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SOUZA, J. S. CARACTERIZACAO E SELECAO DE RIZOBIOS NATIVOS
ASSOCIADOS A Vigna unguiculata (L.) Walp. 2018, 26p. Trabalho de Conclusio de Curso
em Agronomia, Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal da Paraiba. Orientadora:
Adriana Ferreira Martins.

CARACTERIZACAO E SELECAO DE RI1ZOBIOS NATIVOS
ASSOCIADOS A Vigna unguiculata (L.) Walp.

RESUMO

O feijdo-caupi Vigna unguiculata (L.) Walp. muito conhecido como feijdo-macassar e feijéo-
de-corda, é incluida entre as principais culturas de subsisténcia dessas regifes, com mais
importancia no sertdo nordestino. Contudo, os cultivos praticados no estado sdo de baixo
nivel tecnologico. Necessitando assim aplicacfes de insumos minerais industrializados, o que
contribui para o encarecimento na producdo. Com isso a utilizagdo de insumos bioldgicos que
possa substituir os quimicos industrializados tem sido cada vez mais frequente na agricultura.
O feijao caupi é capaz de estabelecer simbiose e nodular com diversas espécies de bactérias
do grupo rizobio, incluidos géneros como Azorhizobium, Burkholderia, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium. Com essa baixa especificidade da cultura em
relacio ao microssimbionte apresenta-se como um fator limitante a exploracdo desta
tecnologia, tendo em vista que as bactérias nodulantes presentes no solo, aléem de ser
competitivas e estar em maior nimero, apresentam uma eficiéncia variavel na FBN. Por esta
razdo, € importante estudar estratégias que possa avaliar a composicdo e a contribuicdo de
estirpes de rizobios nativos do solo onde se pretende introduzir o inoculante. Diante do
exposto, objetivou-se selecionar isolados de rizobios nativos de solos agricolas do municipio
de Areia (PB), para plantas de feijao-caupi, como também caracterizar e avaliar os isolados de
rizobios obtidos, tendo como comparacdo a estirpe recomendada 03-84-6/2010 UFLA. Os
experimentos com plantas foram conduzidos em ambiente semi protegido do DSER. De
acordo com os resultados obtidos ap6s os 40 dias, pode-se constatar que todos os tratamentos
estavam com nodulos, com excecdo da segunda repeticdo do tratamento sem nitrogénio. E
foram obtidos 8 grupos distintos de rizobios nativos. Conclui-se que os solos da zona umida
da Caatinga em Areia-PB possuem bactérias nitrificantes nativas capazes de nodular e fixar
nitrogénio. Entretanto, hd poucos estudos destes microrganismos, ressaltando assim a
importancia de mais pesquisas como estas na Paraiba.

Palavras-Chave: Bactérias nitrificantes nativas; caracterizacdo morfoldgica de bactérias
nitrificantes; Bioma Caatinga; simbiose planta-bactéria; microbiologia do solo.
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SOUZA, J. S. CHARACTERIZATION AND SELECTION OF NATIVE RIHZOBIA
ASSOCIATED WITH Vigna unguiculata (L.) Walp. 2018, 26p. Work of graduation in
Agronomy, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da Paraiba. Advisor: Adriana
Ferreira Martins.

CHARACTERIZATION AND SELECTION OF NATIVE RIHZOBIA ASSOCIATED
WITH Vigna unguiculata (L.) Walp.

The cowpea Vigna unguiculata (L.) Walp., commonly known as macassar and feijdo de
corda, this beanis the main subsistence crop of these regions, with more importance in the
northeastern Sertdo. However, the practiced cultivations in the state use low technological
level. In this way, we need applications of industrialized mineral inputs, which contributes to
the yield increase. With that, the use of biological inputs that can replace industrialized
chemicals has been increasingly frequent in agriculture.The cowpea is able to establish
symbiosis and nodulate with several species of bacteria of the rhizobia group, including
genera such as Azorhizobium, Burkholderia, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium,
Sinorhizobium.With this low specificity of the crop in relation to the microsymbionte, it is a
limiting factor to the exploitation of this technology, considering that the nodulating bacteria
present in the soil, besides being competitive and being in greater numbers, present a variable
efficiency in the FBN. For this reason it is important to study strategies that can evaluate the
composition and distribution of rhizobia strains native to the soil where it is intendedto apply
the inoculant. Based on that, the objective of this study was to select isolates of native
rhizobia from agricultural soils of the city of Areia (PB), for cowpea plants, and to
characterize and evaluate the rhizobia isolates obtained, comparing to the recommended strain
03-84 -6/2010 UFLA. The tests were carried out in a protected environment of the DSER.
After 40 days, according to the obtained results, it could be found that all treatments presented
nodules, except the second replication of the treatment without nitrogen. Eight different
groups of native rhizobia were obtained. It can be concluded that the humid zone of Caatinga
in Areia-PB, has native nitrifying bacteria able to nodulate and fix nitrogen. However, there is
lack of study of these microorganisms, highlighting the importance of more researches such
as these, in Paraiba.

Keywords: Native nitrifying bacteria; morphological characterization of nitrifying bacteria;
Caatinga Biome; plant-bacterial symbiosis; microbiology of soil.
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1. INTRODUCAO

A producdo de feijao-caupi nas regides Nordeste e Norte sdo feitas por empresarios e
agricultores familiares que ainda utilizam praticas tradicionais (FREIRE FILHO et al., 2011).
Contudo, os cultivos praticados no estado sdo de baixo nivel tecnolégico (OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2002). Necessitando assim aplicagdes de insumos minerais industrializados, o
que contribui para o encarecimento na producdo como também os impactos advindos de
praticas realizadas sem respeitar a necessidade da cultura e a fertilidade do solo. Deste modo a
utilizacdo de insumos biolégicos como forma de substituicdo dos industrializados tem sido
cada vez mais utilizado na agricultura (MELO & ZILLI, 2009)

Entretanto ndo se tem muitos estudos sobre a comunidade de bactérias nitrificantes
para a cultura na zona Umida do bioma Caatinga. Além do feijdo-caupi ser capaz de
estabelecer simbiose e nodular com diversas espécies de bactérias do grupo rizobio, incluidos
géneros como Azorhizobium, Burkholderia, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium,
Sinorhizobium, entre outros (NEVES; RUMJANEK, 1997; WILLEMS, 2006; ZILLI et al.,
2006; ZHANG et al., 2007; MOREIRA, 2008). Com essa baixa especificidade da cultura em
relacio ao microssimbionte apresenta-se como um fator limitante a exploracdo desta
tecnologia, tendo em vista que as bactérias nodulantes presentes no solo, aléem de ser
competitivas e estar em maior numero, apresentam uma eficiéncia variavel na FBN (THIES
et al., 1991; HARA; OLIVEIRA, 2007). O que dificulta a introducdo de inoculantes contendo
rizobios eficientes, uma vez que as bactérias indigenas ou nativas sdo mais adaptadas e
competitivas, deslocando rapidamente as estirpes dos inoculantes dos sitios de infeccdo
(SANTOS et al., 2007).

