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RESUMO

SOARES, Bruno Lima. Eficiéncia simbidtica de estirpes de bactérias
fixadoras de nitrogénio de diferentes procedéncias em caupi [Vigna
unguiculata (L.) WALP.] e sua identificagdo. 2009. 49 p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia do Solo) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

O feijédo caupi (Vigna unguiculata) é uma cultura de grande importancia
para as regides brasileiras do Norte e Nordeste por ser excelente fonte de
nutrientes e carboidratos para a populacdo de baixa renda que o produz e
consome. Porém, apresenta grande potencial para expansdo, podendo ser
consumido em outras regides do Brasil. Sua capacidade de associacdo com
bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico é de fundamental importancia para
a agricultura, por reduzir os custos de producdo e impactos ambientais
ocasionados pela producdo e utilizacdo de fertilizantes nitrogenados. Portanto,
este trabalho tem como objetivo avaliar a eficiéncia simbidtica de novas estirpes
de bactérias fixadoras de nitrogénio em associagdo com caupi, provenientes de
diferentes sistemas de uso da terra da regido Amazonica e de areas de mineragéo
de bauxita sob diferentes formas de reabilitagdo, e identifica-las por
seqiienciamento do gene rDNA 16S em comparagdo ao GenBank. Vinte e oito
estirpes de bactérias de diferentes sistemas de uso da terra foram testadas quanto
a eficiéncia em fixar nitrogénio em associagcdo com o caupi, comparadas com
tratamentos inoculados com estirpes recomendadas para o caupi mais duas
testemunhas sem inoculagdo, sem nitrogénio e com nitrogénio mineral. Oito
estirpes foram selecionadas em funcdo de promover maior producdo de matéria
seca da parte area (MSPA), em condi¢cdes axénicas, para testes em vasos com
solo. Apo6s o cultivo nos vasos, trés estirpes, a UFLA3-164, UFLA3-153 e
UFLA3-154 se destacaram em produzir maiores valores de MSPA. O solo
utilizado neste experimento apresentou alta densidade de riz6bios nativos com
potencial em fixar nitrogénio, podendo ser utilizado na captura de novas
estirpes. Foi verificado que das trés melhores estirpes selecionadas em vasos
com solo, uma pertence ao género Bradyrhizobium (UFLA 3-164) e outra ao
género Burkholderia (UFLA-154).

' Orientadora: Profé. Dr®. Fatima Maria de Souza Moreira (DCS/UFLA)



ABSTRAT

SOARES, Bruno Lima. Symbiotic efficiency and identification of nitrogen-
fixing bacterial strains isolated from Cowpea [Vigna unguiculata (L.)
WALP.]. 2009. 49 p. Dissertation (Master in Soil Science) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.?

The cowpea (Vigna unguiculata) is an important crop in the North and
Northwest regions of Brazil because it is a source of protein and carbohydrates
for low-income populations that cultivate and use it as food. However, this crop
also has a great potential to be consumed in other regions of Brazil. The
symbiosis between cowpea and nitrogen-fixing bacteria is extremely important
to reduce costs and environmental impacts associated to fertilizer application.
Our work aimed to evaluate the symbiotic efficiency of nitrogen-fixing bacterial
strains isolated from the Amazon and bauxite mining sites, and to identify those
strains by sequencing of their 16S rRNA gene. The symbiotic efficiency of
twenty-eight strains isolated from different land use systems were tested and
compared to strains currently recommended for cowpea inoculation, as well as
to controls without inoculation, without nitrogen and with mineral nitrogen.
Eight strains were selected based on their ability to increase the shoot dry matter
when cowpea was cultivated in recipient containing soil. The strains UFLA3-
164, UFLA3-153 and UFLA3-154 induced the highest increments in dry shoot
matter. The soil used for the experiment presented high density of rhizobia with
potential for nitrogen fixation. We verified that one of the three selected strains
belongs to the genus Bradyrhizobium (UFLA 3-164) and another to the genus
Burkholderia (UFLA-154).

2 Adviser: Prof2 Dr2, Fatima Maria de Souza Moreira (DCS/UFLA)



1 INTRODUCAO

O caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) tem sua origem na Africa e é
conhecido no Brasil como feijdo de corda, feijio de praia ou feijdo-macacar,
encontrando aqui condi¢des climaticas semelhantes ao do seu local de origem.

No Nordeste, a cultura apresenta alta adaptabilidade as condicdes locais
tais como estresse hidrico e calor intenso. Apés o final de periodo com déficit
hidrico, observa-se alta capacidade de recuperagdo das plantas com emisséo de
folhas novas e botdes florais (Leite et al., 1999).

No Norte e Nordeste o caupi € plantado principalmente por pequenos
agricultores como cultura de subsisténcia, alimento bésico para suas familias,
por se tratar de ser uma excelente fonte de carboidratos, proteinas, fibra dietética
e vitaminas. Entretanto, produtores do estado do Maranhdo estdo plantando a
cultura em larga escala, como forma de rotacdo de cultura em safrinha,
aproveitando os nutrientes residuais (Zilli et al., 2006).

Brasil e india sdo os maiores produtores da cultura, destacando-se na
regido Nordeste brasileira o Estado do Ceard com, area plantada de 618.600 ha e
uma producdo de 211.800 t (Instituto Ferraz Nené Pereira Consultoria e
Comércio, 2004).

A produtividade média brasileira gira em torno de 400 a 500 kg ha™,
valores considerados baixos, caracterizados pelo baixo nivel tecnoldgico
empregado na producdo. Uma forma de se aumentar a produtividade é a
associacao da cultura com bactérias fixadoras de nitrogénio que podem suprir de
forma parcial ou total a adubacdo nitrogenada, reduzindo os custos de producéo
e evitando a poluicdo ambiental causada pelos impactos da producdo desses
fertilizantes.

O caupi é considerado promiscuo capaz de nodular com varios géneros

de bactérias fixadoras de nitrogénio denominadas vulgarmente de rizébios.



Dentro  desses géneros pode-se citar Bradyrhizobium, Rhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizobium, Allorhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium e
Burkholderia.

Estudos na area de fixacdo biolégica de nitrogénio em simbiose com
feijdo caupi véem mostrando que o nitrogénio aplicado na cultura pode ser
totalmente substituido pela inoculagdo de bactérias eficientes. Lacerda et al.
(2004), em experimentos realizados em campo, obteve resultados semelhantes
com duas estirpes de bactérias quando comparadas a testemunha que recebeu 70
kg ha® de nitrogénio mineral, resultados corroborados posteriormente por Soares
et al. (2006). Valores semelhantes foram encontrados por Martins et al. (2003),
ja que o tratamento inoculado com a estirpe BR3267 foi semelhante a
testemunha que recebeu 50 kg de nitrogénio mineral ha™,

Diversos estudos de fixacdo bioldgica de nitrogénio em associacdo com
a cultura do caupi tém sido realizados no Laboratério de Microbiologia e
Bioquimica do Solo do Departamento de Ciéncia do Solo/UFLA, apresentado
resultados satisfatorios na busca de inoculantes comerciais para a cultura do
caupi (Lima et al., 2005; Neves, 2007). Nobrega (2006) trabalhando com
isolados da regido Amazbnica de diferentes sistemas de uso da terra,
encontraram isolados de bactérias para a cultura do caupi que apresentaram
valores de matéria seca da parte area estatisticamente iguais a testemunha que
recebeu nitrogénio mineral. Resultados semelhantes para matéria seca da parte
area foram encontrados por Melloni et al. (2006), com isolados de bactérias
obtidos em area de mineracdo de bauxita em diferentes formas de reabilitacdo do
solo, os quais revelaram alta diversidade de bactérias capazes de nodular o
caupi, aptas a serem inoculadas em solos com caracteristicas semelhantes.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia simbidtica de novas
estirpes de bactérias fixadoras de nitrogénio em associagdo com caupi,

provenientes de diferentes sistemas de uso da terra da regido Amazoénica e de



areas de mineragdo de bauxita sob diferentes formas de reabilitacdo e identifica-

las por seqiienciamento do gene rDNA 16S e comparacdo ao GenBank.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O feijéo caupi

O feijdo caupi (Vigna unguiculata L. Walp) é uma leguminosa da
familia Fabaceae, sendo uma das mais cultivadas no Brasil. Alguns autores
dizem ser a Nigéria o centro de origem primario da espécie. Foi introduzido no
Brasil pelos colonizadores portugueses no século XVI, época em que o Pais
fazia intenso comércio com o continente africano, e a Bahia foi o primeiro
estado a relatar a ocorréncia da cultura.

