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RESUMO
AVALIACAO DE CULTIVARES DE FEIJAO-CAUPI QUANTO A EFICIENCIA
PARA FIXACAO BIOLOGICA DE NI:I'ROGENIO COM ESTIRPES ISOLADAS DE
SOLOS DO SEMIARIDO DE PERNAMBUCO

Devido as condi¢cdes de adaptabilidade e valor nutritivo, o feijao-caupi (Vigna
unguiculata) tornou-se importante fonte de proteina em algumas regides do pais,
permitindo ampla perspectiva no agronegécio brasileiro. Esta leguminosa granifera
possui alta capacidade de fixar N em simbiose com bactérias fixadoras de
nitrogénio, da qual podem dispensar total ou parcialmente os fertilizantes
nitrogenados, o que reduz os custos de producdo, além de servir como alicerce ao
programa de melhoramento vegetal. A avaliacdo de populacdes nativas destas
bactérias em cultivares de feijdo-caupi permite a selecdo de estirpes eficientes,
adaptados as condic¢des locais, resultando no aumento de produtividade do feijao-
caupi. Este trabalho tem como objetivo avaliar a eficiéncia simbiética de popula¢bes
rizobianas, provenientes de solos do semiarido pernambucano (Brazil), como
método mais eficiente para selecdo de estirpes rizobianas para recomendacao para
producdo de inoculantes em trés variedades de feijdo-caupi: BRS Marataoa, BRS
Guariba e IPA 206. Amostras de solos foram coletadas na camada de 0-0,1m de
profundidade em diferentes municipios pernambucanos, provenientes de dois
grupos de solos, um com alta fertilidade e outro de baixa fertilidade. Um experimento
foi conduzido para a obtencdo de nodulos para isolamento e os isolados foram
caracterizados morfologicamente em meio YMA. Os indices de diversidade de
Shannon-Weaver, dominancia de Simpson, riqueza de Margalef e uniformidade de
Pielou, foram calculados para cada grupo de solo. As populacdes de rizobios foram
avaliadas em vasos de Leonard em casa de vegetacdo utilizando o delineamento
experimental de blocos casualizados com quatro repeticbes. As necessidades
nutricionais do feijdo-caupi foram supridas com solucao nutritiva. Foram observadas
e avaliadas as seguintes variaveis: Massa seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSR),
namero (NN) e massa de nédulos secos (MSN), acumulo de nitrogénio na parte
aérea (ANPA) e eficiéncia relativa (ER). Estas variaveis foram submetidas a analise
de variancia com as médias comparadas pelo teste de Skott Knott a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa estatistico SISVAR 5.3. A maioria dos
isolados mais eficientes foram oriundos do grupo de solo de baixa fertilidade, com
destaque para o isolado 49. A menor diversidade rizobiana no grupo de solo de alta

fertilidade pode ter sido devida a uma menor dependéncia destas plantas da fixacao
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biologica de nitrogénio enquanto os solos menos férteis podem ter efetuado uma
presséo seletiva, permanecendo os isolados mais eficientes. A cultivar BRS Guariba
apresentou maior desempenho na eficiéncia relativa, demonstrando uma boa

especificidade simbidtica entre as estirpes.

Palavras-chave: inoculantes, selecéo, especificidade, biodiversidade.
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ABSTRACT

EVALUATION OF COWPEA CULTIVARS FOR BIOLOGICAL NITROGEN
FIXATION WITH STRAINS ISOLATED FROM PERNAMBUCO SEMIARID SOILS

Due to it adaptability and nutritive value, cowpea (Vigna unguiculata) is an
important protein source in some regions of Brazil, with good perspectives in the
Brazilian agribusiness. This pulse, in symbiosis with nitrogen fixing bacteria, has a
high nitrogen fixation potential, and may dispense completely or partially nitrogen
fertilizers, reducing production costs. The evaluation of native populations of these
bacteria in cowpea cultivars allows the selection of efficient strains, adapted to local
conditions, and leading to higher cowpea yields. This work aims to evaluate the
symbiotic efficiency of rhizobial populations from Pernambuco State semiarid soils as
a more efficient method for the selection of rhizobial strains for inoculant production,
using three cultivars of cowpea (BRS Marataod, BRS Guariba and IPA 206). Soil
samples were collected from the 0-0.1 m depth layer in different Pernambuco
municipalities from two groups of soil, one high and one low fertility. An experiment
was done to collect nodules for isolation, and isolates were morphologically
characterized in YMA media. Shannon-Weaver’s diversity, Simpson’s dominance,
Margalef's richness and Pielou’s uniformity indexes were calculated for each soil
group. Rhizobial populations were evaluated in Leonard jars in a greenhouse. Shoot
(MSPA), root (MSR) and nodules (MSN) dry masses, nodule number (NN), shoot
nitrogen accumulation (ANPA) and relative efficiency (ER) were determined and
submitted to analysis of variance and means comparison by the Scott-Knott test at
5% probability. Most of the more efficient isolates were from the low fertility soil, in
special isolate 49. The lower diversity from the high fertility soils may be due to a
reduced dependence of the legumes on biological nitrogen fixation, while the higher
dependency of lower fertility soils may have applied a selective pressure towards
more efficient strains. BRS Guariba had higher ER, showing good symbiotic specifity

with the strains.

Keywords: inoculants, selection, specificity, biodiversity
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CAPITULO |

INTRODUCAO GERAL
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Importancia das leguminosas

7

A familia botanica Fabaceae é a terceira maior familia de angiospermas
(Carneiro et al. 2013) expondo representantes herbaceos, arbustivos e arboreos
(Nogueira et al. 2012). Possui distribuicdo cosmopolita, apresentando mais de 650
géneros e aproximadamente 18.000 espécies (Barella & Karsburg 2007). As
leguminosas sdo muito importantes como fonte de N na agricultura, como adubacgéo
verde, na reintegracdo de solos degradados e na pecuaria, e fonte de proteina para
alimentacdo humana (Fontenele et al. 2009). A grande competitividade dessa familia
é devido a sua capacidade de se associar simbioticamente as bactérias fixadoras de
nitrogénio.

A familia Fabaceae apresenta alta capacidade de adaptacdo aos mais
diferentes biomas brasileiros, sua associacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio
permite que em solos pobres em nutrientes, espécies capazes de alcancar
significativas contribuicbes da fixacdo bioldégica de nitrogénio (FBN) podem se
estabelecer e completar seu ciclo com bons niveis de produtividade (Resende et al.
2003).

Uma dessas leguminosas que fixa o nitrogénio em maior quantidade é o
feijado-caupi, extraindo uma quantidade superior a 100 kg de N.ha' (Nascimento et
al. 2012).

1.2. Feijdo-caupi

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) € também conhecido como feijao
macassar, feijio-de-corda e feijio-de-praia, originario da Africa, foi introduzido no
Brasil por volta do século XVI por colonizadores portugueses e espanhois (Freire
Filho et al. 2011).

O caupi € uma leguminosa que apresenta elevado valor protéico, além de
todos os aminoacidos essenciais, superando as propriedades nutritivas do feijao
comum (Freire Filho et al. 2005). Em consequéncia disto, é cultivado principalmente
para a producdo de graos secos ou verdes, visando a utilizagdo humana in natura,
forma de conserva ou desidratado. Pode também ser utilizado como forragem verde,

feno, ensilagem, farinha para alimentagéo animal, adubo verde e prote¢céo do solo
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(Freitas et al. 2013). Seu cultivo, geralmente, € de carater de subsisténcia, sendo
desempenhado por pequenos produtores rurais, principalmente nas regides Norte e
Nordeste, onde constituem o segundo maior mercado de feijao-caupi fora da Africa
(Freire Filho et al. 2011).

A area ocupada com feijao-caupi, no mundo, esta em torno de 12,5 milhdes
de ha, com 64% da area na parte oeste e central da Africa. A outra parte da area
esta localizada na América do Sul, América Central e Asia, com pequenas areas
distribuidas pelo sudoeste da Europa, sudoeste dos Estados Unidos e da Oceania.
Os principais produtores mundiais sao: Nigéria, Niger, Brasil, Mali e Tanzania.
Estima-se, através de dados dos anos 2005 a 2009, que esta cultura tenha sido
responsavel pela geracdo de 1.113.109 empregos por ano no Brasil, fornecendo
suprimento alimentar para 28.205.327 pessoas, e gerando uma producdo anual no
valor de 684.825.333 reais (Freire Filho et al. 2011).

O feijdo-caupi € uma das leguminosas graniferas mais adaptadas a
diferentes condi¢cdes ambientais, possuindo genes de resisténcia a estresses,
conferindo-lhe grande adaptacdo edafoclimética e alta capacidade de fixar N em
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio, formando estruturas denominadas
de nddulos, da qual podem dispensar fertilizantes nitrogenados (Gualter et al. 2011).

A cultura do feijao-caupi geralmente apresenta baixa produtividade. Dentre as
principais causas que restringem a produtividade do feijdo-caupi no Nordeste,
merece grande destaque o emprego de cultivares tradicionais com baixa capacidade
produtiva e ao cultivo sucessivo, ano ap6s ano, onde ocorre uma degeneracao
genética, a cada cultivo e, portanto uma diminui¢do na capacidade produtiva desses
materiais (Santos et al. 2013).

A recomendacdo de cultivares de feijdo-caupi adaptadas as condicdes
ofereceria maior seguranca ao produtor, facilitando a obtencdo de crédito e
aceitacdo do produto no mercado (Santos et al. 2013). Para recomendacéo de
cultivares € necessario avaliar o seu desempenho agrondmico nas condi¢cdes
edafocliméaticas das regifes para onde serdo cultivadas (Santos et al. 2009) e
produtividade, uma vez que as cultivares respondem de forma diferenciada a essas
condicdes (Neves et al. 2011). Atualmente sdo recomendadas para cultivo na regiao
Nordeste mais de dez cultivares de feijdo-caupi. Entre elas, as cultivares BRS Guariba,
BRS Marataoa e IPA-206.

A cultivar BRS Guariba é recomendada para cultivo de sequeiro nos estados

do Piaui e Maranhao. Foi testada principalmente em areas de transicdo caatinga-
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cerrado e cerrado, apresentando uma média de produtividades de 1.475 kg.ha* no
Piaui e de 1.508 kg.ha' no Maranhéo, revelando potencial genético para alta
produtividade (Goncalves et al. 2009).