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata) (L.) Walp.) é uma espécie pertencente a familia
Fabaceae. E uma cultura originaria da Africa, trazida pelos colonizadores portugueses e
implantada no estado da Bahia. (FREIRE FILHO, 1988), posteriormente disseminado por
todo pais. E muito conhecido nas regiées Norte e Nordeste do Brasil, como feijio-macassar e
feijdo-de-corda, € incluida entre as principais culturas de subsisténcia dessas regides, com
mais importancia no sertdo nordestino (LIMA et al., 2007). Isso se deve a suas caracteristicas
adaptativas edafoclimaticas. Se tratando de uma cultura que € extremamente rdstica, tolerante
as condicOes de altas temperaturas e seca (CHAGAS JUNIOR et al., 2010)

Com este estudo espera-se encontrar uma alta diversidade de bactérias nitrificantes
tendo em vista que a cultura é de baixa especificidade, entretanto espera-se que poucos destes
isolados possuam elevada eficiéncia de fixacdo de nitrogénio quando inoculados com o feijdo-
caupi, devido a baixa produtividade do feijdo-caupi na Paraiba (EMBRAPA ARROZ &
FEIJAO, 2015). Mesmo considerada uma cultura de subsisténcia, possui uma expressao
socioecondmica na agricultura do norte e nordeste, considerada uma das principais fontes de
proteina obtida com baixo custo para alimentacdo humana, apresentando uma grande
variabilidade entre as cultivares (BERTINE et al., 2009). Desta forma, a fixacdo biologica de
nitrogénio (FBN) vem se mostrando indispensavel na sustentabilidade da agricultura
brasileira, tendo em vista o a disponibilizagdo de nitrogénio para as culturas com um baixo
custo econdmico e também com baixo impacto ambiental (HUNGRIA et al., 2007).
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Objetivou-se a obtencdo, caracterizar e selecdo de isolados de bactérias nitrificantes
nativas associadas a Vigna unguiculata da zona Umida do Bioma Caatinga. Assim como,
avaliar a eficiéncia na fixacdo simbiotica de nitrogénio destes microrganismos oriundos de
solos de diferentes classificagdes do municipio de Areia-PB.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. FEIJAO-CAUPI (Vigna unguiculata (L.) Walp.) E SUAS CARACTERISTICAS

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), popularmente conhecido como de
corda ou feijdo-macassar, € uma planta leguminosa que possui uma ampla distribuicdo
mundial, cultivado principalmente nas regides tropicais. De acordo com a classificacdo
boténica o feijdo-caupi ¢ uma planta Dicotyledonea, da ordem Fabales, familia Fabaceae,
subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolineae, género Vigna, subgénero
Vigna, seccdo Catyang, espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. e subespécie unguiculata,
subdividida em quatro cultigrupos Unguiculata, Sesquipedalis, Biflora e Textilis
(PADULOSI; NG, 1997; SMARTT, 1990)

Planta originaria do continente Africano, que com a colonizagdo portuguesa no XVI
foi trazida e introduzida primeiramente no estado da Bahia (FREIRE FILHO, 1988). Onde a
partir da Bahia, a cultura foi disseminada por todo o pais, e em 2007 o Brasil comecou a
exportar seus gréos. Pois os primeiros compradores foram Canada, Portugal, Israel, Turquia e
india, podendo se constatar que ha mercado muito maior para a cultura (FREIRE FILHO et
al., 2011).

O feijdo-caupi integra uma das principais culturas de subsisténcia das regides Norte e
Nordeste do Brasil (BEZERRA et al, 2010). Possui uma &rea cultivada no pais de
aproximadamente 1 milhdo de hectares, onde destes cerca de 90% estdo situados nas regides
norte e nordeste (BEZERRA, et al, 2010). Pois é uma cultura de extrema importancia
alimentar para estas populacdes destas regides, principalmente as mais carentes, um alimento
de alto valor nutritivo e, com isso, um dos principais componentes na dieta alimentar, além de
também de ser uma geradora de emprego e renda tanto na zona rural, como também na zona
urbana (LIMA et al., 2007).

A producdo mundial de feijado-caupi em 2014 foi aproximadamente 5,6 milhdes de
toneladas, produzidas em 12,5 milhdes de hectares, conforme registros da FAO (2015).
Entretanto estes dados ndo sdo precisos acerca da producdo do caupi, tendo em vista que as
informagdes obtidas pelo “Levantamento Sistematico da Producdo Agricola” (IBGE, 2016)
consideram os dois tipos de feijao, ou seja, macassar e feijado comum (Phaseolus vulgaris L.).

Segundo Freire Filho et al. (2011), periodicamente sdo realizadas estimativas para sua
producdo por meio de informacGes de empresas de assisténcia, extensionistas, pesquisadores,
produtores de gréos, produtores de sementes e comerciantes. Entretanto, a Embrapa Arroz e
Feijdo tem obtido estimativas, ndo oficiais, sobre a producéo anual de feijao-caupi no Brasil e
nos estados produtores. De acordo com estas estimativas, a producdo em 2014 foi de 482.665
toneladas colhidas em 1.202.491 hectares (Tabela 1) (EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2015).
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Importante ressaltar que em 2011 o Brasil produziu cerca de 800 mil toneladas colhidas em
1,7 milhdes de hectares, esse recorde ocorreu devido as boas condigdes pluvimétricas,
especialmente no Nordeste do Brasil (SILVA et al., 2016)

Tabela 1. Area, producdo e produtividade de feijio-caupi por estado brasileiro. Fonte de
dados: Embrapa Arroz e Feijéo, 2015.

Estado Area (ha) Pr(()tcci)l:lgao Pro(d;gt;/\k/];d)ade
MT 116.000 127.000 1.095
CE 398.002 107.291 270
Pl 214.224 55.278 258
PE 180.338 52.406 291
MA 98.152 50.314 513
PA 39.169 26.442 675
BA 46.200 20.890 452
PB 64.551 17.604 273
RN 25.420 10.407 409
AM 5.295 5.364 1050
AL 8.960 5.364 599
RR 3.000 2.001 667
AP 1.180 1.108 939
SE 2.000 1.000 500
Total 1.202.491 482.665 401

A baixa fertilidade natural e também dos teores de matéria organica dos solos, sao
alguns dos fatores responsaveis pela produtividade. (GIANLUPPI, 1997). Além da
deficiéncia hidrica que é uma situacdo comum a muitas culturas fator este que afeta a
producdo agricola, influenciando todos os aspectos relacionados ao desenvolvimento vegetal
(DAMATTA, 2007).