O feijdo caupi, no Brasil, apresenta nomes vulgares que variam com a
regido onde é cultivado. No norte é conhecido por feijdo-da-col6nia, feijao-de-
praia e feijao-de-estrada. No nordeste, por feijao-macécar ou feijdo-de-corda. No
sul da Bahia e norte de Minas Gerais é conhecido por feijdo-catador ou feijao-
gurutuba e, em outras regides, como feijdo-middo e feijao Fradinho (Freire Filho
et al., 2005).

Sua baixa produtividade deve-se ao manejo inadequado, aliados a ma
escolha do local de plantio, caracterizado por solos marginais de baixa
fertilidade, cultivados quase em sua totalidade por pequenos produtores como
cultura de subsisténcia, com baixo nivel tecnolégico.

O feijdo-caupi apresenta elevada importancia econémica e social em
regides tropicais do Brasil e da Africa por apresentar alta adaptabilidade a solos
de baixa fertilidade, veranicos prolongados e ainda se associar-se com bactérias
fixadoras de nitrogénio atmosférico. Pode ser consumido como gréos secos ou
verdes.

No Brasil, 70% de todo feijdo produzido no Norte e Nordeste é feijao
caupi (Vieira, 1989). Segundo Santos et al. (2000), nos estados do Nordeste tais
como Maranhao, Piaui, Rio Grande Norte e Ceard, o feijdo caupi representa 95 a

100% de toda &rea plantada com feijdo; ja na regido Norte as maiores areas



plantadas se concentram no Para e Amazonas, destacando-se o Pard com a maior
area plantada (Oliveira Janior et al., 2000).

Nos estados do Piaui e Maranhdo grandes produtores agricolas dos
cerrados tém adotado o plantio do caupi na safrinha como forma de rotacdo de
culturas devido a compatibilidade com o sistema e sua adaptabilidade a regime
pluviométrico decrescente, aproveitando os nutrientes residuais das culturas
antecessoras (Zilli et al., 2006).

O feijéo caupi se destaca também por ser excelente fonte energética,
protéica, de fibras dietéticas, vitaminas e minerais para as populacdes de baixa
renda que o cultivam como cultura de subsisténcia. Frota et al. (2008), por
exemplo, estudaram o feijdo caupi cultivar BRS-Milénio, encontraram atributos
desejaveis em suas sementes, tais como, alto conteldo protéico energético, de
fibras alimentares e de minerais em sua composi¢do. Em termos médios os gréos
feijdo caupi apresentam 25% de proteinas, 62% de carboidratos (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRPA Meio Norte, 2007).

2.2 Importéncia da fixacéo biol6gica de nitrogénio na cultura do caupi

O nitrogénio é um dos elementos mais limitantes para a producdo
agricola mundial. Em algumas regifes estd presente em excesso, causando
efeitos prejudiciais ao meio ambiente e, conseqiientemente, & populagcdo. Em
outras regibes encontra-se em quantidades escassas, causando baixa
produtividade das culturas, acarretando fome e desnutricdo (Martinelli, 2007).

Em regides onde o nitrogénio é um elemento escasso e onde sdo
cultivadas plantas leguminosas para producdo agricola, estudos de fixagdo
bioldgica de nitrogénio sdo de grande importancia, por incrementar ganhos de
produtividade e redugdo dos custos de producdo. Portanto, estudos de

melhoramento genético da cultura e sobre a especificidade da simbiose entre



macro e microssimbionte tornam-se necessarios na busca de novos inoculantes
com eficiéncia agronémica e adaptabilidade as condicdes regionais.

A cultura do caupi, por ser cultivado quase que na sua totalidade por
pequenos agricultores e pela baixa utilizacdo de insumos, a fixacao bioldgica de
nitrogénio por bactérias simbibnticas é de grande interesse econdmico por
incrementar os niveis de producgdo, além de favorecer o sistema radicular no
antagonismo a patdgenos e outras contribuicbes como os efeitos sinérgicos
(Silva et al., 2006).

A associacdo do caupi com bactérias pode contribuir com valores na
faixa de 40% a 90% do total de N acumulado pela cultura (Rumjanek et al.,
2005) contribuindo entdo com o crescimento e desenvolvimento das plantas,
além de diminuir os custos de producdo e economizar combustiveis fdsseis
utilizados para fabricacéo de fertilizantes nitrogenados. Segundos esses autores,
se a cultura fosse adubada com fertilizantes nitrogenados nas regides norte e
nordeste haveria um gasto de cerca de US$ 13 milhdes anuais.

Devido a caracteristica de ser produzida em baixo nivel tecnolégico e
em solos marginais, com deficiéncias de fésforo e nitrogénio a produtividade de
grdos do feijdo caupi no Brasil encontra-se na faixa de 400 a 500 kg por hectare
(Freire Filho et al., 1999).

Na busca de novos inoculantes eficientes na fixacdo de nitrogénio com
leguminosas, estudos de laboratérios e casa de vegetacdo devem ter
continuidade em campo, uma vez que 0s selecionados devem ser bons
competidores por sitios de infeccdo em campo e apresentar adaptacdo aos locais
onde serdo testados, competindo com rizébios nativos e sobrevivendo as
condic¢des edafoclimaticas locais.

O feijdo caupi é considerado uma planta promiscua capaz de nodular

com Vvarios géneros de rizébios nativos (Singleton et al., 1992), muitas vezes de



baixa eficiéncia, representando uma baixa limitacdo agronémica (Mpepereki et
al., 1996).

Vérios sdo os dados encontrados mostrando os ganhos em produtividade
e rendimentos de graos que o caupi pode alcancar apés inoculagdo das sementes
com bactérias fixadoras de nitrogénio.

Zilli (2006) relata que apds inoculacdo com a estirpe BR 3267, houve
aumento de 10% na produtividade de feijéo caupi, passando para 1600 kg ha™.

Este mesmo autor ressalta que se a cultura fosse adubada com nitrogénio
na forma de uréia o custo seria de 150 a 200 reais por hectare. Com a inoculacao
das sementes com bactérias, esse custo cai em torno para oito reais por hectare.

Em condicdes experimentais e em campo, em areas de produtores rurais,
Martins et al. (2003) estudando a estirpe BR 3267 na regido de Petrolina,
encontraram incrementos de 40% na produtividade em relacdo a testemunha que
ndo recebeu adubacdo nitrogenada, incremento igual ao da testemunha que
recebeu 50kg de N ha®. Com a mesma quantidade de nitrogénio mineral
aplicado por hectare, Nascimento et al. (2008) encontraram valores semelhantes
em experimento conduzido no estado do Ceard, com estirpes recomendadas pela
MAPA.

Em experimento de campo realizado em Perddes - MG, utilizando cinco
estirpes fixadoras de nitrogénio, Soares et al. (2006) encontraram rendimentos
de grédos semelhantes aos da testemunha que recebeu adubacdo mineral de 70kg
de N-uréia quando utiliza as estirpes UFLA 03-84 e INPA03-11B, com valores
que variaram de 957 a 949 kg ha™. Lacerda et al. (2004), em experimento de
campo também encontraram rendimentos compardveis ao da testemunha que
recebeu adubagdo mineral de 70kg de N-uréia por hectare com quatro estirpes
avaliadas, com valores que variaram de 1264 a 1413 kg ha™.



