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RESUMO

O feijao-guandu é uma leguminosa importante tanto no uso de alimentacao animal quanto para
recuperagao de dreas degradadas. Essa leguminosa faz simbiose com rizdbios, que fixam
biologicamente o nitrogénio (FBN). Dessa forma, a selecdo de rizébios eficientes permite a
maximizagdo dessa FBN. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia simbidtica de
diferentes rizébios para feijao- guandu em casa de vegetagdo. Para isso, foram utilizadas
culturas-armadilha com diferentes tipos de solo e usando feijdo-guandu como planta
hospedeira. Em seguida, os nddulos obtidos das culturas-armadilha foram utilizados no
isolamento de rizdbios o0 em meio dgar-manitol-levedura. Os rizdbios isolados foram incubados
em estufa bacterioldgica para caracterizagdo morfoldgica (forma, elevagdo, consisténcia,
modificacdo de pH) e bioquimica (GRAM, catalase, oxidase, solubilizacdo de fosfato, produgéo
de acido indolacético). A avaliagdo da eficiéncia simbidtica foi realizada em casa-de-vegetacdo
em um experimento completamente casualizado com quatro repeti¢cGes. Nesse experimento
também foram utilizadas duas testemunhas com e sem nitrogénio mineral. Os resultados
demonstraram que a maioria dos isolados foram oxidase negativa, catalase positiva, acidificam
o meio de cultura, solubilizaram fosfato e apresentaram crescimento rapido. Todos os isolados
apresentaram forma circular, elevagao plana, borda inteira superficie lisa e cor opaca. E ainda,
os isolados E11919, E11819, E10119, E11519 promoveram uma maior nodulag¢do (nimero e
massa de nddulos), producdo de massa seca da parte aérea em feijao-guandu. Conclui-se que

os isolados E11919, E11819, E10119, E11519 apresentam maior eficiéncia e eficacia simbidtica.

Palavras-chave: Fixacdo bioldgica de N, auxinas, solubilizagdo de fosfato.



ABSTRACT

Rhizobia symbiotic efficiency in Pigeonpea in greenhouse

Pigeonpea is an important legume both in the use of animal feed and for the recovery of
degraded areas. This legume is symbiotic with rhizobia, which biologically fix nitrogen (BNF).
Thus, the selection of efficient rhizobia allows the maximization of this BNF. Thus, the objective
of this work was to evaluate the symbiotic efficiency of different rhizobia strains for pigeonpea
in the green house. For this purpose, trap crops with different types of soil were used and
pigeonpea were used as host plants. Then the nodules obtained from the trap cultures were
used in the strain isolation in Yeast-Mannitol-Agar. The strains were incubated in a
bacteriological incubator for morphological (shape, elevation, consistency, pH modification) and
biochemical (GRAM, catalase, oxidase, phosphate solubilization, indolactic acid production)
characterization. The symbiotic efficiency’s evaluation was performed in a completely
randomized experiment with four repetitions. Two controls with and without mineral nitrogen
were also used in this experiment. The results showed that most strains were oxidase negative,
catalase positive, acidify the culture medium, solubilize phosphate and show rapid growth. All
strains were circular in shape, flat on the surface, smooth on the entire edge and opaque in
colour. Furthermore, E11919, E11819, E10119, E11519 strains promoted greater nodulation
(number and mass of nodules), the production of dry mass from the aerial part in water beans.
It is concluded that the strains E11919, E11819, E10119, E11519 are more efficient and

symbiotic.

Key words: Biological N fixation, auxins, phosphate solubilization.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com as questdes ambientais gerou muita discussao no
setor agricola (Guimaraes et al., 2016). A falta de praticas de preservacéo e
manejo inadequado do solo estdo causando problemas de fertilidade, levando a
degradacdo das areas existentes e a abertura de novas é&reas, causando

impactos ambientais negativos (Pott et al., 2007).

A perda de fertilidade do solo leva a deficiéncia de nutrientes, incluindo a
de nitrogénio, que é essencial para o desenvolvimento das culturas (Guareschi
et al., 2011). O nitrogénio mineral € um importante nutriente, quando usado de
maneira inadequada, pode causar diversos danos ambientais. Seu uso

adequado é importante para reduzir os custos de producdo e 0s niveis de

poluicdo ambiental (Guimaraes et al., 2010).

Uma vez que os nutrientes fertilizantes constituem um dos principais
insumos de producdo e sdo dispendiosos, a exploracdo da potencialidade de
rendimento dessa cultura depende de quéo eficaz e eficiente esse insumo é
gerenciado. Além disso, os altos niveis de fertilidade ndo apenas causam um
pesado 6nus financeiro aos produtores, como também tem menor eficiéncia de
uso, além de teores baixos, variaveis e geralmente desequilibrados de
nutrientes. (Kumar e Rana, 2007). Por outro lado, o uso continuo de organicos
ajuda a acumular himus do solo e microbios benéficos, aléem de melhorar as

propriedades fisicas do solo. (Singh, 2007).

O governo brasileiro prometeu reduzir as emissdes de gases de efeito
estufa (GEE) entre 36,1 e 38,9%, com base nas emissodes projetadas para 2020
(3.236 milhdes de toneladas de CO:2 equivalente) (Mendonga et al., 2016). No
gue diz respeito ao setor agricola, a expectativa € reduzir as emissdes em 730
milhdes de toneladas de CO: equivalente até 2020. Uma das ac¢des envolvidas
€ a expansao da fixacao bioldgica de N (FBN) para 5,5 milh6es de hectares de
terra cultivada para substituir o uso de fertilizantes nitrogenados (Brasil, 2010).
No entanto, para culturas em que nao é possivel depender totalmente da FBN,
0 uso de leguminosas é uma alternativa para substituir ou suplementar a

fertilizacdo mineral com N (Ambrosano et al., 2005



Considerando que as estimativas de producao, distribuicéo e aplicacéo de
1 kg de N-fertilizante correspondem a 4,5 kg de CO? equivalente emitido para a
atmosfera (Oliveira et al., 2014), a FBN possui consideravel potencial para uso
mais amplo na agricultura brasileira. Além disso, a baixa recuperagéo do N nos
fertilizantes (Cantarella, 2007), destaca a necessidade de buscar alternativas
que possibilitem o uso de insumos locais sem afetar a producéo agricola (Perez
et al., 2004). Assim, o uso de leguminosas que podem eficientemente facilitar a
FBN, pode contribuir para a viabilidade econdmica e sustentabilidade dos
sistemas de producédo de café, reduzindo a necessidade do uso de N sintético
(Brito et al., 2009; Guimarées et al., 2016).