A cultivar BRS Marataod foi avaliada em uma rede de ensaios na regiao
Nordeste, destacando-se nos estados do Piaui, Paraiba e Bahia. Os ensaios foram
realizados em areas de caatinga, transicdo caatinga-cerrado e cerrado,
apresentando produtividades médias que variaram de 831 kg.ha?! a 1.807.kg.ha?
(Freire Filho et al. 2004)

A cultivar IPA-206 foi recomendada em 1989, destacando-se no estado de
Pernambuco. Demonstrou boa produtividade em regime de sequeiro, irrigado e
conjunto dos ambientes, apresentando respectivamente 680 kg.ha?, 1.487,2 kg.ha
e 1.047,1 kg.ha! (Santos et al. 2007).

1.3. Cultivares de feijao-caupi

A escolha correta da cultivar de feijado-caupi para um determinado ambiente e
sistema de producdo € de grande importancia para a obtencdo de uma boa
produtividade. Entretanto, também é necesséario que a cultivar tenha caracteristicas
que atendam as exigéncias de comerciantes e consumidores (Teixeira et al. 2010).

As cultivares de feijdo-caupi apresentam caracteristicas genéticas, fisiologicas
e morfolégicas intrinsecas e, portanto, respondem de forma diferenciada as
condigbes edafoclimaticas locais. Diante disto, estudos foram desenvolvidos
objetivando avaliar a eficiéncia simbidtica entre cultivares de feijdo-caupi e rizébio,
visando o aumento do rendimento desta cultura (Santos et al. 2009).

Alguns parametros diretamente relacionados com a FBN avaliam esta
eficiéncia simbidtica, sendo recomendados para programas de melhoramento, entre
eles o peso de nédulos e o N total acumulado (Alcantara et al. 2009). Estudos
realizados por Vieira et al. (2010) com diferentes cultivares de feijdo-caupi
vinculadas com estirpes pré-selecionadas demonstraram uma grande variabilidade
de respostas quanto ao N total acumulado e ao peso de nodulos.

Resultados similares foram encontrados em outro experimento realizado em
casa de vegetacdo com duas cultivares de feijao-caupi plantadas em solo arenoso.
Foram verificadas diferencas quanto ao numero de nodulos eficientes e a matéria

seca acumulada na parte aérea (Freire Filho et al. 2005).
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Linhares (2007), avaliando o comportamento de cultivares de caupi, constatou
gue as cultivares apresentaram respostas diferenciadas a fertilidade do solo, nos
diferentes periodos de avaliacdo, para a massa seca, assim como para 0 peso seco
de graos, numero de vagens por planta e nimero de gréos por vagem.

As diferencas observadas quanto a contribuicho da FBN por diferentes
associacdes de cultivares de feijao-caupi/rizobio podem proporcionar a maximizacao
dos ganhos com a fixacdo biolégica de nitrogénio nessa cultura (Freire Filho et al.
2005).

1.4. Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

A fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) € um processo bioquimico e essencial,
realizado por bactérias que possuem a enzima nitrogenase. Estes organismos séo
encontrados em varios ambientes e vivendo livremente, associados ou em simbiose
com outros seres vivos. As bactérias fixadoras de nitrogénio, também denominadas
de rizobios, possuem um papel importante, convertendo o nitrogénio atmosférico
(N2), ndo utilizavel pelas plantas, em amonia (NH4*), forma utilizavel por estas
(Moreira & Sousa 2011).

A relevancia desta atividade deve-se ao fato de que o nitrogénio (N) é o quarto
elemento na matéria viva, e um elemento essencial na constituicdo de aminoacidos
e proteinas, acidos nucleicos, entre outros componentes vitais a célula. Em regides
tropicais, € um dos fatores que mais limitam a producdo agricola, pois 0s solos
geralmente sdo deficientes neste nutriente (Moreira & Sousa 2011).

A FBN minimiza o custo da produgédo, ao reduzir o uso de fertilizantes
nitrogenados, esse processo traz beneficios para o meio ambiente e propicia
aumentos na fertilidade e na matéria organica do solo. A estimativa da contribuicdo
da FBN em feijao-caupi esta na ordem de US$ 13 milh6es somente para a regido
Nordeste. Préaticas de baixo uso de insumos, como a aplicacdo biotecnoldgica de
rizobios, tém contribuido para aumentar a produtividade da cultura em até 50% em
algumas areas (Gualter et al. 2011).

No entanto, a simbiose entre feijado-caupi e rizobio é relatada frequentemente
como sendo de baixa especificidade, pois esta leguminosa € capaz de nodular com
diversas espécies de bactérias do grupo rizobio, especialmente dos géneros
Bradyrhizobium e Rhizobium (Melo et al. 2010).
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A eficiéncia das bactérias fixadoras de nitrogénio, que estabelecem simbiose
com leguminosas, e sua capacidade de sobreviver e formar nédulos no solo
depende de fatores genéticos dos simbiontes e da interacdo com fatores
edafoclimaticos (Lima et al. 2005). A populacdo destas bactérias no solo pode ser
extremamente variada, tanto na composicdo como nas caracteristicas simbioticas,

possuindo uma grande diversidade taxonémica e fenotipica (Feitoza et al., 2015).
1.5. Importancia da diversidade de estirpes rizobianas

As diversas espécies do grupo rizobio, tais como as dos géneros
Allorhizobium,  Azorhizobium,  Burkholderia, = Bradyrhizobium,  Cupriavidus,
Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium mostram grande diversidade genética,
tornando dificil a descricdo completa de todas as espécies (Barros 2012).

As informacdes a cerca da diversidade da populacdo bacteriana do solo e
competitividade entre as espécies de rizébio, bem como a eficiéncia da FBN no
campo auxiliam na eficiéncia dos sistemas agricolas (Nyfeler et al 2011). Contudo,
para a utilizacdo destas na agricultura se faz necessario uma prévia selecdo de
bactérias com melhores potenciais na FBN (Almeida et al. 2010).

A identificacdo e o agrupamento de bactérias em condi¢cdes edafoclimaticas
diversificadas contribuem para a identificacdo de mais géneros nativos de rizébios e
aumenta a probabilidade de encontrar espécies altamente tolerantes a condi¢cdes
ambientais altamente desfavoraveis com maior capacidade de fixar nitrogénio no
solo e que possam apresentar melhores respostas em simbiose com uma

determinada espécie de leguminosa (Barros 2012).
1.6. Inoculacéo e selecao de estirpes

A utilizacdo de inoculantes rizobianos em leguminosas graniferas tem sido
responsavel por expressivas economias no custo da producédo agricola, por meio da
diminuicdo do uso de adubos nitrogenados, proveniente dos beneficios do processo
da FBN (Alcantara et al. 2006).

Determinadas estirpes de rizobio e algumas espécies de leguminosas podem
diferenciar de extremamente especificas a altamente promiscua. A auséncia ou o
baixo niamero de estirpes especificas do hospedeiro no solo ou a presenca de
populacdes rizobianas eficazes que podem competir pelos sitios de nodulagdo com
estirpes eficientes, tornam necessaria a inoculacdo com estirpes selecionadas

quanto a eficiéncia, competitividade e adaptacdo as condi¢cbes edafocliméticas



ARRUDA, A.M. Avaliacdo de cultivares de feijdo-caupi quanto a eficiéncia para fixagdo... 19
locais. Quando a espécie nodulifera € promiscua, como o feijdo-caupi, torna-se mais
dificil a introducéo, estabelecimento e desenvolvimento da simbiose com populacdes
eficientes. Desta forma, este tem sido uma das principais barreiras a maximizacao
da FBN nesta cultura (Araujo 2014).

Na cultura do feijdo-caupi, a inoculacdo das sementes normalmente ndo é
adotada e a fixagdo biologica do nitrogénio € decorrente da nodulagdo por estirpes
nativas (Martins et al. 2003). Entretanto, o feijdo-caupi também responde a
inoculacdo por estirpes recomendadas, como exemplo, a BR 3267/SEMIA 6462
(RELARE 2004), que pertence ao género Bradyrhizobium (Silva Junior et al. 2014).

A promiscuidade das estirpes torna dificil a introducdo de estirpes
selecionadas, restringindo a contribuicdo potencial da fixacao biolégica e nitrogénio
no feijdo-caupi, devido essas estirpes serem incapazes de competir com estirpes de
rizobio nativas ou com a microbiota do solo (Fernandes Junior & Reis 2008).

A avaliacdo de populacdes nativas de rizébio torna possivel a selecdo de
estirpes eficientes ja adaptadas as condi¢bes local, que atendam aos requisitos
especificos desta leguminosa, e assim possa aumentar o seu potencial produtivo. A
caracterizacdo e identificacdo de estirpes de rizobio eficientes no fornecimento do
nitrogénio essencial ao desenvolvimento adequado da leguminosa resultardo em
aumento de produtividade sem o recurso da aplicacdo de adubos nitrogenados nos
sistemas agricolas, demonstrando uma diminuicdo nos custos de producao
(Rahmeier 2009).

Resultados de pesquisas ja demonstraram que o feijdo-caupi pode se
beneficiar da FBN, com aumentos significativos. Isso tem sido comprovado em
estudos de campo, por meio da inoculacdo com estirpes selecionadas e adubacéo
com fésforo no Sul de Minas, onde os rendimentos variaram de cerca de 900 kg.ha!
a 1.300 kg.ha*! (Sousa & Moreira 2011).

Na literatura existem cepas de bactérias recomendadas para a cultura do
feijdo-caupi BR3267, UFLA 03-84 (BR 3302) e INPA 03-11b (BR 3301) (Almeida et
al. 2010), regulamentadas e recomendadas pelo Ministério da Agricultura e
Abastecimento (MAPA 2006).