2.3 Diversidades de bactérias que nodulam o feijao caupi

O feijdo caupi é uma leguminosa considerada promiscua por ser capaz
de nodular com diferentes géneros de bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico com caracteristicas diversas em morfologia, fisiologia, genética,
bioguimica e filogenética. Apesar da grande diversidade apresentada por
bactérias fixadoras de nitrogénio em leguminosas, Moreira & Siqueira (2006)
afirmam que apenas 1% de total de microrganismos no planeta tenha sido
caracterizados e identificados.

Estudos de diversidade e eficiéncia de bactérias noduliferas de
leguminosas tém sido desenvolvidos por diversas instituicdes de pesquisas e em
varios ecossistemas e locais de exploracdo agricola e de mineracéo.

A regido Amazodnica, com aproximadamente 5 milhdes de Km?, abrange
59% do territorio brasileiro e apresenta poucos estudos, apesar de sua
abrangéncia territorial e diversidade de ecossistemas com bactérias que nodulam
leguminosas (Magalhaes et al., 1982; Bonetti et al., 1984; Moreira et al., 1992;
Pereira, 2000; Jesus et al., 2005).

Nos solos da regido Amazonica espera-se encontrar grande diversidade
de bactérias que nodulam leguminosas e, entre estas, obterem isolados que
apresentam potencial para estudos posteriores, objetivando a producdo de
inoculantes para leguminosas de interesse agrondémico.

Pereira (2000) estudando isolados de solos da Amazonia de diferentes
sistemas de uso da terra (SUT) provenientes do caupi encontrou bactérias com
caracteristicas de Bradyrhizobium e Rhizobium. Resultados semelhantes foram
encontrados por Fernandes et al. (2003), em estudos realizados nos tabuleiros
costeiros de Sergipe, envolvendo as culturas do caupi e guandu, encontrando alta
diversidade genética entre os isolados, que se posicionaram taxonomicamente

nos géneros Bradyrhizobium e Rhizobium.



Alta diversidade de bactérias dentro do género Bradyrhizobium foi
encontrado por Moreira et al. (1993), mediante analise de proteina total por
SDS-PAGE, em isolados da regido Amazonica.

Neves (2007) estudando bactérias fixadoras de nitrogénio em simbiose
com caupi provenientes da Amazénia Ocidental, isoladas por Nébrega (2006),
na cidade de Benjamim Constant como parte do projeto “Conservation and
Sustainable Management of Below-Ground Biodiversity”, financiado pelo GEF
e implementado pelo “United Nations Environment Programme (UNEP)”,
também encontrou alta diversidade genética de bactérias em dois sistemas de
uso da terra (SUT).

Segundo dados compilados por Moreira (2008), o feijdo caupi, por ser
uma cultura promiscua, é capaz de nodular com varios géneros de rizébios tais
como: Rhizobium (Frank, 1889), Bradyrhizobium (Jordan, 1984), Allorhizobium
(De Lajudie et al., 1998), Sinorhizobium (Chen et al., 1988), Mesorhizobium
(Jarvis et al., 1997), Burkholderia (Moulin et al., 2001). Contudo maxima
eficiéncia em obter nitrogénio por simbiose encontra-se em bactérias do género
Bradyrhizobium (Lacerda, 2004; Soares et al., 2006; Lima et al., 2005).

Silva et al. (2007) estudando estirpes isoladas de feijdo caupi da regido
semi-arida de Pernambuco, encontraram seis bactérias que, por analise de
similaridade a partir de caracteristicas morfoldgicas, pertenciam ao grupo de
Bradyrhizobium (SEMIA 6145) e outras trés que ndo pertenciam a esse grupo.

Estudos recentes em fixacdo bioldgica de nitrogénio com caupi tém
demonstrado grande afinidade dessa cultura com bactérias do género
Bradyrhizobium provenientes de diferentes regibes, com variacGes de clima,
solo e vegetagdo. Lima et al. (2005) estudando diversidade de bactérias que
nodulam caupi, encontrou 11 grupos de bactérias com perfil protéico com 81%
de similaridade com bactérias do género Bradyrhizobium de diferentes sistemas

de uso da terra na Amazonia.



Outras areas também podem ser utilizadas para sele¢do e identificacdo
de bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico. Em areas de mineracdo de
bauxita, o nitrogénio é um elemento escasso, devido a perdas por mineralizacdo
e lixiviacdo, volatilizacdo e desnitrificacdo (Motta, 2002).

Apesar dos estudos com leguminosas nessas areas, pouco se sabe sobre
a diversidade, densidade e eficiéncia de microrganismos diazotréficos
simbidticos com leguminosas. Melloni et al. (2006), em trabalho de casa de
vegetacdo com amostras de solos provenientes de areas de mineracdo de bauxita,
encontraram alta diversidade de bactérias capazes de nodular caupi a 60% de
similaridade com estirpes referéncias. Os géneros encontrados foram;

Bradyrhizobium, Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Allorhizobium.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estirpes avaliadas

Vinte e oito estirpes foram selecionadas de trabalhos anteriores
desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia do Solo na Universidade
Federal de Lavras e trés estirpes sdo recomendadas como inoculante para a
cultura do caupi pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
(MAPA). Das vinte e oito estirpes selecionadas, o critério utilizado para escolha
dessas, foi maior producdo de matéria seca da parte aérea (MSPA) mediante
inoculacdo, em comparacdo a testemunha que recebe adubacédo nitrogenada sem
inoculagdo e aos tratamentos com estirpes referéncia, recomendadas como
inoculantes para a cultura do caupi.

Oito estirpes foram testadas em vasos de Leonard em caupi por Lima et
al. (2005), que os selecionaram de isolados obtidos por Pereira (2000), de
diferentes sistemas de uso da terra na Amazoénia usando siratro (Macroptilium
atropurpureum) como planta isca. As caracteristicas culturais descritas sédo
tipicas de Bradyrhizobium (Tabela 1).

Outras oito estirpes foram testadas em vasos de Leonard em caupi por
Motta (2002), que as selecionou de amostras solos em &reas revegetadas apos
mineragdo para extracdo de bauxita na regido de Pogos de Caldas-MG na Alcoa
Aluminio S/A; foram obtidas dessas amostras usando caupi como planta isca e
suas caracteristicas culturais também sdo tipicas de Bradyrhizobium (Tabelas 1).

As 12 estirpes selecionadas restantes sdo provenientes da Amazénia,
municipio de Benjamin Constant-AM, localizado na base do Rio Solimdes, dos
sistemas de uso da terra (SUT) floresta secundaria e pastagem isolados por
Nobrega (2006) usando o caupi como planta isca e testados quanto a sua
eficiéncia em fixar nitrogénio por Neves (2007), em garrafas de vidro tipo “long

neck” com solugéo nutritiva (Tabela 1).
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TABELA 1 Local, caracteristicas culturais e alguns atributos quimicos do solo de origem das estirpes estudadas.

Estipe  Origem® D@ Dia.? pH® Goma®™ Cor® Ind® Caracteristica Ref
pH(S) A0 mo% 10
Lima et
UFO'E?S“' M1 6 1 AL P Branca  N&o 6,6 0 0 al.
(2002)
Lima et
U':Oléﬁ)‘l c1 6 1-2 AL M Branca Né&o 4,70 0,90 35 al.
(2002)
Lima et
U%'é/;f“' c1 7 12 AL M Creme  Nio 470 090 35 al.
(2002)
Lima et
U':l'éég“' c3 6 <1 AL M Branca  Ndo 6,10 0 0 al.
(2002)
Lima et
UFO';_)Qg“' P1 6 1-2 AL M Branca  Néo 53 040 16 al.
(2002)
Lima et
UFO'E'QS“' P1 6 1-2 AL M Branca Nfo 53 040 16 al.
(2002)
Lima et
U%‘ggg“' P2 7 1-2 AL M Branca  Nio 6,10 0 0 al.
(2002)

..cont...
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TABELA 1 Cont.