A deficiéncia de nitrogénio (N) é um fator importante que limita a
produtividade de sistemas baseados em milho em pequenas plantacfes
agricolas no sudeste da Africa (Mangho et al., 2017). As leguminosas fixam
biologicamente a atmosfera da atmosfera em formas inorganicas que podem ser
usadas pelas plantas (Giller, 2001). A fixacdo biolégica de nitrogénio €
importante para 0s pequenos agricultores, ja que € uma fonte relativamente
barata de N, comparada aos fertilizantes inorganicos, menos propensos a perdas

por lixiviagdo e desnitrificacdo. (Hauggaard-Nielsen et al., 2008).

De acordo com Macedo et al. (2008), o feijao-guandu € uma otima
leguminosa para consorcio com cana para fornecimento no inverno. Uma vez
gue possui alta capacidade de fixacdo de nitrogénio, e é capaz de fornecé-lo
para adubacédo da cana-de-acucar e ser fornecido aos animais no periodo da
seca, picado juntamente com a cana. Assim este trabalho tem por objetivo avaliar
a eficiéncia simbidtica de rizébios para feijao-guandu (Cajanus cajan) em casa-

de-vegetacao.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Rizébios

No presente século, o aumento da populacdo tem pressionado a
agricultura de duas maneiras, primeiro a necessidade urgente de atender a
demanda por grdos alimentares e, segundo, atender a essas demandas de
maneira sustentdvel. Uma resposta promissora para esse desafio € a
implementacdo de uma agricultura sustentavel que envolve a utilizacdo de uma
série de técnicas como agricultura organica, aplicacédo de inoculantes e sistemas
modificados de cultivo. Embora o uso de fertilizantes quimicos tenha levado a
um aumento na producao agricola melhorada, varias preocupacdes relacionadas
a saude e ao meio ambiente foram associadas a elas (Ejaz et al., 2004). Além
disso, o problema generalizado de patdogenos de plantas torna necessario
explorar novos métodos para garantir o crescimento das plantas e sua saude
(Miller e Beed, 2009).

Ao contrario dos cereais que dependem quase exclusivamente de
fertilizantes quimicos para sustentar seu crescimento, as leguminosas podem se
beneficiar das associacfes de fixacdo de nitrogénio com as bactérias do solo
gue sao coletivamente conhecidas como rizobios. (Udvardi e Poole, 2013).

Durante o processo de associacdo simbiotica que permite que rizobios
infectem células vegetais, as plantas hospedeiras selecionam ativamente
bactérias simbioticas através da troca de multiplos sinais moleculares (Perret et
al., 2000; Oldroyd et al., 2011; Nelson e Sadowsky, 2015).

Além da eficiéncia simbiodtica, a capacidade de sobrevivéncia no solo e a
habilidade competitiva com a populacéo rizobiana nativa ou naturalizada do solo
sdo caracteristicas altamente desejaveis em estirpes de rizébios recomendadas
para inoculacdo em leguminosas (Brockwell, 1981). Essas caracteristicas tém
sido frequentemente relacionadas a maior resisténcia das estirpes a antibioticos,
ao Al e a temperaturas elevadas (Oliveira & Graham, 1990; Wolff et al., 1991;
Xavier et al., 1998). As temperaturas elevadas, que ocorrem freqientemente nos
tropicos, afetam diversos estagios da fixacdo biolégica do N2 (FBN), como o
crescimento e sobrevivéncia do rizébio no solo, troca de sinais moleculares entre

0s simbiontes, processo de infeccdo e nodulagdo e atividade do aparato



enzimatico para reducdo do N2 e assimilacdo da ambnia formada (Hungria &
Vargas, 2000).

Do mesmo modo, concentracdes toxicas de Al ocorrem em diversos solos
intemperizados dos trépicos e afetam todas as etapas da FBN (Hungria &
Vargas, 2000). Contudo, existe variabilidade entre estirpes e rizobio quanto a
tolerancia a temperaturas elevadas e ao Al toxico (Ayanaba et al., 1983; La Favre
e Eaglesham, 1986; Karanja e Wood, 1988; Wood, 1995; Hungria et al., 1997;
Hungria e Vargas, 2000; Campo e Wood, 2001).

A utilizacdo de rizobios é um processo chave para o manejo agricola
sustentavel na Amazonia, a fim de proporcionar as plantas menor dependéncia
da aplicacdo de fertilizantes quimicos, pois além da capacidade de fixar
nitrogénio, algumas estirpes sao capazes de solubilizar fosfatos pouco solluveis
do solo, e disponibilizam o fosforo tanto para si como para a planta hospedeira,
promovendo o crescimento das mesmas (Starkanova et al., 1999). Além de ser
eficiente na fixacao de nitrogénio em condi¢cdes de campo, o rizébio de guandu
também apresenta outras aplicacbes biotecnologicas, como a producédo de
biopolimeros e a atividade enzimatica (Fernandes et al., 2012; Junior et al.,
2011).

Fatores predominantes nos solos da Amazénia, como pH acido e alta
concentracdo de aluminio téxico, podem diminuir a populacdo desses
microrganismos no solo (Octive et al., 1994; Wood, 1995; Hungria e Vargas,
2000). No entanto, algumas estirpes podem desenvolver mecanismos de
tolerancia a esses fatores estressantes (Kawai et al., 2000; Watkin et al., 2000).
A utilizacdo dessas estirpes tolerantes pode aumentar a fixacdo biologica em
solos acidos e reduzir a aplicacdo de nitrogénio e fosforo, de acordo com os
principios da agricultura ecolégica e economicamente sustentavel.

