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RESUMO. A fixagio biolégica do nitrogénio é de fundamental importincia na
sustentabilidade agricola, e a caracterizacio fenotipica rizobial contribui para o
conhecimento da sua diversidade em colegdes e para a utilizagio posterior em sistemas
agricolas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade fenotipica de rizébio isolados de
solos da Amazodnia e suas eficiéncias simbidticas quando inoculados em feijao caupi (Vigna
unguiculata L. Walp.). Os isolados nativos apresentaram diversidade quanto as caracteristicas
morfoldgicas e fisiolégicas. Foi verificado que a inoculagio com isolados de rizébio nativos
contribuiu, de forma significativa, para o aumento da biomassa, nodulagio de caupi ¢ em

eficiéncia simbidtica.

Palavras-chave: diversidade fenotipica, fixagio de nitrogénio, Vigna unguiculata.

ABSTRACT. Phenotypic characterization of rhizobia strains isolated from
Amazonian soils and symbiotic efficiency in cowpea. Biological nitrogen fixation is of
fundamental importance for agricultural sustainability, and the evaluation of the rhizobial
diversity contributes to the knowledge of their diversity in collections, as well as for later
use in agricultural systems. The objective of this paper was to evaluate phenotype diversity
and symbiotic efficiency of rhizobia isolates from Amazonian soils when inoculated on
cowpea (Vigna unguiculata L. Walp.). The native isolates presented diversity regarding their
morphologic and physiological characteristics. It was verified that the inoculation with
isolates of native rhizobia contributed to the increase of the biomass, nodulation on cowpea

and symbiotic efficiency.

Key words: phenotype diversity, nitrogen fixation, Vigna unguiculata.

Introdugao

A fixacio biolégica do nitrogénio atmosférico
(FBN) ¢é importante na substitui¢io da adubagio
nitrogenada em diversas partes do mundo (KYEI-
BOAHEN et al., 2002; SANGINGA, 2003), bem
como na Amazo6nia (HARA; OLIVEIRA, 2005). Um
melhor entendimento da associagio rizébio-
leguminosa nas condi¢ées dcidas e de baixa
fertilidade dos solos da Amazdnia pode prover uma
contribui¢io efetiva no balango de nitrogénio tanto
no solo como nas plantas. Assim, torna-se
importante o emprego dessa biotecnologia de baixo
custo para leguminosas, especialmente aquelas de
subsisténcia cultivadas por pequenos agricultores,
como o feijio caupi (Vigna unguiculata L. Walp.).
Devido sua ampla variabilidade genética, tolerincia
as condigoes edafoclimiticas desfavoriveis, fixagio
de N,, alto potencial produtivo, além do excelente
valor nutritivo, o feijio caupi é uma espécie de
grande valor genético estratégico (MARTINS et al.,
2003). O Amazonas possui grandes dreas de cultivo,

tanto na virzea como na terra firme, adequadas ao
cultivo do feijio caupi. E uma leguminosa de grande
importincia na alimentagio humana, sendo uma
cultura estritamente relacionada 3s atividades de
subsisténcia no Estado, e de significativa relevincia
s6cio-econdmica para a regiio (DIAS et al., 2002).
Nos tltimos anos, a diversidade microbiana vem
sendo determinada principalmente pelo uso de
técnicas moleculares. Entretanto, a avaliagio das
caracteristicas culturais é o primeiro passo na
identificacio de novos grupos taxondémicos de
microrganismos.  Atualmente,
taxonomia polifisica e as caracteristicas culturais
fazem parte dos caracteres utilizados para essa
classificagio. Essas caracteristicas podem indicar
diferengas morfolégicas e fisioldgicas importantes
entre microrganismos, que podem ser detectadas
posteriormente mediante estudos mais avangados.
Os principios bédsicos que devem orientar a
sele¢io de estirpes de rizébio com propdsito pritico
de inoculagio em leguminosas tém sido objeto de