Estipe  Origem®¥ D@ Dia.®  pH®  Goma®  Cor® Ind® Caracteristica Ref
pH® A0 11060
Lima et
UFl'a/;g“' A2 7 1-2 AL M Branca  Nio 5.7 0 0 al.

(2002)
UFLA3- ~ Motta
162 RM 6 1 AL A Amarela Néao 513 0 0 (2002)
UFLA3- . Motta
163 RM 10 <4 AL M Amarela Sim 513 0 0 (2002)
UFLA3- . Motta
164 RM 10 2 AL M Branca Sim 513 0 0 (2002)
UFLA3- ~ Motta
165 RM 6 <1 AL M Branca Néo 513 0 0 (2002)
UFLA3- ~ Motta
154 BG2 6 <1 AL M Branca Nao 75 0 0 (2002)
UFLA3- . Motta
179 M10 10 2 N M Branca Sim 5,73 0,07 1,76 (2002)
UFLA3- . Motta
153 BCG6 10 2-3 AL A Branca Sim 6,73 0 0 (2002)
UFLA3- ~ Motta
170 M10 10 2 AL M Branca Néo 6,6 0 0 (2002)

Nobrega

88AB3 FS 10 45 N M Creme Nao 43 5.2 25 (2006) e
Neves
(2007)

..cont...



7T

TABELA 1 Cont.

Estirpe

Origem®

D@

Dia.®

pH(4)

Cor®

Ind®

Caracteristica

p H®

A

Mm%

10)

Ref

90A4

90A8

88AB10a

88AB6

88A10

FS

FS

FS

FS

FS

10

10

10

3,5

4,5

4,5

AL

Amarela

Amarela

Creme

Creme

Creme

4,3

4,3

4,3

4,3

4,9

52

52

52

52

2,8

25

25

25

25

51

Nobrega
(2006) e
Neves
(2007)
Nobrega
(2006) e
Neves
(2007)
Noébrega
(2006) e
Neves
(2007)
Nobrega
(2006) e
Neves
(2007)
Nobrega
(2006) e
Neves
(2007)

..cont...
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TABELA 1 Cont.

Estirpe  Origem®

D@

Dia.®

Cor®

Ind®

Caracteristica

pH(B)

A0

m%™®)

Ref

88AC2 FS

88C3 P

95C5 P

95C3 P

95B9 P

10

10

10

10

1,2

2,5

2,5

Incolor

Branca

Creme

Creme

Creme

Sim

4,9

4,9

4,9

4,9

4,9

2,8

2,8

2,8

2,8

2,8

51

51

51

51

51

Nobrega
(2006) e
Neves
(2007)
Nobrega
(2006) e
Neves
(2007)
Nobrega
(2006) e
Neves
(2007)
Nobrega
(2006) e
Neves
(2007)
Nobrega
(2006) e
Neves
(2007)

..cont...
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TABELA 1 Cont.

Estirpe  Origem®  D®@ Dia®  pH®  Goma®  Cor® Ind® Caracteristica Ref
pH(B) A|+3(9) m%(lo)

Nobrega

95B10 P 10 35 A M Creme  Néo 4,9 2.8 51 (2000)¢

Neves

(2007)

WOrigem: M1- Monocultura feijio. C1- Capoeira, recobrimento natural de 3 anos. C3- Capoeira de 5 anos, arvores bem
desenvolvidas. P1- Pastagens de 10 anos,com arvores e tocos. P2- Pastagens limpa com presenca de tocos. A2- Sistema agroflorestal.
RM- recém minerado e ndo reabilitado. BG2-Braquiaria e guandu 2 anos. M10- Espécies nativas 10 anos. BCG6- Bracatinga e capim
gordura 6 anos. FS- Floresta secundaria. P- Pastagem. @Tempo para aparecimento de coldnias isoladas. ®Diametro da colonia
em mm. “pH: modificacdo do pH do meio de cultivo: N: neutro, AL: alcalino, A: 4cido. ®Goma: A: abundante, M: moderado, P:
pouco. ©Cor da col6nia apés maximo crescimento. ’Ind: Absorcéo do indicador. ®pH: pH do solo onde a estirpe foi isolado. @A
concentracdo de aluminio no solo onde a estirpe foi isolado em cmol, dm®.“"m%: saturagdo por aluminio onde a estirpe foi
isolada.*YRef: Trabalhos originais de selegdo e identificagio das estirpes.



As trés estirpes recomendadas como inoculante para o caupi sdo; A UFLA 03-84
caracterizada como Bradyrhizobium sp., isolada de solos de Rondbnia, a INPA
03-11B, caracterizada como Bradyrhizobium elkanii,isolada de solos de
Manaus-AM e a BR 3267 caracterizada como Bradyrhizobium sp, isolada no
semi-arido brasileiro.
Para avaliacao da eficiéncia simbidtica das 31 estirpes em associagdo com caupi,
dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo no Departamento de
Ciéncia do Solo - DCS/UFLA, um em vasos de Leonard com solucdo nutritiva e
outro em vasos com solo. Um terceiro experimento também foi conduzido em
vasos de Leonard no mesmo local com objetivo de determinar o nimero mais
provavel de rizobios nativos do solo e avaliar sua eficiéncia simbidtica em
associagao co caupi.

Para identificacdo das estirpes, as mesmas foram submetidas a
amplificacdo do gene rDNA 16S, pela técnica da PCR (polymerase chain
reaction) e, posteriormente, sequenciadas, e as sequéncias amplificadas

comparadas ao GenBank.

3.2 Experimento 1

O primeiro experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia
do Solo DCS/UFLA em vasos-de-Leonard (Vincent, 1970), em casa de
vegetacdo entre os dias 25/06 e 16/08/2007. O delineamento estatistico utilizado
foi o inteiramente casualizado (DIC), com trés repeticdes e 33 tratamentos. Os
tratamentos foram as 28 estirpes que foram cultivadas em meio 79 (Fred &
Waksman, 1928) e mantidas sob refrigeracdo (a 4°C e a -80°C). Outras trés
estirpes foram utilizadas como controle: UFLA03-84, INPA03-11B e BR 3267,
também mantidas sob refrigeracdo (a 4°C e a -80°C), aprovadas pelo MAPA
para a cultura do feijdo caupi. Os outros tratamentos foram duas testemunhas

ndo inoculadas, uma sem nitrogénio mineral e outra com nitrogénio mineral. O
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nitrogénio foi aplicado em 3 parcelas, com intervalos de 10 dias, num total de
210 mg de N (NH4NQO3) por vaso.

A parte superior dos vasos de Leonard foi composta de uma mistura 1:1
de areia (250mL) e de vermiculita (250mL) e a inferior, por solucdo nutritiva de
Jensen modificada (K,HPO,4 0,2 g L™; MgSO,7H,0 0,2 g L™, NaCl 0,2 g L™,
CaHPO, 1 g L™, FeCl;.6H,0 0,1 g L™; HsBO3 2,86 mg L™*; MnS0,.4H,0 2,03
mg L™ ZnS0,.7H,0 0,22 mg L*; CuS0,.5H,0 0,08 mg L™ e Na,M00O4.H,0
0,09 mg L) diluida quatro vezes. Apds o preparo das solugdes nutritivas e dos
vasos, estes foram autoclavados por uma hora uma pressdo de 1,5 kg/cmz, a
127°C. As sementes de caupi foram desinfetadas superficialmente com alcool
98,2° por 30 segundos e hipoclorito de s6dio a 2% por dois minutos. Em
seguida, as sementes foram lavadas seis vezes com agua destilada esterilizada
para retirada de residuos dos tratamentos anteriores. Apds esses procedimentos,
as sementes foram imersas em &gua destilada esterilizada, por 2 horas.
Posteriormente foram colocadas para germinar em placas de petri com papel
filme e algoddes umedecidos estéreis, a 28°C em camara de crescimento.

