialmente isolada em experimento com caupi,
realizado em Petrolina, com a participacdo da equipe da EMBRAPA -
Agrobiologia - EMBRAPA - Semi-arido. A estirpe apresenta resisténcia a
tem peraturas elevadas e é eficiente em solo com deficiéncia de umidade, tendo
sido recomendada, em carater provisério, pela RELARE (Rede de laboratérios
para recomendacado, padronizacdo e difusdo de tecnologia de inoculantes
microbiol6gicos de interesse agricola.

A estirpe NFB 700 foiisolada de guandu, em experimento realizado em
casa de vegetagcdo, e selecionada para caupi em experimento de campo,
conduzidos pela equipe do NuUcleo de Fixagdo Biolégica do Nitrogénio nos
Trépicos — UFRPE.

52 isolados nativos foram provenientes de solos de trés municipios do
Agreste paraibano (Soladnea, Esperanca e Lagoa Seca), ocupados com
diferentes tipos de uso: 1) caatinga; 2) pasto; 3) rogcado de feijdo e 4) rocado de
mandioca. Foram utilizadas quatro variedades de caupi: Sempre-Verde,
Sedinha, Corujinha e Azul, como planta isca para obtengcdo dos isolados em
experimentos realizados em casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural
de Pernambuco. O solo dos diferentes tipos de uso foram coletados na camada
de 0-10 cm. Vasos foram preenchidos com 1 kg de um mesmo solo. Foram
utilizadas trés repeticbes de cada combinacdo de solo e variedade, totalizando
48 vasos (4 solos x 4 variedades x 3 repetigcfes). As sementes de feijdo foram

desinfestadas com 4&alcool etilico a 70% por 30s, e em seguida, imersas em
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hipoclorito de s6dio a 1% por 1 min, posteriormente foram feitas 10 lavagens
com &gua destilada, deixando-as de molho em A&gua potavel autoclavada
durante 12h antes do plantio. Cada vaso recebeu quatro sementes de uma
mesma cultivar e uma semana apés a germinacado foifeito o desbaste deixando
duas plantas por vaso. Apo6s 45 dias de cultivo, as plantas foram coletadas,
sendo a parte aérea separada das rafzes, foram escolhidos os dois maiores
n6dulos e colocados em tubos de ensaio com silica gel para desidratagdo e
armazenamento. Para o isolamento dos rizébios, os nédulos foram reidratados
imersos em agua potavel durante 24h sendo posteriormente tratados com um a
solugcdo de alcool etilico a 70% por 1 min, para quebrar a tensdo superficial, e
com uma solugdo de hipoclorito de s6dio a 5% por 2 min, para desinfestacgédo
superficial, sendo em seguida, lavados por 10 vezes, com &agua estéril para
retirar o excesso de hipoclorito. Apés esse tratamento, o nédulo foi levemente
pressionado com uma pinga sobre uma placa de Petri, contendo meio YMA
(extrato de levedura, manitol e dgar) e corante vermelho do congo (VINCENT,
1970). As placas foram levadas para estufa bacteriolégica regulada a 28°C até
0o surgimento das colénias. As <colénias gque se apresentaram isentas de
contaminantes foram repicadas com uma alca de platina para placas de Petri,
contendo meio YMA (extrato de levedura, manitol e dgar) com corante azul de
o
brom otimol. As placas foram incubadas a 28 C, poruma a duas semanas, até

0o aparecimento e desenvolvimento das coldénias.

Tratamentos

Os tratamentos consistiram de fontes de nitrogénio através da
inoculagdo dos 52 isolados nativos de solos do Agreste da Paraiba, a estirpe
recomendada BR 3267, proveniente da Embrapa Agrobiologia; a estirpe NFB -
700, selecionada pelo NlUcleo de Fixacdo Biol6gica de Nitrogénio nos Tro6picos
(NFBNT); um tratamento com adicdo de N mineral (100 mg.L_1 de solugado

nutritiva) na forma de uréia e auséncia de inoculagdo; e outro tratameno com

auséncia de N minerale de inoculagcdo. Foiutilizada a cultivar sem pre verde de

feijdo caupi.
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Vasos de Leonard e substrato

Foram utilizados vasos de Leonard confeccionados de garrafa PET de
2L, esterilizados com hipoclorito de s6dio a 1% de cloro ativo por trinta minutos
e lavados com agua destilada autoclavada para retirar o excesso. Cada vaso
recebeu 1,5 kg de areia lavada autoclavada e 500 mL de solucdo nutritiva de

Norris isenta de N (NORRIS, 1964).

