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RESUMO

O processo de fixacdo bioldgica de N pode ser uma alternativa para a substituicdo, parcial ou
total, dos adubos nitrogenados, além de diminuir os custos de producdo e economizar
combustiveis fosseis utilizados para a fabricacdo de fertilizantes nitrogenados. A fixagéo
bioldgica do nitrogénio é de fundamental importancia na sustentabilidade agricola. O feijdo-
caupi (Vigna unguiculata L.) é uma espécie leguminosa que se beneficia consideravelmente da
inoculacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio do género Bradyrhizobium. O feijao-Caupi
é comumente utilizado como planta isca para a captura de bactérias do solo e a caracterizacdo
fenotipica das bactérias existentes nos nodulos contribui para o conhecimento da sua
diversidade em colecdes e para a utilizacdo posterior em sistemas agricolas. O objetivo desse
estudo é isolar e caracterizar fenotipicamente estirpes de nédulos de feijdo caupi e verificar a
eficiéncia da nodulacdo em relacéo a fixacdo bioldgica de nitrogénio. Para isso, foi realizada a
caracterizacdo morfoldgica de 36 isolados de bactérias, obtidos de nédulos de feijdo-caupi. As
caracteristicas avaliadas foram: alteracdo de pH, tempo de crescimento, producdo de muco e
caracteristicas morfologicas das colbnias. Posteriormente foi realizado o ensaio em casa de
vegetacdo. A analise das caracteristicas das cepas bacterianas revelou tracos tipicos de
Bradyrhizobium, com crescimento médio a lento e pH neutro predominante. No experimento
em casa de vegetacdo, as cepas inoculadas, especialmente a ISO04, demonstraram uma notavel
fixacdo de nitrogénio, apesar da auséncia de diferencas significativas na massa seca da parte
aérea. Esses resultados destacam o potencial das cepas isoladas para melhorar a eficiéncia da
simbiose com as plantas de feijado-caupi em compara¢ao com as cepas comerciais.

Palavras-chave: fixacdo bioldgica de nitrogénio; bactérias fixadoras; inoculacdo de sementes,
Bradyrhizobium, sistema produtivo de praia, solos Amazonicos.



ABSTRACT

The process of biological nitrogen fixation can serve as an alternative to partially or completely
replacing nitrogen fertilizers, thereby reducing production costs, and saving fossil fuels used in
the manufacturing of nitrogenous fertilizers. Biological nitrogen fixation plays a fundamental
role in agricultural sustainability. Cowpea (Vigna unguiculata L.) is a leguminous species that
significantly benefits from inoculation with nitrogen-fixing bacteria of the genus
Bradyrhizobium. Cowpea is commonly used as a bait plant to capture soil bacteria, and
phenotypic characterization of bacteria existing in the nodules contributes to understanding
their diversity in collections and their subsequent use in agricultural systems. The objective of
this study is to isolate and phenotypically characterize cowpea nodule strains and assess
nodulation efficiency in relation to biological nitrogen fixation. Morphological characterization
of 36 bacterial isolates obtained from cowpea nodules was conducted, evaluating pH alteration,
growth time, mucilage production, and colony morphological characteristics. Subsequently, a
greenhouse assay was performed. The analysis of bacterial strain characteristics revealed
typical traits of Bradyrhizobium, with medium to slow growth and a predominant neutral pH.
In the greenhouse experiment, inoculated strains, particularly 1ISO04, exhibited notable nitrogen
fixation despite the absence of significant differences in aerial dry mass. These results
underscore the potential of isolated strains to enhance symbiosis efficiency with cowpea plants
compared to commercial strains.

Keywords: biological nitrogen fixation; fixing bacteria; seed inoculation, Bradyrhizobium,
beach production system, Amazonian soils.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento da populacdo mundial, vem também a necessidade de avangos na
tecnologia de producdo para suprir as demandas por alimentos (CRUZ et al., 2019). O
Agronegdcio emergiu como um pilar fundamental que impulsiona e dinamiza a economia
brasileira e mundial e, devido a sua importancia, a agricultura tem intensificado a demanda por
insumos quimicos/sintéticos, cuja fabricacdo resulta em significativos impactos ambientais

(BARROS, 2022) e utilizagdo de recursos ndo renovaveis.

Os principais impactos negativos observados foram a degradacdo da salde fisico-
quimica e biolégica do solo, a perda de biodiversidade e a erosdo genética, o desequilibrio
ecoldgico, o ressurgimento de pragas e doencas, 0 esgotamento/degradacdo de recursos,
incluindo terra, agua e combustiveis fosseis, a reducdo da tolerancia ao stress nas culturas,
estagnacdo do rendimento e, em Ultima analise, ameaca a sustentabilidade (JOHN e BABU,
2021).

Com isso, 0 uso de insumos agricolas biolégicos é uma alternativa mais sustentavel,
porque utiliza menor quantidade de energia para sua producdo causando menos impacto ao
meio ambiente, tornando o seu uso indispensavel para a producdao em grande escala (LOPES,
2018). O uso de inoculantes pode diminuir os custos de producédo e suprir as necessidades de
nitrogénio para a producao, através da fixacdo bioldgica de nitrogénio (VIEIRA NETO et al.,
2008). O inoculante é um produto com um alto nimero de bactérias diazotroficas simbidticas
mutualistas com as raizes das Fabaceae (JENSEN, 1987). Essas bactérias através de um dialogo
guimico entre planta e microrganismos infectam as raizes e formam os nédulos onde se alojam
e iniciam o processo de fixa¢do do nitrogénio atmosférico que é transformado em nutrientes
assimilaveis para as plantas que em troca fornecem carboidratos para as bactérias (GOYAL,;
SCHMIDT; HYNES, 2021).

Segundo a AGEITEC (Agéncia Embrapa de Informagdo Tecnologica) alguns
inoculantes j& comercializados séo capazes de elevar a producdo. O Ministério da Agricultura

possui cadastrado mais de 90 tipos de inoculantes para uso agricola (EMBRAPA, 2019).

Os microrganismos sdo usados na agricultura para promover o crescimento de muitas
culturas, porém as plantas da familia Fabaceae sdo uma fonte de nitrogénio para as plantas,
promovendo o seu crescimento. O nitrogénio para a producdo agricola pode ser obtido

totalmente pela fixacdo bioldgica, o que pode dispensar o uso de fertilizantes nitrogenado. O
14



nitrogénio fixado da atmosfera pelas bactérias € alterado através de rea¢es bioquimicas na
planta e posteriormente transformado em aminoacidos, proteinas e outros compostos
(SILVEIRA; FREITAS, 2007).

Uma das grandes vantagens da fixacao bioldgica de nitrogénio € a reducéo do uso de
adubos nitrogenados e, consequentemente a producdo destes adubos e a poluicdo de recursos
hidricos. Além disso, a fabricagdo de fertilizantes nitrogenados industriais depende da queima
de combustiveis fosseis, e para ser obtido sdo necessarios niveis elevados de pressédo e
temperatura (ALVES et al., 2006).

A fixacdo bioldgica € resultante da interacdo rizébio/planta, que ocorre da seguinte
maneira: o rizobio invade o tecido vegetal por meio de mecanismos de infec¢éo, que resultam
em nodulos. Os nodulos permitem gue o rizébio sobreviva dentro do hospedeiro sob a forma
de bacteroides, onde fixam nitrogénio gasoso sob a forma de amonia para fornecer a planta
hospedeira. Por sua vez, a planta hospedeira fornece aminoacidos e carbono a bactéria
(HEATH; TIFFIN, 2009a). Plantas da familia Fabaceae sdo capazes de ser noduladas
facilmente com um grupo de rizébio presente no solo, designado como grupo miscelanea
rizobio tropical, caracteristica encontrada também em vérias espécies dessa familia de
ocorréncia nos tropicos (RUMJANEK et al., 2006).