A cultivar de feijdo caupi utilizada no experimento foi a BR-17
Gurguéia, resistente ao virus Cowpea Golden Mosaic Virus (CpGMV), obtidas
da Embrapa Meio Norte, Teresina - Pl. Apds a assepsia e desinfestacdo das
sementes, foram utilizadas quatro sementes pré-germinadas por vaso e em cada
uma foi inoculado 1 mL de cultura bacteriana, crescida no meio 79 semi-solido,
na fase log de seu crescimento (quatro dias de cultivo a 28°C e sobre agitacao),
apresentando, aproximadamente, 10° células por semente. Na testemunha sem
inoculagdo e sem adicdo de nitrogénio mineral foi inoculado apenas 1 mL de
meio 79 estéril. Decorridos 10 dias apds a germinacdo, foi feito o desbaste,

deixando-se duas plantulas por vaso.
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Apo6s a semeadura, na superficie do vaso foi colocada uma camada fina
de mistura esterilizada de areia, benzeno e parafina (proporcéo de 5:1:0,015,
respectivamente), com a finalidade de evitar possiveis contaminacdes.

Os niveis de solucdo nos vasos foram repostos periodicamente com
solucdo nutritiva de Jensen estéril. Ap6s 52 dias no maximo, florescimentos das
plantas foram colhidas e feitas as seguintes avaliacBes: matéria seca da parte
area (MSPA), nimero de nodulos (NN), matéria seca de nédulos (MSN),
matéria seca de raizes (MSR), eficiéncia relativa (ER%) e acumulo de nitrogénio
na parte aérea (ANPA) por vaso. A Eficiéncia relativa de cada tratamento foi
calculada segunda a expressdo: ER = (MSPA)*100/(MSPA da testemunha com

N mineral).

3.3 Experimento 2

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no DCS/UFLA, de
11/02 a 11/05/2008. Foram utilizados vasos plasticos com capacidade de 5,0
dm?®. O solo utilizado foi um Cambissolo (EMBRAPA, 2006) coletado no
municipio de ltutinga - MG, com cobertura vegetal de Brachiaria e sem
ocorréncia de plantio de leguminosa, coletado na camada aravel (0 a 20 cm),
seco ao ar, destorroado, homogeneizado e passado em peneira de 4 mm antes de
ser usado como substrato. Suas caracteristicas quimicas se encontram na Tabela
2.
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TABELA 2 Resultado da analise quimica da amostra de solo (0 a 20 cm de
profundidade) antes da adubac&o®.

Caracteristica Unidades Valores
pH em H,0 (1:2,5) 5,8
P (F6sforo Mehlich 1) mg.dm™ 2,3
K (Potassio Mehlich I) mg.dm™ 58
Ca cmol,dm’ 1,5
Mg cmol.dm’® 0,8
Al cmol.dm™ 0,0
H+ Al cmol,dm’ 2.9
S.B cmol,dm? 25
T cmol,dm’ 5,3
T cmol.dm™ 25
M % 0,0
Vv % 45,8
Matéria Organica dag.kg™ 3,0

Andlise realizada pelo Laboratorio do Departamento de Ciéncia do Solo da UFLA. S.B=soma de
bases. T= Capacidade de troca de cations a pH 7. t= Capacidade efetiva de troca de cations. m=
Saturagéo por aluminio. V= Saturagdo por bases.

O célculo da dose de calcario foi realizado segundo método de saturacao
por bases, de modo a elevar a saturacdo para 60%. O calcario foi aplicado 30
dias antes da semeadura mantendo a umidade do solo para que a reacdo
ocorresse. Em todas as parcelas foi efetuada uma adubacdo com 300; 300; 40;
0,8; 1,5 3,6; 50 e 0,15 mg dm® de K, P, S, B, Cu, Mn, Zn e Mo,
respectivamente (Malavolta et al., 1989).

20



O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com
seis repeticdes e 12 tratamentos: as estirpes que obtiveram o melhor desempenho
no experimento em vasos-de-Leonard, além das trés estirpes recomendadas
como inoculante para caupi e duas testemunhas ndo inoculadas, uma sem
nitrogénio mineral e outra com nitrogénio mineral (500mg vaso™ fonte
NH;NOs), parcelados em duas aplicagfes (na semeadura e 20 dias apds a
emergéncia). Neste ensaio as plantas foram coletadas em duas etapas. Na
primeira, trés repeticdes foram coletadas no méximo florescimento das plantas
para as seguintes avaliagdes: matéria seca da parte area (MSPA), nimero de
nodulos (NN), matéria seca de nédulos (MSN), matéria seca de raizes (MSR),
eficiéncia relativa (ER%) e acimulo de N na parte aérea por vaso (ANPA).

As outras trés repeticdes foram conduzidas até a producdo de gréos,
quando foram avaliadas as seguintes variaveis: nimero de vagens, ndmero de
gréos e peso de graos por vaso, além do teor e acimulo de nitrogénio nos graos.
O peso de gréos foi corrigido para 13% de umidade segundo a formula: W2=
[(100 - A)/100 - B)] x W1, onde, W1 é peso final, W2 é peso inicial, A € teor de
agua inicial e B e teor de agua final.

3.4 Experimento 3

Com o objetivo de verificar o nimero mais provavel rizdbios nativos do
solo do experimento 2, esse terceiro experimento foi conduzido em vasos de
Leonard (Vincent, 1970), no Laboratério de Microbiologia do Solo DCS/UFLA
nos meses de fevereiro e marco 2008, utilizando o mesmo cultivar de feijao
caupi dos experimentos anteriores.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, com
trés repeticBes e oito tratamentos. Os tratamentos foram as inocula¢fes com 1
mL da suspensdo de solo das diluicbes seriadas 10" a 10° mais duas

testemunhas, uma com adicdo de N mineral e sem inoculacdo e outra sem N
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mineral e também sem inoculacdo. O nitrogénio foi aplicado ao tratamento
correspondente em trés parcelas com intervalos de 10 dias, totalizando 210 mg
de N-NH4NO; por vaso.

A parte superior dos vasos de Leonard continha uma mistura de 1:1 de
areia (250 mL) e vermiculita (250mL), enquanto a inferior continha solucéo
nutritiva de Jensen modificada (K;HPO, 0,2 g L™*; MgS0O,7H,0 0,2 g L™, NaCl
02 g L* CaHPO, 1 g L*, FeCl3.6H,0 0,1 g L*; HsBO; 2,86 mg L™
MnS0O,.4H,0 2,03 mg L?; ZnS0,.7H,0 0,22 mg L™; CuSO45H,0 0,08 mg L™
e Na,Mo00O4.H,0 0,09 mg L'l) diluida quatro vezes, autoclavada por 30 minutos
a 1,5 kg/cm?, e a 127°C. Ap6s o preparo dos vasos, estes foram autoclavados
por uma hora, a pressao de 1,5 kg/cmz, eal27°C.

As sementes de caupi foram desinfestadas superficialmente com alcool
98,2° por 30 segundos e hipoclorito de s6dio a 2% por dois minutos. Em
seguida, as sementes foram lavadas seis vezes com agua destilada esterilizada
para retirada de residuos dos tratamentos anteriores. Apds esses procedimentos,
as sementes foram imersas em &gua destilada esterilizada, por 2 horas.
Posteriormente foram colocadas para germinar em placas de petri com papel
filme e algoddes umedecidos estéreis, a 28°C em camara de crescimento.