Tratamento das sementes e preparo dos inoculantes

As sementes de feijdo foram desinfestadas com 4alcool etilico a 70% por
30 segundos para quebrar a tensadao superficial, em seguida foram imersas em
hipoclorito de sé6dio a 1% por 1 minuto, sendo posteriormente feitas 10
lavagens com &agua destilada para retirar o excesso, deixando de molho em
dgua potavelautoclavada para o plantio no dia seguinte.

Os inoculantes foram produzidos no NUcleo de Fixacdo Biol6égica do
Nitrogénio nos Trépicos - UFRPE. As bactérias foram cultivadas em meio
liguido contendo extrato de levedura e manitol (YM) com utilizagcdo do caldo de
cultura ap6s 48h de crescimento sob agitador horizontal e uma concentracao

8
minima de 10 células viaveis.

Plantio, inoculacdo e conducédo do feijao

Foram semeadas quatro sementes por vaso. Apdés cinco dias de
germinadas foi feito o desbaste, deixando duas plantas por vaso e
imediatamente realizada a inoculagdo com 1 mL do inoculante liqguido por
semente. Apdés dez dias foi feita uma reinoculacdo com a mesma quantidade
de inoculante por planta.

Durante todo o periodo de conducdo, a cada trés dias foi realizada a
reposicdo da solugdo nutritiva de Norris isenta de nitrogénio (NORRIS, 1964)
com 50 mL de solugdo para os tratamentos que ndo receberam N mineral. A
mesma quantidade de solugdo de Norris completa foifornecida para as plantas

gue receberam N mineral.
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Coleta e analise das plantas

As plantas foram coletadas por bloco aos 45 dias ap6s germinacgdao. A
parte aérea foi separada da raiz e foram feitas as seguintes avaliagcdes: a)
biom assa seca da parte aérea; b) biomassa seca da raiz; c) biomassa seca e
nimero de nédulos; d) N totalna parte aérea.

A coleta antes do florescimento permitiu a avaliacdo da capacidade de
nodulacdo e fixagcdo do N, no periodo critico do pré-florescimento, quando a
sim biose se estabelece com massa nodular maxima, sem que ainda tenha
iniciado o processo de senescéncia dos n6dulos.

Para a avaliacdo da biomassa seca da parte aérea das plantas os ramos
foram colocados em sacos de papel, devidamente identificados, levados para
estufa de circulagcdo de ar forcada a temperatura de 65-70°C até massa
constante, em seguida pesados em balanca de 0,01 g de precisdo. As raizes
foram devidamente identificadas e armazenadas em freezer para posterior
contagem dos no6dulos. Apés a contagem os ndédulos foram colocados para
secar em estufa com circulagdo de ar forgcada a temperatura de 65-70°C até
atingir massa constante.

A parte aérea seca foi moida em micro-moinho tipo Willey para
determinacdo do N total, realizada pelo método semi-micro Kjeldhal, em auto-
analisador TECATOR Kijeltec, de acordo com BEZERRA NETO & BARRETO
(2004). O N acumulado na parte aérea foi calculado multiplicando-se as suas

respectivas massas secas (g) pelos seus respectivos teores de N.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com 56
tratamentos como fontes de N (52 isolados de rizébio + 2 estirpes
recomendadas + presenca e auséncia de N mineral) com trés repeticbes,
totalizando 168 unidades experimentais.

Os dados do experimento foram submetidos aos testes de adequacéo
aos pré-requisitos da analise de variancia, utilizando o procedimento GLM do
SAS (SAS INSTITUTE, 1999). Os dados de biomassa seca de raiz e namero

de nédulos foram transformados para VYx. As médias foram comparadas pelo
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teste de Dunnet a 5% de probabilidade, adotando o tratamento com a estirpe

recomendada BR 3267 como controle. Este teste permitiu a comparacao

pareada do controle com cada um dos dem ais tratamentos de fontes de N. Os
isolados que obtiveram os melhores resultados para biomassa seca da parte
aérea e nitrogénio total foram selecionados para o teste de eficiéncia em vasos

com solo.
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RESULTADOS E DISCUSSADO

Experimento 1

A andlise de variancia mostrou resultados significativos para todas as

varidveis analisadas (Tabela 1).

Tabela 1: Niveis de significancia para biomassa seca da parte aérea (BSPA),
biom assa seca da raiz (BSR), biomassa seca e nimero de nédulos (BSN e NN)
e nitrogénio total (NT) avaliados em plantas de caupi, (cv. Sempre) Verde
cultivadas em vasos de Leonard, inoculadas com 52 isolados de riz6bios de
solos do agreste paraibano, duas estirpes recomendadas, presenca e auséncia

de nitrogénio mineral.