Segundo Santos & Carlesso (1998) a deficiéncia hidrica € um dos fatores mais
limitantes na producdo agricola mundial. Deste modo uma das formas de tentar elevar a
produtividade da cultura no estado que possa produzir-se com baixo custo e elevada renda
para o produtor rural existe a possibilidade da exploracdo de tecnologias como a da fixacao
biologica de nitrogénio (FBN) que com a pratica da inoculacdo das sementes com estirpes do
grupo rizobio que sejam eficientes para a cultura tem sido muito explorada (ZILLI et al.,
2009). Além das vantagens econdmicas desta pratica, também possui vantagens ecoldgicas,
pois € de baixissimo impacto ambiental. Segundo Martins et al., (2003) relata que trabalhos
desenvolvidos, especialmente no semiarido nordestino, tém sido promissores, demostrado a
obtencdo de rendimentos de gréos significativos com a utilizacdo de inoculantes com estirpes
eficientes.
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2.2. SIMBIOSE ENTRE BACTERIAS E LEGUMINOSAS

O nitrogénio é um macronutriente encontrado em muitos compostos organicos, tais
como 0s aminodcidos e os acidos nucléicos. Desta forma as plantas necessitam do nitrogénio
e maior quantidade do que os demais nutrientes, pois a indisponibilidade dele limita a
produtividade das plantas em ecossistemas naturais e agricolas (EPSTEIN & BLOOM, 2006).
A sua deficiéncia ocasiona varios niveis de clorose além do enfraquecimento, comprometendo
assim o crescimento e consequentemente a producdo (MELO, 2013).

Por se tratar de um elemento que apresenta mobilidade nas plantas, os primeiros
sintomas surgem nas folhas mais velhas e transloca-se, consequentemente para as mais
jovens, tornando-se uma clorose generalizada (MELO, 2013). Muitos trabalhos tém
demonstrado que ha efeitos positivos do processo de FBN em feijdo-caupi (XAVIER et al.,
2006, XAVIER et al., 2007; XAVIER et al., 2008).

Com isso, a fixacdo biologica de nitrogénio consiste na utilizacdo do nitrogénio gasoso
(N2) que esta em grande quantidade na atmosfera terrestre e que serve para o metabolismo de
um grupo seleto de seres vivos, que inclui um grupo de microrganismos procariotos. Por meio
da simbiose entre planta e bactérias fixadoras de nitrogénio se formam nodulos nas raizes das
leguminosas e consequentemente por meio de processos metabdlicos convertem nitrogénio
atmosférico em aménia a qual é a forma que a planta consegue absorver e assimilar para
formar elementos essenciais, tais como proteinas (SILVA et al., 2006).

Para que a fixacdo bioldgica de nitrogénio seja efetiva é necessario que ocorra a
nodulacdo nas plantas. O processo de nodulacdo ocorre durante a associacdo simbidtica é
controlado, em grande parte, pela troca de sinais entre os rizobios e a planta hospedeira
(HIRSCH et al., 2003). Devido a diversidade de compostos e metabdlitos secundarios que
compdem os exsudatos radiculares, plantas podem enviar um nimero bem diverso de sinais.
(TONON, 2008). Estes sinais sao especificos entre 0 hospedeiro e o simbionte, tendo em vista
que diferem consideravelmente entre as plantas da familia Fabaceae, desta forma a esta
especificidade possibilita que os rizobios simbiontes identifiguem os seus proprios
hospedeiros. (BAIS et al., 2004).

Entretanto, além do reconhecimento entre o simbionte e o hospedeiro por meio de
trocas de sinais bioquimicos, para se estabelecer a simbiose também se leva em consideracéo
fatores abioticos (LIEVEN-ANTONIOU & WHITTAN, 1997). Como as condi¢cdes do solo
que sdo muito importantes e exercem influéncia sobre estes seres. Fatores como acidez do
solo, salinidade, deficiéncias ou excesso de minerais, estresse hidrico, variacbes de
temperatura e também a quantidade de nitrogénio inorganico no solo, podem afetar a
interacdo entre a leguminosa e o rizébio, que levara a interferéncia do fluxo de nitrogénio
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Além dos fatores supracitados, pode ocorrer de rizobios nativos que sdo ineficientes na
fixacdo biologica de nitrogénio, podem competir com os rizébios que sdo eficientes pelos
sitios de infeccdo na planta hospedeira, deixando o rizobio eficiente sem formar nddulo, deste
modo este € mais um fator que é limitante para o estabelecimento da simbiose (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2005).
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A capacidade diazotrofica, ou seja, a capacidade de transformar o nitrogénio da forma
indisponivel para a forma disponivel para as plantas esti restrita a Bacteria e Archaea,
incluindo cianobactérias e bactérias Gram positivas e Gram negativas (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006). Estes microrganismos sdo seres aerobicos ndo esporulantes, que
pertencem ao filo alpha Proteobacteria, os quais sdo geralmente identificados como rizobio,
que atualmente estdo distribuidos em seis géneros (Rhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizobium/ Ensifer, Allorhizobium e Azorhizobium) (ZAKHIA &
LAUJUDIE, 2001; WILLEMS, 2007).

O melhor exemplo da utilizacdo desta tecnologia aqui no Brasil é a cultura da soja,
onde a adubacdo mineral nitrogenada é totalmente substituida por inoculantes contendo
bactérias do género Bradyrhizobium (MEDEIROS et al., 2007). A utilizacdo de insumos
bioldgicos representa além da reducdo de impactos ambientais advindos da producdo e
utilizacdo de insumos minerais, também representa uma reducdo de custos para o produtor
rural. A utilizacdo de inoculantes representa uma economia de cerca de US$ 3 bilhdes para o
pais em fertilizantes nitrogenados (MERCANTE, 2007).

Desta forma a identificacdo destas caracteristicas em isolados de rizébio com elevada
capacidade de fixacdo biologica de nitrogénio é importante para selecdo destes
microrganismos, que sejam resistentes e adaptados a estas condigdes.

2.3.SELECAO DE ESTIRPES NATIVAS DE BACTERIAS NITRIFICANTES
PARA LEGUMINOSAS

O processo de nodulacdo e a FBN s&o influenciadas por fatores edafoclimaticos que
podem trazer beneficios ou prejuizos ao processo (SILVA et al., 2010). No processo de
simbiose entre leguminosas e o rizébio, o nodulo representa um abrigo para a bactéria
(MARTINS, 2010). Entretanto, a partir do momento que o rizobio se torna parte do sistema
simbidtico, ele passa a ser afetado por qualquer fator que influencie na diminuicéo do vigor da
planta, fatores tais como, deficiéncias nutricionais, condi¢cbes ambientais sub-6timas, entre
outros que podem interferir no processo de nodulacdo e fixacdo do nitrogénio (MARTINS,
2013).

A selecdo de rizdbios deve ser objetiva quanto a identificacdo de estirpes que sejam
eficientes, adaptadas as condicdes locais e que sejam competitivas frente a populacdo nativa
(STROSCHEIN, 2011). A busca de melhores estirpes deve comecar pela mais ampla possivel
avaliacdo do material genético existente ja adaptado de preferéncia as condi¢cdes ambientais
locais. (STROSCHEIN, 2011). Como também se podem trazer estirpes eficientes de outros
locais, que apresentem condicdes ambientais diferentes, e testar a sua resposta a estas
condicdes.

Neste contexto, certas caracteristicas mais especificas, como tolerancia a baixa ou alta
temperatura, baixa umidade, salinidade, acidez e toxidade ao aluminio e teores de nitrogénio
mineral podem também ser sujeitas a selecdo para obtencdo de mutantes ou variantes
espontaneas ou pela adaptacdo dirigida (VARGAS & HUNGRIA, 1997).
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Segundo Pelegrin et al. (2009) os fatores relacionados a acidez do solo, como pH
baixo e elevadas concentra¢fes de aluminio tdxico, frequentemente, limitam todas as etapas
do processo de infec¢do das raizes, na formacdo de nddulos e também na assimilacdo do N
pela planta. No meio &cido ocorre uma diminuicdo da sintese de proteinas pelas bactérias,
consequentemente pode afetar o seu crescimento (HARA & OLIVEIRA, 2007).