O feijdo Caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) da familia Fabaceae, também
conhecido como feijdo de corda ou em algumas regides conhecido como feijdo de praia, é uma
cultura extremamente rustica, que pode se adaptar a areas ja exploradas e obter um desempenho
satisfatorio, podendo tolerar altas temperaturas (FREIRE FILHO, 2011). O feijdo caupi é uma
das culturas de maior importancia econémica para as regides norte e nordeste. Na regido norte
geralmente cultivado as margens dos rios onde a fertilidade natural do solo pode promover uma
boa producdo para a cultura, pois parte da sua producdo sdo de ribeirinhos e da agricultura
familiar, no estado do Acre (OLIVEIRA et al., 2015)

No Brasil, o melhor exemplo de utilizagdo econdmica da FBN e da inoculacdo é
encontrado com a cultura da soja. O Brasil é 0o segundo maior produtor de soja no mundo
(AMAZONAS, 2018). Boa parte da producdo dessa cultura se deve ao processo de fixacao
biolégica de nitrogénio, através da simbiose com bactérias diazotroficas do género
Bradyrhizobium e contribui para o balango positivo das exportacfes brasileiras (HUNGRIA,
CAMPO; MENDES, 2007)

15



Um dos sistemas de cultivo bem difundido na regiéo sé&o os feijoes plantados nas praias
dos rios de &guas brancas (JESUS et al., 2016). Por exemplo, A produtividade do feijao caupi
pode aumentar com o uso de inoculantes de rizobios eficientes e assim suprir as necessidades
de nitrogénio da planta e reduzir o uso de adubacdo nitrogenada (ZILLI et al., 2009) , para tanto

€ necessario o isolamento e o teste de estirpes noduliferas quanto a sua eficiéncia.

16



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Feijdo-Caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.)

O feijdo é considerado um dos mais antigos alimentos utilizados pelo homem, tornando-se parte
fundamental da dieta de vérias civilizacbes (BASSAN et al., 2001). O feijdo caupi (Vigna unguiculata
(L.) Walp.) nativo da Africa, foi introduzido em meados do século XV1I no Brasil, pelos portugueses no
Estado da Bahia, a partir dessa época o feijdo-caupi foi se espalhando de forma gradativa em todo pais.
(FREIRE FILHO, 2011).

O caupi é conhecido em todo Brasil. A cultura possui um nome popular em cada regido. Na
regido Nordeste feijdo-de-corda; na regido Norte, feijdo-de-praia, feijdo-da-colénia e feijao-de-estrada;
na regido Sul, feijdo-middo. Na regido Norte e nordeste, existe um tipo de feijdo-caupi muito importante
para a culinaria local (FREIRE FILHO, 2011). Esse caupi possui grdos de cor creme, muito pequenos é
conhecido no Acre como manteiguinha (SIVIERO et al., 2016).

De acordo com Freire Filho (2011) no Brasil sdo cultivadas varias espécies de feijao; porém,
somente o Phaseolus vulgaris (L.) feijdo comum e Vigna unguiculata (L.) Walp. e feijao-caupi, séo
considerados como feijdo pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. A producdo de
feijdo-caupi concentra-se em sua maioria nas regides Nordeste e Norte. A producdo do caupi nas duas
regides é feita por empresarios e agricultura familiar que ainda utilizam praticas tradicionais (FREIRE
FILHO, 2011).

O plantio do caupi na regido norte é feito em praias onde o solo é renovado apds cada cheia do
rio, denominados de solos de varzea. Sdo variedades crioulas armazenadas ano ap6s ano pelos proprios
agricultores que, ao praticarem essas atividades, selecionam as sementes com maior vigor e resisténcia
a doencas para o plantio (SIVIERO et al., 2016).

O feijao-caupi pode ser encontrado em trés segmentos no mercado: graos secos, feijao-verde
(vagem verde ou grdo verde debulhado) e sementes para o plantio. Essa cultura vem passando por
grandes mudancas tanto no setor produtivo, com a expanséo do plantio para outras regifes, quanto no
setor comercial, com uma melhor padronizacdo do produto com o inicio do processamento industrial e
com a entrada do produto em novos mercados do pais e do exterior (FREIRE FILHO, 2011).

No Acre o feijao caupi e o feijdo comum tém grande importancia socioeconémica em especial
para 0 Vale do Jurua ndo s6 como alimento, mas também como gerador de emprego e renda para
pequenos produtores da regido (OLIVEIRA et al., 2016). A diversidade agricola dos plantios conta com
nove variedades crioulas plantadas e descritas apenas para o estado do Acre (OLIVEIRA et al., 2015).
E um alimento rico em proteina, minerais e fibras que constitui um componente alimentar basico das

populagdes rurais e urbanas das regides (SIVIERO et al., 2016).
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Essa leguminosa possui habito de crescimento determinado e indeterminado. O determinado
caracteriza-se por ter o caule e os ramos laterais terminados em inflorescéncia (inflorescéncia terminal)
e por possuir um namero limitado de nos; a floracdo inicia-se do &pice para a base da planta. O
crescimento indeterminado é constituido de uma haste principal da qual saem ramos laterais, possuem
um namero ilimitado de nos, os ramos primarios se originam diretamente da haste principal e 0s
secundarios se originam dos primérios e assim por diante. As gemas apicais ndo se diferenciam em
inflorescéncia e a planta continua produzindo flores e folhas por um periodo longo, sendo que as flores
partem das axilas da planta (MATTAR et al., 2016).

A planta pode possuir porte ereto, prostrado, semiereto e semiprostrado. A planta com porte ereto
facilita a colheita, como as plantas ficam retas a producéo fica concentrada e a colheita pode ser feita em
uma unica vez, o que facilita a colheita mecanizada. As plantas prostradas apresentam vantagens caso 0
produtor opte pela venda de feijdo verde devido ao amadurecimento dos grdos em épocas diferentes e

ao aumento do tempo de colheita do feijdo (FILHO et al., 2008).

O cultivo Caupi ocorre em duas temporadas por ano. A primeira é plantada no inicio da estacdo
chuvosa (novembro a margo) e representa cerca de 71% da producdo média nacional. A segunda safra
ocorre no final da estacdo chuvosa (abril a agosto) e corresponde por 29% da producdo média anual. Os
principais sistemas de producdo sdo: pertencentes a culturas Umidas e consorciadas (incluindo milho
e/ou mandioca) e culturas perenes (monocultura de primeira safra, monocultura de segunda cultura e
rotagdo de arroz de terra firma (CONAB & DERAL/SEAB; 2021). No Acre sdo encontrados os sistemas
de producéo de praia (JESUS et al., 2016).

Apesar de ser uma planta que se adapta bem a solos pobres em nutrientes, ainda possui um baixo
rendimento de produtividade(OLIVEIRA et al., 2016). Esse baixo rendimento estd relacionado aos
problemas edéaficos, a irregularidade de chuva ou ao fornecimento inadequado no cultivo irrigado, aos
fatores fitossanitarios, e a falta de tecnologia que melhore as condicGes de cultivo e produtividade. A
média de produtividade nacional é muito baixa, aproximadamente 500 kg/ha™, se comparada a média de
produtividade de feijao comum, cerca 1,5 t/ha}(CONAB, 2022).