busca-se  uma
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muitos estudos (HARA; OLIVEIRA, 2005;
ZAMAN-ALLAH et al., 2007). A selegio deve
objetivar estirpes eficientes e adaptadas s condig¢oes
prevalecentes no local de emprego, como os solos
icidos e de baixa fertilidade da Amazénia. Além
disso, devem ser competitivas frente i populagio
nativa e apresentarem varios aspectos agronémicos e
culturais, tais como potencial de nodulag¢io, fixagio
de N, e crescimento da planta hospedeira (LIMA
et al., 2005, ZILLI et al, 2006), além das
caracteristicas fisioldgicas como a capacidade de
solubilizagio de fosfatos e a produgio de fitormonios
como icido indol-acético (THAKURIA et al., 2004).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar fenotipicamente 26 isolados de
rizébio, bem como avaliar a eficiéncia simbidtica
dos mesmos em plantas de feijjio caupi (Vigna
unguiculata L. Walp.).

Material e métodos

Foram utilizados 20 isolados obtidos da Cole¢io
de Rizébio do Laboratério de Microbiologia do Solo
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia
(INPA). Essas bactérias foram previamente isoladas
de solos de terra firme e virzea da regido, usando o
fetjao caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) como planta
isca (XAVIER et al., 1997). Outras seis estirpes-
referéncia foram obtidas da Colec¢io de Cultura da
Embrapa Agrobiologia (Seropédica, Estado do Rio
de Janeiro): B. elkanii (BR 115 = USDA 76), B.
japonicum (BR 114 — USDA 06), Sinorhizobium fredii
(BR 112 = LMG 6217), R. tropici IIA (BR 10016 =
CFN 299), R. efli (BR 10026 = CFN 42) ¢ R.
leguminosarum bv. phaseoli (BR 10052 = LMG 8819).

Caracterizagao fenotipica

As caracteristicas fenotipicas estudadas foram 2as

morfolégicas e fisiolégicas. As caracteristicas
morfolégicas avaliadas para os isolados nativos e as
estirpes-referéncia foram: tempo de crescimento (1 a
8 dias); elevagio, borda,

transparéncia, aparéncia e coloragio da coldnia;

didmetro, forma,
modifica¢io do pH do meio; aparéncia, elasticidade
e tipo de muco (HUNGRIA et al., 2001).

Quanto as fisiolégicas, foram realizados testes de
tolerancia 2 acidez e ao aluminio téxico, capacidade
de solubilizagio de fosfatos e sintese de dcido indol
acético (AIA). Para os testes de tolerincia 3 acidez e
20 aluminio téxico foram utilizados os meios YMA
com pH 4,5, pH 4,5 + 2,0 cmol_de Al L e pH 6,5
(controle), com quatro repetigdes; as avaliagdes
foram feitas a cada trés dias durante o periodo de 15
dias. De acordo com o crescimento celular, foram
dados valores para cada isolado e estirpe-referéncia,
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os quais variaram de 1 (sem crescimento visivel apds
riscagem) a 4 (méiximo crescimento), com valores
intermedidrios entre os extremos, determinando o
grau de tolerincia das bactérias (OLIVEIRA;
MAGALHAES, 1999).

Quanto ao teste de solubilizagio de fosfatos,
foram utilizados dois meios especificos, sendo o
meio GL para solubilizadoras de fosfato de calcio (P-
Ca), ajustando-se o pH para 6,5 (SYLVESTER-
BRADLEY et al, 1982), e outro meio, GL
modificado, para verificar a solubiliza¢io de fosfato
de aluminio (P-Al), com pH ajustado para 4,5
(HARA; OLIVEIRA, 2005). As bactérias foram
repicadas  para cada meio de solubilizagio,
estabelecendo-se cinco col6nias por placa com duas
placas por isolado. As avaliagbes foram feitas num
periodo de 15 dias, cujas medidas dos didmetros do
halo de solubilizac¢io e da colonia foram mensuradas
a cada trés dias, utilizando-se paquimetro digital. A
partir dessas medidas foram obtidos os indices de
solubiliza¢io (IS), em mm, usando a férmula: IS =
didmetro do halo (mm) / didmetro da colénia (mm).
Com base nesses indices, as bactérias foram
classificadas como estirpes com baixa (IS < 2),
média (2 < IS < 4) e alta solubilizagio (IS > 4)
(HARA; OLIVEIRA, 2005).