De acordo com Prisco e Gomes Filho (2010), a salinidade prejudica diretamente os
processos fisiologicos e bioquimicos das plantas. Quanto a salinidade do solo, ndo apenas as
plantas, mas também os rizobios sdo sensiveis a salinidade (NOGALES et al., 2002;
FREITAS et al., 2007) desde a fase de vida livre como também durante o processo simbiotico
(DOMINGUEZ-FERRERAS et al., 2009).

A salinidade do solo pode limitar os processos simbidticos afetando tanto a
sobrevivéncia quanto a proliferacdo de riz6bios no solo e na rizosfera, causando a inibi¢éo do
processo de infeccdo, afetando a funcdo do nddulo nas raizes ou como também reduzindo o
crescimento das plantas (SINGLETON et al., 1982; SINGH et al., 2008) o quantidade de sais
em excesso podem ter um efeito negativo sobre as populacfes de rizobios como toxicidade
direta, como também através de estresse tanto osmotico quanto i6nico (NOGALES et al.,
2002; MAHMOOQOD et al., 2008). A salinidade induz efeitos depressivos sobre a nodulacéo,
leghemoglobina e nitrogenase (MANCHANDA e GARG, 2008).

Por isso 0 monitoramento de alteragdes fisiologicas no feijao-caupi pode ser uma das
ferramentas adequadas para o diagnostico de situacOes de estresse que a planta esteja
sofrendo, e se isso pode interferir nos processos simbioticos. Prazeres et al (2015) em
experimento com salinidade em feijdo-caupi, relataram que, os efeitos da salinidade
influenciaram o crescimento das plantas como também as trocas gasosas, reduzindo a taxa
fotossintética das plantas, e o maior nivel salino também ocasionou a reducdo da condutancia
estomatica nas plantas superior a observada quando se aplicou a menor dose de potassio, a
taxa de respiracdo também seguiu a tendéncia de reducdo da condutancia estomética. Em
plantas de melancia, por exemplo, a salinidade reduz a area foliar, 0 acimulo de matéria seca,
dos macronutrientes, a condutancia estomatica, a concentracdo interna e a assimilacédo liquida
de gas carbonico e a transpiracdo (COLLA et al., 2006; LUCENA et al., 2011; OLIVEIRA et
al., 2016)

Neste contexto, se torna necessario mais estudos que possam constatar quais sdo 0s
fatores limitantes para o desenvolvimento destes microrganismos a fim de promover uma
selecdo eficiente. Segundo Frigo (2013) que avaliou o crescimento de 5 estirpes, sendo as
estirpes C08, C15, RZ16 e RZ23 pertencentes ao acervo da Universidade Federal do Mato
Grosso, mais o inoculante comercial BR3267 desenvolvido pela EMBRAPA Agrobiologia,
onde constatou que algumas estirpes se desenvolveram melhor que outras num periodo de
48h, submetidas as mesmas condicGes ambientais e obtiveram crescimento positivo em
diferentes concentracdes de NaCl, de pH e também de temperatura que iniciam de 28°C a 42°
C (Tabela 2).
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Tabela 2. Diametro, Concentracdo de NaCl, diferentes pH e temperaturas no
desenvolvimento de col6nias de rizébios utilizados como inoculantes em plantas de feijéo-
caupi cultivado em LATOSSOLO Vermelho do cerrado (FRIGO, 2013).

Diametro  NaCl (%) pH Temperaturas °C
Estirpe (cm) 1% 2% 3% 4,0 50 80 90 10,0 28°C 32°C 37°C 42°C
CO08 0,60 + + + + + 4+ + + + + + +
C15 0,47 + + o+ 4+ o+ o+ o+ + + + + +
RZ16 0,38 + + + + + 4+ + + + + + +
RZ23 0,70 + + + + + 4+ + + + + + +
BR3267 0,41 + + + + + o+ 4+ + + + + +

O conhecimento sobre a adaptacdo das espécies a ambientes que apresentam restricdes
quanto a incidéncia direta de radiacdo solar é eficaz, pois a luz é um importante fator que
interfere em processos de ativagdo enzimatica, abertura e fechamento estomatico, na atividade
fotossintética, entre outros. Porém, altas intensidades de radiagdo solar absorvidas pelas
plantas podem leva-las a saturagcdo luminosa, diminuindo a eficiéncia no uso da radiagdo
(JIANG et al. 2006).

3. MATERIAL E METODOS

O municipio de Areia, local de estudo, esta localizado na microrregido geografica do brejo
paraibano a 574 m de altitude e (Lat. -6° 58*; Long. 35° 41°°) onde apresenta uma temperatura
média anual de 24,0°C com uma pluviosidade média anual de 1400 mm, umidade relativa,
média de 80% e de acordo com Koppen (1936) o clima é classificado com As, ou seja, clima
tropical, semi-umido, Thornthwaite (1948), classifica o clima da regido como B1 Ra ,,a“, que
é um clima umido, apresentando pouca deficiéncia de umidade, megatérmico, com pequena
variacao de temperatura.

3.1. LOCAIS DE AMOSTRAGEM

Foram coletadas duas amostras de solos onde anteriormente tinha sido cultivado o
feijdo-caupi no municipio de Areia, estado da Paraiba, uma amostra foi coletada na estacédo
experimental Cha de Jardim de uma area de pousio de 10 anos e a outra amostra foi do distrito
de Mata Limpa coordenadas: Altitude 563 m, S 06°54°20,8” X, W 35°40°52,0” Y em que a
pratica se da sem insumos quimicos. Ambos os solos sdo classificados como Latossolo
Amarelo Distrofico himico (Embrapa, 2013) com vistas a obtencdo do maior numero
possivel de isolados de rizobios autdctones capazes de nodular esta espécie. Amostras dos
solos foram enviadas ao Laboratério de Analise de Fertilidade do Solo do Departamento de
Solos e Engenharia Rural da UFPB para determinacéo das caracteristicas quimicas (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracterizacdo quimica dos solos utilizados na obtencdo de nddulos ML: Mata
limpa; CJ: Cha de jardim.

P K Na CatMg Ca Mg Al H+Al C MO SB CTC V

SOLO pH - -
P ---mg dM3--- e cmolc dm3--mmmmmmmmemeeaae g Kg %

ML 55 11,3 952 0,06 13 073 062 03 47 98 17 166 636 26
cJ 52 3,12 3477 0,07 08 05 03 045 734 157 271 101 835 121

3.2. OBTENCAO DOS NODULOS

Para a obtencdo de nodulos a partir das amostras de solo, foi realizado um
experimento com a inoculagdo de plantulas de Vigna unguiculata com uma suspensdo dos
solos amostrados em um ambiente semi-protegido. As sementes foram previamente
desinfestadas por imersdo das sementes em alcool (70%) por 30 segundos, seguido de
hipoclorito de sodio (2,5%) por 30 segundos e sete lavagens consecutivas com agua destilada
esterilizada em autoclave a 121°C por 20 minutos, sendo em seguida colocadas para
germinacdo nos vasos. Cinco sementes foram plantadas em cada vaso do tipo “Leonard”
(VINCENT, 1970), contendo, como substrato na parte superior, uma mistura de vermiculita e
areia (na proporcao de 2:1), sendo todo o conjunto esterilizado em autoclave a 121°C por 90
minutos antes do plantio (Figura 1). E os vasos foram lavados e deixados em imersdo em
solucéo de hipoclorito de sodio por 72 horas.