1.7. FBN e Melhoramento Genético de Plantas

O desenvolvimento da fixagdo biolégica de nitrogénio por meio do
melhoramento vegetal ndo € um conceito novo (Alcantara et al. 2009). Segundo

Herridge and Rose (2000), na década de 40, na Europa foram iniciados estudos de
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selecdo e melhoramento de frevo (Trifolium pratense) para aumentar a nodulagéo e
a fixacdo de nitrogénio. Estudos similares foram realizados nas décadas de 60 e 70
com fava (Vicia faba), soja (Glycine max), alfafa (Medicago sativa) e ervilha (Pisum
sativum) (Alcantara 2011).

Herridge and Rose (2000) indicam também areas de pesquisas consideradas
na década de 70 como referéncias para configuracdo dos programas de
melhoramento vegetal objetivando a FBN, com principal foco nas culturas de alfafa
(Medicago sativa) e soja (Glycine max L.).

No Brasil, a importancia da FBN no melhoramento genético de plantas, tem
como maior exemplo a cultura da soja. Mesmo a FBN n&o sendo considerada como
fator para a selecdo no programa de melhoramento da soja, a maximizacado da FBN
foi beneficiada pela conducdo da selecdo e do melhoramento de experimentos em
solos com baixo teor de N, nos quais as sementes foram inoculadas com estirpes e
sem aplicagao do fertilizante com N (Alves et al. 2003).

Em 1960, a Comissao Nacional da Soja, baseada nas pesquisas com
inoculacao, enfatizou a necessidade de dar prioridade a FBN como parte integrante
do programa de melhoramento. A partir de entéo, fertilizantes nitrogenados foram
substituidos pela inoculagdo com estirpes de bactérias diazotroficas simbiodticas.
Atualmente todas as cultivares melhoradas de soja possuem eficiéncia na FBN
dispensando o uso de adubos nitrogenados (Alcantara et al. 2014).

Devido a variabilidade encontrada entre genoétipos quanto a eficiéncia do
processo de FBN, tem sido ressaltada a importancia do melhoramento genético do
feijdo-caupi para maximizar o fornecimento de N via fixagdo biolégica (Alcantara et
al. 2009).

Os melhoristas ja verificaram a necessidade de integrar no melhoramento,
gendtipos com potencial para fixacdo de altas quantidades de nitrogénio. Tomando-
se como exemplo o caso de éxito da FBN na soja e seus resultados no agronegoécio
brasileiro, afirma-se que € muito importante e necessario que a perspectiva nas
pesquisas atuais do melhoramento genético do feijado-caupi esteja agregado a FBN.
Constata-se que 68 cultivares de feijao-caupi ja foram lancadas e que ndo houve
nenhuma influéncia de melhoramento enfatizando a FBN (Alcantara 2011).

Essas ocorréncias fundamentam a necessidade de que os estudos com a
FBN estejam reunidos ao melhoramento genético, como foi com o melhoramento da
soja, onde houve selecdo de rizdbios especificos para diversas condi¢cdes

edafoclimaticas, tornando o Brasil em um dos principais produtores mundiais, sem a
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necessidade de utilizacdo de qualquer fertilizante nitrogenado industrializado, cuja
impactacdo sao recorrentes no agronegocio e nos numeros vantajosos da balanca

comercial brasileira (Alcantara 2011).
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CAPITULO I

CARACTERIZAQAO FENOTIPICA E DIVERSIDADE DE RIZOBIOS EM PLANTAS
DE FEIJAO-CAUPI, PROVENIENTES DE SOLOS DO SEMIARIDO
PERNAMBUCANO
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2. CARACTERIZACAO FENOTIPICA E DIVERSIDADE DE RIZOBIOS
PROVENIENTES DE SOLOS DO SEMIARIDO PERNAMBUCANO EM
PLANTAS DE FEIJAO-CAUPI

2.1. RESUMO

O feijao-caupi € uma leguminosa que pode ter sua demanda de N suprida pela
associacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio. Devido a baixa especificidade na
associacdo com estirpes de rizobio, o feijao-caupi € muito utilizado em estudos que
objetivam determinar a diversidade de rizobios nativos tropicais. A avaliacdo da
diversidade de rizobios é de grande importancia, ja que € uma fonte de recursos
genéticos para selecdo de isolados adaptados as condicdes locais, 0 que ajuda a
maximizar a Fixacao Bioldgica de Nitrogénio. Assim, o objetivo deste trabalho foi
isolar e avaliar a diversidade fenotipica de isolados rizobianos de feijao-caupi,
provenientes de solos do semiarido pernambucano. Amostras de solos foram
coletadas na camada de 0-0,1m de profundidade em diferentes municipios
pernambucanos (Brazil), sendo selecionadas amostras de dois grupos de solos, um
com alta e outro de baixa fertilidade. Os experimentos para obtencdo de nodulos
foram conduzidos em vasos de Leonard em casa de vegetacdo, contendo como
substrato areia e vermiculita, esterilizados por autoclavagem. Foram obtidos 184
isolados, sendo 53 isolados do grupo de alta fertilidade e 131 isolados do grupo de
baixa fertilidade. Foi feita a caracterizacdo morfofisiolégica dos isolados para
obtencdo dos dendrogramas e calculados os indices de diversidade de Shannon-
Weaver, dominancia de Simpson, riqueza de Margalef e uniformidade de Pielou,
para cada grupo de solo. Observou-se maior diversidade no grupo de solo de baixa
fertilidade com 26 grupos de 131 isolados, enquanto no grupo de alta fertilidade com
26 grupos de 53 isolados. A maior diversidade no grupo de baixa fertilidade pode ser
devido a pressdo seletiva devido a maior dependéncia na fixagdo biolégica de N
nestas condicoes.

Palavras-chave: selecdo de isolados, indices de diversidade, fertilidade.
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2.2. ABSTRACT

COWPEA RHIZOBIAL PHENOTYPICAL CHARACTERIZATION AND DIVERSITY
FROM PERNAMBUCO STATE SEMIARID SOILS

Cowpea is a legume which may have its N demand supplied by association
with nitrogen fixing bacteria. Due to its low specificity for this symbiosis, cowpea is
frequently used for tropical native rhizobial diversity research. This evaluation is
highly important, since it is a source of genetical resources for the selection of strains
better adapted to local conditions, helping to maximize biological nitrogen fixation. So
this work aims to isolate and evaluate phenotypical diversity of cowpea rhizobial
isolates, from soils of the Pernambuco State semiarid. Soil samples were collected
at the 0-0.1 m layer in different Pernambuco State municipalities, with samples
selected from two groups of soils, one high-fertility and the other low-fertility.
Experiments to obtain nodules were done in Leonard jars in greenhouse. 184
isolates were obtained, with 53 from the high-fertility and 131 from the low-fertility soil
groups. Morphophysiological characterization was conducted and dendrograms, and
Shannon-Weavers’s diversity, Simpson’s dominance, Margalef’s richness and
Pielou’s uniformity indexes were determined for each soil group. Higher diversity was
seen in the low fertility soil group, with 26 groups for 131 isolates, than in the high-
fertility group, with 26 groups for 53 isolates. This higher diversity for the low fertility
soil group may result from selective pressure due to a stronger dependence on

biological nitrogen fixation under these conditons.

Keywords: isolate selection, diversity indexes, fertility



ARRUDA, A.M. Avaliacéo de cultivares de feijdo-caupi quanto a eficiéncia para fixagdo... 29

2.3. INTRODUCAO

A grande diversidade de rizébios nativos capaz de nodular o feijdo-caupi pode
ser utii para a selecdo de isolados eficientes e adaptados as condicdes
edafocliméticas locais (Chagas Junior et al., 2010). Os rizébios podem ser
identificados com base em caracteristicas culturais e morfolégicas (Feitoza et al.
2015).

Os principais parametros utilizados sdo: tempo de crescimento, reacao basica
ou &cida, didametro de colbnia, producdo de polissacarideos extracelulares e
coloragéo da col6nia. Estes parametros fenotipicos de analise possuem a vantagem
de serem rapidos e de baixo custo, permitindo uma analise prévia da diversidade
(Chagas Junior et al. 2009).

O conceito de diversidade de espécies pode ser estimado por meio de dois
componentes: (1) rigueza das espécies, baseada no numero total de espécies
presentes, e (2) uniformidade, baseada na abundéancia relativa de espécies e no
grau de dominancia (Santos et al. 2007).

Essa diversidade pode ser calculada por meio de indices matematicos, que
levam em consideracdo informacfes relacionadas a avaliacdo das caracteristicas
culturais do rizébio. Alguns indices, como os de diversidade de Shannon-Weaver,
uniformidade de Pielou, de dominancia de Simpson e rigueza de Margalef, fornecem
dados importantes acerca do padrdo da distribuicdo de espécies microbianas dentro
do ecossistema (Hammer et al. 2001).

Leite et al. (2009) em estudos com 581 isolados rizobianos e cinco cultivares
de feijdo-caupi em solos com diferentes sistemas de uso da terra do Vale do Sao
Francisco, Pernambuco, observaram que apesar de 62% dos isolados apresentarem
crescimento rapido, esses apresentaram menor diversidade que os isolados de
crescimento lento, os quais formaram maior nUmero de grupos com base nas
caracteristicas morfolégicas.

A partir de analises com diferentes coberturas vegetais em sete solos da Zona
da Mata, Agreste e Sertdo de Pernambuco, Santos et al. (2007) constataram a
ocorréncia de uma elevada diversidade de rizobios capazes de nodular as espécies
estudadas e concluiram que a elevada diversidade encontrada na regido Nordeste
do Brasil pode contribuir para a selecdo de estirpes de rizobios mais adaptadas,

competitivas e mais eficientes na FBN.
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Este estudo teve como objetivo estimar a diversidade de grupos de rizébios
através de caracteristicas morfolégicas a partir do isolamento dos rizdbios de
nodulos de feijao-caupi (Vigna unguiculata), provenientes de solos do semiarido

pernambucano.

2.4. MATERIAL E METODOS
2.4.1. Origem do material

Este trabalho foi executado a partir de material coletado em marco de 2010,
conforme descrito em Lira (2014). O solo foi coletado de onze municipios do
semiarido pernambucano: Santa Cruz, Parnamirim, Serra Talhada, Sertania,
Petrolina, Floresta, Tupanatinga, Jataluba, Santa Cruz do Capibaribe, Bom Jardim e
Caetés, com amostras obtidas em cada classe de solo do municipio com base no
Zoneamento Agroecoldgico do Estado de Pernambuco — ZAPE (Silva et al. 2001).