Foram semeadas quatro sementes por vaso e posteriormente foi feita a
inoculacdo de cada semente com 1 mL da solucdo proveniente das dilui¢bes
seriadas.

Também foi colocada, sobre a superficie do vaso, uma fina camada de
mistura esterilizada de areia, benzeno e parafina (proporcdo de 5;1;0,015,
respectivamente), com finalidade de evitar possiveis contaminacdes.

Manteve-se 0 nivel de solugdo nutritiva nos vasos, repondo
periodicamente com solucdo autoclavada. Decorridos 10 dias apés a
germinacdo, foi feito o desbaste, deixando duas plantas por vaso. As plantas

foram colhidas por ocasido do florescimento para determinacdo da nodulagéo
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(contagem e matéria seca), matéria seca da parte aérea e para o isolamento das
bactérias nativas presentes nos nédulos.

Para a estimativa do nimero mais provavel (NMP) de células de
rizébios nas trés amostras coletadas, considerou-se positivo para presenca e
negativo para auséncia, em cada diluicdo usando o programa MPNES (most

propable number estimate) (Woomer et al., 1988).

3.5 Amplificacéo e sequienciamento parcial do gene do RNA ribossomal 16S

Os 28 isolados utilizados neste estudo foram submetidos ao
sequienciamento do gene rDNA 16S. Para isto, col6nias isoladas foram retiradas
e colocadas em tubos “eppendorf” contendo 1000 uL de agua ultra pura estéril e
aquecida por 10 minutos, a 95°C. Estas amostras foram diluidas 10 vezes e uma
aliquota de 10 uL foi utilizada para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
para um volume final de 50 uL por reacdo. A concentracdo final dos reagentes
por reacdo foi de 0,2 uM de cada oligonucleotideos iniciadores 27F
(BAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT),
2,5 mM de cloreto de magnésio, tampdo 1X para PCR, 0,2 uM de cada dNTP e
0,02 U Tag DNA polimerase (Platinum™ Tagq DNA polimerase, Invitrogen). A
reacdo de amplificacdo foi realizada no Eppendorf Mastercycler®, Alemanha. As
temperaturas do ciclo de amplificacdo foram: desnaturacdo inicial de 94°C, por 5
min.; 30 ciclos de desnaturagdo (94°C por 40 s), anelamento (55°C por 40 s),
extensdo (72°C por 1,5 min); e uma extensdo final de 72°C por 7 min. Os
produtos de amplificagdo do gene 16S rDNA foram analisados em gel de
agarose 1,5% (p/v), com tampéao TAE e depois corado em brometo de etideo (5
ng mL™), para confirmar a amplificagdo. O produto amplificado foi purificado
utilizando o kit Mantage PCR Millipore, de acordo com as instrugbes do
fabricante. O sequenciamento foi realizado utilizando-se o oligonucleotideo

iniciador 27F e o DYEnamic™ ET dye terminator cycle sequencing Kit
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(AmershamBioscience), seguindo as instrugdes do fabricante. As amostras
foram entdo submetidas ao seqiienciamento no 3730xI sequencer. As seqiiéncias
obtidas foram comparadas as existentes no banco de dados GenBank para a

possivel identificacdo das espécies.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1

No experimento conduzido em vasos de Leonard quatro grupos foram
formados em relagdo a média de producdo da matéria seca da parte aérea
(MSPA) pelas plantas de caupi. (Figura 1).

]

MSPA (g/vaso)
w
o
o

FIGURA 1 Matéria seca da parte aérea dos tratamentos inoculados com
diferentes estirpes no feijdo caupi cv BR17-Gurgueia. Letras
iguais indicam médias de um mesmo grupo pelo teste de Skott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

No primeiro grupo situou-se somente o tratamento que recebeu
adubacdo nitrogenada, sendo este, superior aos demais tratamentos. No segundo
situaram-se dois os isolados UFLA 3-164 e UFLA 3-153, com valores de MSPA

que representam reducGes de 28,05% a 39%, respectivamente, em relacdo a
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testemunha nitrogenada. O terceiro grupo foi formado pelas estirpes
recomendadas como inoculantes para a cultura do caupi (UFLA 03-84, INPAO3-
11B e BR 3267) mais cinco isolados (UFLA 3-154, UFLA 3-162, 83C3, UFLA
3-165 e UFLAO04-0885), cuja MSPA foi maior que a da testemunha sem
nitrogénio, porém inferior aos isolados do segundo grupo. O quarto grupo foi
formado pelas estirpes que ndo obtiveram efeito significativo em resposta a
inoculacao.

Quanto ao numero de nodulos, observa-se que os sete isolados citados
acima mais as estirpes referéncia apresentam valores superiores, juntamente com
outros onze tratamentos. As testemunhas sem inoculagdo (com nitrogénio
mineral e sem nitrogénio mineral) ndo apresentaram nddulos, indicando que nao

houve contaminacdo no experimento (Figura 2).
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2 Numero de noédulos dos tratamentos inoculados com diferentes
estirpes no feijdo caupi cv BR17-Gurgueia. Letras iguais indicam
médias de um mesmo grupo pelo teste de Skott-Knott ao nivel de
5% de probabilidade

Analisando a matéria seca de nodulos, verifica-se que dentre os sete

isolados que se destacaram quanto a MSPA, somente os isolados UFLA 3-164 e

UFLA 04-0885 ndo se encontraram no grupo dos maiores valores médios

(Figura 3).
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FIGURA 3 Matéria seca de nddulos dos tratamentos inoculados com diferentes
estirpes no feijdo caupi cv Brl7-Gurgueia. Letras iguais indicam
médias de um mesmo grupo pelo teste de Skott-Knott ao nivel de
5% de probabilidade.

Em relacdo & matéria seca de raizes (MSR) ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos. A eficiéncia relativa mostrou que cinco
isolados (UFLA 3-164, UFLA 3-153, UFLA 3-154, UFLA 3-162 e UFLA 3-
165) obtiveram valores médios que nao diferiram da testemunha que foi
inoculado com a UFLAO03-84, e das INPA03-11B e BR 3267, mas inferiores a
testemunha que recebeu adubacdo nitrogenada (C/N) e superiores aos demais

tratamentos (Figura 4).
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FIGURA 4 Eficiéncia relativa dos tratamentos inoculados com diferentes
estirpes no feijdo caupi cv BR17-Gurgueia. Letras iguais indicam
médias de um mesmo grupo pelo teste de Skott-Knott ao nivel de
5% de probabilidade

Analisando o acumulo de nitrogénio na parte aérea, observa-se que 0s
isolados UFLA 3-164 e UFLA 3-153 apresentaram resultados médios que nédo
diferiram da testemunha que recebeu adubacdo nitrogenada, outros quatro
tratamentos, os isolados UFLA 3-154, UFLA 3-162, 83C3 e UFLA 3-165
ficaram no mesmo grupo da testemunha inoculada com a estirpe UFLA 03-84
(Tabela 5).
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FIGURA 5 AcUmulo de nitrogénio na parte aérea dos tratamentos inoculados
com diferentes estirpes do feijdo caupi cv BR17-Gurgueia. Letras
iguais indicam médias de um mesmo grupo pelo teste de Skott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

MSPA correlacionou-se positivamente com MSN (r:0,42; p<0,01), com
Efr (r:0,91; p>0,01) e com acumulo de N (r:0,93; p<0,01). Fernandes et al.
(2003), também encontraram correlacdes positivas entre MSPA e MSN.
Correlagdo positiva também foi encontrada entre MSN e acimulo de N (r:0,56;
p<0,01) corroborando com dados de Ddbereiner et al. (1966), Fernandes &
Fernandes (2000) e Lima et al. (2005).