Apos, foi adicionada na parte inferior, solucdo nutritiva (SARRUGE, 1975) sem
nitrogénio, pH 6,0 e esterilizada em autoclave a 121°C por 20 minutos. Ap6s o plantio, 0s
vasos foram inoculados com uma aliquota de 10 mL da suspensdo de cada amostra de solo em
solucdo salina (NaCl 0,85%) esterilizada, sendo utilizadas 3 repeticdes para cada amostra de
solo. Também foi utilizado 2 tratamentos como controle, sendo um com solugdo nutritiva
contendo nitrogénio e sem inoculacgdo, e outra sem inoculacdo e sem nitrogénio toda a solucéo
utilizada em todos os tratamentos durante o experimento foram anteriormente autoclavada a
121°C por 15min para evitar contaminacdo. Ao total foram cinco tratamentos com trés
repeticdes cada e duas plantas por vaso.

Aos quatorze dias de crescimento, foi realizado o desbaste deixando-se duas plantulas
por vaso. A solucao nutritiva dos vasos foi completada a cada trés dias utilizando-se solucao
nutritiva (SARRUGE, 1975) sem nitrogénio, pH 6,0 e esterilizada em autoclave a 121°C por
20 minutos, intercalada com a adicdo de adgua destilada esterilizada.

Apos 40 dias da inoculacdo, foi avaliada a nodulacdo, considerando-se tamanho e
coloracdo dos nddulos, e coletando-se 0s nddulos das plantas para o isolamento dos rizobios
no laboratodrio.
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3.3. ISOLAMENTO DOS RIZOBIOS AUTOCTONES

O isolamento dos riz6bios foi executado a partir dos nddulos radiculares de Vigna
unguiculata que foram obtidos das plantas inoculadas com suspenséo de solo, cultivadas na
casa de vegetacao.

No laboratorio, os nddulos foram previamente desinfestados por lavagens sucessivas
em alcool (70%) por 30 segundos, seguidas de hipoclorito de sédio (2,5%) por 30 segundos e
sete lavagens com agua destilada esterilizada em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Apb6s a desinfestagdo, os nddulos foram esmagados com um bastdo de vidro
previamente autoclavado a 121°C por 20 minutos, posteriormente foram inoculados em placas
de petri contendo meio agar levedura-manitol com vermelho congo (LMV) (VINCENT,
1970) visando-se a obtencdo de coldnias bacterianas isoladas.

Estes isolados foram re-inoculados em placas com meio LMV sucessivamente para
purificacdo da cultura, até a obtencdo de coldonias com caracteristicas homogéneas e
persistentes. Para se ter uma boa visualizagcdo das colbnias para caracterizacao, cada isolado
foi diluido 6x em solugéo salina e re-inoculados para a caracterizagdo morfologica.

3.4. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS DE RIZOBIOS

A avaliacdo da morfologia das colonias foi realizada a partir da inoculacdo dos
isolados diluidos 6x, em placas de Petri contendo meio de cultivo LMV, com pH 6,8 a partir
de 24 horas da incubacéo a 28°C, sendo avaliado o tamanho, forma, elevacéo, bordas (lisa ou
irregular), superficie (lisa ou granular), cor, densidade otica (opaca, translicida, transparente)
e consisténcia ao toque com alga (gomosa, pastosa, viscosa ou aquosa). Também foi realizado
teste de Gram.
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Figura 1. Conducdo do experimento em casa de vegetacdo (A,B,C,D).

3.5. BIOENSAIO DE EFICIENCIA DOS ISOLADOS NA FIXACAO SIMBIOTICA
DE NITROGENIO

Os isolados foram selecionados levando em consideracdo a distancia entre eles dentro
de cada um dos 7 grupos que foram formados no Dendograma de Jaccard onde foram
avaliados quanto a eficiéncia na fixacdo simbidtica de nitrogénio em experimento realizado
em casa de vegetacdo, em vasos de “Leonard” (VINCENT, 1970), esterilizados. Os vasos
continham uma mistura de vermiculita e areia na propor¢do de 2:1, na parte superior, €, na
parte inferior, solucdo nutritiva (SARRUGE, 1975) isenta de nitrogénio, com pH 6,0, e
esterilizada em autoclave a 120°C por 15 minutos. Em cada vaso, foram colocadas cinco
sementes de Vigna unguiculata, previamente desinfestadas, conforme descrito anteriormente,
utilizando-se cinco vasos por tratamento

A inoculacdo dos vasos foi realizada utilizando-se uma aliquota de 10 mL do caldo de
culturas de cada estirpe de isolado estudado, crescidas em meio levedura-manitol, incubadas a
28°C. Nesta avaliacdo, foi utilizada para comparagdo estirpe recomendada 03-84-6/2010
UFLA. Além dos tratamentos inoculados, foram conduzidos dois tratamentos controle, um
sem adigdo de nitrogénio e outro com adi¢do de aliquotas de 1 ml da solu¢do de NH4NOz (20
g L 1), equivalente a 100 kg de N ha, adicionadas a cada 15 dias, ao longo do experimento.
Ap0s quinze dias de desenvolvimento, foi realizado o desbaste das plantas, deixando-se duas
por vaso. O experimento foi conduzido com cinco repeticdes por tratamento.

Ao final do periodo de 35 dias, a parte aérea foi separada do sistema radicular,
acondicionada em sacos de papel e submetida a secagem em estufa a 65°C, durante trés dias.
Uma vez seca, a parte aérea foi pesada, em seguida moida para a determinagdo quimica do
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acumulo de nitrogénio no tecido, segundo metodologia descrita por Tedesco et al. (1995). Os
nddulos foram destacados das raizes, contados e colocados em estufa a 65°C, durante trés
dias, para secagem. Foram avaliados 0 nimero e a massa seca de nédulos.

O indice de eficiéncia relativa de fixagcdo de Nitrogénio relativa (EFR) dos isolados foi
calculado através da formula descrita abaixo, conforme proposto por Brockwell et al. (1966).

(a) EFR = (Ntotal tratamento)—(Ntotal T—N) X 100
(Ntotal T+N)—(Ntotal T—N)
(b) %N = mL.H am—mLHBrX 700

g Solo x 10.000

(a) Onde: E a massa dos respectivo dos tratamentos: Ntotal tratamento = nitrogénio
total da planta do tratamento inoculado; Ntotal T-N = nitrogénio total do controle
ndo inoculado e sem nitrogénio; Ntotal T+N = nitrogénio total do controle ndo
inoculado e que recebeu suplementagédo nitrogenada.