BSPA BSR BSN N N NT
Isolado <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CV% 18 30 31 26 36
R2 0,88 0,63 0,80 0,84 0,90

Transformagdes: BSR e NN — x

2
CV% - Coeficiente de variagcdo e R - Coeficiente de determinac¢do

Dos 52 isolados testados, 21 deles proporcionaram um desenvolvimento
de biomassa seca da parte aérea do feijdo caupi semelhante ao da estirpe BR
3267, recomendada nacionalmente, e boa parte desses 21 isolados tiveram
desempenho superior ao tratamento com fornecimento de nitrogénio mineral.
Este também nédo demonstrou o] mesm o desempenho que a estirpe
recomendada nacionalmente, com relacdo a producado de biomassa seca da

parte aérea (Tabela 2).
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Tabela 2: Biomassa seca da parte aérea (BSPA), biomassa seca da raiz
(BSR), biomassa seca e nitmero de nédulos (BSN e NN) e nitrogénio total
acumulado (NT) na parte aérea de plantas de feijdo caupicv. Sempre Verde
cultivadas em vasos de Leonard, inoculadas com 52 isolados de rizédbios de
solos do agreste paraibano, duas estirpes recomendadas, presencga e auséncia

de nitrogénio mineral.

Fonte de N BSPA(g) BSR(g) BSN(g) N N NT(mg)
BR 3267 (controle) 3,84 0,933 0,2580 54 113,57
NFB 700 1,69* 0,350 0,0573* 33 32,17*
Com N mineral 2,57* 1,100 - - 31,36*
Sem N mineral 1,51* 0,210* - - 7,96*
S1CV1(A) 3,97 0,933 0,2290 15* 147,31
s1Ccvi(B) 2,86 0,516 0,1541 16* 109,77
sicvz(Cc) 1,40* 0,375 - - 14,13*
S1CV2(A) 3,61 0,508 0,2126 17* 136,81
S1CVvV2(B) 2,25* 0,416 0,1578 3* 52,88*
S1CvVv2(D) 1,71* 0,440 - - 29,39*
S1CV2(E) 3,00 0,950 0,1621 4 103,32
S1CV2(F) 3,65 0,916 0,2783 27 142,54
S1CV2(G) 1,45* 0,375 - N 15,13~
S1CV2(H) 1,62* 0,541 - - 19,07 *
S1CV3(C) 1,59* 0,425 - - 17,77*
S1CV3(A) 1,35* 0,333 0,0024* 1* 12,45*
S1CV3(B) 1,78* 0,258 0,0518* 4% 29,58 *
s1cvi4(c) 1,62* 0,366 - - 11,92~
S1CV4(A) 1,35* 0,393 0,0901* 8* 13,98 *
s1cva4(B) 1,64* 0,433 - - 14,40~
S1CV4(D) 1,50* 0,208 - - 16,37 *
s2cvi(c) 1,66* 0,150 * 0,0184* 10* 15,84 *
S2CV1(A) 3,30 0,900 0,2106 13* 136,20
S2CV1(B) 3,36 1,091 0,2196 42 120,94
s2cvz2(C) 1,57* 0,475 - - 9,50*
S2CV2(A) 3,47 1,033 0,2120 35 130,03
s2CcvVv2(B) 4,11 0,950 0,2633 44 118,48
s2cva4(c) 1,62* 0,275 - - 15,57 *
S2CV4(A) 3,50 0,916 0,2115 44 127,02
s2cva4(B) 4,43 0,975 0,2951 36 125,68
s3Ccvi(Cc) 1,70* 0,583 - - 16,21*
S3CVI1(A) 1,63* 0,275 0,0023* 1i* 11,65~
S3CVi(B) 1,65* 0,266 - - 12,86*
S3CV1(D) 1,66* 0,053 * 0,0317* 2* 19,79~
S3CV1(E) 1,51+ 0,191 - - 16,43*
S3CV2(C) 1,61* 0,308 0,0045* 2* 14,69*
S3CV2(A) 3,51 0,650 0,2390 70 110,66
S3CV2(B) 4,15 0,975 0,2323 47 154,27
sS3CV2(D) 1,59* 0,251 0,0008* 1* 11,47~
S3CV3(B) 3,24 0,791 0,2595 17* 108,21
S3CVv4(C) 1,56* 0,143* 0,0082* 5* 15,64 *
S3CV4(A) 2,32* 0,491 0,0636* 2* 59,90
S3CV4(D) 1,49* 0,310 0,1325 17* 42,26 *
s3Ccva4(B) 3,10 0,816 0,1773 27 34,14*
s4cCcvVvi1(C) 1,47* 0,316 - - 12,40*
S4CV1(A) 3,97 0,800 0,2415 27 141,12
sS4CcV1(B) 3,39 0,816 0,2483 45 110,23
sS4cCcV2(C) 1,48* 0,341 - - 18,33*
S4CV2(A) 1,61* 0,308 - N 17,72~
S4CV2(B) 2,98 0,691 0,2178 20 116,66
S4CV2(D) 1,49* 0,458 - N 18,02~
S4CV2(E) 1,80* 0,250 0,076 4 1* 26,87*
S4CV3(A) 3,24 0,658 0,2016 29 121,65
s4cv4(c) 1,58 0,300 - - 8,27+
S4CV4(A) 3,78 0,941 0,2365 29 149,04
s4cCcvVva4(B) 3,24 0,791 0,1771 20 129,41