Na hora do produtor escolher qual variedade usar, tem algumas caracteristicas que deve levar em
considerac&o. Os tipos de grdo e vagem devem atender as exigéncias dos comerciantes e produtores. E
importante saber se a cultivar tem ciclo precoce ou tardio, se a planta é ereta ou prostrada, se é resistente
a pragas e doencas e se 0 gréo e proprio para consumo seco ou na forma de feijdo-verde (MATTAR et
al., 2016).

2.2 Feijdo caupi no brasil e no mundo
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De acordo com Censo Agropecuario 2017, o Brasil produziu 458.069 t de feijdo-caupi em todo
pais, em um total de 932.947 estabelecimentos empresariais e familiares. Os trés estados que mais
produziram feijdo-caupi, respectivamente, sdo: Mato Grosso (165.277 t), Cearé (69.347 t), Bahia (61.504
t). A maior parte dos estabelecimentos produtores estd concentrado no Nordeste (93,2%), porém se
tratando de regido com maior produtividade, o Centro-Oeste fica na frente, a producdo do Mato Grosso

sozinho corresponde a 36% da producéo nacional (IBGE, 2019).

O feijdo-caupi tem uma grande importancia socioecondémica no pais, principalmente nas regides
Norte e Nordeste, onde é considerada uma cultura de subsisténcia em pequenas propriedades. Constitui-
se como gerador de emprego e renda na agricultura familiar, é ainda um alimento basico principalmente
para as populacOes de baixa renda dessas regides. Os gréos secos séo considerados uma excelente fonte
de proteinas (23 a 25% em média), contém todos os aminoécidos essenciais, carboidratos (62% em
média), vitaminas, minerais, fibras, baixa quantidade de gordura e ndo possui colesterol, apresentando
maior valor nutricional do que o feijdo comum. Por isso torna-se extremamente relevante uma maior
divulgacdo de sua importancia alimentar e para os agricultores familiares dessas regides e para a

populacdo em geral, bem como, mais estudos nesse tema (FILGUEIRAS, 2009).

De acordo com a CONAB, na safra 2021/2022 a area colhida de feijao-caupi no Brasil foi de 1,2
milhdes de hectares, corresponde a 42% da producéo total de feijdo, e sua producao correspondeu 21%
da producao de feijao (feijdo comum e feijao-caupi), produzindo 637 t (CONAB, 2022), 39% a mais que

aproducdo em 2017, que € um nimero bem expressivo, mostra que tem crescido bastante a sua producéo.

Nas regides que tradicionalmente produzem o feijao-caupi, as cultivares utilizadas sdo pouco
produtivas porque o plantio é feito com baixo nivel de tecnologia. A produtividade varia conforme a
safra e o tipo de sistema de producdo (consorciado ou solteiro). O conjunto desses fatores somados a
irregularidades das chuvas, a suscetibilidade a pragas e doencas e o0 baixo potencial de rendimento de
grdos justifica a baixa produtividade encontrada na maior parte das lavouras de feijdo-caupi (LEITE et
al., 2009). No Acre, alguns dessas limitagdes sdo superadas no sistema produtivo de praia, pois 0s solos
séo ferteis e praticamente ndo é observado estresse hidrico, devido ao elevado nivel do lengol freatico
(JESUS et al., 2016).

Por fim, o feijdo-caupi tem se tornado uma cultura de importancia socioeconémica para o pais,
apresentando muitas potencialidades a serem exploradas tanto no &mbito da produgdo, do consumo,
como do mercado nacional e internacional. Por isso, é necessario pensar em tecnologias mais coerentes
com os sistemas de producdes e na organizacao da sua cadeia produtiva que beneficie os seus diferentes

segmentos, principalmente a agricultura familiar (OLIVEIRA et al., 2016).
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Conforme dados da FAO (2020) a producdo mundial de feijao-caupi em 2014 foi de
aproximadamente 5,6 milhdes de toneladas produzidas em 12,5 milhdes de hectares, no entanto esse
nimero pode ser considerado ainda maior, pois muitos paises como o Brasil e a india que possuem uma

producdo expressiva ndo fornecem dados estatisticos separados da producao de feijdo comum.
2.3 Aimportancia da fixacao biologica de nitrogénio

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) acontece quando microrganismos conhecidos como
bactérias diazotroficas promovem a quebra da ligacdo de N2 (nitrogénio atmosférico) e transforma para
uma forma inorganica NHz (aménia) e o deixa disponivel para a planta e outros organismos(HUNGRIA;
CAMPO; MENDES, 2001). Os microrganismos dependem desse nutriente presente na atmosfera que
ndo € assimilavel para células eucariontes como, por exemplo, as plantas (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

Para Zilli (et al., 2006) o N é o nutriente que mais limita a producdo agricola em regides tropicais
e a fixacdo bioldgica se tornou muito importante para a producéo vegetal. Dentre os nutrientes minerais
essenciais as plantas, o nitrogénio (N) é o mais caro 0 que consome mais energia para sua producao
industrial e potencialmente, 0 mais poluente, sendo geralmente o mais limitante a producéo vegetal. E a
fixagdo bioldgica de nitrogénio vem mostrando-se indispenséavel para a sustentabilidade da agricultura
brasileira (MELO; ZILLI, 2009).

O nitrogénio constitui 78% da atmosfera na forma gasosa (N2), além de ter o papel estrutural na
composi¢do de aminoacidos, acidos nucleicos, polissacarideos entre outros. Apesar dessa abundéancia,
as células vegetais ndo conseguem assimilar esse elemento na forma em que ele estd disponivel na
atmosfera. 1sso ocorre porque o N2 € uma molécula com uma ligag&o tripla covalente, que Ihe confere
grande estabilidade, tornando-o pouco reativo em condi¢cdes normais. Para que ele seja assimilavel é
necessario quebrar essas ligacdes e transforma-lo na forma amoniacal (HUNGRIA et al., 1998).

O nitrogénio é essencial a vida, e em regides tropicais, é fator limitante da produc&o agricola. A
deficiéncia desse elemento em formas assimilaveis pelas plantas é compensada com o uso de fertilizantes
nitrogenados. No entanto, o uso do fertilizante quimico nitrogenado eleva muito o custo da producao,
além de acarretar sérios problemas ambientais(LIBA et al., 2006; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Ja a
transformacé@o biologica utiliza apenas a energia solar, caracterizando um processo totalmente
sustentavel e de baixo custo.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio se constitui entdo a principal via de incorporagéo do nitrogénio
a biosfera. E considerado um dos processos bioldgicos mais importantes do planeta, sendo possivel com
a ajuda de alguns microrganismos conhecidos como rizobios que possuem um complexo enzimatico, a

nitrogenase, capaz de transformar o N2 em amonio. O exemplo mais conhecido é a simbiose de bactérias
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conhecidas como “rizobio” com plantas da familia Fabaceae, que compreendem, por exemplo, a soja e
o feijdo (SNYDER; BRUULSEMA; JENSEN, 2008). A interacdo entre leguminosas e rizébio é um
exemplo de interacdo biologica bastante estudada, no qual possibilita a substituicdo em parte ou
totalmente do adubo nitrogenado (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001).