(b) Onde: mL. H*Am = Valor titulado da amostra; mL H*Br = Valor titulado da
amostra em Branco; g Solo = massa do material.

Ao final os dados tabelados da caracterizacdo morfologica dos isolados no software Excel,
foram utilizados para geragédo de dendrograma de similaridade de Jaccard.

A analise de variancia e o teste de comparagdo de médias de Scott e Knott ao nivel de
1% de probabilidade foram realizados com o programa computacional Genes (Cruz, 2008). E
a analise de correlacdo de Pearson foi utilizado o software JM® versédo 10.0.0.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos apo6s os 40 dias, pode-se constatar que todos 0s
tratamentos estavam com nddulos, com excecdo da segunda repeticdo do tratamento sem
nitrogénio Este resultado ndo seria positivo se o trabalho fosse para avaliar caracteristicas das
plantas como para eficiéncia de nitrogénio e demais parametros que necessite das plantas,
tendo em vista que ndo haveria controle, entretanto para fins de selecdo e caracterizacdo
microbioldgica este resultado ndo vem a ser considerado negativo. Esta contaminacdo dos
tratamentos controle pode ter sido ocasionada pelo tempo de autoclavagem dos substratos
tendo em vista que a areia antes de autoclavar ja estaria contaminada com bactérias do grupo
rizobio que sobreviveram a autoclagem de 121°C a 90 minutos ou causados pelas condi¢fes
do ambiente j& que o experimento foi conduzido em condigbes semi controladas se
assemelhando a condigdes de campo. Conforme Mazaro et al. (2007) que avaliou o tempo de
autoclavagem do substrato com intervalo, constatou que duas autoclagens de 30 minutos a
121°C com um intervalo entre as duas de 24 horas, possibilita a completa esterilizagcdo do
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substrato, onde 0s microrganismos que resistiram a primeira exposic¢ao ao calor e pressdo, néo
suportam uma segunda exposicao.

Contudo os resultados coletados ao final da caracterizagdo morfoldgica dos isolados
(Tabela 5) demonstraram um total de 37 isolados provenientes dos nddulos das plantas mais
um isolado da estirpe recomendada, que foram agrupados em oito grupos geneticamente
semelhantes de acordo com o dendrograma (Figura 2).
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Figura 2.Dendograma de Jaccard com o agrupamento dos grupos de isolado.
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Tabela 4. Planilha de caracterizacdo morfoldgica dos isolados

CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA
. crescimento . - . " « .
ID - UFPB Localidade (dias) Tamanho Forma Elevacao Bordo Superficie Consisténcia Configuracao Cor Detalhe 6ptico Teste Gram
03-84-6/2010 LAVRAS-MG 5 MENOR CIRCULAR 3 INTEIRA LISA PASTOSA IRREGULAR o TRANSLUCIDA NEGATIVA
UFPB VU 01 MATA LIMPA 2 3 CIRCULAR 4 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR o OPACA NEGATIVA
UFPB VU 02 MATA LIMPA 2 3 CIRCULAR 4 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR o OPACA NEGATIVA
UFPB Vu 03 MATA LIMPA 2 27 CIRCULAR 3 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR o OPACA NEGATIVA
MENOR SEM

UFPB Vu 04 MATA LIMPA 1 ENO PONTIFORME 3 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR o TRANSLUCIDA NEGATIVA

UFPB VU 05 MATA LIMPA 1 11 CIRCULAR 3 INTEIRA LISA AQUOSA GRANULAR o OPACA NEGATIVA
MENOR SEM

UFPB Vu 06 MATA LIMPA 1 ENO PONTIFORME 3 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR i OPACA NEGATIVA
MENOR SEM

UFPB VU 07 MATA LIMPA 1 ENO PONTIFORME 3 INTEIRA LISA AQUOSA GRANULAR i OPACA NEGATIVA

UFPB Vu 08 MATA LIMPA 2 37 CIRCULAR 4 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR CREME TRANSLUCIDA NEGATIVA
MENOR SEM

UFPB Vu 09 DSER 1 Tho IRREGULAR 6 DENTEADO RUGOSA PASTOSA IRREGULAR o TRANSLUCIDA NEGATIVA
MENOR SEM

UFPB VU 10 DSER 1 o PONTIFORME 3 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR oo OPACA NEGATIVA

UFPB VU 11 DSER 1 4 CIRCULAR 4 INTEIRA LISA GOMOSA GRANULAR o TRANSLUCIDA NEGATIVA

UFPB VU 12 DSER 1 MENOR PONTIFORME 6 DENTEADO RUGOSA PASTOSA IRREGULAR o TRASNPARENTE NEGATIVA

UFPB VU 13 DSER 1 4 CIRCULAR 3 INTEIRA LISA GOMOSA GRANULAR o TRANSLUCIDA NEGATIVA
MENOR SEM

UFPB Vu 14 DSER 3 o PONTIFORME 1 INTEIRA LISA AQUOSA GRANULAR oo OPACA NEGATIVA

UFPB VU 15 DSER 1 27 CIRCULAR 3 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR o OPACA NEGATIVA
MENOR SEM

UFPB VU 16 DSER 1 ENO PONTIFORME 3 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR o TRANSLUCIDA NEGATIVA

UFPB VU 17 DSER 1 MENOR PONTIFORME 1 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR o TRANSPARENTE NEGATIVA

UFPB VU 18 DSER 1 35 CIRCULAR 4 INTEIRA LISA GOMOSA GRANULAR o OPACA NEGATIVA
MENOR SEM

UFPB VU 19 DSER 1 o PONTIFORME 3 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR oo TRANSLUCIDA NEGATIVA

UFPB VU 20 DSER 1 5 CIRCULAR 3 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR o OPACA NEGATIVA
" MENOR SEM

UFPB VU 21 CHA 1 ENO IRREGULAR 3 DENTEADO RUGOSA PASTOSA ENRUGADA o OPACA NEGATIVA

UFPB VU 22 CHA 1 2 CIRCULAR 3 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR o OPACA NEGATIVA
" MENOR SEM

UFPB Vu 23 CHA 1 oo IRREGULAR 6 DENTEADO RUGOSA PASTOSA IRREGULAR oo TRANSPARENTE NEGATIVA

UFPB Vu 24 CHA 1 2 CIRCULAR 3 INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR oo OPACA NEGATIVA
" MENOR SEM