* Diferencga significativa em relacdo ao controle, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de

Dunnet
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A biomassa seca da raiz das plantas de caupi foi influenciada pelos
diversos isolados e tratamentos nitrogenados. Ao contradrio da massa seca da
parte aérea, as plantas que receberam o nitrogénio mineral desenvolveram
biom assa seca de raiz semelhante ao controle, e as plantas que receberam 46
dos isolados tiveram o0 mesmo comportamento, ndo diferindo do controle
(Tabela 2). Este fato demonstra possivelmente a eficiéncia da fixagdo do
nitrogénio atmosférico por alguns dos isolados testados e a grande influéncia
do N mineral no crescimento e desenvolvimento das raizes, que mesmo esse
desenvolvimento ndo tendo sido repassado na mesma proporgdo para a parte
aérea, foi bastante significativo.

Um total de 21 isolados proporcionou nitrogénio total na parte aérea
semelhante ao das plantas que receberam a inoculacdo com a estirpe
recomendada. Isto comprova a boa eficiéncia dos isolados em fixar o N
atm osférico (Tabela 2).

Com relacdo ao numero de noédulos, dos 52 isolados que foram
inoculados nas plantas de feijdo caupi, apenas 34 formaram nédulos. Desses
34 nodulantes, 15 formaram ndmero de nédulos semelhante ao formado pelas
plantas que receberam a estirpe recomendada (Tabela 2).

Com relagdo a biomassa seca de nédulos, 21 dos isolados testados
produziram biomassa semelhante a estirpe de recomendacao, sendo este um
parametro considerado de maior importancia que o numero de noédulos em
avaliacdes de eficiencia nodulante e indiretamente, de eficiéncia em fixar o
nitrogénio (Tabela 2).

Dos 52 isolados testados em vasos de Leonard, 13 foram selecionados
para avaliacdo de eficiéncia em solo: S3CV2 (A), S1CV2 (E), S4CV4(A),
S4CV3 (A), S4CV1(A), S2CV1(A), S2CV2(A), S2CV4(A), S1ICV2(F), S2CV4(B),
S1CV2(A), SICV1(A), S3CV2 (B). Inicialmente estava prevista a sele¢do dos
10 melhores isolados através da avaliagcdo do N totale biomassa seca da parte
aérea para o segundo experimento, quantidade que foi ampliada para os 13
melhores (em valores absolutos das mesmas varidveis seletoras), devido a
quantidade de isolados com resultados nédo significativos com rela¢cdo ao
controle e ainda haver disponibilidade de solo para utilizacdo de m ais

tratam entos.
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MATERIAL E METODOS

Experimento 2 - Eficiéncia e selecdo dos isolados de riz6bio em vaso com

solo

Localizagcdo do experimento

O experimento foiconduzido em casa de vegetacdo do Departamento de

Agronomia da Universidade Federal Ruralde Pernambuco (UFRPE).