Para os testes de sintese de AIA pelas bactérias,
coldénias de 2-3 mm de didmetro foram transferidas
para frascos de Erlenmeyer (150 mL) contendo 25
mL de meio de cultura YM (meio liquido) na
auséncia e presenga de triptofano (0 e 150 mg L™).
Depois de quatro dias de crescimento sobre um
agitador rotatério (100 rpm) a 26 + 2°C, a biomassa
bacteriana foi separada por centrifugacio (12.000
rpm por 15 min.). Para as anilises colorimétricas de
AIA no sobrenadante (GORDON; WEBER, 1951)
foram utilizadas uma parte do reagente de Salkowski
[(FeCl; 0,5 M + HCIO, (35%)] e duas partes do
sobrenadante bacteriano. Apds a comprovagio
qualitativa de AIA no sobrenadante (coloragio rosa
ap6s 25 min. de reagio a 26 + 2°C), o fitormoénio foi
quantificado em espectofotdbmetro a 530 nm. As
concentragdes, em ug mL, foram calculadas a partir
de uma curva padrio construida com AIA.

Os  dados  fenotipicos  obtidos
transformados em um cédigo bindrio, de 0 ¢ 1, e
submetidos 2 anidlise de agrupamento. Um total de
24 parimetros foi considerado, sendo 12 para as
caracteristicas morfoldgicas e 12 para as fisiolégicas.
Para as  caracteristicas morfolégicas  foram
determinados os seguintes parimetros: tempo de
crescimento (< 3 dias, 0; > 3 dias, 1); pH do meio
(alcalinizou, 0; acidificou, 1); didmetro (< 2 mm, 0;
> 2 mm, 1), forma (circular, 0; irregular, 1),
elevagio (elevada, O; plana, 1), borda (inteira, 0;

foram
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irregular, 1), transparéncia (sim, 0; ndo, 1), aparéncia
(homogeénea, 0; heterogénea, 1) e cor da colonia
(branca, 0; amarela, 1); aparéncia (homogénea, 0;
heterogénea, 1), elasticidade (com, 0; sem, 1) e tipo
de muco (viscoso, 0; butirico, 1). Para as
caracteristicas fisiol6gicas foram utilizadas: tolerincia
i acidez, divididas em dois niveis, pH 4,5 e pH 6,5
(nio, 0; sim, 1), tolerincia 2 acidez e ao Al (nio, 0;
sim, 1); indice de solubilizagio de P-Ca e P-Al
divididos em trés niveis, IS < 2,2 <IS < 4elS > 4
(nio, 0; sim, 1); produgio de AIA, dividido em trés
niveis, < 100 ug mL™", > 100 < 500 pg mL", e =
500 ug mL™! (ndo, 0; sim, 1).

Foram construidos trés dendrogramas de
agrupamento com base nas caracterfsticas avaliadas,
sendo um para morfoldgicas, um para fisiolégicas e
um considerando ambas as caracteristicas. Fol
utilizado o algoritmo UPGMA e a matriz de
similaridade com coeficiente Simple Matching,
utilizando o programa MVSP (Multi-Variate

Statistical Package versido 3.13).
Eficiéncia simbiética

Para as avaliagdes de inoculagio, os isolados
foram testados em vasos plisticos com capacidade
para 1 kg em casa-de-vegetacio no INPA, com
solo coletado no Ramal do Brasileirinho, Manaus,
Estado do Amazonas, tendo, por kg de solo, as
seguintes concentracdes de macro e
micronutrientes: 3,0 mg de P; 0,12 cmolc de K;
0,12 cmol, de Ca; 0,06 cmol, de Mg; 2,5 cmol, de
Al + H; 124 mg de Fe; 2,7 mg de Zn; 0,8 mg de
Mn; pH 4,1 em H,O e pH 3,7 em KCIl.