As amostras de solos foram coletadas na camada de 0-0,1m de profundidade,
sendo coletado de trés a cinco pontos em cada area selecionada por municipio,
totalizando-se 299 pontos de coletas. Foi realizado por Lira (2014) as andlises
guimicas do solo apdés mistura e peneiramento das amostras. Uma subamostra de
cada area foi conservada em refrigerador a aproximadamente 4°C até a inoculacao
das plantas para a obtencdo de nddulos. As caracteristicas de precipitacéao,
temperatura, classe de solos e cobertura vegetal das areas de amostragem estdo na
(Tabela 1), e os dados climéaticos das areas estudadas foram obtidos através da
agéncia Pernambucana de Aguas e Clima/ APAC.

Foi realizada uma analise de agrupamento com base nas caracteristicas
quimicas e fisicas do solo para a selecdo de amostras representativas para a fase
de isolamento, utilizando o SAS 9.2. Ao nivel de 50% de similaridade foi obtido oito
grupos de solos, dos quais dois apresentaram as maiores diferencas em relacdo as
caracteristicas quimicas e fisicas (Lira 2014). Um grupo de solo com alta fertilidade
formada por amostras de solos dos municipios de Floresta, Santa Cruz do
Capibaribe e Parnamirim. E outro grupo de solo com baixa fertilidade formada por
amostras de solos dos municipios de Caetés, Petrolina, Sertania, Santa Cruz e

Tupanatinga (Tabela 2).
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Tabela 1. Caracteristicas climaticas, classes de solos e cobertura vegetal das areas
amostradas (Lira 2014)

Gruposde  Classede Cobertura Precipitacao Temperatura °C
Solos solos vegetal
Alta Fertilidade {(mm) {Max) (Min)
Floresta T Stylosanthes 566 36,3 19,1
Santa Cruz T Solo 715 34 18,3
do Capibaribe
Floresta PVA Solo 566 36,3 19,1
Floresta S Solo 566 36,3 19,1
Parnamirim RL Macroptilium 488 34,8 17,6
Parnamirim T Macroptilium 488 34,8 17,6
XY 564,8+ 35,41+ 18,46+
88,67 1,07 0,7
Baixa Fertilidade (mm) (Max) (Min)
Petrolina S Macroptilium 322 38,3 18,8
Serténia PVA Stylosanthes 647 34,7 15,4
Tupanatinga RR Macroptilium 1116 32,3 11,7
Caetes RQ Stylosanthes 1116 32,3 11,7
Santa Cruz LA Stylosanthes 684 34,9 18,8
Tupanatinga RQ Stylosanthes 1116 32,3 11,7
XY 833,65+ 33,8+ 14,6+
35,7 1,8 3,7

Legenda: X+Y, onde X = médias e Y= Intervalo de confian¢a; T: Luvissolo; PVA: Argissolo Vermelho-
Amarelo; S: Planossolo; RL: Neossolo Litdlico; RR:Neossolo Regolitico; RQ: Neossolo Quartzarénicos;
LA: Latossolo Amarelo.

Tabela 2. Caracteristicas quimicas e fisicas dos grupos de solos utilizados para
obtencg&o de nédulos com médias e intervalos de confiancas a 95% (Lira 2014)

GRUPQOS DE CARACTERISTICAS QUIMICAS

SOLOS
PH K Ca Mg Na Ca+Mg H+Al SB T P M.O Vv
Agua Cmol, dm™ mgdm>gkg’ %

Alta 7,7+ 0,3+ 14,4 1,5+ 04+ 13,7+ 23+ 16,9+ 192+ 33,3+ 12,4+ 869+
Fertilidade 0,2 0,2 48 29 0,2 7,6 03 59 57 413 56 59

Baixa 5,04+ 0,15+ 1,9+ 0,8+ 0,08+ 24+ 32+ 29+ 6,2+ 7,6+ 82+ 453+
Fertiidade 06 0,12 13 0,7 01 1,7 09 18 14 53 39 223

CARACTERISTICAS FISICAS

AREIA SILTE ARGILA CLASSE TEXTURAL
%
Alta 68,45+ 20,60+ 10,95+ Franco arenoso
Fertilidade 16,71 6,94 8,99
Baixa 81,71 10,30+ 7,99+ Areia franca

Fertilidade 8,35 5,24 6,17
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Um experimento foi conduzido por Lira (2014) em fevereiro de 2013 para a
obtencdo de nddulos, com seis amostras para cada grupo de solo. Sementes de
feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) variedade IPA 206, foram imersas em
alcool 95% por 30 segundos e posteriormente em hipoclorito de sodio a 5% por 3
minutos, e lavadas com agua destilada esterilizada por 10 vezes.

Quatro sementes foram colocadas para germinar em vasos de Leonard (Santos
et al., 2009), contendo areia e vermiculita (proporcdo 2:1) autoclavada na parte superior
e solucao nutritiva de Hoagland sem nitrogénio (Hoagland & Arnon, 1950) na parte
inferior. Cada semente foi inoculada com dois gramas de solo das amostras
selecionadas anteriormente. Apos 45 dias, as plantas foram colhidas, separadas em
parte aérea, raizes e nodulos. Os ndédulos foram separados e acondicionados em
tubos com silica gel para a secagem, conservacao e posterior isolamento.

2.4.2. Isolamento e caracterizagéo

O isolamento foi realizado no laboratorio de Diversidade Microbiana da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Foram utilizados todos os nédulos de
cada planta, seguindo o procedimento padrdo como sintetizado em Hungria (1994).
Estes nddulos foram reidratados, e em seguida imersos em alcool 95% por dez
segundos, para quebra da tensdo capilar superficial e, posteriormente desinfetados
por imersdo em hipoclorito de sddio 5% por cinco minutos, seguido de oito lavagens
em agua destilada. Os nddulos foram amassados e esmagados com auxilio de pinca
e alca de platina e riscados em placas de Petri com meio YMA, com azul de
bromotimol (Vincent 1970).

Os isolados foram purificados em placas de Petri com meio YMA com azul de
bromotimol, envolvidas com filme plastico PVC e incubadas a 28° C por sete dias.
Apos obter isolados Unicos em cada placa, os mesmos foram caracterizados

morfofisiologicamente de acordo com a tabela 3.
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Tabela 3. Descricdo das caracteristicas morfofisiologicas utilizadas para a
caracterizagéo fenotipica dos isolados bacterianos, oriundos do semiarido
pernambucano.

Caracteristicas Possiveis valores
Velocidade de aparecimento (dias) >3,<3
Diametro (mm) >2,<2
Cor Incolor, branca, creme, amarela, rosa
Forma Circular, irregular, puntiforme
Elevacgao Plana, lente, convexa, drop-like,

umbilicada, umbanada
Modificagao do pH do meio de cultura Acido, neutro, alcalino

Transparéncia Transparente, opaca
Superficie Rugosa, lisa, papilosa
Producédo de muco Escasso, pouco, moderado, abundante
Consisténcia do muco Seca, aquosa, gomosa, Vviscosa, butirica
Elasticidade do muco Sem, com
Borda Inteira, ondulada, filamentosa, lobada,

denteada, nenhuma

Apos a caracterizacdo morfoldgica dos isolados foi realizada uma matriz
binaria com presenca (1) e auséncia (0) das caracteristicas, sendo posteriormente
realizados os agrupamentos com os isolados dos grupos de alta e baixa fertilidade,
com agrupamento pelo método Paired Group usando o indice de distancias de
Jaccard, calculado através do software PAST (Hammer et al. 2001).

Foi escolhido o nivel de 60% de similaridade para observar a formacédo de
grandes grupos, como descrito por Melloni et al. (2006).

A diversidade para os grupos de isolados foi avaliada pelo indice de

diversidade de Shannon-Weaver (H’) (Shannon; Weaver 1949), com a seguinte

H' = —Z?r logm

Onde: = = ni/n (ni = nimero de isolados de cada grupo; n = numero total de

equacao:

isolados).

Quanto maior for o valor obtido, maior sera a diversidade da populacdo
estudada (Calheiros 2012).
A relacdo entre as espécies detectadas foi avaliada pelo indice de

uniformidade de Pielou (J’) (Pielou 1959), que é um indice de uniformidade derivado
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do indice de diversidade de Shannon-Weaver proporcional a diversidade e
inversamente proporcional a dominancia e com uma amplitude que vai de 0 a 1 para
a minima e maxima uniformidade, respectivamente, sendo calculado pela seguinte

equacao:

J' =H/logs
Onde: S = numero de grupos detectados; H = indice de Shannon Weaver.

Determinou-se a riqueza de espécies através do indice de Margalef (Margalef
1958), este indice é essencialmente uma medida do numero total de espécies
observadas na comunidade (Biassio & Crespo 2014). A riqueza de Margalef é

calculada pela seguinte equacéo:

a=5—1/logN

Onde: s = nimero de espécie amostrada; N = o nimero total de individuos em todas

as especies.

Verificou-se também a dominancia de espécies através do indice de
dominancia de Simpson (Simpson, 1949), que reflete a probabilidade de dois
individuos escolhidos ao acaso na comunidade pertencerem a mesma espécie. Este
indice varia de 0 a 1 e quanto maior for o valor obtido, maior sera a probabilidade de
serem da mesma espécie, ou seja, maior serd a dominancia das espécies que
formam a diversidade (Biassio & Crespo 2014). A dominancia de Simpson é

calculada pela seguinte equacéo:

_ Oni(ni — 1)
5= ) N D NN —1)
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Onde: ni = numero de individuos de cada espécie; N = o numero total de

individuos.

Os indices de diversidade de Shannon, uniformidade de Pielou, riqueza de
Margalef e dominancia de Simpson foram calculados pelo software PAST (Hammer
et al. 2001).

2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 184 isolados, em que, 53 isolados foram provenientes do grupo
de solo de alta fertilidade e os outros 131 foram oriundos do grupo de solo de baixa
fertilidade.