Caracterizacado do solo

O solo utilizado foi um Neossolo Regolitico do municipio de Remigio,
mesorregido do Agreste do Estado da Paraiba, microrregido de Esperanga. A
area de coleta havia sido ocupada anteriormente, hd 10 anos, com a cultura da
batatinha e atualmente estd sob pastagem nativa de Braquiaria. Foram

X Lo + +3 +3 + + +2 +2 +2
realizadas as analises de: pH, H +AIl , Al , Na , K
M .O. e granulometria de acordo com a EMBRAPA (1999), e a determinacédo da
populagdo rizobiana nativa capaz de nodular o feijdo caupicv. Sempre Verde,

através da técnica do Numero M ais Provadvel (NMP) de acordo com a RELARE

(2007). Os resultados constam na Tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas quimicas, fisicas e microbiologicas do Neossolo

Regolitico do municipio de Remigio — Paraiba, na camada de 0-20cm.
pH H +Al Al Na K Ca +Mg ca P c.o M .0
(Agua = 1:2,5)  cceeecooeceeeoooieeeoooaan CL T Y INZ . T PO (mgrdm’)  ----- glkge--ne--
7,1 2.93 0,0 0,03 0,13 3,00 1,95 50 3,78 6,52
Classe textural Areia S ilte Argila
--------------------------------- g/Kg--mememememeie e
Arenoso 836 80 84
Populacdo rizobiana 1,14 x 10 ufc.g de solo

Analises realizadas pelos Laboratérios de Fertilidade do Solo, Fisica do Solo e Microbiologia do

Solo da UFRPE - PE
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Tratamentos

Os tratamentos consistiram de fontes de nitrogénio através da
inoculagdo de 13 isolados de riz6bio nativos no feijdo caupi(cv. Sempre-verde),
provenientes da sele¢gdo em vaso de Leonard; da estirpe recomendada BR
3267, proveniente da Embrapa Agrobiologia; da estirpe NFB-700, selecionada
pelo Nucleo de Fixagcdo Biologica de Nitrogénio nos Trépicos (NFBNT); além de
dois tratamentos, um com adicdo de N mineral (80 kg N/ha) na forma de nitrato
de amonio e auséncia de inoculagdo, e outro com auséncia de N mineral e de

inoculacao.

Preparo do solo e adubacgéo

O solo foiseco ao ar apdés a coleta, destorroado e peneirado em peneira
de 6m m, acondicionados em vasos de 2kg para serem cultivados com feijdo
caupicv. Sempre-Verde.

Todos os vasos receberam adubacdo mineral de f6sforo (P) e potassio
(K). O P foi fornecido na dosagem 20 Kg.ha>1 na forma de supertriplo e o K
fornecido na dosagem 40 Kg.ha-1 na forma de cloreto de potassio segundo as
RECOMENDACOES DE ADUBAGCAO PARA O ESTADO DE PERNAMBUCO
(1998). Para as plantas que receberam o tratamento com nitrogénio mineral,
este foi fornecido na dosagem de 80 Kg.har1 (RELARE) na forma de nitrato de

amoonio.

Tratamento das sementes e preparo dos inoculantes

Idem ao experimentol.

Plantio,inoculagcdo e conduc¢cédo do feijdo caupi

O semeio, desbaste e a inoculacdo foram feitos de modo semelhante ao

experimentol.

Durante todo o periodo de condugdo, a irrigagdo foi realizada a cada

dois dias com &gua corrente até drenagem dos vasos.
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Coleta e anéalise das plantas

Idem ao experimento 1 adicionada a analise da eficacia relativa dos

isolados (FARIA & FRANCO, 2002), segundo a férmula:

R = BSPAisolado XlOO
BSPA

N min eral
Onde: ER é a eficacia relativa, BSPA  ,.40 € @ biomassa seca da parte
aérea do isolado testado e BSPA

N mineral € @ biomassa seca da parte aérea da

planta que recebeu o tratamento com N mineral.

Delineamento experimental e anéalise estatistica

(0] delineamento experimental foi em blocos <casualizados com 17
tratamentos como fontes de N (13 isolados de rizobio + 2 estirpes
recomendadas + presengca e auséncia de N mineral) e quatro repeticdes,
totalizando 68 unidades experimentais.

Os dados do experimento foram submetidos aos testes de adequacdao
aos pré-requisitos da analise de variancia, utilizando o procedimento GLM do
SAS (SAS INSTITUTE, 1999). Os dados de numero de noédulos foram
transformados por Logl0 (x) e os de nitrogénio total por Vx. As médias dos
tratamentos foram <comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Analise de correlagcao foi feita entre as variaveis biomassa seca
da parte aérea, biomassa seca da raiz, biomassa seca e numero de nédulos,

nitrogénio total e eficacia relativa.
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RESULTADOS E DISCUSSADO

Experimento 2

Os resultados da anéalise de varidncia dos tratamentos estudados no
experimento com solo e seus niveis de significancia encontram-se na Tabela 4.
Houve efeito significativo entre as fontes de N para biomassa seca da parte

aérea e para eficacia relativa.