O solo corrigido (fertilidade e acidez) foi
comparado com o controle (fertilidade e acidez
originais), a fim de avaliar o potencial da simbiose
planta-bactéria. O solo foi adubado com superfostato
triplo (100 kg P ha™), KCI (80 kg K ha™) e sulfatos de
cilcio (5 cmol, kg') e magnésio (3 cmol. kg'). O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
a0 acaso com 28 tratamentos e quatro repetigdes,
constituidos pela inoculagio individual dos 20 isolados
nativos e das seis estirpes-referéncia mais dois controles
(adubacio com N sem inoculagio e testemunha sem N
e sem inoculagio). As plantas foram colhidas em plena
floragio (45 dias ap6s o plantio), determinando
posteriormente a producio de matéria seca da parte
aérea, radicular e total, ndmero e peso dos nédulos. Foi
feita ainda a avalia¢io do estado nutricional das plantas,
determinando-se os teores de N na parte aérea
(EMBRAPA, 1997). O N acumulado (ANPA) na
matéria seca da parte aérea (MSPA) foi calculado,
multiplicando o peso pelo teor de N.

A eficiéncia relativa de cada tratamento fol
calculada segundo a férmula: ER = (MSPA inoculada
/ MSPA com N) x 100, em que MSPA inoculada ¢ a
matéria seca da parte aérea da planta com inoculagio e
MSPA com N ¢é a matéria seca da parte aérea da
planta com N mineral (LIMA et al, 2005). A
eficiéncia simbidtica foi calculada por meio da
térmula: ES = [(Ntotal fixado — Ntotal TS/N) /
(Ntotal TC/N - Ntotal TS/N) x 100], em que Ntotal
fixado = Nitrogénio total do tratamento; Ntotal
TS/N = Nitrogénio total da testemunha sem
nitrogénio; Ntotal TC/N = Nitrogénio total da
testemunha nitrogenada. O nitrogénio foi aplicado na
forma de uréia (100 kg ha™) em 3 parcelas, a cada 15
dias. Foi utilizado como planta teste o feijao caupi
(Vigna unguiculata L. (Walp.)) cv. IPEAN V-69. Os
isolados utilizados, apds crescimento em meio YMA
por cinco dias, foram suspensos individualmente em
solugio salina (0,2% MgSO,) e cada uma dessas
suspensdes (de 10 células mL") foi adicionada as
sementes. Foram semeadas 10 sementes por vaso e
apdés uma semana foi realizado o desbaste deixando
trés plantas por vaso.

Foi determinada a ocorréncia de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) nas raizes de
plantas em estudo, usando metodologias descritas por
Kormanick et al. (1980) e Schenck (1982). Nio houve
inoculagio com FMAs, levando-se em consideragio
que no solo utilizado ji existiam esses fungos. Os
dados foram submetidos i anilise de variincia e a
médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,0 5),
utilizando o programa STATISTICA 6.0.

Resultados e discussao
Caracterizagao fenotipica

Considerando os pardmetros morfoldgicos (Tabela 1),
dos 20 isolados nativos estudados, 14 exibiram
crescimento ripido e 19 acidificaram o meio de
crescimento. Doze isolados formaram col6nias < 2
mm de didmetro, ¢ 17 com coloragio branca.
Quanto i forma, borda, elevagio, transparéncia e
aparéncia da coldnia, todas as bactérias apresentaram
forma circular e borda inteira, 14 com coldnia
elevada e seis plana, doze com coldnia transparente e
oito nio transparente, 17 com colénia homogenia e
trés heterogénea. Quanto ao tipo de muco, 17 com
aparéncia do muco homogénea e trés heterogénea,
15 sem elasticidade do muco e cinco com
elasticidade, 18 foram caracterizados como viscoso e
dois como butirico (Tabela 1).