Observam-se colbnias com diametro maior que 2 mm em 73% dos isolados do
grupo de solo de alta fertilidade (figura 1) e em 76% dos isolados do grupo de solo de
baixa fertilidade (figura 2). A maioria das colonias apresentou translucidez para ambos
0s grupos de solo. Resultados semelhantes, a partir de 304 isolados de nodulos de
caupi, foram encontrados por Medeiros et al. (2009) com a maioria das col6nias
apresentando-se translucidas.

Em relac&o ao crescimento das col6nias, tanto os isolados do grupo de solo de
alta fertilidade quanto os do grupo de solo de baixa fertilidade apresentaram rapido
crescimento, com 98% e 97% respectivamente (figura 1 e figura 2), fato comum em
bactérias encontradas em regides semiaridas (Silva et al. 2014). Esta caracteristica
constitui uma estratégia de sobrevivéncia, ja que se multiplicam com mais rapidez em
curto espaco de tempo umido (Santos et al. 2007).

No que se refere a formacéo de acidos e de alcalis, 26% dos isolados do grupo
de alta fertilidade acidificaram o pH do meio de cultura e apenas 17% promoveram a
alcalinizagdo (figura 1). Com relagdo ao grupo de baixa fertilidade, 34% dos isolados
acidificaram o meio de cultura (figura 2). Esse comportamento de acidificacdo do meio
de cultura também foi verificado por Leite et al. (2009) em estudos com cinco cultivares
de feijao caupi em diferentes solos da Bahia.

A maior parte dos isolados provenientes dos grupos de solos de alta e baixa
fertilidade apresentaram crescimento rapido e acidificacdo do meio de cultura. Sendo
que para o grupo de solo de baixa fertilidade, foi observado um maior nimero de

isolados de crescimento lento, com reacédo de pH neutro e alcalino, comparando ao
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namero de isolados do grupo de alta fertilidade (figura 1 e 2). A presenca de alguns
isolados com crescimento lento e reacao de pH neutro e alcalino no grupo de solos da
baixa fertilidade, indica que estes isolados tiveram a capacidade de adaptacdo e
sobrevivéncia a estas condicdes de solo e clima. Os rizébios de crescimento lento que
alcalinizam o meio sdo uma forma ancestral e estdo associados a leguminosas
tropicais que apresentam baixa eficiéncia simbibtica e habitam solos &cidos de baixa
fertilidade, ja os rizébios de crescimento rapido, que acidificam o meio, sdo mais
eficientes e apresentam maior especificidade hospedeira, colonizando solos neutros a
alcalinos (Santos et al. 2007).

Quanto a producdo e elasticidade do muco, 37% dos isolados do grupo de solo de
alta fertilidade apresentaram muco abundante, enquanto de baixa fertilidade 58%
produziram muco moderado, e ndo apresentaram elasticidade com 43% e 94% (figura
1 e figura 2). A producdo abundante de muco representaria um mecanismo envolvido
no processo de adaptagéo e sobrevivéncia do rizébio em condigdes adversas de solo e
clima, (Medeiros et al. 2009) como ocorreu com a maioria dos isolados do grupo de
solo de baixa fertilidade.

Tem sido realizadas pesquisas com base em caracteristicas fenotipicas
visando a caracterizacdo de diferentes populac¢des de rizobio nodulando feijao-caupi
(Silva et al. 2005; Leite et al. 2009; Chagas Junior et al. 2010; Pinheiro et al. 2014).
Muitas destas ndo sdo s6 estudadas com a finalidade de caracterizacdo, mas de
verificar a provavel adaptabilidade ecoldgica dos diferentes isolados as condicdes
ambientais predominantes no ecossistema para o qual visa-se a sele¢ao do rizobio-
inoculante (Rahmeimer 2009).

No grupo de solo de alta fertilidade, observou-se a formacdo de 26 grupos a
60% de similaridade (Figura 3). O maiores foram os grupos 4, 7 e 21 com 4 isolados,

e foi caracterizado por: crescimento rapido, diametro maior que 2 mm, cor amarelo,
forma circular, transllcida, superficie lisa, abundante muco com elasticidade e pH do
meio neutro.

J& no grupo de solo de baixa fertilidade, observou-se a formacdo de 26
grupos a 60% de similaridade (Figura 4). O maiores grupos foram o 2 e 0 12, com 14
isolados e foi caracterizado por crescimento rapido, diametro maior que 2 mm, forma
circular, elevacdo convexa, borda inteira, translicida, superficie lisa, moderado muco

sem elasticidade e pH do meio acido.
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Figura 1. Caracterizagcdo morfolégica de isolados obtidos de caupi IPA-206,
provenientes do grupo de solo de alta fertilidade do semiarido pernambucano.
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Figura 2. Caracterizacdo morfolégica de isolados obtidos de caupi IPA-206,
provenientes do grupo de solo de baixa fertilidade do semiarido pernambucano.
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Figura 3. Dendrograma de similaridade baseada nas caracteristicas morfolégicas
dos isolados de rizdbio provenientes do grupo de solo de alta fertilidade do
semiarido pernambucano.
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semiarido pernambucano.
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O indice de diversidade de Shannon-Weaver (H) demonstrou alta diversidade
no grupo de baixa fertilidade (H= 4,86) e menor no grupo de alta fertilidade (H=
3,95). Na riqueza de Margalef também houve maior diversidade no grupo de solo de
baixa diversidade (1,28), comparado ao de alta diversidade (0,51). Para os indices
de Pielou e Simpson néo foi observado grandes diferengas entre os grupos de solos
(Tabela 4).

Lira (2014) estudando a influéncia de fatores edafocliméticos sobre a
diversidade de isolados rizobianos proveniente de solos da regido semiarida de
Pernambuco, também observou maior diversidade nos isolados do grupo de baixa
fertilidade (H= 4,03), sem grandes diferencas entre os grupos de solo para o0s
indices de Pielou e Simpson. Para a riqueza de Margalef houve maior valor (13,27)
para os isolados do grupo de solo de baixa fertilidade, diferindo-se do resultado
deste estudo (1,28).

Leite et al. (2009), pesquisando sobre a diversidade rizobiana em solos
coletados no Vale do S&o Francisco, estado de Pernambuco, verificaram indices de
diversidade de Shannon variando entre 2,47 e 3,88 e de riqueza de Margalef entre
3,44 e 5,03, valores inferiores comparados a este estudo. Pelos resultados obtidos
neste estudo, é provavel que as diferencas entre as propriedades quimicas e fisicas
dos grupos de solos tenham exercido influéncia na diversidade rizobiana. Alguns
estudos descrevem a influéncia de fatores edafoclimaticos sobre a diversidade de
bactérias no solo, incluindo bactérias fixadoras de nitrogénio, por exemplo, Zhang et
al. (2006) analisando a diversidade molecular de bactérias fixadores de nitrogénio
em diferentes locais da China, verificaram maior diversidade para o local que
apresentou maior concentracdo de carbono organico e nitrogénio, este resultado
contrasta com o deste estudo em que o grupo de solo de alta fertilidade com maior
contetdo de matéria organica revelou menor diversidade. Isto pode ser justificado
pela mineralizacdo desta matéria organica resultando na liberacdo de nutrientes,
entre estes, o nitrogénio que pode limitar a FBN, propiciando uma reducdo na
simbiose entre rizébios e plantas com uma diminui¢cdo da diversidade rizobiana (Lira
2014).

A regido semiarida possui caracteristicas proprias, estando em constante
estresse, seja de temperatura ou de baixa precipitacdo pluviométrica. Essas
condicdes podem afetar a eficiéncia e sobrevivéncia dos rizébios desse ecossistema
e também é possivel que a alta diversidade encontrada no grupo de solo de baixa
fertilidade seja uma indicacdo da capacidade do sistema de manter o grupo
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funcional sob condicbes de estresse; portanto, a grande diversidade de rizébios
encontrada nesse grupo, obtida a partir do feijdo-caupi, sugere estabilidade dos
solos de baixa fertilidade quanto a fixacdo de Nz, tolerando seus estresses; isto pode
ser resultado de um processo de adaptacdo dos rizébios juntamente com a grande

diversidade do feijao-caupi (Santos et al. 2007).

Tabela 4. indices de diversidades (Shannon - Weaver), equitabilidade (Pielou),
riquezas de espécies (Margalef) e dominancia (Simpson) dos isolados obtidos dos
grupos de solos de alta e baixa fertilidade do semiarido pernambucano.

INDICES DE DIVERSIDADE

Grupos de solos Shannon-Weaver Pielou Margalef Simpson
Alta fertilidade 3,95 0,99 0,51 0,98
Baixa fertilidade 4,86 0,99 1,28 0,99

2.6. CONCLUSAO

Foi obtida grande diversidade entre os isolados do grupo de solo de baixa
fertilidade comparado ao grupo de alta fertilidade. A alta diversidade encontrada
pode ajudar na selecédo de estirpes adaptadas, competitivas e aptas a proporcionar

uma FBN alta visando a obtencao de inoculantes para caupi.
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CAPITULO I

EFICIENCIA SIMBIOTICA DE ESTIRPES RIZOBIANAS INOCULADAS EM
CULTIVARES DE FEIJAO-CAUPI
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3. EFICIENCIA SIMBIOTICA DE ESTIRPES RIZOBIANAS EM CULTIVARES
DE FEIJAO-CAUPI

3.1. RESUMO

A interacdo do feijao-caupi com bactérias fixadoras de N atmosférico pode
elevar a produtividade e diminuir os custos de producdo. Diante disto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a existéncia de variagdo entre cultivares quanto a FBN e
sua interacdo com diferentes estirpes rizobianas. Foram obtidos184 isolados, sendo
53 isolados de um grupo de solos de alta fertilidade e 131 isolados de um grupo de
solos de baixa fertilidade. A autenticacéo foi realizada em casa de vegetacdo com as
plantas recebendo solucdo nutritiva de Hoagland sem N. Aos 45 dias apos a
inoculagédo, as plantas foram colhidas e separadas em parte aérea, raizes e nodulos,
gue foram secos em estufa até massa constante e em seguida pesados. As 10
melhores e as 10 piores estirpes foram selecionadas com base na matéria seca da
parte aérea e inoculadas nas cultivares BRS Guariba, BRS Marataod e IPA-206, que
também foram inoculadas com a estirpe BR-3267 receberam 90 Kg N. hal. A
matéria seca da parte aérea das plantas e os teores de N foram quantificados.
Praticamente todos os isolados mais eficientes foram oriundos do grupo de solo de
baixa fertilidade, possivelmente as condi¢cdes de baixa fertilidade dos solos podem
ter exercido uma presséao seletiva, permanecendo apenas as estirpes mais eficientes
guanto a fixacdo de nitrogénio nestes solos. Também foi demonstrado que a cultivar
BRS Guariba obteve maior desempenho na eficiéncia relativa, demonstrando uma

boa especificidade simbidtica com a estirpe 49.