Sabe-se ha muito tempo que a acidez do solo diminui a fixacdo de
nitrogénio simbidtico em leguminosas, afetando negativamente o crescimento e
a produtividade, especialmente em plantas que dependem exclusivamente da
simbiose para adquirir nitrogénio (Mohammadi et al. 2012; Bekere et al. 2013).
Aproximadamente 30% da superficie terrestre apresenta solo acido (pH 5,5),
incluindo 40% de terra aravel, afetando a disponibilidade de nutrientes e o
crescimento das raizes, além de aumentar toxicidade por Al®*, o que, em Ultima

analise, leva a perdas no rendimento das culturas (Lin et al., 2012).



Plantas simbitdticas tém sido usadas para recuperacdo de &reas
degradadas ou outras finalidades, uma vez que elas desempenham um papel
importante na melhoria da qualidade do solo, fornecendo N ao solo (Leblanc et
al., 2005; Nichols e Carpenter, 2006). As plantas leguminosas possuem trés
fontes alternativas de nitrogénio inorganico no ambiente: nitrato, aménio e N2,
(Pal'ove-Balang e Mistrik, 2007) em relagcdo as leguminosas, essas plantas tém
a capacidade de incorporar nitrogénio do N2 atmosférico pela associa¢do com o
rizébio que promove a fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN). Desta forma,
contribui para a entrada de N no ecossistema e, consequentemente, para
melhorar a fertilidade do solo. No entanto, a nodulacéo e a fixacao biologica de
nitrogénio sdo sensiveis as condi¢cfes estressantes do ambiente, o que pode
causar a inibicdo dos passos iniciais da infeccdo bacteriana nas raizes
(Bouhmouch et al., 2005).

O feijao-guandu é uma cultivar que cresce vigorosamente em solos com
baixa fertilidade, principalmente em terras marginais (Beltrame e Rodrigues,
2007). De fato, o guandu é capaz de se associar com uma grande diversidade
de rizobios nativos no solo, alcancando mais de 150 kg de N fixado por hectare
por ano (Peoples et al., 1995). Para explorar o potencial biologico de fixacdo de
nitrogénio (FBN) desta cultura, a selecado e avaliacdo de novas linhagens de

rizébios de diferentes areas onde o guandu é cultivado deve ser realizada.

2.2. Feijao-guandu (Canjanus cajan (L.) Millsp)
2.2.1. Origem e importancia

O feijao-guandu em geral é originario da india e foi introduzido no Brasil e
Guianas pela rota dos escravos procedentes da Africa, onde assumiu
importancia como fonte de alimento humano (Godoy; Santos, 2011; Seiffert;
Thiago, 1983). Por ser planta de origem tropical ou subtropical, desenvolve-se
bem nas condi¢des climaticas brasileiras. Por ser rustica e suportar condicfes
muitos adversas, pode ser empregado desde a Regido Sul até o Nordeste
(Amabile et al., 2008). E uma cultura importante para diversos paises dos
tropicos e subtropicos, principalmente para as nagfes asiaticas e africanas
(Azevedo et al., 2007).



O feijdo-guandu € uma planta resistente a condi¢des adversas de clima e
solo, como as encontradas no cerrado brasileiro, sendo utilizada no
melhoramento do solo, recuperacdo de terras degradadas, fito-medicacéo,
renovacdo de pastagens, forragem e para consumo humano (Azevedo;
Carvalho; Marques, 2008; Provazi et al., 2007). Esta planta também possui alta
capacidade de producdo de biomassa, podendo produzir até 11 t ha' e
contribuindo para a incorporacdo de N e P (283 kg ha' e 23 kg hat,

respectivamente) (Alves et al., 2004).

Segundo Soussi et al. (2001), apesar de o guandu exibir alta capacidade
simbidética com bactérias autéctones, geralmente conhecidas como rizobios, sua
producéo agricola pode ser limitada. Assim, é necessario inocular esta planta
com cepas que sao eficientes em aumentar sua producao. A eficiéncia dessa
simbiose pode, no entanto, ser afetada ndo apenas pela linhagem bacteriana e
pela cultivar vegetal, mas também pelas condi¢cdes ambientais (Ferreira et al.,
2012).

Cajanus cajan € uma importante leguminosa, com altas taxas de proteina
nas regides semiaridas do mundo (Varshney et al.,, 2010), devido a sua
importancia, e pelo fato de ser uma das mais leguminosas tolerantes a seca
(Valenzuela e Smith, 2002). E um componente integral da agricultura de
subsisténcia na india e parte da Africa e da América do Sul (Saxena e
Sawargaonkar, 2014). No entanto, nos paises caribenhos, € uma cultura vegetal
popular, cultivada por suas ervilhas obtidas das vagens colhidas na fase imatura
(Gooding 1962; Spence e Williams 1972; Singh, 1994 Beekham e Umaharan
2010). E o caso da Republica Dominicana, onde é uma cultura horticola
conhecida como guandul (Cedano, 2006), com producao total quase idéntica a
producéo total de feijado comum (Phaseolus vulgaris L.). C. cajan, também, &
conhecido por ser a principal cultura de graos dos tropicos semi-aridos. Ele tem
alto teor de proteina e, portanto, € comumente usado como um substituto para a

carne em uma populacdo em grande parte vegetariana na india.

india (Dubey et al., 2010) e Africa (Degefu et al., 2013), s&o,
respectivamente, os centros de distribuicdo priméaria e secundaria de C. cajan
(Van der Maesen, 2006). Provavelmente esta leguminosa chegou da Africa aos
rapido neste continente (Ramsubhag et al., 2002; Fernandes et al., 2003; Moulin
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et al., 2004; Menna et al., 2006; Costa et al., 2014). No entanto, a simbiose C.
cajan-rizobios tem sido pouco estudada até o momento e existem poucos dados
sobre a efetividade simbidtica, particularmente de cepas de Bradyrhizobium,

nesta leguminosa.

A india é o maior produtor e consumidor de C. cajan, respondendo por
cerca de 70% da producéo global (Odeny, 2007). Depois do grédo-de-bico (Cicer
arietinum) e da ervilha (Pisum sativum), o guandu é a terceira cultura mais
importante de leguminosas na india (Sharma et al., 2012). Também possui alta

capacidade de fixac&o de nitrogénio (Espafa et al., 2006).