Esses resultados obtidos sugerem que as estirpes isoladas de area de
mineracdo de bauxita, a (UFLA 3-164, UFLA 3-153, UFLA 3-154, UFLA 3-165
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e UFLA 3-162), a estirpe isolada de pastagem na Amazonia, a (83C3) e a estirpe
(UFLA 04-0885) isolada de pastagem em Ji-Parana, RO, apresentam valores
médios satisfatérios de MSPA, podendo ser indicada a novos experimentos em
busca de inoculantes mais eficientes em fixar nitrogénio quando em simbiose

com a cultura do feijao caupi.

4.2 Experimentos 2 e 3

No experimento conduzido em casa de vegetacdo, em vasos com solo, as
estirpes UFLA 3-164, UFLA 3-154 e UFLA 3-153 se destacaram em promover
uma maior producdo de matéria seca da parte aérea (MSPA), com valores
médios que ndo diferiram da testemunha que recebeu adubacdo nitrogenada e de
uma estirpe referéncia recomendada como inoculante pelo MAPA, a INPA 03-
11B. (Tabela 3).

Em relacdo ao nimero de nodulos, dentre as estirpes citadas, somente a
estirpe UFLA 3-153 apresentou maiores valores médios, situando-se no mesmo
grupo que a BR 3267. Ja a estirpe UFLA 3-154 ficou em grupo inferior, mas ndo
diferiu da estirpe INPA03-11B. (Tabela 3).

No que diz respeito a matéria seca de nodulos, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, exceto para a testemunha que recebeu
adubacdo mineral com nitrogénio, a qual apresentou poucos nédulos e pequenos.
Quanto a matéria seca de raizes, ndo houve diferencas estatisticas entre os
tratamentos (Tabela 3).

Quanto a eficiéncia relativa, os estipes UFLA 3-164, UFLA 3-154 e
UFLA 3-153 apresentaram 0s maiores valores médios e situaram-se no mesmo
grupo de INPA03-11B e da testemunha que recebeu adubagdo mineral (Tabela
3). Valores semelhantes foram encontrados por Lacerda et al. (2004), ja que as

estirpes por eles estudadas situaram-se no mesmo grupo que a INPA 03-11B.
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O acumulo de nitrogénio na parte aérea foi maior na testemunha que
recebeu adubacdo nitrogenada, diferindo dos demais tratamentos (Tabela 3).

Deve ser mencionado ainda que neste experimento com solo, que a
testemunha sem nitrogénio mineral e sem inoculagdo apresentou valores médios
de MSPA, NN, EFr e ANPA que ndo diferiram das estirpes BR 3267 e UFLA
03-84 (Tabela 3).

TABELA 3 Valores médios de matéria seca da parte aérea (MSPA) (g vaso %),
namero de nédulos por vaso (NN), matéria seca de nédulos (MSN)
(mg vaso ), matéria seca de raizes (MSR) (mg vaso ™), Eficiencia
relativa (Efr %), Acimulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA)
(mg vaso™) do feijéo caupi cv BR17-Gurgueia.

MSPA MSN MSR ANPA
Tratamento (g vaso NN (mg (mg EF%  (mgvaso
b vasol)  vasol) b

BR 3267 13,04b 14500a 456,60a 229,00a 74,97b 34500b
UFLA03-84 13,23b 94,00b 560,00a 249,00a 76,26b 375,00b
UFLA3-165 13,27b 97,00b 453,30a 255,00a 76,65b 306,37b

S/N 14,06 b 38,00c 416,60a 260,00a 81,09b 330,00b

UFLAO4- 1433b 72,00b 553,30a 248,00a 8285b 29290b

0885

83C3 1436b 119,00 463,00a 237,00a 83,00b 19520b
b

UFLA 3-162 14,65b 90,00b 546,00a 250,00a 84,47b 341,00b

UFLA 3-153 15,38a 210,00a 533,00a 252,00a 88,26a 186,00b

...Continua...
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TABELA 3 Cont.

MSPA MSN MSR ANPA
Tratamento (g vaso NN (mg (mg EF%  (mgvaso
D) vaso?)  vaso) b

UFLA 3-154 1580a 49,00c 336,60a 236,00a 91,10a 316,00b

UFLA 3-164 16,39a 120,00 536,60a 279,00a 94,39a 313,38b

b
INPAO3-11B 16,55a 102,00 533,00a 302,00a 9513a 469,00b
b
CIN 17,43a 6,00d 0,00b 229,00a 100,00 719,40a
a
CV% 7,01 34,37 32,56 10,41 10,77 23,38

TABELA 3 Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, segundo teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Valores semelhantes aos da testemunha que ndo recebeu inoculacéo e
adubacdo mineral podem ser explicados pela populacdo de rizébios nativos no
solo que no presente trabalho se mostrou alta e eficiente, com valores que
variaram de 2 x 10° a 4 x 10° UFC por grama de solo. Esses valores podem ser
encontrados em solos, uma vez que a populacdo nativa de rizébios pode ser de
10" UFC por grama de solo (Hirsch, 1996). Martins et al. (2003) encontraram
valores de 10* UFC por grama de solo apds segundo ano de inoculacdo de
rizébios na cultura do caupi.

Pode se observar na Tabela 4 que até a diluici010?, a producdo de
matéria seca da parte aérea (MSPA) foi semelhante a da testemunha que recebeu
adubacdo nitrogenada. Em todas as repeti¢fes, exceto para as testemunhas com
nitrogénio mineral e sem nitrogénio mineral, houve noédulos, indicando alta
densidade de rizébios no solo e mostrando que ndo houve contaminacdo do
experimento.
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TABELA 4 Valores médios de matéria seca da parte aérea (MSPA) (g vaso %),
nimero de nodulos por vaso (NN), matéria seca de nédulos (MSN)
(mg vaso ), matéria seca de raizes (MSR) (mg vaso ™).

Tratamentos MSPA (mg vaso™) NN MSN (mg vaso
1
)
S/N 163,00 b Oc 0,00 c
Diluicéo 10° 290,00 b 31,00 b 20,00 c
Diluicdo 107 443,00 b 32,00 b 26,00 c
Diluicdo 10 570,00 b 44,00 b 73,33 b
Diluicdo 107 966,00 a 47,00 b 83,33b
C/N 1393,00 a Oc 0,00 c
Diluicéo 10 1396,00 a 92,00 a 73,33 b
Diluicdo 10™ 1720,00 a 98,00 a 140,00 a
CV (%) 39,31 49,50 56,52

TABELA 4 Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, segundo teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Para se de obter evidéncias de que foram as estirpes inoculadas no

experimento em vasos com solo que promoveram a maior producdo de matéria
seca da parte area (MSPA\) das estirpes UFLA 3-153, UFLA 3-154, UFLA 3-164

e INPA03-11B, uma comparacao entre os padrdes de infeccdo das raizes pelas

bactérias foi observado, como mostra as Figuras 6 a 9. A Figura 6 mostra as

raizes da testemunha que recebeu adubacdo mineral e ndo apresentou nédulos,

sendo esta uma forma de inibi¢&o de nodulacéo por rizébios nativos.
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FIGURA 6 Raizes de plantas que nao foram inoculadas e receberam adubacao

nitrogenada.

A Figura 7 mostra o padrdo de nodulacdo da testemunha que nao
recebeu adubacéo mineral e néo foi inoculada. Observa-se que as infeccdes pelas
bactérias nativas do solo foram dispersas por todo o sistema radicular, diferindo
das testemunhas que foram inoculadas com as estirpes citadas acima, que
apresentaram padrdo de infeccdo na base do coleto das raizes, como mostra as
Figuras 8 e 9.
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FIGURA 7 Raizes de plantas que ndo foram inoculadas e ndo receberam
adubacdo nitrogenada.
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INPAOS3-

FIGURAS 8 e 9 Raizes de plantas que foram inoculadas e ndo receberam

adubacdo nitrogenada
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N&o houve diferencas significativas entre 0s nos tratamentos em relagéo
a nimero de vagens, nimero de grdos, peso de grdos e acimulo de nitrogénio

nos graos (Tabela 5).