Palavras-chave: interacao cultivar estirpe, selecéo de estirpes, fixacdo biolégica de
N
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3.2. ABSTRACT

SYMBIOTIC EFFICIENCY OF RHIZOBIAL STRAINS IN COWPEA CULTIVARS

Cowpea interaction with nitrogen fixing bacteria may increase yield and reduce
production costs. Due to this, this work aimed to evaluate the existence of variability
between cultivars as to biological nitrogen fixation and their interaction with different
rhizobial strains. 184 isolates were obtained, with 53 from a high-fertility soil group
and 131 from a low-fertility soil group. Authentication was in a greenhouse, with
plants receiving Hoagland nutritive solution without N. 45 days after inoculation the
plants were harvested and shoot, roots and nodules dry masses were determined.
The 10 best and 10 worst strains were selected based on shoot dry mass and
inoculated in BRS Guariba, BRS Marataoad and IPA-206 cultivars which were also
inoculated with BR-3267 strain, recommended for cowpea, or received the equivalent
to 90 kg N.hat. Shoot dry mass and nitrogen content were determined. Almost all of
the most efficient isolates were from the low-fertility soil group, likely due to selective
pressure in these soils. Cultivar BRS Guariba had higher relative efficiency, and good

symbiotic specificity with strain 49.

Keywords: cultivar strain interaction, strains selection, fixacdo biolégica de N
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3.3. INTRODUCAO

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) € o processo realizado por
microorganismos, denominados diazotroficos, que captam o nitrogénio atmosférico e
o converte em amonia, forma disponivel para as plantas. Este processo é o principal
meio de incorporacdo do nitrogénio atmosférico ao solo, sendo responsavel por
cerca de 65% do nitrogénio anualmente fixado na Terra. Quando comparada ao uso
de adubos nitrogenados, a FBN apresenta vantagens como baixo custo e
abundancia do nitrogénio na atmosfera (Nascimento et al. 2010).

A observacdo de caracteristicas relativas a especificidade € relevante na
selecéo de estirpes que visem obtencdo de um inoculante com maior afinidade com
a planta hospedeira e que seja capaz de colonizar as raizes mais eficientemente do
que as estirpes nativas (Nascimento et al. 2010). No entanto, leguminosas tropicais,
como o feijdo-caupi, normalmente sdo capazes de nodular com uma ampla faixa de
rizobios, o que dificulta a introducdo de inoculantes contendo rizobios eficientes,
uma vez que as bactérias nativas sdo mais adaptadas e competitivas. (Santos et al.
2007). Por esta razdo, é importante estudar a contribuicdo de estirpes de rizbios
nativos do solo, bem como sua interacdo com seu hospedeiro (Zilli et al. 2006).

Tadini et al. (2008), pesquisando a interagao entre estirpes de Bradyrhizobium
(BR 3267 e BR 3299) e cultivares de feijao-caupi (Maua, Canapu, Corujinha, Olho de
Peixe, IPA-206, BR 17 Gurgueia, BRS Marataod, BRS Milénio, BRS Mazagéao)
observaram que os cultivares de feijado-caupi respondem de maneira diferenciada a
inoculacdo com a mesma estirpe. A selecdo e o melhoramento de cultivares de
feijdo-caupi para otimizar a FBN pode propiciar aumentos de produtividade,
principalmente quando realizada em conjunto com estirpes rizobianas previamente
selecionadas quanto a eficiéncia e a competitividade (Alcantara 2011).

A caracteristica mais visada em programas de melhoramento é o rendimento
de graos, devido ao seu valor econémico, mas existem indicacdes de que, em feijao-
caupi, a distribuicdo de N nas vagens € dependente da estirpe de rizobio formadora
de nodulos, o que demonstra as limitagbes de programas que ndo levem em

consideracao os dois parceiros simbiéticos (Alcantara et al. 2009).
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Alguns parametros relacionados com a FBN tém sido recomendados para
programas de melhoramento, entre eles o peso de nddulos e o N total acumulado
pela parte aérea. Esses parametros revelam correlagbes significativas com a
guantidade de N fixado e oferecem uma diminuicdo substancial no tempo, em custos
e materiais dos programas de melhoramento vegetal (Alcantara 2011).

Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar a existéncia de variacao

entre cultivares quanto a FBN e sua interagdo com diferentes estirpes rizobianas.

3.4. MATERIAL E METODOS
3.4.1. Autenticacdo dos isolados

Para a autenticacao dos 184 isolados, provenientes da fase de caracterizagao
morfologica, foi conduzido um experimento em casa de vegetacdo da UFRPE,
adotando-se o delineamento em blocos casualizados com trés repeticoes. Sementes
de feijdo-caupi IPA-206 foram imersas em alcool 95% por 30 segundos e
posteriormente foram desinfestadas com hipoclorito de sddio a 5% por 2 minutos,
sendo em seguida lavadas com &gua destilada esterilizada por 10 vezes. As
sementes foram colocadas para germinar em vasos de Leonard, contendo areia e
vermiculita (proporcdo 1:1) receberam diariamente solu¢do nutritiva de Hoagland
sem nitrogénio (Hoagland and Arnon 1950).

Dois dias apés o transplantio foi realizada a inoculagéo das plantas com um
ml de caldo bacteriano. Além dos tratamentos inoculados com os isolados
selecionados, foram incluidos tratamentos sem N e sem inoculacdo e outro
recebendo solucdo nutritiva de Hoagland completa (Hoagland and Arnon 1950),
além de um tratamento com a estirpe inoculante de Bradyrhizobium sp. BR 3267
(SEMIA 6462) proveniente da EMBRAPA-CNPAB, isolada da regido semiarida do
Estado de Pernambuco e recomendada pela Reunido da Rede de Laboratérios para
a Recomendacdo, Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes
Microbianos de Interesse Agricola (RELARE) para a producdo de inoculante
comercial para a cultura do feijao-caupi no Brasil (Silva et al. 2012).

ApoOs 45 dias, as plantas foram separadas em parte aérea, raizes e nédulos.
Os nodulos foram contados, e parte aérea e raizes secas em estufa de ventilagéo

forcada de ar a 65 °C até massa constante.
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Foram determinados o numero e massa seca de nédulos (NN e MSN) apos
secagem em tubos com silica-gel. As massas secas da parte aérea (MSPA) e raizes
(MSR) foram determinadas apds secagem em estufa de ventilagdo forcada de ar a
65 °C até massa constante. Adotou-se a analise descritiva da média e intervalo de
confianca a 95% de significancia utilizando-se o Statistix 9.

ApoGs a determinagdo da média da parte aérea, foram selecionadas as 10
melhores e as 10 piores estirpes inoculadas no processo de autenticacdo para a

utilizacdo das mesmas no teste de eficiéncia simbidtica.

3.4.2. Teste de eficiéncia simbidtica

Foi montado um experimento em areia:vermiculita esterilizada na proporgéo
(1:1) em vasos de polietileno contendo 1,5 kg desse substrato recebendo solugéo
nutritiva de Hoagland sem nitrogénio (Hoagland and Arnon 1950). Utilizou-se o
delineamento em blocos casualizados, esquema fatorial 3x23, com 4 repeticées. Os
termos do fatorial referem-se as trés cultivares de feijao-caupi (BRS Marataoa, BRS
Guariba e IPA 206) e as vinte e uma estirpes.

Sementes dessas cultivares foram obtidas de forma similar a fase de
autenticacdo e foram colocadas para germinar diretamente em sacos de polietilenos,
contendo 0,8 kg da mistura areia e vermiculita (1:1) autoclavada e base em
polipropileno recebendo solugdo nutritiva de Hoagland sem nitrogénio. Dois dias
apos a germinacdo foram inoculadas com um mL de meio YMA contendo o0s
melhores e piores isolados de rizébio referente a cada tratamento por planta, com
um tratamento controle absoluto sem N e sem inoculacdo e um tratamento
nitrogenado de 90 kg ha! de N, sendo esta dose calculada com base na massa do
substrato, e em dose equivalente a (96 mg vaso? de N), além de um tratamento com
a estirpe referéncia de Bradyrhizobium, BR 3267 (SEMIA 6462).

A coleta do experimento ocorreu aos 45 dias ap0s a inoculacéo das plantas,
sendo a matéria seca da parte aérea (MSPA), sistema radicular (MSSR) e nddulos
(MSN) determinados conforme descrito para a fase de autenticagéo dos isolados.

A MSPA das plantas das trés cultivares de feijdo-caupi ap6s a secagem e
pesagem, foram passadas em moinho tipo Willey, sendo posteriormente quantificado
as concentracdes de N total, pelo método proposto por Kjeldahl (Embrapa 2009). O
acumulo de N na parte aérea (ANPA) foi calculado multiplicando-se o peso da

matéria seca da parte aérea pelo teor de N (Soares et al. 2006).
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A eficiéncia relativa (ER) foi calculada pela divisdo da matéria seca da parte
aérea dos tratamentos inoculados pela massa da matéria seca da parte aérea do

tratamento nitrogenado com 90 kg ha! de N de acordo com a seguinte equacéo:

Acumulo de N da MSPA de cada tratamento % 100

ER =
Acumulo de N da MSPA da dose de 90 kg ha* de N

Os dados de MSPA, MSSR, MSN, NN, ANPA e ER foram submetidos a
andlise de variancia com as médias comparadas pelo teste de Sckott Knott a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa estatistico SISVAR 5.3 (Ferreira 2008).