Tabela 4: Niveis de significaAncia para biomassa seca da parte aérea (BSPA),
biom assa seca da raiz (BSR), biomassa seca e numero de ndédulos (BSN e
N N), nitrogénio total (NT) e eficacia relativa (ER) avaliados em plantas de caupi
cv. Sempre Verde cultivadas em vasos com solo, inoculadas com 13 isolados
de rizébios de solos do agreste paraibano, duas estirpes recomendadas,

presenga e auséncia de nitrogénio mineral.

BSPA BSR BSN N N NT ER
Isolado 0,0007 0,3819 0,1324 0,1619 0,1036 0,0008
CV% 16 42 26 6 15 17
R2 0,80 0,61 0,47 0,40 0,77 0,73

Transformagdes: NN — Logl10 (x); NT- vVx

2
CV% - Coeficiente de variagcdo e R - Coeficiente de determinacéao

Entre todos os isolados testados, apenas o S2CV2(A) ndo conseguiu
promover um ganho de biomassa na parte aérea equivalente as plantas que
receberam as estirpes recomendadas ou o nitrogénio mineral (Figura 1). Este
fato demonstra a eficiéncia em fixacado do nitrogénio atm osférico pelos isolados
utilizados, ou a capacidade fixadora de outros rizébios nativos do solo. A
analise do numero mais provavel de <células de rizé6bio do solo wutilizado
apresentou uma grande populacédo de rizé6bios capaz de nodular o feijdo caupi
cv. Sempre Verde, tendo uma populagdo de 1,14><106 ufc.g de solo_l, o que
pode justificar uma competicdo entre os rizébios inoculados e os rizébios
nativos pelos sitios de infecgdo, jA que o solo ndo foiesterilizado.

Contudo, MARTINS et al. (2003) verificou a beneficio da inoculagdo com
estirpes recomendadas para o caupino aumento da populagdo de rizébios em
campo e no numero de noédulos formados pelas estirpes inoculadas em

detrimento ao niumero de nédulos formados pela nodulacdo espontanea.
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THIES (1991) avaliou a capacidade de nodulacdao e de fixagcdo de
nitrogénio de nove leguminosas, entre elas o caupi, através da inoculagcdo de
estirpes recomendadas em solos com populagbes de rizébios nativos que
variaram de 0 a 5,3><104 ufc.g de so|0>1. Neste estudo, a competicdo do rizébio
indigena por ocupacdo de nédulo nadao foi necessariamente o principal fator
determinante do fracasso para obter uma resposta significativa da inoculacao.
Os resultados sugeriram qgue a presenca de uma adequada populacao
rizobiana conhecedora dos requisitos para fixacdo de N, do hospedeiro foi a

razdo principal para o fracasso das culturas para responder a inoculagédo.
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Figura 1: Biomassa seca da parte aérea de plantas de feijdo caupicv. Sempre
Verde cultivadas em vasos com solo, inoculadas com 13 isolados de rizébios
de solos do agreste paraibano, duas estirpes recomendadas, presenca e

auséncia de nitrogénio mineral.

Isolados provenientes de populagdes nativas podem ser igualmente
eficientes as estirpes recomendadas na fixacado biolégica de nitrogénio. Além
disso, trabalhos tém demonstrado alta similaridade entre isolados nativos e
estirpes introduzidas a partir de inoculantes (FERREIRA & HUNGRIA, 2002).

Os resultados corroboram (NASCIMENTO et al.,, 2008), avaliando o
desenvolvimento e a producado do feijdo caupiem condigcbes de campo, onde a
inoculacdo com estirpes recomendadas, ou a eficiéncia sim biética da
populagdo nativa de rizébio, permitiu produgcdo de biomassa e grdos no caupi

-1
semelhante a da adubacado com 50 kg.ha de N.
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Os isolados testados apresentaram grande eficacia na fixagdo do

nitrogénio, e parte deles com producdo de biomassa equivalente a 80% ou

m ais, da biomassa produzida pelo tratamento com N mineral (Figura 2).

120 .
=% ab a
2100 1 ab ab " ab ab
g ab a
z | ab ab ab
e 80 ab ab b
€ 60
..
o
T 40
w20
0
~ N = ) ") = N "N > ) ) N
FE RS AR R Sl R P R LR i\ S
S AR S S I N e R i P e i N
& & ¥ gf F Y P NG QYR <
Fontes de Nitrogénio
Figura 2: Eficacia relativa da parte aérea de plantas de feijdo caupi, cv.