UFPB VU 25 CHA 1 ENO PONTIFORME 1 DENTEADO RUGOSA PASTOSA ENRUGADA o OPACA NEGATIVA
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UFPB Vu 26 CHA Mfr':rgR CIRCULAR INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR 2%’}: OPACA NEGATIVA
UFPB Vu 27 INOCléLANT 11 CIRCULAR INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR 2%’\4 OPACA NEGATIVA
UFPB Vu 28 INOCléLANT Mfr’:r?R PONTIFORME DENTEADO RUGOSA PASTOSA ENRUGADA 2%’\4 TRANSLUCIDA NEGATIVA
UFPB Vu 29 INOCléLANT 11 CIRCULAR INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR 2%’\4 OPACA NEGATIVA
UFPB Vu 30 INOCléLANT M]I_Er’:r?R PONTIFORME INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR ZEOhlg TRANSLUCIDA NEGATIVA
UFPB Vu 31 INOCLIJELANT Mfr’:rgR CIRCULAR INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR ROSA OPACA NEGATIVA
UFPB Vu 32 INOCLIJELANT Mfr’:rgR PONTIFORME INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR ROSA OPACA NEGATIVA
UFPB Vu 33 INOCLIJELANT Mfr’:rgR PONTIFORME DENTEADO RUGOSA PASTOSA ENRUGADA 2‘50’\4 TRANSLUCIDA NEGATIVA
UFPB Vu 34 INOCLIJELANT Mfr’:rgR PONTIFORME INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR 2‘50’\4 OPACA NEGATIVA
UFPB Vu 35 INOCLIJELANT 11 PONTIFORME INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR CREME OPACA NEGATIVA
UFPB Vu 36 INOCléLANT 25 CIRCULAR INTEIRA LISA PASTOSA GRANULAR CREME OPACA NEGATIVA
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Podemos notar que os solos das &reas agrérias do municipio de Areia (PB)
possuem diversidade de rizObios desde aqueles que as caracteristicas se aproximam
geneticamente da estirpe recomendada como podemos notar os isolados de (UFPB Vu
01; UFPB Vu 36 e UFPB Vu 35) Podendo estes apresentar qualidades 6timas de
nodulacdo nas plantas e consequentemente eficiéncia de nitrogénio, o que também néo
descarta a possibilidade de outros genotipos mais distantes geneticamente serem
eficientes igual a estirpe recomendada ou até melhor que ela, levando em consideracéo
ao clima e solo que estes ja estdo adaptados.

Quanto as caracteristicas morfol6gicas avaliadas dos isolados (tabela 5), de
acordo com Martins et al, (1994) que diz que as coldnias de rizobio em meio YMA sdo
diferentes umas das outras com base no tempo de crescimento, sendo estas classificadas
como rapidas aquelas que apresentam um crescimento moderado e abundante até 3 dias;
intermediarias que crescem entre 4 a 5 dias; lentas aquelas que possuem um crescimento
de 6 até 9 dias; e as muito lentas que iniciam o seu crescimento a partir de 10 dias. Os
isolados encontrados neste experimento apresentaram crescimento rapido onde ate trés
dias as colbnias ja estavam formadas. Com isso pode-se contestar 0s resultados
encontrados por Sprent (1994), Barnet & Catt (1991) segundo estes em experimento
com bactérias isoladas de nodulos de raizes de Acacia spp., 0 crescimento rapido das
bactérias fixadoras de nitrogénio é influenciado de acordo com a sua localizacdo
geogréfica, onde as de crescimento rapido sdo obtidas somente em zonas aridas como as
de seus estudos na Autralia em Fowler’s Gap; e no presente estudo o trabalho foi
desenvolvido em é&rea denomina de brejo paraibano, devido as caracteristicas
edoclimaticas. De acordo com (Bowen, 1965); Lange, 1961) das leguminosas
australianas sdo tradicionalmente semelhantes ao caupi quanto a nodulacdo por estirpes
de Bradyrhizobium spp.

Segundo Norris (1965), estirpes de crescimento rapido sdo originarias de regides
temperadas, e as de crescimento lento se originam em regides do trépico Umido. Outros
autores como Tam & Broughton (1981) e Martins (1997); Xavier et al. (1998); Freitas
et al. (2007); Santos et al., (2007) e Medeiros et al., (2009), corroboram com o presente
estudo, tendo em vista que 0s autores mencionam que rizébio de crescimento rapido séo
mais frequentes em regides semi-aridas, onde esta caracteristica seria uma estratégia
para sobrevivéncia em um meio ao um ambiente seco.

Xavier et al. (2007) também corroboram com estes resultados supracitado para
o fator temperatura, num experimento que testando o crescimento de estirpes de rizébio
provenientes de trés regides Zona da Mata, Agreste e Sertdo em feijdo-caupi,
encontraram resultados positivos para crescimento em altas temperaturas, acima de 40°.
Pode-se notar que ndo ha um consenso sobre os fatores que interferem na simbiose entre
plantas e rizobios.

Para dar prosseguimento ao experimento onde selecionou os isolados dos quais
formaram os tratamentos: 1- Estirpe Recomendada; 2- (UFPB Vu 08); 3- (UFPB Vu
14); 4- INOCULANTE (TotalNitro); 5- (UFPB Vu 02); 6- (UFPB Vu 05); 7- (UFPB
Vu 04); 8- (UFPB Vu 31); 9- (UFPB Vu 12). De acordo com a analise de variancia
houve diferencas significativas para todas as variaveis avaliadas como: Numero de
nodulos (NN), Massa seca de nodulo (MSN), massa seca de parte aérea (MSPA),
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Nitrogénio total (Ntotal) e indice de eficiéncia relativa de fixacdo de nitrogénio (ERF),
isto indica que os tratamentos, ou seja, os isolados estudados apresentam diferencas
estatisticas entre eles que estdo além das diferencas morfolégicas, mas também que
estes influenciam nas caracteristicas das plantas que é resultado da simbiose entre
ambos.

Tabela 5 . Analise de variancia para: nimero de nodulos (NN); massa seca de nodulos
(MSN); massa seca de parte aerea (MSPA); Indice de eficiéncia de fixacdo de
nitrogénio (ERF).

Quadrados Médios

Y NN MSN MSPA  Ntotal ERF
Tratamento 10 62210,88** 0,06** 1,77**  30,28**  3381,01**
Residuo 44 423145 000 027 2,37 41,86
CV (%) - 41,16 2881 25,16 31,51 24,00

Total 54 - - - - -

**Significativo a 1% de probabilidade.

Com os resultados obtidos nas avaliacfes, pode-se notar que os isolados tiveram
um grande poder de inducdo de nodulacdo no feijdo-caupi, com meédias a partir de 68
nodulos por vaso até aproximadamente 342, onde os tratamentos 3 e 4 obtiveram os
maiores valores respectivamente 305 e 343 nodulos e 0 menor valor foi do isolado 3,
com isso podemos notar também que como esperado a massa seca de nodulos tende a
aumentar quanto maior for a quantidade de nddulos, s6 apresentaram resultados
superiores de MSN os isolados que obtiveram acima de 150 nddulos, onde pode-se
notar que os maiores valores foram dos isolados 3, 4, 5, 8 e 9 que foram os isolados com
valores médios de nddulos superiores a 150 (Tabela 6) de acordo com Ferreira et al.
(2011) estes valores sdo interessantes em bactérias que possam ser usadas como
inoculantes, tendo em vista que a manutencdo da nodulacdo durante a fase reprodutiva
pode resultar num aumento da produtividade.

Observou-se que o Inoculante testado obteve resultados positivos o que pode
estar relacionado com a sua adaptabilidade ao ambiente do municipio de Areia-PB,
contudo ndo significa que esta pode ser recomendada para a regido tendo em vista que
este experimento foi realizado em ambiente controlado, e em campo ha fatores externos
que podem influenciar em um baixo desempenho, fatores estes que devem ser mais
estudos.