O feijdo-guandu foi introduzido no Brasil e Guianas pela rota dos escravos
procedentes da Africa, onde assumiu importancia como fonte de alimento
humano (Godoy; Santos, 2011; Seiffert; Thiago, 1983). Por ser planta de origem
tropical ou subtropical, desenvolve-se bem nas condi¢fes climaticas brasileiras.
Por ser rustica e suportar condicdbes muitos adversas, pode ser empregado
desde a Regido Sul até o Nordeste (Amabile et al., 2008). E uma cultura
importante para diversos paises dos tropicos e subtropicos, principalmente para

as nac0es asiaticas e africanas (Azevedo et al., 2007).

Cajanus cajan proporciona beneficios adicionais aos agricultores devido
a liberacdo de fésforo ligado ao solo, a melhoria da estrutura do solo, e
particularmente, a fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) em simbiose com
rizébios (Saxena, 2008). A nodulacdo de C. cajan € pobre, mas isso também
acontece em seus centros de distribuicdo (Khurana e Dudeja, 1981; Sanginga et
al., 1996) e, consequentemente, a inoculacdo com cepas nativas selecionadas
€ uma pratica desejavel para aumentar o rendimento desta leguminosa sem

adicdo de fertilizantes quimicos.

Cajanus cajan € valorizado por suas sementes ricas em proteinas que sao
usadas para consumo humano e por suas partes aéreas que sdo usadas como
forragem (Varshney et al., 2010). Além disso, C. cajan também foi testado como
uma planta para reduzir a erosao de solos agricolas com encostas (Charpentier
et al. 1999) e como um consorcio em sistemas de cultivo de arroz de terras altas
(Akanvou et al, 2002).



Em 2013, a producéo anual de C. cajan foi estimada em 106 toneladas
em todo o mundo, dos quais > 60% foram cultivados apenas na india. Na
simbiose leguminosa-Rhizobium, a bactéria do solo em forma de bastonete,
Rhizobium, induz nédulos fixadores de nitrogénio nas raizes de plantas
leguminosas. O feijdo-guandu forma nédulos em associacdo com Rhizobium sp.
e é capaz de fixar 41 a 280 kg / ha de nitrogénio. A simbiose € um fenbmeno
biolégico que envolve mudancas dinamicas na rede de metabolismo e

sinalizag&do do genoma (Kawaguchi e Minamisawa, 2010).

A maioria das leguminosas possui dois tipos de simbiontes microbianos:
fungos micorrizicos e bactérias fixadoras de nitrogénio, estabelecendo assim
uma triplice associacéo, capaz de fornecer os teores de N e P as plantas (Silveira
e Cardoso, 2004). Tanto os fungos micorrizicos como os Rhizobium atuam como
biofertilizantes e tém a capacidade Uunica de converter elementos
nutricionalmente importantes de indisponiveis para formas disponiveis através

de processos biologicos (Vessey, 2003).

2.2.2. Caracteristicas botanicas

O feijdo-guandu € planta ereta e arbustiva, pertencente a familia
Fabaceae e a subfamilia Faboidea, sendo reconhecidas duas variedades
botanicas (bicolor e flavus), diferindo entre si pelo ciclo de desenvolvimento,
coloracédo da flor e da vagem. Entre as cultivares de guandu, ha ampla variacéo
guanto a altura maxima, pois algumas plantas podem alcancar 4 m e outras nao
ultrapassam 1 m, apresentando variacdo também em relacdo ao potencial
produtivo de fitomassa e de gréos e nas caracteristicas das vagens e sementes
(Souza et al., 2007).

Com relacédo as variacdes genéticas, destacam que, mesmo sendo planta
autégama, possui taxa de cruzamento natural (até 70%) bastante alta (Souza et
al., 2007; Amabile et al., 2008). De acordo com a variedade, o feijdo-guandu
pode apresentar planta de ciclo anual ou perene de vida curta, com caules
lenhosos e raiz pivotante que pode penetrar um ou mais metros no solo (Seiffert
e Thiago, 1983). Esses autores relataram ainda que as plantas de guandu podem

apresentar raizes finas secundarias, nos 30 cm da camada superficial do solo,
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apresentando nodulos contendo bactérias do género Rhizobium fixadoras de
nitrogénio atmosférico simbioticamente.

A fixag&o de nitrogénio gira entre 120 e 350 kg ha-1 ano-1 (Formentini et
al., 2008). Godoy e Santos (2011) destacaram que o sistema radicular dos
genotipos de vida curta € menos desenvolvido e 0s gendétipos eretos apresentam
raizes laterais em menor quantidade. O guandu apresenta caule forte, lenhoso
e com reserva de amido na fase vegetativa, porém, ao iniciar a fase reprodutiva,
essa reserva se mobiliza para o preenchimento das vagens (Godoy; Santos,
2011).

2.2.3. Cultivar estudada: BRS Mandarim

A cultivar BRS Mandarim, de acordo com as empresas fornecedoras de
sementes, apresentam caracteristicas, condicdes de exploracdo e indicacdes
distintas e, em alguns aspectos, semelhantes.

De acordo com Sementes Caicaras (2011), o feijao-guandu apresenta as
seguintes caracteristicas e condi¢cdes para exploracdo: a principio, ndo € bem
aceito pelos animais, mas depois eles se acostumam; no inicio do
amadurecimento das vagens, deve ser cortado para forragem; o corte deve ser
feito de 15 a 50 cm do solo, evitando-se corte rente, que podera levar a morte ou
a rebrota demorada e fraca; adapta-se a ampla faixa de solos, desde que bem
drenados; regides com precipitacdo de 500 a 2.000 mm, germinacao de 15 a 30
dias, dependendo das condi¢Bes climaticas e fixacdo de 200 kg ha-lano-1 de
nitrogénio.

Para a Wolf Seeds (2011a), o feijao-guandu cv. BRS Mandarim apresenta
caracteristicas semelhantes as citadas pelas Sementes Caicara, destacando-se,
porém, que pode produzir em altitude de até 1.000 m e precipitacdo anual acima
de 900 mm, ciclo de florescimento de 150 dias, destaca-se devido a tolerancia

alta & seca, média ao frio, baixa a umidade e média ao sombreamento.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

o Avaliar eficiéncia simbiotica de rizobios para feijao guandu

(Cajanus cajan) em casa de vegetacao.