Com base nas caracteristicas morfolégicas dos
isolados nativos e das estirpes-referéncia (Tabela 1)
foi possivel agrupi-los em cinco grupos (Figura 1).
O grupo 1 foi formado por isolados nativos e a
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estirpe-referéncia BR 115 (Bradyrhizobium elkanii),
com similaridade de 89%. O grupo 2 apresentou
similaridade de 84% entre os isolados e as estirpes-
referéncia BR 10026 (Rhizobium etli), BR 112
(Sinorhizobium fredii), BR 10016 (R. tropici), BR 114
(B. japonicum) e BR 10052 (R. leguminosarum bv.
phaseoli). Os grupos 3, 4 ¢ 5 mostraram indices de

Chagas Junior et al.

similaridade de 78, 75 e 83%, respectivamente, nio
se agrupando com nenhuma estirpe-referéncia. Para
as 12 caracteristicas morfolégicas estudadas foi
possivel observar indice de similaridade de 100%
entre o isolado INPA R851 ¢ BR 10026, ¢ o INPA
R927 e as estirpes referéncia BR 10016 ¢ BR 112,
encontrados no grupo 2.

Tabela 1. Caracteristicas morfolégicas dos isolados de rizébio que nodulam caupi.

Isolados/Estirpes'

Caracteristicas dos isolados/estirpes”

TC pH DC FC EC BC Tr AC CC AM EM ™
INPA R808 R Ac >2 C P I N Ho B Ho SE Vis
INPA R811 L Al =2 C E I S Ho B Ho SE Vis
INPA R813 R Ac >2 C E I N Ho B Ho CE Vis
INPA R814a R Ac <2 C E I S Ho B Ho CE Vis
INPA R814b R Ac <2 C E I S Ho A Ho CE But
INPA R815 L Ac <2 C E I N Ho B Ho SE Vis
INPA R817 R Ac <2 C P I S Ho B Ho SE Vis
INPA R820 R Ac <2 C P I S He A He SE Vis
INPA R822 R Ac >2 C E I N Ho B Ho SE Vis
INPA R851 R Ac <2 C E I N Ho B Ho CE Vis
INPA R874 L Ac >2 C E I N Ho B Ho CE Vis
INPA R901 L Ac <2 C P I S He B He SE Vis
INPA RI18 R Ac >2 C E I N Ho B Ho SE Vis
INPA R921 L Ac =2 C P I N He A He SE Vis
INPA R927 R Ac <2 C E I N Ho B Ho SE Vis
INPA R949 R Ac >2 C E I N Ho B Ho SE Vis
INPA R980 L Ac <2 C P I N Ho B Ho SE But
INPA R993 R Ac >2 C E I N Ho B Ho SE Vis
INPA R999 R Ac <2 C E I S Ho B Ho SE Vis
INPA R1003 R Ac >2 C E I N Ho B Ho SE Vis
BR 115 L Al =2 C E I N Ho B Ho SE But
BR 114 L Ac =2 C E I N Ho B Ho SE Vis
BR 112 R Ac >2 C E I N Ho B Ho SE Vis
BR 10016 R Ac >2 C E I N Ho A Ho SE Vis
BR 10026 R Ac >2 C E I N Ho B Ho SE Vis
BR 10052 R Ac >2 C E I N Ho B Ho SE Vis