Para os valores de massa seca de parte aérea MSPA obtiveram os maiores
valores os tratamentos 3 e 4 (3,209 e 2,679) respectivamente, 0s tratamentos com e sem
nitrogénio obtiveram valores semelhantes, isto pode estar relacionado ao fato da
aplicagdo de nitrogénio ter sido realizada 2 vezes com intervalos de 15 dias, com
aliquotas de solugéo nitrogenada e a proporc¢do ndo tenha sido suficiente para promover
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0 acimulo de biomassa nas plantas, fazendo com que néo diferenciasse estatisticamente
do controle. (Tabela 5).

Para a variavel de nitrogénio total apenas os tratamentos3 e 4 obtiveram as
maiores medias, ndo diferenciando ambas estatisticamente, este resultado demonstra
que estes dois isolados sdo eficientes para estas condicGes (tabela 7).

Quanto a eficiéncia relativa de fixagdo de nitrogénio (ERF) o tratamento com
nitrogénio foi 0 que obteve maior percentagem, entretanto os tratamentos 3 e 4 foram os
que obtiveram as maiores médias 37,01% e 31,75%, 0s tratamentos com e sem
nitrogénio e a estirpe recomendada obtiveram valores menores, este valor baixo da
estirpe que também foi observado nas outras varidveis, e pode estar relacionado com a
adaptacdo dela com o ambiente do municipio de Areia-PB, 0s demais tratamentos ndo
apresentaram diferencas significativas entre si.

Tabela 6. Analise de variancia para: numero de nodulos (NN); massa seca de nddulos
(MSN); massa seca de parte aérea (MSPA); Indice de eficiéncia relativa de fixacdo de
nitrogénio (ERF).

Meédias
Tratamentos NN MSN MSPA Ntotal
(N°/vaso) (g/vaso) (g/vaso)  (mg/vaso) ERF (%)
Nitrogénio 0,00d 0,00c 1,59¢ 2,19c 100,00a
Testemunha 0,00d 0,00c 1,00c 1,29¢c 0,00d
1- UFLA 03-84-6/2010  125,40c 0,17b 2,02b 3,46¢ 19,85¢
2- UFPB Vu 08 68,00d 0,12b 1,47c 3,51c 12,46¢
3- UFPBVu 14 305,20a 0,29a 3,20a 8,38a 31,75b
4- INOCULANTE 342,80a 0,28a 2,67a 9,76a 37,01b
5- UFPB Vu 02 150,00b 0,22a 2,14b 5,46b 20,68c
6- UFPB Vu 05 234,20b 0,20b 2,40b 4,66b 19,80c
7- UFPB Vu 04 131,60c 0,17b 1,88b 4,95b 17,68c
8- UFPB Vu3l 211,00b 0,26a 2,10b 4,95b 18,73c
9- UFPB Vu12 170,40c 0,25a 2,13b 4,89b 18,53c

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-knott a 1% de probabilidade.
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Tabela 7. Correlacdo Pearson entre as varidveis estudadas.

Interacgéo Correlagdo Contagem Significancia
MSN x NN 0,8692 55 <,0001*
MSPA x NN 0,8044 55 <,0001*
MSPA x MSN 0,8229 55 <,0001*
Ntotal x NN 0,8261 55 <,0001*
Ntotal x MSN 0,8047 55 <,0001*
Ntotal x MSPA 0,8102 55 <,0001*

Apesar dos valores de correlagcdo serem baixos eles corroboram com Pimratch et
al. (2004b) que fala que durante a fase vegetativa estes resultados sdo normais.

Com os resultados expressos na tabela 8, pode-se notar que ERF de acordo com
a correlagdo de Pearson nédo esta diretamente relacionada com a quantidade de massa
seca de parte aérea do feijao-caupi.

De acordo com a (Tabela 8) pode-se notar que nem todas as variaveis possuem
interacdo entre elas, onde nem todas obtiveram resultados significativos. Também se
pode notar que o aumento da MSN influencia também no aumento da MSPA, resultados
como esse foram encontrados também por Nascimento et al. (2010). Pimratch et al.
(2004 a,b) sugerem que o acumulo da MSPA é a caracteristica mais confiavel para
selecdo de cultivares com maior potencial simbidtico em solos com baixa
disponibilidade de nitrogénio.

Entretanto estes resultados ndo convergem com os encontrados por Nascimento
et al., (2010) que segundo os autores a producdo de biomassa e de nitrogénio total,
foram influenciados pela capacidade de fixacdo do isolado,resultados com alta
correlacdo envolvendo as variaveis de biomassa seca de parte aérea, nitrogénio total e
eficiéncia relativa em Amendoim na zona da mata pernambucana foram encontrados
por Silva (2007), Apesar dos valores de correlacdo serem baixos eles corroboram com
Pimratch et al. (2004b) que fala que durante a fase vegetativa estes resultados sdo
normais.

5. CONCLUSAO

Os solos de zona Umida da Caatinga possuem bactérias fixadoras de nitrogénio e
que dentre estes isolados estudados os melhores foram os tratamentos 3 e 4 que
corresponde a estirpe encontrada nos solos do municipio de Areia-PB (UFPB Vu 14) e o
Inoculante comercial. Numero de nddulos, massa seca de nédulos, massa seca de parte
aérea, nitrogénio total estdo relacionados entre si. Este estudo ressalta a importancia e
necessidade do estudo destes microrganismos e o seu potencial na fixagdo de nitrogénio
na cultura do feijdo-caupi na Paraiba.
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7. APENDICES

Tabela 8. Analise de variancia dos testes fisiologicos Irga e Clorofilog, (Ci): Carbono
Interno; E: Transpiracdo; (gs): Conducdo Estomatica; (A): Assimilacdo liquida de gas
Carbdnico; e Clorofila total.

Quadrados Médios

F.V
Ci E gs A Clorofila
Tratamento 8 4045,67**  3,61**  0,19** 3583**  46,15**
Residuo 18 42,89 0,00 0,00 0,50 4,63
C.V (%) - 2,16 1,35 2,85 8,21 5,14
Total 26 - - - - -

**Significativo a 1%

Tabela 9 . Médias dos testes fisiologicos Irga e Clorofilog: (Ci) Carbono Interno; (E)
Transpiracdo; (gs) Conducgédo Estomatica; (A) Assimilacdo liquida de gas Carbonico; e
Clorofila Total.

Tratamentos - Medias )
Ci E Gs A Clorofila
10- UFLA 03-84-6/2010 26 33¢ 2,12f  0,09f 6,56c  44,30a
11- UFPBVu 08 271,66¢C 4,00e  0,21d 11,83b  40,05b
12- UFPB Vu 14 249,00d 4,17d  0,22d 14,57a 44,20a
13- INOCULANTE 325,66a 4,15d  0,20d 599c  47,83a
14- UFPB Vu 02 339,33a 4.87c  0,26¢ 545c  36,70b
15- UFPB Vu 05 339,67a 563a 0,32a 6,71c  41,23b
16- UFPB Vu 04 347,00a 569a 0,33a 598c  4537a
17- UFPB Vu3l 292,00b 5,26b  0,30b 12,70b  36,20b
18- UFPB Vu 12 301,67b 4,18d 0,18 7,47c  40,71b

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-knott a 1% de probabilidade.
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