3.2. Objetivos especificos

o Isolar rizébios de feijao-guandu de diferentes solos em casa
de vegetacéo;

o Selecionar os rizobios mais eficientes na fixacao bioldgica
de nitrogénio para feijao-guandu;

o Identificar as espécies de rizobios mais eficientes para

feijdo-guandu.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de estudo

O experimento foi realizado em casa de vegetacéao e, situado na sede da
Embrapa Amazo6nia Ocidental, localizada na AM-010, no municipio de Manaus,
no Amazonas (2°53'25”S e 59°58’06”W).

4.2. Coletade solo

Foram coletadas amostras de solo na estacao experimental do Caldeirdo
em areas de Terra Preta de indio (TPI) e Terra Mulata (TM) em Iranduba, AM
(03° 17" 05" S; 60° 11" 10°" W). A amostragem foi realizada em TPl em areas
com floresta secundaria e cultivada com milho e em areas de TM com cultivo de
milho e seringueira. Foi feita 3 repeticdbes em cada ambiente, e cada repeticédo

era composta por 5 buracos distantes por 5 metros entre eles. (Figura 1).

Figura 1 - Na figura A esta esquematizado como foram feitas as coletas, na figura B o ambiente de
plantio de milho na terra-mulata, na figura C o ambiente de floresta com terra-preta e na figura D é
ambiente de plantio de mandioca com terra-mulata. Acervo proprio.

4.3. Culturas-armadilha
As amostras de solo foram utilizadas na preparacdo de culturas-
armadilha usando feijdo-guandu como planta hospedeira. O solo utilizado nesse
procedimento foi destorroado e peneirado em malha de 2 mm. Em seguida,

procedeu-se a semeadura para cada tipo de solo e uso da terra. A verificacdo da
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nodulacgdo foi realizada apdés um periodo de 30 dias. Durante esse periodo foi
aplicado 15 mL/copo de solucdo nutritiva de Franco e Dobereiner (1967) sem

nitrogénio.

De acordo com Franco e Dobereiner (1967), a solugéao nutritiva utilizada
foi: 0,07 g/L de K2HPO4, 0,08g de KH2PO4, 0,10 g/L de CaCl,.2H20, 0,12 g/L de
MgS0a4.7H20, 0,15 g/L de NaxHO412H20, 10 mL de FeNaEDTA, 1,0 mL de
micronutrientes, conferindo se o pH esta préximo a 7,0.

Para o preparo de FeNaEDTA foi dissolvido 3,72 g de NaEDTA + 3,78 g
de Fe SO4.7H,0O em 900 mL de agua destilada aquecida a 80 °C até dissolucéo
completa. Deixando esfriar e completar o volume para 1 litro.

Para o preparo da solucéo de micronutrientes foram usados 2,86 g/L de
HsBO3, 2,08 g/L de MnS0O4.H2O, 0,22 g/L de ZnS04.7H.O, 0,08 g/L de
CuS04.5H20 e 0,11 g/L de NaxMoOa.

4.4. Isolamento dos nddulos

Os nédulos foram coletados das raizes da planta hospedeira das culturas-
armadilha. Em seguida, esses nodulos foram lavados em alcool a 70% e agua
estéril. Apos esse procedimento, o nédulo foi macerado sobre uma placa de Petri
contendo meio agar-manitol-levedura (Vincent, 1970). Em seguida, com o auxilio
de uma alca de platina foi realizada a inoculagdo na placa com meio de cultura.
Em seguida, a placa de Petri inoculada foi colocada em estufa bacteriolégica a
30°C por até 7 dias. Posteriormente, foi verificado o crescimento das colbnias
bacterianas e realizado uma nova inoculacdo em novas placas de Petri e tubos
de ensaio.

O meio de extrato de levedura-manitol-agar (AML) (Fred e Waksman,
1928) com adicdo do corante azul de bromotimol ou vermelho-congo, onde
contém: 5,0 g L'* de manitol, 0,5 g L*de K:HPO4, 0,2 g L't de MgS0..7H0, 0,1
g L*de NaCl, 0,5 de extrato de levedura, 15 g L™* de 4gar e 1.000 g L de agua

destilada.
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4.4.1. Manutengé&o de colonias

Os isolados em tubo de ensaio foram mantidos e conservados em
geladeira a 8°C. Uma parte desses tubos foi coberto por uma camada de 6leo
mineral estéril a fim de diminuir o crescimento bacteriano e conservar o isolado
por um periodo mais longo de tempo (Rhodes, 1957; Costa e Ferreira, 1991;
Romeiro, 2006).

4.5. Avaliacdo da Eficiéncia Simbidtica

Para avaliar a eficiéncia simbiotica foi realizado um experimento em casa-
de-vegetacdo. Esse experimento utilizou um delineamento completamente
casualizado com quatro repeticdes. O feijao-guandu foi semeado em recipientes
plasticos (500 mL) com areia e vermiculita estéril (2:1 v/v). A inoculagédo das
plantas foi realizada com 1 mL de meio de cultura liquido contendo o isolado em
fase de crescimento exponencial. Foram utilizados dois tratamentos controle,
com e sem adicao de nitrogénio. O tratamento com nitrogénio utilizou 160 mg N.
L parcelado semanalmente. As avaliacdes da massa seca da parte aérea e
nodulos (numero e massa de nodulos) ocorreram 45 dias apés a inoculacao.
Durante esse periodo, as plantas receberam 50mL/copo da solugéo nutritiva de
Norris sem nitrogénio (Norris e Date, 1976). A eficiéncia e a eficacia simbiotica

foram obtidas pelas férmulas (Faria e Franco, 2002):

MSPA trat
MSPA TSN

MSPA trat

Eficiéncia (%) = ( MSPATCN

)x 100 ; Eficécia = ( )x 100

, onde MSPA trat= massa seca da parte aérea do tratamento inoculado; MSPA
TSN= massa seca do tratamento sem nitrogénio; e MSPA TCN= massa seca do

tratamento com nitrogénio.