Esse processo de transformacéo catalisado pelo complexo enzimaético nitrogenase acontece
dentro de uma estrutura chamada ndédulo. A formacdo do nddulo é um processo complexo de
comunicagdo quimica que envolve N2, mudancas na planta hospedeira e na célula bacteriana, onde a
bactéria visa ao recebimento de fontes de carbono como energia e potencial redutor para a transformacéo
do nitrogénio, e a planta hospedeira, ao recebimento da amonia produzido pelas bactérias (HUNGRIA
et al., 1998)

O nitrogénio além de ser o nutriente exigido em maior quantidade, € o que representa 0 maior
custo na producdo e, como muitos agricultores familiares ndo possuem recursos para aquisicdo desse
nutriente, observa-se uma série de deficiéncias ao longo do plantio, acarretando baixa produtividade e
por isso se faz necessario aprofundar os estudos relacionados a alternativas sustentaveis e acessiveis a
esses produtores (SNYDER; BRUULSEMA; JENSEN, 2008). Como por exemplo estudar as estirpes
dos ndédulos ou dos solos, que apresentam nodulacdo espontanea com os diferentes tipos de leguminosas.

A Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio desponta como uma real solucdo ecoldgica e sustentavel
reconhecidamente eficiente em feijdo-caupi que, quando bem nodulado, pode atingir altos niveis de
produtividade (SANTOS et al., 2005). O feijao-caupi é capaz de realizar simbiose com diversas espécies
de bactérias do grupo “rizobio”, sendo considerado um hospedeiro promiscuo. Nos sistemas agricolas,
a FBN tem se constituido como uma fonte sustentavel de nitrogénio em contraponto a grande quantidade
de energia ndo renovavel utilizada na producdo de fertilizantes sintéticos (HUNGRIA; CAMPO;
MENDES, 2001).

2.4 Caupi e fixagéo bioldgica de nitrogénio

O feijdo caupi é muito cultivado nas regibes tropicais dos continentes africano, asiatico e
americano, e constitui a principal fonte de proteina, principalmente para populagdes de baixa renda
(OLIVEIRA et al., 2016). A cultura é uma excelente fonte de proteinas (23-25%) e de carboidratos
(62%), vitaminas e minerais, além de possuir grande quantidade de fibras dietéticas, baixa quantidade
de gordura, com teor de 6leo de 2% (AURAS; AMANCIO, 2015).

Essa leguminosa é capaz de ser nodulada facilmente com um grupo de rizébio presente no solo,
designado como grupo miscelanea feijao-caupi ou rizobio tropical, caracteristica encontrada também em

varias outras leguminosas de ocorréncia nos tropicos. (RUMJANEK et al., 2006).
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A influéncia mutua do caupi com bactérias fixadoras de N. atmosférico, comumente designadas
rizébios, utilizando inoculantes, permite a ampliacdo do rendimento produtivo da cultura. Prética que
pode substituir parcialmente ou totalmente o uso de adubos nitrogenados, o que pode diminuir 0s custos
de producdo (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001).

Para o caupi ndo ha uma estimativa, em termos econémicos, da contribuicdo da FBN. No entanto,
sabe-se que é importante para manter a produtividade das lavouras de subsisténcia, em que a adubacao
nitrogenada mineral ndo ocorre (MARTINS et al., 2003).

Em experimentos conduzidos em condi¢des de campo, mostraram-se aumentos nos rendimentos
de grdos em tratamentos inoculados com estirpes de rizobio selecionados (ZILLI et al., 2006). Portanto,
é imprescindivel a difusdo desta biotecnologia, de baixissimo custo, para a cultura do feijdo caupi,
considerando que a fixacdo biolégica do nitrogénio é um processo ecoldgico e economicamente
vantajoso que pode substituir os fertilizantes nitrogenados (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001).

2.5 Nodulagdo e simbiose

A nodulacgdo espontanea é um processo pelo qual as leguminosas formam nédulos radiculares de
forma natural nas condicdes especificas de solo. Os nodulos radiculares sdo estruturas especiais que
abrigam bactérias fixadoras de nitrogénio conhecidas como rizébios (SILVEIRA; FREITAS, 2007). As
leguminosas tém a capacidade de estabelecer essa relagdo simbiodtica com os rizobios. Essa relacdo

mutualistica beneficia tanto as plantas quanto as bactérias envolvidas(GIARDINI; et al., 1979).

A fixacdo biol6gica de nitrogénio pelas leguminosas reduz a necessidade de fertilizantes
nitrogenados, economizando custos de producdo e minimizando o impacto ambiental associado ao uso
de fertilizantes sintéticos. Além disso, o nitrogénio fixado pelas leguminosas pode estar disponivel para
outras culturas subsequentes, melhorando a produtividade do sistema agricola, através da ciclagem de
matéria organica (FAGAN et al., 2007).

A FBN e resultado da interacdo rizobios e Fabaceae, que ocorre quando a bactéria invade o tecido
daraiz da planta causando a formacéo de um nodulo, de forma totalmente controlada pela planta. Esses
nodulos permitem a sobrevivéncia dos rizobios dentro do hospedeiro, e a fixagdo bioldgica do nitrogénio
gasoso que é transformado em aménia que é fornecida para a planta hospedeira. E a planta disponibiliza
carboidratos a bactéria (HEATH; TIFFIN, 2009b).

Podemos dizer que a soja € uma cultura rentdvel no Brasil gragas a administracdo deste
fendmeno, permitindo a fixacdo de grandes quantidades de nitrogénio, resultando em elevadas
produtividades sem a adi¢éo de nitrogénio quimico. (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001).
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No entanto, € importante ressaltar que nem todas as leguminosas tém a mesma capacidade de
nodulacdo espontanea. A presenca e eficiéncia dos rizébios apresenta especificidade para cada espécie
de leguminosa existe uma espécie ou estirpe de rizobio mais eficiente do que outra, influenciado também
pelas condicdes ambientais e a disponibilidade de outros nutrientes no solo (JESUS et al., 2016).
Portanto, a selecdo adequada das leguminosas e dos rizébios simbidticos é fundamental para maximizar

os beneficios da nodulacéo espontanea em solos de varzea (HARA et al., 2022).
2.7 Estirpes nativas

Dentre as espécies de leguminosas que podem estabelecer simbiose com bactérias do solo, o
feijdo-caupi é considerada a mais promiscuas, podendo inclusive ser utilizada como planta isca para o
isolamento de rizobios que nodulam outras espécies como o feijdo comum ou a soja (MELLONI et al.,
2020).

O feijdo-caupi tem a capacidade de estabelecer associa¢fes simbidticas com algumas espécies
bacterianas englobadas no grupo “rizobio”, compreendendo os géneros Azorhizobium, Burkholderia,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium, entre outros. Nesse contexto, existe a
possibilidade de ganhos de produtividade através da FBN ao adquirir esses insumos biol6gicos em
empresas especializadas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006)

O inoculante comercial é um produto vivo, a base de bactérias capazes de absorver o nitrogénio
do ar e transferi-lo para as raizes da planta, reduzindo a dependéncia de fertilizantes quimicos
nitrogenados. O processo de inoculacdo ja é muito utilizado em leguminosas no Brasil, (HUNGRIA;
CAMPO; MENDES, 2001). E uma tecnologia de baixo custo e no oferece risco de polui¢io ambiental,
além de ser uma prética sustentavel ao substituir os insumos sintéticos por biolégicos. No entanto, por
ser um produto vivo, o tempo de prateleira costuma ser baixo (no maximo seis meses) exigindo
condices especificas de armazenamento e transporte.