3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 184 isolados, apenas 26 nao nodularam, ou seja, cerca de 86% dos

isolados estabeleceram simbiose com feijdo-caupi. Dos 53 isolados do grupo de alta

fertilidade, 20 ndo nodularam e dos 131 isolados do grupo de baixa fertilidade apenas 6

nao nodularam (Figura 1). A autenticagdo das estirpes rizobianas nativas foi de

relevante importancia para determinar se o isolado obtido é de fato uma cultura de

rizébio, uma vez que foi avaliada a capacidade da estirpe em induzir a formacao de

nodulos eficientes ou ndo na planta sob condi¢cbes controladas (Mascena 2015).
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Figura 1. Nodulagdo a partir dos grupos de solos de alta e de baixa fertilidade,
oriundos do semiarido de Pernambuco.

Destes 158 isolados que nodularam no processo de autenticacdo, foram
selecionadas 10 das melhores e das piores estirpes, com base na média da matéria
seca da parte aérea.

Em relacdo ao teste de eficiéncia simbidtica, os resultados apresentados na
tabela 1 mostraram, com a cultivar Guariba, que para a variavel matéria seca da parte
aérea (MSPA), 7 isolados do grupo de solo de baixa fertilidade (21, 49, 63, 69, 107,
125, 127) e 3 isolados do grupo de alta fertilidade (19, 22, 26), se diferenciaram do
controle ndo inoculado e sem nitrogénio, com maiores valores para o isolado 49 e

estirpe referéncia 3267.

Tabela 1. Valores médios da matéria seca da parte aérea (MSPA) de diferentes
isolados das cultivares BRS Guariba, IPA-206 e BRS Marataoa obtidos de solos de
municipios do semiarido pernambucano.

Inoculante Variedades
BRS Guariba IPA-206 BRS Maroata
MSPA (9)

1 1,0200b 0,9650b 3,2100a
15 1,7350b 1,8175a 2,2675a
19 2,1075a 1,1325b 2,8725a
20 1,5050b 2,2100a 3,2233a
21 1,8600a 1,3950b 1,5200b
22 2,1400a 0,5600b 3,4850a
26 2,3900a 0,8725b 2,0225b
32 1,5725b 1,6600a 2,3125a
40 0,6166b 1,3675b 1,8125b
49 3,0350a 2,0425a 2,8275a
50 1,4775b 1,5900a 1,6975b
54 1,6350b 0,7325b 2,0700b
57 1,6125b 1,9225a 1,3325b
59 0,9450b 2,2275a 3,2575a
63 2,6275a 1,1900b 2,0050b
69 1,9875a 1,4300b 1,3450b

107 2,2300a 2,1575a 3,0875a
118 1,5800b 2,3675a 2,1100b
125 2,3500a 0,2850b 2,2925a
127 1,9433a 0,9475b 2,7275a
BR3267 2,7575a 1,8800a 2,5975a
CN 1,8233a 2,2000a 1,5925b
CSN 0,3925b 0,6700b 0,3300b

CV(%) 44,41

Na coluna média seguida por mesma letra ndo diferem estatisticamente a 5% pelo teste de

Skott Knott. CN= Tratamento com N (90 kg.ha*); CSN= Controle sem N e sem inoculacéo.
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Para a matéria seca da raiz (MSR) (Tabela 2) matéria seca dos nédulos (MSN)
(Tabela 3) e numero de ndédulos (NN) (Tabela 4) todos os isolados, inclusive a estirpe

referéncia, ndo se diferenciaram dos controles com nitrogénio e sem nitrogénio.

Tabela 2. Valores médios da matéria seca da raiz (MSR) de diferentes isolados da
cultivar BRS Guariba, IPA-206 e BRS Marataod obtidos de solos de municipios do
semiarido pernambucano.

Inoculante Variedades
BRS Guariba IPA-206 BRS Marataoa
MSR (g9)

1 0,1575a 0,1975b 0,3150a
15 0,2875a 0,2000a 0,3975a
19 0,2275a 0,2150b 0,3975a
20 0,2025a 0,3250a 0,3866a
21 0,2175a 0,1325b 0,1950b
22 0,2200a 0,1500b 0,3475a
26 0,3000a 0,1975b 0,1825b
32 0,2275a 0,3375a 0,2225b
40 0,0766a 0,2525a 0,2200b
49 0,2375a 0,2625a 0,3350a
50 0,1675a 0,2500a 0,2400b
54 0,2125a 0,1175b 0,2475b
57 0,1425a 0,2325b 0,1850b
59 0,1200a 0,3325a 0,4300a
63 0,2700a 0,1525b 0,2000b
69 0,3025a 0,2900a 0,1725b

107 0,2200a 0,3325a 0,3975a
118 0,1875a 0,3625a 0,2625b
125 0,2325a 0,0975b 0,3500a
127 0,3200a 0,1350b 0,3975a
BR3267 0,2700a 0,1975b 0,3275a
CN 0,2466a 0,3350a 0,2350b
CSN 0,1050a 0,1675b 0,0975b

CV(%) 48,83

Na coluna média seguida por mesma letra ndo diferem estatisticamente a 5% pelo teste de

Skott Knott. CN= Tratamento com N (90 kg.ha!); CSN= Controle sem N e sem inoculacéo.

O ANPA foi significativamente superior (p<0,05) nos tratamentos inoculados com
as estirpes 49, 63, 125, todas do grupo de baixa fertilidade. Pode ser verificado que
estes isolados, proporcionaram acumulo de N na parte aérea maior que o tratamento
nitrogenado com a dose de 90 kg N hal. O isolado 40 apresentou o pior desempenho

para 0 ANPA, sem diferencas significativas com relagdo ao controle sem nitrogénio



ARRUDA, A.M. Avaliacéo de cultivares de feijdo-caupi quanto a eficiéncia para fixagcdo... 55

(CSN), sendo este isolado pertencente do grupo de alta fertilidade e considerado como

uma das piores estirpes (Tabela 5).

Tabela 3. Valores médios da matéria seca dos nddulos (MSN) de diferentes isolados
da cultivar BRS Guariba, IPA-206 e BRS Marataoa obtidos de solos de municipios
do semiarido pernambucano.

Inoculante Variedades
BRS Guariba IPA-206 BRS Marataoa
MSN (g)

1 0,1525a 0,1650a 0,3125a
15 0,1100a 0,1275a 0,2850a
19 0,2425a 0,0575a 0,4250a
20 0,1200a 0,3975a 0,1400b
21 0,1225a 0,1650a 0,0925b
22 0,2200a 0,1025a 0,3375a
26 0,0325a 0,2800a 0,1775b
32 0,1500a 0,1650a 0,2825b
40 0,0600a 0,0775a 0,2175b
49 0,1550a 0,1575a 0,2975a
50 0,1000a 0,1233a 0,1866b
54 0,2200a 0,0875a 0,1875b
57 0,2250a 0,1050a 0,1175b
59 0,1050a 0,2175a 0,1450b
63 0,1650a 0,1500a 0,3800a
69 0,1500a 0,1675a 0,1525b
107 0,1975a 0,2150a 0,5025a
118 0,0650a 0,2075a 0,2375b
125 0,1475a 0,0200a 0,2250b
127 0,2033a 0,0750a 0,3600a

BR3267 0,1400a 0,1475a 0,2100b

CN 0,0000a 0,0000a 0,0000b

CSN 0,0000a 0,0000a 0,0000b
CV(%) 84,07

Na coluna média seguida por mesma letra ndo diferem estatisticamente a 5% pelo teste de

Skott Knott. CN= Tratamento com N (90 kg.ha); CSN= Controle sem N e sem inoculacéo.

Outros estudos indicam a presenca e adaptacdo de isolados com bom
desempenho em ANPA em condicbes de baixa fertilidade de solo, como, isolados
nativos S-370 e S-372 de solo do cerrado com baixa fertilidade, proporcionaram maior
teor de N por planta, respectivamente (108 e 97 mg de N planta) que a estirpe de
Bradyrhizobium Elkanii SEMIA 566 (68 mg de N planta) em soja (Hungria et al. 1998).
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Tabela 4. Valores médios dos numeros de nédulos (NN) de diferentes isolados da
cultivar BRS Guariba, IPA-206 e BRS Marataoa obtidos de solos de municipios do
semiarido pernambucano.

Inoculante Variedades
BRS Guariba IPA-206 BRS Marataoa
NN (unid.)

1 10,0000a 14,2500a 32,7500a
15 8,2500a 11,0000b 21,2500b
19 20,2500a 4,0000b 29,0000a
20 7,5000a 29,2500a 15,0000¢c
21 11,0000a 12,2500a 9,0000c
22 13,5000a 9,7500b 29,0000a
26 2,7500a 14,0000a 25,0000b
32 12,5000a 15,0000b 21,0000c
40 6,0000a 8,2500b 18,0000b
49 12,0000a 13,7500a 20,2500b
50 7,0000a 10,6666a 15,0000c
54 14,2500a 5,2500b 13,0000c
57 16,7500a 9,2500b 10,5000c
59 7,2500a 18,0000a 12,0000c
63 14,7500a 11,2500a 20,7500b
69 10,5000a 13,5000a 9,7500c

107 18,2500a 17,2500a 39,0000a
118 4,7500a 15,5000a 16,0000c
125 12,7500a 2,2500b 16,7500¢c
127 15,0000a 5,5000b 19,2500b
BR3267 12,7500a 15,2500a 18,2500b
CN 0,0000a 0,0000b 0,0000c
CSN 0,0000a 0,0000b 0,0000c
CV(%) 71,62

Na coluna média seguida por mesma letra ndo diferem estatisticamente a 5% pelo teste de

Skott Knott. CN= Tratamento com N (90 kg.ha); CSN= Controle sem N e sem inoculacéo.

Em experimento de eficiéncia simbidtica em campo, em solo &cido de baixa
fertilidade com feijao-caupi, a estirpe INPA 03-11b, apresentou melhor desempenho em
ANPA (436,42 mg. planta), que outras estirpes avaliadas (Soares et al. 2006).

Para a ER (%) dos 20 isolados avaliados, 17 isolados apresentaram
desempenhos similares ao tratamento com N (90 kg ha?). O pior desempenho foi
apresentado pelo isolado 40, sendo inferior ao tratamento controle sem nitrogénio e
sem inoculacao (CSN) sem diferenca significativa (p>0,05) (Tabela 6).