TABELA 5 Valores médios de nimero de vagens, nimero de sementes, peso de
sementes e acumulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA) (mg vaso’
1) do feijdo caupi cv BR17-Gurgueia.

Tratamento Nuamero de NUmero de Peso de ANPA
vagens sementes sementes (g)
(13%) (mg/vaso)
83C3 6,0a 96,0a 7,60 a 3,80a
SIN 7,0a 96,0 a 7,55a 3,78 a
38C6 70a 87,0a 6,93 a 3,46 a
ST8-85 70a 97,0 a 7,77 a 3,88 a
48C5 70a 101,0a 7,19a 3,60 a
C/N 8,0a 94,0 a 9,13 a 457 a
INPA 03- 8,0a 105,0 a 7,50 a 3,75a
11B
47C8 8,0a 107,0a 7,53 a 3,77 a
UFLA 03-84 8,0a 103,0a 7,16 a 3,58a
42C8 8,0a 1140 a 8,51la 4,26 a
46C5 8,0a 101,0a 6,83 a 342a
BR 3267 9,0a 106,0 a 7,69 a 3,84a
CV% 14,05 11,92 12,50 12,50

TABELA 5 Em cada coluna, médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo, segundo teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Lacerda et al. (2004), também nado encontram diferengas no rendimento
de grdos entre os isolados testados em campo, em comparacdo a testemunha
nitrogenada sem inoculag@o, mostrando alta eficiéncia entre os rizébios nativos.
Somente a testemunha sem nitrogénio e sem inocula¢do mostrou-se inferior aos
demais, mas com valores bem préximos, decaindo 28% em relacdo a testemunha
nitrogenada. Este resultado é corroborados pelos de Nascimento et al. (2008),
gque mostraram alta eficiéncia entre os rizébios nativos quando comparados a

testemunha que recebeu adubacdo mineral com nitrogénio.

4.3 Amplificacdo e seqlienciamento parcial do gene 16S do DNA ribossomal

Todos os isolados foram submetidos ao sequenciamento do gene 16S
rDNA e seqliéncias mais similares dos 15 deles foram comparadas no GenBank
(Tabela 6).

Dos 15 isolados utilizados nos experimentos, cinco apresentaram
similaridade com o género Bradyrhizobium. Destes, os isolados UFLA 3-163 e
UFLA 3-162 e UFLA 3-164 apresentam 99 a 100% similaridade com a espécie
Bradyrhizobium elkanii. Os isolados 83C3 e UFLAO04-0321 apresentaram 100%
similaridade com Bradyrhizobium japonicum. O isolado UFLA 3-172
apresentou-se com 99% de similaridade a Bradyrhizobium sp. Dos isolados
citados acima, os que apresentaram similaridade com Bradyrhizobium elkanii
foram isolados em areas de mineracdo de bauxita. O isolado 83C3 é proveniente
de pastagem da Amazobnia e o isolado UFLA04-0321 de capoeira também da
Amazénia; Hungria et al. (2003), caracterizando isolados dos tabuleiros
costeiros de Sergipe a partir de caupi também encontraram bactérias do género
Bradyrhizobium ap6s analise do gene 16S rDNA.

Outros seis isolados apresentaram similaridade com o género
Burkholderia. Destes, os isolados UFLA 3-154, 88A10, UFLAO04-1309,
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UFLA04-0110 e UFLAO04-0546, apresentaram similaridade com a estirpe
Burkholderia sp. LMG 16307 e o isolado 95C3 com a estirpe Burkholderia
cepacia strain M45, todos com 100% de similaridade. Os isolados 90A8 e
95B10 com 99% de similaridade, foram semelhantes ao género Pseudomonas,
sendo o isolado 90A8 similar a estirpe Pseudomonas luteola strain FR2_MS17c¢
e o isolado 95B10 similar a Pseudomonas fluorescens strain EvS4-B1.

O isolado 95C5, com 99% de similaridade foi semelhante a estirpe
Enterobacter aerogenes strain HC050612-1. Resultados apresentando alta
diversidade de isolados obtidos da regido Amazdnica também foram
encontrados por Neves (2007), e em areas recuperadas ap6s mineracdo de
bauxita, por Melloni et al. (2006).

Outras duas estirpes, a 88AB3 e a 88AB10A, ja se conhecia as
sequéncias do trabalho realizado por Neves (2007).

Foi observado que o seqilienciamento parcial do gene 16S rDNA é uma
técnica que melhor descreve a identificacdo da bactéria. Motta (2002), por
caracteristicas culturais, descreve suas estirpes como Bradyrhizobium, mas

através do seqiienciamento uma espécie diferente foi encontrada.
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TABELA 6 Sequéncia mais similar encontrada no GenBank em relacdo a

sequéncia parcial do gene 16S rDNA de cada isolado.

Isolado Score(Bits) Identificagdo mais provavel no GenBank
Espécie Acesso Similaridade
UFLA 3- A
172 439 Bradyr:F:ZOb'“m gb|FJ193703.1 100
UFLA 3- .
737 Burkholderia
gb|AF215706.1
154 sp. LMG 16307 b|AF215706.1 100
UFLA 3- 671 Bradyrhizobium
163 elkanii strain gb|FJ025139.1 99
SEMIA 6397
UFLA 3- 637 Bradyrhizobium
162 elkanii strain gb|FJ025139.1 100
SEMIA 6397
UFLA 3- 793 Bradyrhizobium
164 elkanii strain gb|FJ025139.1 99
SEMIA 6397
Bradyrhizobium
83C3 536 japonicum
: g .
strain SEMIA b|FJ025098.1 100
6439
88A10 781 Burkholderia AF215706.1 100
sp. LMG 16307
90A8 125 Pseudomonas -\ jgagr5g1 1 99
luteola strain
FR2_MS17c
95B10 188 Pseudomonas 1596759 1 99
fluorescens
strain EvS4-B1l
Enterobacter
95C5 820 aerogenes bIEU047701.1 99
strain gblEU047701.1
HC050612-1
858 Pantoea
88AB3 agglomerans AY941838 99%
strain XW123
...Cont...
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TABELA 6 Cont.

Isolado Score(Bits) Identificagdo mais provéavel no GenBank
Espécie Acesso Similaridade
88AB10A 823 B”rk';g'de”a DO777739 98%
UFLAO04- .
815 Burkholderia
gb|AF215706.1
1309 sp. LMG 16307 b|AF215706.1 99
UFLAO04- 797 Burkholderia
0110 sp. LMG 16307 gb|AF215706.1 100
Bradyrhizobium
UFLAO04- 120 japonicum gb|FJ025100.1 100
0321 strain SEMIA
6154
Burkholderia
U'BLS':‘g‘l 731 sp. LMG 16307 gb|AF215706.1 100
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5 CONCLUSOES

As estirpes UFLA3-164, UFLA3-153 e UFLA3-154 apresentaram alto
desempenho em fixar nitrogénio com a cultura do caupi, podendo ser indicadas
para experimentos de campo.

O solo utilizado no experimento apresenta alta densidade de riz6bios
nativos, existindo entre eles isolados com potencial de fixar nitrogénio em
associagdao com a cultura do caupi.

Isolados obtidos de area de mineragdo de bauxita destacaram-se em
promover uma maior producdo de matéria seca da parte aérea (MSPA).

Bactérias do género Burkholderia também podem apresentar alta

eficiéncia em fixar nitrogénio com a cultura do caupi.
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