De acordo com dados da ANPII (Associacdo Nacional de Produtores e Importadores de
Inoculante) a producdo e comercializacéo de inoculante para feijao-caupi no pais comecou em 2012, em
2018 ainda ndo chegou perto de 1% do total de doses comercializadas no Brasil (entre graminease
leguminosas), onde a venda de inoculantes para soja representam 87% do total da cadeia (ANPII, 2020).
Esses dados refletem os desafios da agropecuaria quando falamos de tecnologias para a diversidade que
0 pais produz.

De Acordo com o diario oficial da unido, diversas cepas de Bradyrhizobium sp. foram
identificadas em associa¢do com a espécie de feijao-caupi (Vigna unguiculata). Entre elas, destacam-se
a cepa UFLA 3-84 (numero de acesso 6461), proveniente da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
a cepa BR3267 (nimero de acesso 6462), originaria da Embrapa Agrobiologia, a cepa INPA3-11B
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(ndmero de acesso 6463), também da UFLA, e a cepa BR 3262 (numero de acesso 6464), associada a
Embrapa Roraima. Cada uma dessas cepas é identificada por uma sequéncia especifica de acesso, sendo
EF158574 para UFLA 3-84, AY649439 para BR3267, EF158575 para INPA3-11B e AY649430 para
BR 3262. Essas informagdes fornecem uma visdo abrangente das diferentes cepas de Bradyrhizobium
sp. associadas ao feijao-caupi e suas respectivas origens.

Atualmente, quatro estirpes sdo autorizadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) para a inoculacdo do feijdo-caupi, séo elas: UFLA 3-84, BR 3267 , INPA 3-
11B e BR 3262 (tabela 1), (MAPA, 2011).

Pensando em alternativas para a inoculacdo comercial, e que seja vidvel para a agricultura
familiar, utilizando recursos locais, existem alguns estudos relacionados isolamento de estirpes
noduliferas de nodulos, que é acessivel e pode representar uma alternativa sustentavel para aumentar a
atividade de fixacdo biolégica de nitrogénio nos nédulos de feijao-caupi e a sua produtividade em

pequenas unidades familiares de producéo agropecuéria.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Isolar e caracterizar fenotipicamente bactérias fixadoras de N2 e avaliar a eficiéncia dessas

bactérias no crescimento de plantas de feijao caupi.

3.2 Especificos

Isolar estirpes de nodulos espontaneos de feijao-caupi plantado no sistema de praia;

e Caracterizar fenotipicamente as estirpes isoladas;
Testar a eficiéncia da fixacdo biologica de nitrogénio das estirpes isoladas em condi¢Ges

controladas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 lsolamento das estirpes de microrganismos dos nédulos de feijao-caupi
4.1.1 Local da coleta dos nodulos
A regido de estudo esté localizada no municipio de Cruzeiro do Sul, no estado do Acre, extremo
oeste da Amazonia brasileira, no vale do Alto Jurua (figural-A). O clima da regido é caracterizado como
tropical quente e umido, com temperatura média anual de 24,5° C, com uma precipitacdo pluviométrica
média de aproximadamente 2000 mm anual, sendo o periodo de junho a setembro considerado 0 mais
seco do ano (SILVA et al., 2021).

Figura 1. Local da coleta. A- Localizagdo geografica do municipio de cruzeiro do Sul/AC. B- Pontos de coleta.
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Fonte: A- SILVA, S. S. (2017). B- Google Earth

A coleta dos nodulos foi feita no més de agosto do ano de 2022, em plantios de agricultores
familiares realizado nas praias que se formam no periodo da vazante, no curso do rio Jurua, em seis
pontos nos solos considerados jovens (figura 1-B). Foram coletadas trés plantas de cada ponto. As
plantas se encontravam no estadio R1 pré-floracdo (Figura 2); e, os nédulos foram separados das raizes,
lavados com agua destilada autoclavada e armazenados em frascos com algoddo e silica gel para manté-

los secos durante o periodo de armazenamento a 10° C.

Figura 2. Coleta dos nédulos.
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4.1.2 Desinfeccao dos nddulos e riscagem em placas de petri.

Para o isolamento dos microrganismos, 0s nddulos coletados foram imersos, durante duas horas
em agua destilada e esterilizada, para reidratacdo. A desinfeccdo dos nddulos foi feita de acordo com o
método adaptado descrito por HUNGRIA; ARAUJO, 1994, que consistiu na imersdo em solugédo de
hipoclorito de sodio a 3% por 4 minutos e em alcool 96% por 5 a 10 segundos; em seguida, foi feita
lavagem, por meio de transferéncias sucessivas em cinco placas de Petri, com agua destilada
autoclavada. A seguir os nédulos foram esmagados e feita a riscagem em placa de petri, contendo meio
de cultura YMA adicionado Azul de bromotimol (indicador de pH), (tabela 1). As colonias foram
repicadas sucessivamente até a obtencédo de culturas puras HUNGRIA; ARAUJO, 1994,

Tabela 1 - Composicdo do meio de cultura.

Meio de cultura (YMA)
Reagente Quantidade
Manitol 10 g/l
KoHPO4 Iml/l
KH2PO4 4ml/I
MgS0O4.7H20 2ml/l
Na ClI Imi/
Azul de bromotimol (solugédo 0,5% em 0,2 N de KOH) 5ml/l
Complexo B 0,4 mi/l
Extrato de Levedura 0,4 g/l de
Agar 16 g/l meio solido 1,75

semissolido

pH6,8—7

Fonte: (HUNGRIA; ARAUJO, 1994).

Para isolamento das colénias, foi utilizado a técnica de esgotamento, em trés campos da placa
(figura 2 -A). Foram selecionadas as colonias isoladas no terceiro campo e repicadas para um novo meio
de cultura e feita um novo isolamento para obtencdo de colnias puras. As placas foram incubadas em
condi¢bes ambiente (com temperatura média de 25°C) para o desenvolvimento das col6nias por um
periodo de 5 a 10 dias. Posteriormente as estirpes isoladas foram caracterizadas avaliando-se taxa de
crescimento, alteracdes no pH do meio, produgdo de muco, coloragdo das col6nias, e as caracteristicas
morfoldgicas citadas por COSTA JUNIOR (et al., 2009), como resultado sera possivel ser feita

identificacdo presumida do género.
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Figura 3. Técnica adotada para isolamento as bactérias A. Representacdo esquematica da riscagem em placas com meio de
cultura. Técnica de esgotamento, recomendada para a obtengdo de coldnias isoladas. B. Col6nias isoladas pela técnica de
esgotamento em placas.

Fonte: A. esquema feito pelo autor; B. (HUNGRIA; ARAUJO, 1994).