Sempre Verde cultivadas em vasos com solo, inoculadas com 13 isolados de

rizé6bios de solos do agreste paraibano, duas estirpes recomendadas, presencga

e auséncia de nitrogénio mineral.

SOARES et al. (2006) encontrou comportamento semelhante com
relagcdo a BSPA do caupie a eficacia relativa de dois isolados nativos de solos
da amazbénia, quando comparados com o0 tratamento nitrogenado. Esses
mesmos isolados foram considerados adaptados a alta temperatura e acidez
do solo, com potencial para utilizacdo como inoculante para o feijdo caupi
cultivado na regido Nordeste (MOREIRA, 2005).

Foram encontradas correlagcdes altamente significativas envolvendo
todas as variaveis. Excecdo observada para as correlagdes envolvendo NN
com BSR e NT, ndo significativas, confirmando o fato de que o NN ndo é bom

preditor do que acontece com outras variaveis de desenvolvimento (Tabela 5).
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Tabela 5: Niveis de significancia das correlacdes entre biomassa seca da parte
aérea (BSPA), biomassa seca da raiz (BSR), biomassa seca e numero de
né6dulos (BSN e NN), nitrogénio total (NT) e eficacia relativa (ER) de plantas de
feijdo caupi, cv. Sempre Verde cultivadas em vasos com solo, inoculadas com

13 isolados de rizé6bios de solos do agreste paraibano.

Variaveis BSN BSR N N NT ER
BSPA 0,58* 0,71* 0,33* 0,88* <0,0001
BSN 0,34* 0,44* 0,41~ <0,0001
BSR ns 0,65* <0,0001
N N ns 0,0017
NT <0,0001

A medida que houve aumento da biomassa seca de nédulos, aumentou
também a biomassa seca da parte aérea (Figura 3). O melhor coeficiente de
correlagdo encontrado para a BSN correlacionado a BSPA <confirma a
preferéncia por esta varidvel em relagdo ao niumero de ndéddulos para predizer
relagdes com as outras varidveis associadas ao desenvolvimento do feijdo
caupi.

Além disso, PIMRATCH et al. (2004a e 2004b) sugeriram que o acumulo
de BSPA é a caracteristica mais confiavel para selecdo de cultivares com maior

potencial sim biético em solos com baixa disponibilidade de nitrogénio.
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Figura 3: Correlagdo entre a biomassa seca de n6dulos e a biomassa seca da
parte aérea de plantas de caupicv. Sempre Verde cultivadas em vasos com
solo, inoculadas com 13 isolados de rizébios de solos do agreste paraibano e

duas estirpes recomendadas. Os pontos representam a média de 3 repetigdes.

O nitrogénio total teve uma alta correlacdo com a biomassa seca da
parte aérea, jA que é diretamente influenciado por esta (Figura 4).

Este resultado corrobora BOHRER & HUNGRIA (1998) avaliando o
potencial sim biético de cultivares de soja, indicando que estas seriam duas das

variaveis que melhor exprimem o processo da FBN.
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Figura 4: Correlagdo entre a biomassa seca da parte aérea e o nitrogénio total
da parte aérea de plantas de caupicv. Sempre Verde cultivadas em vasos com
solo, inoculadas com 13 isolados de rizéobios de solos do agreste paraibano e

duas estirpes recomendadas. Os pontos representam a média de 3 repeticbes.

Além da biomassa seca da parte aérea e do nitrogénio total, outra
variavel citada por BOHRER & HUNGRIA (1998), que melhor exprime o
processo da FBN ¢é eficacia relativa dos isolados. O potencial em fixar
nitrogénio dos isolados foi de fundamental importancia para a producédo de
biom assa, que demonstrou dependéncia da efetiva capacidade de
fornecimento de N pelos isolados testados, demonstrado pelo alto coeficiente
de correlacdo encontrado para a eficacia relativa e a produgcdo de biomassa
seca da parte aérea.

Da mesma forma que a produgcdo de biomassa, 0o nitrogénio total foi
influenciado pela eficiéncia dos isolados em fixar nitrogénio. Quanto maior a
eficdcia do isolado, maior a quantidade de nitrogénio presente na planta (Figura
5).

SILVA (2007) também encontrou alta correlacdo envolvendo as variaveis
biom assa seca da parte aérea, nitrogénio total e eficacia relativa de isolados
inoculados em plantas de amendoim cultivadas em solo da Zona da Mata de
Pernambuco.