4.5.1. Massa seca da parte aérea

A massa seca da parte aérea, ou biomassa aérea, foi determinada

seguindo onde a parte aérea foi separada da raiz e colocada em um saco de
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papel kraft, e entdo foi colocada em uma estufa com circulagéao de ar forgcada por
48 horas a uma temperatura variando entre 65-70 °C. Apds o material foi seco
em estufa e pesado em balanca de precisao, onde cada saco foi pesado 3 vezes

e tirado a média posteriormente.

4.5.2. Nédulos

Para a nodulacdo a metodologia foi semelhante a da parte aérea, sendo
diferente somente no inicio, onde os ndédulos foram contados antes de irem aos
sacos de papel kraft, mas a secagem e a pesagem foram feitas de maneira

semelhante.

4.5.3. Caracterizacdo morfologica e testes bioquimicos dos isolados

Os rizobios isolados foram inoculados em meio de cultura AML contendo
azul de bromotimol como indicador. Nesse meio com indicador observou-se a
mudanca de coloracdo, onde as cores azul e amarelo indicam alcalinizacéo e
acidificacao, respectivamente. Além disso, 0s rizébios que alcalinizaram o meio
foram classificados como de crescimento lento e os que acidificaram como de
crescimento rapido (Martins et al., 1997). De acordo com o tempo de crescimento
das colbnias incubadas em placas de Petri a 28 °C sdo consideradas rapidas
guando crescem em até 3 dias, intermediarias em até 5 dias, moderadas em até

9 dias e lentas iguais ou superiores a 10 dias.

Os isolados foram testados bioquimicamente para catalase e oxidase. A
catalase converte perdoxido de hidrogénio em oxigénio e agua. Esse teste
consiste na adicdo de perdxido de hidrogénio sobre uma lamina contendo o
isolado bacteriano. Em seguida, observa-se a formacao ou néo de bolhas. Apos
essa observacao classifica-se o isolado como catalase positivo ou negativo
(Atlas, 2010). Ja a oxidase foi determinada usando tiras de papel estéril. As tiras

foram inoculadas com cada isolado com o auxilio de uma alca de platina. Apos
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2 minutos, observou-se a formacéo de coloragéo violeta da tira, que indica que

o isolado apresenta oxidase positiva (Tonne, 2011).

Antes de iniciar a coloracao de Gram, foi assegurado de que o esfregaco
estivesse seco. Foi coberto o esfregaco com violeta-de-metila e deixe por
aproximadamente 15 segundo, depois foi adicionado igual quantidade de agua
sobre a lamina coberta com violeta-de-metila e deixado para agir por mais 45
segundos, entéo foi escorrido o corante e lavado em um filete de 4gua corrente,
depois foi coberto a lamina com lugol diluido e deixado para agir por
aproximadamente 1 minuto, entdo foi escorrido o lugol e lavado em um filete de
agua corrente, e adicionou-se alcool etilico (99,5° GL) sobre a lamina,
descorando-a, até que nao desprenda mais corante, foi lavado em um filete de
agua corrente, e coberto a lamina com safranina e deixado para agir por
aproximadamente 30 segundos, entdo lavou-se em um filete de agua corrente,
e deixado para secar ao ar livre, e entédo foi lido em um microscopio 6tico com

Oleo de imerséo na lente de 100x (Bartholomew et al., 1965).

.“.\ e A
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Figura 2 - Nafigura A como foi feito o teste de catalase e oxidase Na figura B s&o as laminas prontas
para leitura do teste de colora¢cdo de Gram, Na figura C € uma imagem do microscépio ja com a
Gram colorida. Acervo proprio.

4.5.4. Solubilizacéo de fosfato

A capacidade de solubilizacédo de fosfato foi avaliada em placas de Petri
contendo meio de levedura-manitol-agar (Vincent, 1970) sem adicéo de fosfato
de potassio monoidratado (K2HPO4) e suplementando com 0,1% de fosfato
tricélcico [Cas(POa4)2]. O indculo para esse teste foi produzido em frascos com
meio ML (manitol-levedura) liquido sob agitacdo constante a 120 rpm, a 28 °C
durante 48 horas. A inoculacdo nas placas foi realizada com aliquotas de 20 pL
com duas repeticdes por isolado. As placas foram incubadas em estufa durante

7 dias a uma temperatura de 28 °C, observou-se a formagdo de um halo
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transparente o isolado com a capacidade de solubilizacdo do fosfato pelo
isolado.

4.5.5. Producgao de auxinas

Para determinacdo de producdo de acido indolacético (AlA), os isolados foram
inoculados em meio AML com 50 mg de triptofanol/litro, depois foram incubados
durante 72 horas em estufa bacteriolégica a 28-30°C sob agitacdo a 120 rpm.
Apbs o periodo de incubacao, foi adicionado 50 ml do caldo bacteriano em um
tubo e acrescentado mais 50 ml da solucéao de Salkowski. A curva-padréo de AIA
com meio AML em ordem crescente foi preparada. A leitura da producéo de AIA
foi realizada em um espectofotdmetro na faixa de absorbancia de 535 pum
(Asghar et al., 2002).
il ‘ /)

Figura 3 - Na figura A é possivel ver as cubetas onde foi feita as leitura do teste de producéo de
auxinas, nafigura B esta a curva-padréo para o teste e nafigura C esta a espectofotdmetro utilizado.
Acervo préprio.

4.6. Analise de resultados

Os resultados obtidos para caracterizacéo fenotipica foram submetidos a
analise descritiva, enquanto os dados de producdo de auxinas e eficiéncia
simbiotica foram submetidos a analise de variancia e ao teste de separacdo de
médias de Scott-Knott (p<0,05). (Scott & Knott, 1974).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que 19 (95%) dos isolados foram oxidase
negativa enquanto 17 (85%) foram catalase positiva. A producéo de oxidase por
apenas 5% dos isolados divergiu de outros estudos, onde a grande maioria
apresenta essa caracteristica (Sadowsky et al., 1983; Nagalingam et al., 2020).
J& a producéo de catalase foi comum em outros estudos com a soja nos Estados
Unidos e em feijdo-guandu na india, onde todos os isolados apresentaram essa
caracteristica (Sadowsky et al., 1983; Nagalingam et al., 2020). Essa producédo
de catalase foi uma reacdo da sobrevivéncia de rizébios durante periodos de
seca (Goyal et al., 1986; Boumahdi et al., 1999; Hussain et al., 2014).