4.2 Caracterizagdo Fenotipica das Estirpes Isoladas.

A caracterizacdo morfoldgica possibilita um maior conhecimento da populacdo de rizébios
presentes nos solos, e o agrupamento facilitard o desenvolvimento das etapas seguintes de confirmacédo
da nodulacéo e selecdo de colbnias. Para realizar a classificagdo morfoldgica das col6nias de rizobios
foram observadas as seguintes caracteristicas: forma da colénia (puntiforme, circular, irregular),
tamanho (grande: 5 mm ou mais; media: 2 a5 mm; pequena: 2 mm ou menos), elevacéo (plana, , elevada,
, convexa, pulvonada, umbonada e umbilicada), borda (inteira, ondulada, filamentosa, lobada, denteada),
consisténcia do muco (viscosa, seca, gomosa), producdo de muco (escasso, pouco, moderado,
abundante), coloracdo (transparente; opaca), aspecto (viscosa; Umida; membranosa, gelatinosa e leitosa)
e elasticidade do muco (figura 4) (JUNIOR et al., 2009). A verificacdo da taxa de crescimento considerou
o0 tempo do aparecimento de coldnia no terceiro campo, classificando em estirpes de crescimento rapido
(CR): 1-3 dias de crescimento, estirpes de crescimento intermediario (CI): 4-5 dias de crescimento, e
estirpes de crescimento lento (CL): 6-10 dias de crescimento (HUNGRIA; ARAUJO, 1994), alteracdo
do meio de cultura pelas bactérias e também caracteristicas fisioldgicas tais como a formacéo de acido
e alcalis no meio de cultura YMA (AC: &cida; AL: alcalina; NT: neutra), (SILVA et al., 2007). Para a
obter o inoculante as colonias de bactérias puras foram colocadas em tubos de ensaio com meio YMA
liquido (semissélido) e incubados por um periodo de 10 dias para que ocorra a multiplicagdo das

bactérias.
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Figura 4. Caracteristicas morfologicas das coldnias de rizobios em relacédo a sua forma (A), elevacao(B), borda (C), aspectos
da superficie (D) e producdo de muco (E).
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Fonte: (JUNIOR et al., 2009).

4.3 Testar a eficiéncia da fixacdo bioldgica de nitrogénio

Para a avaliacdo da resposta a eficiéncia da fixacdo bioldgica de nitrogénio em plantas, foi feita

a preparacado dos vasos utilizando garrafas de vidro recobertas com papel aluminio (figura 4), onde foram

fixadas tiras de filtro de papel para garantir o molhamento das sementes e plantulas através de

capilaridade. O interior das garrafas continha solucdo nutritiva de HOOGLAND adaptada (tabela 3),

posteriormente autoclavadas. As sementes foram pré-germinadas (figura 6-A), em seguida, colocadas

na abertura do recipiente (figura 6-B), onde terdo acesso a solucédo nutritiva pelas raizes através das fitas

de papel. A inoculacéo foi feita com 1 ml de meio de cultura liquido YMA contendo o agente biolégico

previamente crescidos (figura 6-C e D). posteriormente as garrafas foram acondicionadas em casa de

vegetacao (figura 6-E) por 35 dias.

Tabela 2. Composicdo da solucdo nutritiva de Hoogland.

Solucdo Nutritiva de Hoogland 1/4

Solucdo Estoque completa— 4L S/ Nitrogénio — 4L
Ca(NO3z).H20 - 236,169 4 mi 0,40 ml
NHsH2PO4 — 115,03 g/L 1ml 0,10 ml
KNOs-101,11g/L 6 ml 0,60 ml
MgSO47H20 — 12,6 g/L 2ml 2mi
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K2S0O4 — 87,13g/L 0 3mi
Cal(H2P04)2H.0 — 12,6g/4L 0 10 ml
CaSO2H,0 - 0,43 g/L 0 0,0869
Micronutrientes 1ml 1ml
FeClz (10%) ou FEEDTA 10 mloulml 10 mlou 1 ml
Solucdo de Micronutrientes
Reagentes Quantidade
H3BO3 2,869
MnCl24H20 1,819
ZnS04 7TH0 0,229
CuS045H20 0,08g
H2Mo00O4 ou MoO3 0,029 ou 0,016g

(HOAGLAND; ARNON, 1950)

Figura 5. Preparo dos vasos para a inoculacdo das bactérias em meio liquido.

BRE,

Fonte: préprio autor
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Figura 6. Preparo do experimento em casa de vegetacdo. A. Sementes pré germinadas em placas; B. Semente posicionada
na abertura da garrafa; C. Recipientes prontos para receber o agente biol6gico; D. plantas separadas por bloco; E. experimento
instalado em casa de vegetacéo.

Fonte: proprio autor

4.4 Analise estatistica.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo adotados os seguintes
tratamentos: i) controle inoculado com uma estirpe aprovada pelo Ministério da agricultura, para
inoculacdo em caupi, catalogada pela Universidade Federal de Lavras (UFLA 0384); ii) tratamento
controle sem agente fixador e sem adig¢&o de N mineral; iii) tratamento controle com adi¢&o de N mineral
e iv) os tratamentos com a inoculagdo das estirpes isoladas considerando cada estirpe um tratamento.
Cada tratamento recebeu trés repeticdes. As avaliacdes morfoldgicas das plantas foram feitas durante a
colheita do experimento, 35 dias apds a inoculacdo, sendo avaliadas as seguintes variaveis: teor de
clorofila (CLO A e B), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA), nimero
de ndédulos (NN), peso seco dos nddulos (MSN), massa seca da raiz (MSR).

A leitura do teor de clorofila foi determinada em campo no momento da colheita aos 35 dias
apos a inoculacdo com o emprego do ClorofiLOG® modelo CFL 1030.

31



A eficiéncia relativa (Efr) foi calculada pela razdo entre a massa de matéria seca da parte aérea
(MSPA) dos tratamentos inoculados e a média da massa de matéria seca da parte aérea do tratamento

com nitrogénio N, multiplicada por 100, segundo a equacdo (Bergersen et al., 1971).

MSPA

MSPA da testemunha com N mineral *¥100

Efr =

Para a andlise estatistica dos dados, primeiramente serd verificada a normalidade e a
homogeneidade dos dados. Apds o diagndstico, os dados serdo submetidos ao teste T
da andlise de variancia. Quando o valor de T foi significativo a 5% de probabilidade, aplicar-se-a o teste
de Scott-Knott para comparacdo das médias dos tratamentos, utilizando o programa estatistico SISVAR
(FERREIRA 2008).
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5. RESULTADOS PARCIAIS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fenotipica das estirpes

Ao todo, foram isoladas 36 colénias de bactérias nos 6 (seis) pontos de coleta de
Vigna unguiculata. A maioria dos nddulos apresentou duas ou mais colénias no processo
de isolamento, indicando que a planta pode apresentar variadas associa¢cdes com bactérias
diferentes. Através da caracterizacao fenotipica e morfologica das col6nias, verificou-se
que ha 4 (quatro) estirpes de crescimento rapido, 5 (cinco) de crescimento intermediario
e 27 (vinte e sete) de crescimento lento (figura?).
Figura 7. Caracteristicas morfofisioldgicas das culturas de bactérias isoladas dos nédulos feijéo de praia
coletados as margens do Rio Jurud, Cruzeiro do Sul-Acre. pH; TC (tempo de crescimento); FC (forma da

coldnia); EC (elevacdo da colbnia); BC (borda da colénia); AS (aspecto da superficie); PM (producéo de
muco); CC (coloracdo da colénia); EM (elasticidade do muco).
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Analisando a alteragédo do pH do meio (figura 8), das 36 estirpes isoladas, 7
apresentaram uma reagdo &cida, enquanto 29 demonstraram uma reacdo neutra, e
nenhuma apresentou alcalinidade em meio YMA com Azul de bromotimol (conforme
Figura 7). Dos morfotipos investigados, 5 demonstraram crescimento rapido, enquanto

31 exibiram crescimento intermediario ou lento (conforme Tabela 3), indicando
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caracteristicas consistentes com o género Bradyrhizobium, que geralmente exibe um
padrdo de crescimento intermediério a lento (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Apenas 5
das estirpes isoladas apresentaram crescimento rapido, de 24 a 72 horas. Em relacdo ao
diametro das colbnias (Tabela 3), as estirpes que obtiveram o maior valor de crescimento
0,9 cm, foram ISO06 e 1SO22 ambas de crescimento intermediario e pH do meio &cido,
seguida pela estirpe 1ISO21 (0,8 cm) de crescimento intermediério e pH acido, e 1SO12

de 0,2 cm, apresentando crescimento rapido e pH neutro.