'INPA R, isolados da colegio do INPA; BR, estirpes da colegio Embrapa Agrobiologia; *TC - tempo de crescimento (R: ripido < 3 dias, L: lento > 3 dias); pH do meio (Ac: icido, Al:
ilcalis); DC - didmetro da colénia em mm; FC - forma da coldnia (C: circular); EC - elevagio da colonia (P: plana, E: elevada); BC - borda da colénia (I: inteira); Tr - transparéncia (S:
sim, N: nio); AC - aparéncia da colonia (Ho: homogénea, He: heterogénea); CC - cor da col6nia (A: amarela, B: branca); AM - aparéncia do muco (Ho: homogénea, He: heterogénea);
EM - elasticidade do muco (SE: sem elasticidade, CE: com elasticidade); TM - tipo de muco (Vis: viscoso, But: butirico).
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Figura 1. Dendrograma mostrando similaridade dos isolados estudados e das estirpes-referéncia, considerando 12 caracteristicas

morfoldgicas.
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Com base na escala de valores para a avaliagio do
crescimento, foi observado que todos os isolados e
estirpes-referéncia apresentaram um alto
crescimento no meio com pH 6,5, apresentando o
mesmo comportamento no pH 4,5, aos 15 dias de
avaliagio. No tratamento com pH 4,5 + Al, 20 das
26 bactérias estudas apresentaram alto crescimento,
o que permite inferir que sio tolerantes 2 acidez e ao
Al téxico (Tabela 2). Para as bactérias que
apresentaram baixo crescimento, foi observado que
o aluminio foi mais limitante que a acidez.
Resultados semelhantes foram reportados por
Oliveira e Magalhdes (1999) e Hara e Oliveira
(2005), evidenciando variagdes na tolerincia i acidez
e 20 aluminio téxico por isolados de rizébio.

Das 26 bactérias estudadas, doze solubilizaram P-
Ca, sendo que apenas os isolados INPA R813 e
INPA R820 apresentaram indice de solubiliza¢io
médio (Tabela 2). Quanto i solubilizagio de P-Al,
apresentou  capacidade  de
solubiliza¢io, sendo que todos apresentaram baixo
indice de solubilizagio (IS < 2,0). Todas as bactérias
que solubilizaram P-Al também solubilizaram P-Ca,

somente nove

corroborando os resultados reportados por Hara e
Oliveira (2005). Porém, Silva Filho e Vidor (2000)
registraram  baixa ocorréncia de isolados que
solubilizaram ambos os fosfatos.

Todos os isolados e as estirpes-referéncia

avaliados em meio de cultura suplementado com
L-triptofano sintetizaram AIA, havendo grande
variacio nas concentracdes produzidas. Quatro
apresentaram produgio de AIA acima de 500 ug
mL™, 12 entre 100 e 500 ug mL™" e 10 abaixo de
100 ug mL" (Tabela 2). Resultados semelhantes
foram encontrados por Antoun et al. (1998) e
Hameed et al. (2004) com isolados de Rhizobium e
Bradyrhizobium em meio de cultura suplementado
com L-triptofano. Num periodo de incubagio de
quatro dias em meio de cultura suplementado
com 500 mg L' de L-triptofano, Bano ¢ Musarrat
(2003) registraram niveis de AIA inferiores a 100
pug mL.

Quanto s caracteristicas fisiolégicas (Tabela 2),
foram definidos trés grupos (Figura 2). O grupo 1
apresentou similaridade entre os isolados e as estirpes-
referéncia BR 10016, BR 114, BR 115 ¢ BR 10052 de
81%, sendo que estas apresentaram 100% de
similaridade com os isolados INPA R901 e INPA
R811. O grupo 2 formado por isolados e as estirpes-
referéncia BR 10026 ¢ BR 112 apresentou similaridade
de 78%, aproximadamente, encontrando-se
similaridade de 100% entre o isolado INPA R874 ¢ a
estirpe-referéncia BR112, e os isolados INPA R1003,
INPA R993 e INPA R921 e a estirpe-referéncia BR
10026. O grupo 3, com similaridade de 75%, nio se
agrupou com estirpes-referéncia.