Com relacdo a mudanca do pH do meio, observou-se que destes isolados:
55% acidificam, 45% alcalinizam e 5 % mantém o pH neutro. A acidificacao do
meio foi diferente da observada em Sergipe com diferentes rizobios para feijao-
guandu, onde 81 % dos isolados acidificaram o meio de cultura (Fernandes e
Fernandes, 2000). No entanto, outros estudos relatam que os isolados de rizobio
para Cajanus cajan podem acidificar, alcalinizar ou ndo alterar o meio cultura
(Fernandes et al., 2003). A modificacdo de pH em meio de cultura YMA, é
frequentemente uma caracteristica para distincdo dos géneros Mesorhizobium,
Rhizobium e Sinorhizobium que possuem a propriedade de tornar o meio de
cultura acido, enquanto que Azorhizobium e Bradyrhizobium tornam o meio

alcalino (Lima et al., 2012).

Esta alteracdo de pH promovida pelo rizébio no meio AML pode ser em
decorréncia do uso preferencial de aculcares, pelos rizobios de crescimento
rapido, acompanhada da excrecdo de acidos organicos e compostos
nitrogenados pelos rizébios de crescimento lento, resultando na liberacdo de
cations (Coutinho et al., 1999; Martins et al., 1997).

Em relacdo a velocidade de crescimento, 18 (90%) sédo considerados
rapidos, e nenhum apresentou crescimento além do 7° dia. Autores como Degefu
et al., (2018) também encontraram resultados parecidos, trabalhando com C.
cajan, com relacéo a velocidades de crescimento onde os seus isolados eram
de crescimento rapido ou moderado, corroborando outro estudo similar de Anand

e Dogra (1991), onde o feijdo guandu produziu nédulos com rizébios de rapido e
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moderado crescimento, indicando que o feijdo guandu ndo é seletivo para

realizar a uma associacéo simbidtica para fixacao bioldgica de nitrogénio.

Junto a esta grande diversidade, cerca de 90% apresentaram velocidade
de crescimento rapido em meio de cultura e 55% acidificaram o meio, dados
semelhantes encontrados por Pereira (2000) e Chagas-Junior (2007) com solos

de areas de floresta amazonica.

Todas as estirpes apresentaram forma circular, elevacao plana, borda
inteira superficie lisa e cor opaca. Martins et al., (1997) afirmou que geralmente
as estirpes de rizébios, independente da forma da coldnia, possuem borda lisa
ou inteira. Englesham et al., (1987) em estudo na Africa sugeriu a correlacéo de
isolados com producéo de goma como caracteristicos de ambientes com pH

mais baixo e maior precipitagdo pluviométrica.

A Gram de 15 (75%) dos isolados é negativa. O género Rhizobium é
descrito como bactérias gram-negativas, aerdbias, com capacidade de nodular
as leguminosas. Pertencem a subdivisdo alfaproteobactérias, que inclui as
bactérias de crescimento rapido, o que as diferencia do género Bradyrhizobium,
mas sem a caracterizacdo genética ndo € possivel afirmar que esses isolados

séo pertencentes ao género Rhizobium. (Zakhia & Lajudie, 2001).

Dentre os isolados, 13 (65%) sdo solubilizadores de fosfato, e dentre
esses 8 apresentaram acidificacdo do meio. A capacidade dos isolados de
rizébios solubilizarem o fosfato de calcio esta relacionada com a diminuicdo do
pH do meio pelos acidos organicos (Mikanova & Kubat, 1999; Mikanova, 2000).
Estudos evidenciaram que a capacidade dos isolados de rizobios em solubilizar
o fosfato esta correlacionada com a diminuicdo do pH do meio de corrente da
formacéo de acidos organicos (Mikanova; Novakova, 2002; Hara;Oliveira, 2005).
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e solubilizacéo de fosfato de rizdbios
isolados em Iranduba, AM.

Isolado Oxi Cat pH Forma Elevacdo Borda Superficie Cor Consisténcia VC Gram Sol.

E10119 - - Ac Circ Plana Inteira Lisa Opaca Viscosa Rap - +
E10219 - + Al Circ Plana Inteira Lisa Opaca Butirosa Rap - -
E10319 - + Ac Circ Plana Inteira Lisa Opaca Gomosa Int - -
E10419 - - Ac Circ Plana Inteira Lisa Opaca Viscosa Rap - +
E10519 - + Al Circ Plana Inteira Lisa Opaca Aquosa Rap - -
E11519 - + Ac Circ Plana Inteira Lisa Opaca Butirosa Rap - -
E11719 - + Ac Circ Plana Inteira Lisa Opaca Aquaosa Rap + -
E11819 - + Ac Circ Plana Inteira Lisa Opaca Butirosa Mod + +
E11919 - + Ac Circ Plana Inteira Lisa Opaca Butirosa Rap + +
E12019 - + Al Circ Plana Inteira Lisa Opaca Butirosa Rap - +
E12119 - + Al Circ Plana Inteira Lisa Opaca Butirosa Rap - +
E12219 - + Ac Circ Plana Inteira Lisa Opaca Butirosa Rap + +
E12319 + + Al Circ Plana Inteira Lisa Opaca Butirosa Rap - +
E12419 - + Al Circ Plana Inteira Lisa Opaca Butirosa Rap - -
E12619 - + Al Circ Plana Inteira Lisa Opaca Viscosa Rap + +
E12719 - + Al Circ Plana Inteira Lisa Opaca Gomosa Rap - -
E14319 - + Al Circ Plana Inteira Lisa Opaca Viscosa Rap - +
E14419 - + Ac Circ Plana Inteira Lisa Opaca Viscosa Rap - +

1119 - - Ac Circ Plana Inteira Lisa Opaca Gomosa Rap - +

1120 - - Ac Circ Plana Inteira Lisa Opaca Gosmosa Rap - +

Oxi= oxidase; Cat= catalase; Ac=acido; Al= alcalino; Circ= circular; Sol= solubilizacdo de fosfato; Rap=
rapida; Int= intermediaria; Mod= Moderada.