Figura 8. Alteracdo do pH. (A- alcalina; B- neutro; C- Acido

Fonte: préprio autor

Tabela 5.1Crescimento, didmetro e alteracdo do pH das colénias isoladas dos nédulos de
plantas de feijdo-caupi coletadas em cultivo de praia.

Crescimento Tamanho Alteracdo do pH
Cepas Raépido Intermediario Lento cm Acido Neutro Basico
1SO01 - X - 0,1 X - -
1S002 - X - 0,1 X - .
1ISO03 - - X 0,1 - X -
1ISO04 - - X 0,1 - X -
1ISO05 - - X * - X -
1ISO06 - - X 0,9 X - -
1ISO07 - - X * - X -
1ISO08 - - X * - X -
1ISO09 X - - 0,1 - X -
1ISO10 X - - 0,1 - X -
1ISO11 X - - 0,1 - X -
1ISO12 X - - 0,2 - X -
1ISO13 - - X 0,1 - X -
1ISO14 - - X 0,1 - X -
1ISO15 - - X * - X -
1ISO16 - - X * - X -
1ISO17 - - X * - X -
1ISO18 - - X * - X -
1ISO19 - - X * - X -



1
X
*
1
X
1

1SO20 -
1SO21 -
1SO22 -
1SO23 -
1SO24 -
1SO25 - -
1SO26 - -
1SO27 - -
1SO28 - -
1SO29 - -
1SO30 - -
1SO31 - -
1SO32 - -
1SO33 - -
1SO34 - -
1SO35 - -
1SO36 - -
*: menor que 0,1cm

0,8
0,9

X X
1
X X
1
1

0,1 -
0,1 -
0,1 -

X X X X X X X X X X X X
1

X X X X X X X X X X X X X X
¥ % X % % X %

X

1

1

X
1
1

Caracteristicas como crescimento rapido, manutencdo do pH neutro do meio de
cultura e producdo de muco, estdo associadas a estirpes em situacdo de escassez hidricas
(JORDAN, 1982). Estudos em regides semiaridas verificaram a predominancia de
bactérias de crescimento rapido utilizando feijao caupi como planta isca (LEITE et al.,
2009). Segundo Sprent (1994), os riz6bios de crescimento rapido séo habituais em regides
aridas e semiaridas, caracterizando uma tactica de sobrevivéncia nessas condigdes. Tal
fator ocorre devido aos rizébios de crescimento rapido que sao mais tolerantes a seca do

que os de crescimento lento, que crescem rapidamente em um curto periodo.

A producdo de muco é um atributo da maioria das bactérias de crescimento rapido
e geralmente do tipo viscoso. De acordo com Coutinho et al. (COUTINHO et al., 1999),
essa caracteristica esta associada ao mecanismo de resisténcia e adaptacdo das bactérias
as condigdes adversas do solo e do clima. Caracteristicas como rapido crescimento,
reacdo acida do meio de cultura e producdo de muco, vém sendo descritas como
mecanismos envolvidos no processo de adaptacéo e sobrevivéncia dos rizobios de regides
tropicais, submetidos a caracteristicas de elevadas temperaturas e seca (SANTOS et al.,
2007). A regido da amostragem apresenta fatores que corroboram com a presenca dessas
bactérias, onde o plantio do feijdo-caupi é efetuado no periodo de seca, com niveis de

pluviosidade baixissimos e temperaturas elevadas (JESUS et al., 2016).

5.2 Experimento em casa de vegetacao
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As medias resultados para a leitura do teor de clorofila aos 40 dias, massa fresca e

seca da parte aérea, raizes, numero de nddulos e massa seca de nédulos, foram apresentados

na tabela 4.

Tabela 4. Anélise de variancia

TRAT MFPA MSPA CLOA CLOB NN MSN MSR
COMN 3,458 a 0,731 a 29,3 b 10,2 a 0 a 0 a 051 ¢
SEM N 0,943 a 0,104 a 8,8 a 21 a 0 a 0 a 0,11 a
UFLA 2,35 a 0,504 a 239 b 76 a 62 b 0,043 a 0,156 a
1SO01 2,18 a 0,264 a 31,1 b 7 a 22 a 0,025 a 0,175 a
1SO02 2,35 a 0,319 a 134 a 28 a 10 a 0,005 a 0,237 a
1SO03 2,755 a 042 a 241 b 6 a 19 a 0,035 a 0,211 a
1ISO04 3,03 a 0,507 a 36,4 b 125 a 68 b 0,028 a 0,166 a
1SO05 1,38 a 0,184 a 10,6 a 25 a 24 a 0,03 a 0,184 a
1ISO06 1,736 a 02 a 14,3 a 31 a 8 a 0,022 a 0,139 a
1SO07 2,421 a 0,43 a 19,7 b 51 a 12 a 0,038 a 0,307 b
1SO08 2,22 a 0,25 a 191 b 54 a 21 a 0,018 a 0,182 a
1ISO09 2,86 a 0,435 a 16,2 a 37 a 11 a 0,073 a 0,206 a
1SO10 2,241 a 0,261 a 213 b 55 a 6 a 0,017 a 0,106 a
1ISO11 191 a 0,244 a 194 a 51 a 30 b 0,005 a 0,14 a
1ISO12 1,41 a 0,185 a 254 b 6,4 a 18 a 0,027 a 0,174 a
1ISO13 1,97 a 0,206 a 25,8 b 6,6 a 67 b 0,034 a 0,189 a
1SO14 2,392 a 0,375 a 204 b 59 a 24 a 0,039 a 0,188 a
1ISO15 2,922 a 0,347 a 309 b 104 a 63 b 0,018 a 0,139 a
1ISO16 3,24 a 0,375 a 336 b 89 a 33 a 0,056 a 0,183 a
1ISO17 2,21 a 0,366 a 222 b 6 a 39 b 0,002 a 0,234 a
1SO18 2,35 a 0,306 a 25,6 b 8,1 a 36 a 0,043 a 0,201 a
1ISO19 2,654 a 0,437 a 22,6 b 6,9 a 22 a 0,02 a 0,235 a
1SO20 1,364 a 0,23 a 154 a 45 a 21 a 0,039 a 0,151 a
1SO21 2,497 a 0,43 a 26,8 b 59 a 52 b 0,029 a 0,235 a
1SO22 2,205 a 0,401 a 15,7 a 31 a 8 a 0,026 a 0,255 a
1SO23 2,548 a 0,399 a 26,9 b 95 a 53 b 0,08 a 0,205 a
1SO24 2,652 a 0,358 a 199 a 43 a 31 a 0,051 a 0,132 a
1SO25 1,89 a 0,233 a 284 b 135 a 39 a 0,042 a 0,097 a
1SO26 1,62 a 0,257 a 14,1 a 2,7 a 24 a 0,015 a 0,233 a
1SO27 2,66 a 0,327 a 28,6 b 78 a 62 b 0,054 a 0,239 a
1SO28 2,318 a 0,364 a 29,6 b 10,1 a 67 b 0,02 a 0,144 a
1SO29 1,29 a 0,17 a 14 a 6,2 a 58 b 0,024 a 0,081 a
1ISO30 0,98 a 02 a 244 b 6,5 a 15 a 0,025 a 0,266 b
1ISO31 2,68 a 0,497 a 179 a 5 a 57 b 0,029 a 0,32 b
1ISO32 3,18 a 0,606 a 273 b 76 a 31 a 0,057 a 0,223 a
1ISO33 1,24 a 0,275 a 26,1 b 7,7 a 27 a 0,036 a 0,184 a
1SO34 197 a 0,294 a 19 a 42 a 38 a 0,048 a 0,284 a
1ISO35 2,66 a 0,381 a 24,7 b 54 a 98 b 0,055 a 0,22 a
1ISO36 2,276 a 0,367 a 22,6 a 6,1 a 40 b 0,034 a 0,257 b
CV(%) 115.44 48.94 31,39 48,18 55,11 156,61 39,49