O isolado 49 apresentou maior valor para ER%, (800,0065%), sendo superado
apenas pela estirpe referéncia 3267 (838,1026%). Em experimento de eficiéncia
simbidtica com caupi em ensaio de campo em solo com limitacdes na fertilidade, as
estirpes testadas BR 3302 e BR 3262, exibiram ER (%) superior a 100% e ao
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tratamento nitrogenado de 50 kg ha?' (Chagas Junior et al. 2010). Ja estirpes
provenientes de solos &cidos e de baixa fertilidade da regido Amazoénica, obtiveram
eficiéncia relativa entre 83 a 118%, equivalente ao controle nitrogenado e as estripes
recomendadas para caupi INPA 03-11B, UFLA 03-84 (Lima et al. 2005).

Tabela 5. Valores médios do acumulo de nitrogénio da parte aérea (ANPA) de
diferentes isolados da cultivar BRS Guariba, IPA-206 e BRS Marataod obtidos de
solos de municipios do semiarido pernambucano.

Inoculante Variedades
BRS Guariba IPA-206 BRS Marataoa
ANPA (mg)

1 232,0874b 162,3511a 446,0000a
15 301,0010b 129,8408a 347,7256a
19 367,5372b 102,1083a 420,8583a
20 327,2332b 754,8094a 410,2833a
21 251,1467b 467,2943a 261,4774a
22 291,3006b 18,0139a 563,1242a
26 387,5877b 296,5086a 222,1944a
32 317,3627b 203,9882a 356,6144a
40 106,0520b 177,3920a 242,3996a
49 881,0381a 233,5792a 447 ,8112a
50 426,9130b 233,8600a 182,6583a
54 359,8810b 81,0717a 253,6880a
57 283,4618b 222,6182a 86,0815a
59 140,6968b 219,0282a 358,3912a
63 602,5940a 137,2987a 269,3218a
69 349,8400b 193,1814a 164,7981a

107 241,5304b 375,2150a 430,7292a
118 277,0464b 228,9846a 303,1547a
125 552,5678a 48,2498a 360,2556a
127 368,4000b 239,7589a 471,3933a
BR3267 922,9929a 654,1328a 765,7721a
CN 110,1266b 224,4112a 269,1087a
CSN 113,8590b 32,9236a 2,7064a
CV(%) 105,08

Na coluna média seguida por mesma letra ndo diferem estatisticamente a 5% pelo teste de

Skott Knott. CN= Tratamento com N (90 kg.ha); CSN= Controle sem N e sem inoculacéo.

Ao analisar a tabela 1, observa-se que a variavel MSPA, para a cultivar IPA-206,
apresentou maiores valores para os isolados 15, 20, 32, 49, 50, 57, 59, 107 e 118.
Todos estes isolados, incluindo a estirpe referéncia e tratamento nitrogenado,
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle sem nitrogénio e sem

inoculacao (CSN).
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Tabela 6. Valores médios da eficiéncia relativa (ER) de diferentes isolados da
cultivar BRS Guariba, IPA-206 e BRS Marataoa obtidos de solos de municipios do

semiarido pernambucano.

Inoculante Variedades
BRS Guariba IPA-206 BRS Marataoa
ER %

1 210,7416¢c 72,3453a 165,7326a
15 273,3171c 57,8584a 129,2138a
19 333,7337c 45,5005a 156,3897a
20 297,1366¢ 336,3509a 152,4566a
21 228,0480c 208,2312a 31,9876a
22 264,5089c 8,0272a 209,2553a
26 351,9402c 132,1273a 82,5668a
32 288,1739c 90,8992a 132,5168a
40 12,8400c 79,0400a 90,0749a
49 800,0065a 104,0853a 166,4053a
50 387,6486¢ 104,2133a 67,8753a
54 326,7817c 36,1264a 133,1771a
57 257,3910c 99,2010a 31,9876a
59 127,7565c 97,6012a 133,1771a
63 547,1717b 61,1817a 100,0792a
69 317,6642c 86,0836a 61,2385a

107 219,3161c 167,1997a 160,0577a
118 251,5656¢ 102,0379a 112,6514a
125 501,7466b 21,5006a 133,8699a
127 334,5166¢ 106,8391a 175,1683a
BR3267 838,1026a 291,4884a 284,5587a
CN 75,0000c 100,0000a 100,0000a
CSN 10,3387c 14,6711a 1,0057a
CV(%) 122,92

Na coluna média seguida por mesma letra ndo diferem estatisticamente a 5% pelo teste de

Skott Knott. CN= Tratamento com N (90 kg.hat); CSN= Controle sem N e sem inoculacéao.

Para a matéria seca da raiz (MSR) destacaram-se com 0s maiores valores 0s
mesmos isolados que apresentavam os melhores resultados de MSPA, com excecao
dos isolados 40 e 69, com diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao controle
sem nitrogénio e sem inoculagao (Tabela 2).

Em relacdo a matéria seca dos nodulos (MSN), todos os isolados ndo se
diferenciaram dos controles com nitrogénio e sem nitrogénio (Tabela 3).

Quanto ao acumulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA) e eficiéncia relativa
(ER%), todos os isolados n&o se diferenciaram dos controles com nitrogénio e sem
nitrogénio, com menores valores para os isolados 22, 54 e 19, pertencentes ao grupo

de alta fertilidade, e o isolado 125, pertencente ao grupo de baixa fertilidade.
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A falta de diferenca entre o tratamento controle sem nitrogénio para as variaveis
ANPA e ER na cultivar IPA-206 comprova a capacidade da populacdo nativa em
estabelecer a simbiose com feijdo-caupi, leguminosa considerada promiscua (Almeida
2008).

Para a cultivar Marataoa, 7 isolados do grupo de solo de baixa fertilidade (15, 32,
49, 59, 107, 125 e 127) e 4 isolados do grupo de alta fertilidade (1, 19, 20 e 22) se
diferenciaram significativamente (p<0,05) do controle com N e do controle nao
inoculado e sem nitrogénio, com maiores valores para os isolados 1, 20, 22, 59 e 107
(Tabela 1).

Para a matéria seca da raiz (MSR), destacaram-se com 0s maiores valores 0s
mesmos isolados que apresentaram os melhores resultados de MSPA (Tabela 2).

Quanto a matéria seca dos ndédulos (MSN), 5 isolados do grupo de solo de baixa
fertilidade (15, 49, 63, 107 e 127) e 3 isolados do grupo de alta fertilidade (1, 19 e 22),
se diferenciaram significativamente (p<0,05) do controle nitrogenado e do controle sem
nitrogénio e sem inoculacdo. Para esta variavel, os isolados 21, 57 e 50 possuem
menores valores, sendo estes considerados como piores estirpes no estudo em
qguestao (Tabela 3).

Houve grande variacdo nos valores para a variavel nimero dos nodulos (NN),
com 4 isolados diferenciando-se significativamente (p<0,05) dos controles com e sem
nitrogénio, da qual possui como maiores valores os isolados 1, 19, 22 e 107, todos
considerados como melhores estirpes (Tabela 4).

Diferengas significativas na MSN e no NN foram observados por Fernandes et
al. (2003) em estudos de selecdo de rizdbios nativos de feijao guandu, feijao-caupi e
feijdo-de-porco nos tabuleiros costeiros de Sergipe, em casa de vegetacao, por Vargas
et al. (2007) com isolados de cinco municipios do Rio Grande do Sul em acécia-negra e
por Antunes et al. (2011) em pesquisas com isolados de feijdo-fava em casa de
vegetacao do IPA.

Quanto ao acumulo de nitrogénio na parte aérea (Tabela 5) e eficiéncia relativa
(Tabela 6), todos os isolados nédo se diferenciaram dos controles com nitrogénio e sem
nitrogénio, com menores valores para os isolados 57 e 21, pertencentes ao grupo de
baixa fertilidade.

Comparando todas as variaveis em questdo com as trés cultivares, verifica-se
gue a cultivar Marataoa destaca-se das demais em relacdo ao MSPA, MSR, MSN e NN

com valores (3,48 g, 0,43 g, 0,42 g e 39 unid.), respectivamente. Resultados
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semelhantes foram observados por Gualter (2010) em estudos de efeito da inoculacao
com diferentes estirpes de rizobio na FBN em trés cultivares de feijao-caupi.

A massa de nédulos é um parametro intimamente relacionado com a FBN e tem
sido indicado para programas de melhoramento vegetal que buscam o aumento da
fixacdo de N2. As correlacbes entre esse parametro e a quantidade de N fixado
promovem uma reducao nos custos, tempo e materiais desses programas (Ankomah et
al., 1996).

N&o houve nodulacdo nos tratamentos nao inoculados com ou sem N nas trés
cultivares, demonstrando nao ter havido contaminacgéo externa.

Quanto as variaveis ANPA e ER, a cultivar Guariba obteve maiores resultados em
relacdo as demais cultivares, com valores de (881,03 mg e 800,00%), respectivamente.
O ANPA tem sido considerado como indicador de estirpes com potencial para compor
inoculantes com eficiéncia simbidtica (Alcantara et al. 2014). Portanto, considerando-se
esta descricdo, observa-se que a cultivar BRS Guariba apresentou potencial
satisfatorio para FBN.

Os resultados deste estudo confirmaram que houve variacdo de resposta entre
as cultivares e que possivelmente isto ocorreu devido a especificidade do
macrossimbionte em relagcdo ao microssimbionte. Segundo Xavier et al. (2006), a
FBN é influenciada por caracteristicas genotipicas da leguminosa e do rizébio, haja
vista que € um processo modulado por uma intensa troca de sinais moleculares, os
quais se refletem nas distintas respostas em relacdo ao hospedeiro, a especificidade

e a eficiéncia simbidtica.

3.6. CONCLUSAO

As condi¢cbes de baixa fertilidade dos solos podem ter exercido uma pressao
seletiva, permanecendo apenas as estirpes mais eficientes quanto a fixacdo de
nitrogénio nestes solos.

A cultivar BRS Guariba apresentou maior desempenho na eficiéncia relativa,
demonstrando uma boa interacdo simbidtica entre as estirpes.

A estirpe 49 proporcionou melhores resultados, semelhantes a estirpe de
referéncia BR-3267, para a cultivar BRS Guariba, demonstrando um bom potencial

para ser inoculante.
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