N&o foram observadas diferencas entre os isolados na producao de acido
indolacético (Tabela 2). Essa producéo de AIA também foi verificada em outros
rizébios isolados na regido amazonica na cultura do feijao-caupi (Chagas-Junior
et al., 2009). No entanto, a producao de AIA foi importante, pois contribui com o
desenvolvimento radicular de diferentes plantas. Outros estudos também
relataram que a producdo de AIA por Azospirillum contribuiu na absorcédo de

nutrientes pelas raizes (Dobbelaere et al., 1999).
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Tabela 2 - Producéo de &cido indolacético (AlA) por rizébios de feijdo-guandu isolados em
Iranduba, AM.

AlA
Isolados
------- mg/L--------

E10119 34,3a
E10219 32,3a
E11519 30,8a
E11719 28,7a
E11819 329a
E10319 31,8a
E11919 33,1a
E12019 30,8a
E12119 31,7a
E12219 339a
E12319 38,2a
E12419 289a
E12619 354a
E12719 32,5a
E10519 29,2a
E14319 28,1a
E14419 28,1a
E10419 28,5a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05)

Os isolados E11919, E11819, E10119, E11519, E12619 e E11719
apresentaram maior namero de nddulos que as demais cepas testadas, mas nao
diferiram entre si (Tabela 3). Entretanto, outros trabalhos evidenciaram que o
numero de nddulos ndo fornece uma explicacdo para a eficiéncia da simbiose
rizébios-leguminosa (Freitas et al., 2011). Além disso, observou que esses
nodulos podem ser pequenos e ndo funcionais e acarretarem em um dreno de
fotoassimilados (Atkins, 1984). E ainda, um grande numero de nddulos néo
representa sempre uma maior massa de noédulos (Frizzo, 2007) e ndo esta
diretamente relacionado com a produgé&o de massa seca pela planta hospedeira
(Lammel et al., 2015).
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Os isolados E11919, E11819, E11519, E12119 e E12019 apresentaram
maior massa de nodulos que as demais estirpes testadas, mas nao diferiram
entre si. Por sua vez, os isolados E10119, E12219, E12319 e E12419 foram
superiores na massa de nédulos do que aos isolados E12619, E11719 e E105109.
E por ultimo, os isolados E14319 e E14419 foram inferiores as demais cepas na
massa de nddulos (Tabela 3). Martins et al. (2012) também observaram
resultados parecidos com relagcdo a massa seca da parte aérea, numero de
nédulos e massa seca de nddulos. Em estudos conduzidos com isolados de
rizébios nativos dos tabuleiros costeiros de Sergipe, Fernandes et al. (2003)
também verificaram diferencas entre os rizébios quanto a capacidade de

promover o crescimento vegetativo e nodulacédo das raizes de guandu.

Os isolados E11919, E11819, E10119, E11519 foram os isolados que
promoveram a maior producao de massa seca em feijdo-guandu que os demais
isolados e as testemunhas com e sem nitrogénio mineral, mas nao diferiram
entre si (Tabela 3). Os isolados E12219, E12619, E12119, E14319, E12719,
E10319, E12019, E10219 e E10419 apresentaram maior massa seca da parte
aérea do que os isolados E11719, E10519, E12319, E14419, E12419 e TSN,
mas nao diferiram entre si e a TCN. Resultados semelhantes encontrados por
Martins et al. (2012), onde foram usados isolados nativos do Mato Grosso do Sul

e estirpes com adicao de nitrogénio.

A eficiéncia relativa dos isolados variou de 18 a 890 %. Foi observado que
70% dos isolados foram mais eficientes que a testemunha sem nitrogénio,
enquanto 30 % apresentaram ineficiéncia. A eficacia relativa dos isolados variou
de 5 a 245 %. Os resultados demonstraram que os isolados E11919, E11819,
E10119, E11519 e E12219 foram os mais eficazes do que a testemunha com

nitrogénio mineral, enquanto as demais estirpes foram ineficazes.

Dentre os mais eficazes, os isolados E11919, E11819, E11519 sao
oriundos do latossolo amarelo, enquanto as estirpes E12219 e E10119 séo

provenientes da terra-preta coletada da floresta.
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Tabela 3 - Nodulacdo (nimero e massa de nédulos) e massa seca da parte aérea de feijdo-guandu
inoculado com rizébios isolados de Iranduba, AM.

Isolado NNOD MSN(mg) MSPA mg)
Eficiéncia Eficacia
NUmero/planta)-  ---------==-=----- mg/planta:
E11919 8,3a 2558 a 2790,0 a 890% 245%
E11819 7.8a 2559 a 2463,3 a 786% 216%
E10119 9,8a 176,7 b 2217,5a 708% 195%
E11519 8,1la 288,2 a 2137,5a 682% 188%
E12219 29b 186,6 b 1293,3 b 413% 113%
TCN - - 1140,0 b - -
E12619 8,1la 148,7 ¢ 1070,0 b 341% 94%
E12119 29b 221,8a 875,0b 279% 77%
E14319 3,7b 122,7d 767,5b 245% 67%
E12719 51b 59,7 e 763,3b 244% 67%
E10319 46b 125e 750,0b 239% 66%
E12019 52b 252,0a 730,0b 233% 64%
E10219 58b 35,0e 690,0 b 220% 61%
E10419 39b 10,0e 672,5b 215% 59%
E11719 72a 162,5¢ 486,7 c 155% 43%
TSN - - 313,3¢c - -

E10519 26b 139,5¢ 252,5¢ 81% 22%
E12319 43b 200,9b 190,0 ¢ 61% 17%
E14419 4,1b 99,3d 190,0 ¢ 61% 17%
E12419 33b 210,6 b 56,7 c 18% 5%

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05)
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que a maioria dos isolados de feijao-guandu testados séo
oxidase negativas e catalase positivos, apresentam colonias circulares, planas
com bordas inteiras e superficie lisa. Além disso, observou-se também que esses
isolados apresentam a mesma producao de acido indolacético. E por ultimo, que
os isolados E11919, E11819, E10119, E11519 e E12219 promovem uma maior
producdo de nédulos (nUmero e massa de nddulos), bem como, producdo de
massa seca da parte aérea em feijdo-guandu e sdo, portanto, os mais eficazes

na fixacdo biolégica do nitrogénio.
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