Apesar da alta correlagcdo entre as variaveis relacionadas fixacéado

biolégica de nitrogénio e biomassa seca da parte aérea, ressalva deve ser feita
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com relacdo a importancia do processo de fixagcdo biolo6gica com relagdo ao
feijdo caupi, quando se tem por objetivo a producdo de grdos. PIMRATCH et al.
(2004b) relatam alta correlacdo entre o acumulo de MSPA e o peso de 100
grdos, indicando que a FBN pode contribuir para aumento de produtividade,
entretanto, em menor escala quando comparada a contribuicdo para o

crescimento vegetativo.
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Figura 5: Correlagdo entre a eficacia relativa e o nitrogénio totalda parte aérea
de plantas de caupi cv. Sempre Verde cultivadas em vasos com solo,
inoculadas com 13 isolados de rizébios de solos do agreste paraibano, duas

estirpes recomendadas, presenca e auséncia de nitrogénio mineral. Os pontos

representam a média de 3 repeticdes.

CONCLUSOES

A cultivar de feijdo caupi Sempre Verde respondeu a adicdo de
nitrogénio, independente da fonte utilizada.

Os isolados de rizébio ou os rizébios nativos do solo do municipio de
Remigio apresentaram alta capacidade de fixagcdo de nitrogénio atm osférico.

O s isolados de rizébio ou os riz6bios nativos foram capazes de promover
o desenvolvimento do feijdo caupi equivalente a das plantas que receberam

adubacdo com N mineralou inoculacdo com estirpes recomendadas.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

O s diversos tipos de uso das terras agricultaveis promovem impactos na
microbiota do solo de form a diferenciada, que pode resultar em uma selecdo de
diferentes espécies de microrganismos. Apesar disto, os isolados de rizébios
apresentaram homogeneidade em suas caracteristicas fenotipicas, o que pode
indicar um direcionamento para a permanéncia de apenas um género.

Mesmo assim, a menor diversidade microbiana resultante da acéao
antrépica nas areas agricolas, pode ter uma grande capacidade de adaptacgdao
ao ambiente m odificado, implicando no possivel surgimento de novas
habilidades associativas que envolvem microrganismos.

Neste aspecto, se torna importante ndo somente prospectar sobre os
possiveis beneficios que este conhecimento pode trazer, mas acima de tudo,
gue seja utilizado de forma correta, sempre levando em consideragdao e em
prim eiro lugar, o desenvolvimento do ser humano e a maxima preservacdo do

meio am biente.
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Grupos dos 52 isolados oriundos de quatro tipos de uso, em

ANEXO 2

Estado da Paraiba, de acordo com a caracterizagcdo fenotipica.

trés municipios do

Grupo Isolados

1 S1CV1 (A), SICV1 (B), SICV3(A)

2 S1CV2(A), SICV2(B), S1CV2(C), S1ICV2(E), S1CV3(B), S1CV3(C),
S1CV4(C), S1CV4(D), S2CV1(A), S2CV1(B), S2CV1(C), S2CV 2(A),
S2CV2(C), S2CV4(A), S2CV4(B), S3CV2(A), S3CV2(B), S3CV2(C),
S3CV3(B), S3CV4(D), S4ACV1(A), S4CV2(A), SACV3(A), S4CV4(C)

3 S1CV2(D), SICV2(G), SI1CV2(H), SICV4(A), S3CV1(B), S3CV1(E),
S3CV2(D), S3CV4(A), S3CV4(C), S4CV1(B), S4CV2(D), S4CV2(E),
S3CV1(D)

4 S2CV4(C), S3CV 4(B)

5 S1CV2(F), S4CV2(B)

6 S2CV2(B)

7 S3CV1(A), SACV2(C), S4CV4(B)

8 S1CV4(B), S4ACV4A(A)

9 S3CV1(C), S4CV1(C)
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ANEXO 4

Desenvolvimento das plantas aos 7, 9 14 e 35 dias apé6és germinacgédo
(respectivamente A, B, C e D) e os diferentes tratamentos de fontes de

nitrogénio (E) em vasos de Leonard.
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ANEXO 5

Feidao

{2 DiAs

Desenvolvimento das plantas de feijdo aos 12 dias ap6s germinacdo (A); vista
geral do experimento (B); plantas de feijdo inoculadas com a estirpe
recomendada NFB-700 e o isolado S1CV2 A (C); plantas de feijdo inoculadas
com o isolado S1CV2 A e sem nitrogénio mineral (D); plantas de feijao
inoculadas com o isolado S1CV2 A e a estirpe recomendada BR 3267 (E);

plantas de feijdo inoculadas com os isolados S3CV2 A e S1CV2 A (F).
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