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.
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Nos resultados referentes ao teor de clorofila, para os tratamentos inoculados, o
que mais se destacou foi 1SO04, com média de 36,4, equivalente a 124% da leitura
observada tratamento adubado, o qual apresentou o valor 29,3, mostrando a efetividade
na fixacdo de nitrogénio. Em seguida os resultados mais satisfatorios para os tratamentos
inoculados foram proporcionados pelas estirpes ISO01, 1SO15, 1SO16 e 1S028,
respectivamente.

Singh et al., (2023) cultivando feijoeiro comum encontraram indices semelhantes
quanto ao teor de clorofila quando adubado com doses altas de nitrogénio. Porém a
fixacdo de nitrogénio pode variar muito dependendo da espécie da cultura.

Conforme descrito por Nascimento (2009), o indice de clorofila representa uma
caracteristica de grande relevancia, pois é através dele que se avalia a capacidade da
planta em absorver a radiacdo solar por meio das folhas. Aumentos na eficiéncia desse
processo implicam em taxas fotossintéticas elevadas, o que se traduz em maior
produtividade de gréos.

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o0s
tratamentos em relacdo a massa seca da parte aérea. A maior producdo foi registrada no
tratamento adubado, com média de 731mg, enquanto a menor producao foi observada no
tratamento controle, com 104mg.

Quanto aos tratamentos inoculados, o que mais se destacou foi o inoculante com
ISO32, com 606mg, e 0 1ISO04, com 507mg, 0 que equivale a 83% e 69% em relacdo ao
tratamento nitrogenado.

Resultados congruentes foram identificados por Kyei-Boahen et al. (2017), os
quais ndo evidenciaram diferencas significativas entre os tratamentos inoculados e o
tratamento adubado.

Bello et al. (2018) ndo observaram diferenca estatisticamente significativa para a
Massa Seca da Parte Aérea (MSPA) em feijdo caupi inoculado com agente bioldgico
comercial ao comparar os tratamentos adubado e controle. Este resultado reforca a
habilidade da populagdo natural de rizébios do solo em estabelecer uma simbiose eficaz
e fornecer o nitrogénio essencial para o crescimento 6timo da cultura.

Zilli et al. (2009), ao conduzirem um estudo sobre o cultivo de feijdo-caupi em
areas de cerrado e de mata, observaram que a producao de massa seca da parte aérea foi
superior na area de mata.

Ferreiraetal. (2011), em sua pesquisa sobre o cultivo de feijdo-caupi, constataram

gue em diferentes estadios de desenvolvimento da planta, as estirpes BR3270, BR3289 e
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BR200 resultaram em maiores producdes de massa seca da parte aérea em comparacao
com o tratamento que recebeu adubacgdo com nitrogénio mineral.

Zilli et al. (2011), realizando experimentos de cultivo de feijdo-caupi em casa de
vegetacdo, obtiveram resultados superiores de massa seca da parte aérea em tratamentos
inoculados com estirpes recomendadas para o feijdo-caupi.

A distribuicdo de massa seca na planta é uma varidvel que proporciona uma
andlise detalhada de um processo pouco estudado, a translocagdo de foto assimilados,
sendo frequentemente essencial para compreender a resposta das plantas em relacdo a
produtividade (BENINCASA, 2003). Conforme Gualter et al. (2011), as bactérias
fixadoras de nitrogénio tém o potencial de contribuir significativamente para um maior
fornecimento de nitrogénio para as plantas, resultando consequentemente em um aumento
da massa seca da planta.

Em relacdo a massa seca de raiz, o tratamento que apresentou maior resultado foi
a 1SO31, com 32mg o que equivale a 63% em relacdo a ao tratamento nitrogenado, porém
ndo ocorram diferengas significativas entre os tratamentos em relagéo aos tratamentos
controles (Tabela 5).

Para a variavel numero de nddulos, foi observado que o tratamento 1SO35
proporcionou a maior producdo, com uma média de 98 nddulos, ndo apresentando
diferenca estatistica significativa em comparacdo com o tratamento controle UFLA 0384,
que registrou uma média de 62 nodulos. Outros tratamentos também apresentaram
desempenho superior em relacdo ao tratamento controle: 1ISO04, 1ISO13, 1SO28 e 1ISO15,
com 68, 67, 67 e 63 nddulos, respectivamente. Cabral et al. (2021), encontraram
resultados semelhantes em com cepas comerciais, indicando um potencial as estirpes
isoladas no estudo.

Para a massa seca dos nodulos ndo houve diferenca estatistica significativa entre
os tratamentos (Tabela 5). O tratamento com a estirpe 1SO23 representou 0s maiores
valores para essa variavel com a média de 0,80mg, enquanto, a estirpe controle UFLA,
obteve o valor 0,43mg.

Em relacdo a eficiéncia relativa das estirpes, a qual compara a produgdo média da
massa seca da parte aérea dos tratamentos com a inoculados isolados e testemunhas, é
possivel observar que a estirpe que apresentou maior eficiéncia foi o tratamento 1SO32
com média de 606 mg, equivalente a 83% com relagdo ao tratamento nitrogenado,
mostrando a eficiéncia da estirpe se comparada a eficiéncia da estirpe comercial da UFLA
(0384), (figura 9).
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Figura 9. Eficiéncias relativa das cepas das cepas com melhor desempenho.
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Esses resultados mostram que a fixacao bioldgica atendeu em aproximadamente 85%

as necessidades de essa cultivar.
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6. CONCLUSAO

Os resultados da anélise das caracteristicas fenotipicas das cepas bacterianas
isoladas revelaram uma série de caracteristicas morfologicas e fisioldgicas, com uma taxa
de crescimento média a lenta tipica das espécies de Bradyrhizobium. A andlise do pH do
meio indicou predominancia de neutra.

Experimento em casa de vegetacdo, os tratamentos inoculados, especialmente
ISO04, demonstraram eficacia notavel na fixacdo de nitrogénio, como evidenciado pelos
niveis de clorofila. Embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas na
massa seca da parte aérea, as estirpes 1ISO32 e 1ISO04 apresentaram desempenho superior
ao controle adubado apenas com nitrogénio mineral. Esses resultados corroboram estudos
anteriores e ressaltam o potencial das estirpes isoladas para melhorar a eficiéncia da

simbiose com as plantas de feijdo-caupi, comparativamente as estirpes comerciais.
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