Tabela 2. Tolerincia 2 acidez e ao Al téxico, solubilizagio de fosfatos e produgio de AIA por isolados de rizébio e estirpes-referéncia.

Isolados / Tolerancia a acidez e ao Al " Solubilizagio de fosfatos @ Produgio de
Estirpes pH 4,5 pH 4,5 + Al pH 6,5 P-Ca P-Al AIA ©
INPA R808 + G4 + 69 + 69 + 130 ) )
INPA R811 + 63 + 62 + 62 _ _ 460
INPA R813 + 63 + 63 + 69 44 @O _ 44 19
INPA R814a + 3.9) + (3.8) + (4,0) + (1,14) + (1,16) + (49)
INPA R814b + 49 4 649 + 69 + (110 4 a2 L@
INPA R815 + 40 4 68 + 40 4 (118 _ 44 @9
INPA R817 + 63 + @9 + @2 4 (118 4 (11D 44 (659
INPA R820 + 63 + 62 + 69 +4 @3 + (19 44+ @9
INPA R822 + 66 4 69 + 69 4 (126 _ 4 (20
INPA R851 + 69 + GO ) + (159 + (119 T+ (99
INPA R874 + 62 _e3) + 69 _ _ e
INPA R901 + 00 + @2 + @0 - - + ©9
INPA R9]8 + (3.8) + 3.7) + (4,0) + 1,13) + 1,12) +++ (623)
INPA R921 + GO + @0 4 (0 _ _ )
INPA R927 + 69 _en + 69 _ _ g @0
INPA R949 + 69 -3 + 60 _ _ L 00
INPA R980 + 6D _ @4 + 69 4 (112 4 (49 + o0
INPA R993 + 40 + 0 + ¢ _ B 44 02
INPA R999 + 69 _ey + 69 + 05 4 (166) FARC)
INPA R1003 + ¢O0 + @0 + @0 _ _ T
BR 115 + 6 + &3 + 69 - - + 69
BR 114 4 6 469 e} . R )
BR 112 + (34 _@2 + 34 _ _ 44 (121
BR 10016 + 69 + 69 + 67 _ _ o)
BR 10026 + 69 + @9 + 68 _ _ 44 039
BR 10052 + G4 + 6 + 60 _ _ )

INPA R, isolados da colegio do INPA; BR, estirpes da colegio da Embrapa Agrobiologia; " +, reagio positiva (tolerante, com média de crescimento acima de 3,06); -, reagio negativa
(sensivel, média de crescimento abaixo de 3,06); ® Indice de solubilizagio de fosfato (IS): +, IS < 2 (baixo); ++, 2 < IS < 4 (médio); +++, IS > 4 (alto); @ +, produgio de AIA

abaixo de 100 ug mL™"; ++, acima de 100 ug mL™"; + ++, acima de 500 ug mL"".
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Figura 2. Dendrograma mostrando similaridade dos isolados estudados e das estirpes-referéncia, considerando 12 caracteristicas

fisioldgicas.

Considerando as caracteristicas morfolGgicas mais
as fisioldgicas, foi construido um dendrograma onde
foram formados 3 grupos (Figura 3). O grupo 1 foi
formado pelos isolados INPA R808, INPA R817,
INPA R999, INPA R980, INPA R814a, INPA
R814b, INPA R811, INPA R901 e as estirpes-
referéncia BR 10016, BR 10052, BR 114 ¢ BR 115,
com similaridade de 74%, aproximadamente. O
grupo 2, com similaridade de 80% entre os isolados
INPA R813, INPA R822, INPA R993, INPA R1003,
INPA R815, INPA R851, INPA R874, INPA R918,
INPA R927, INPA R949 e as estirpes-referéncia BR
10026 ¢ BR 112. O grupo trés formado pelos isolados
INPA R820 ¢ INPA R921 apresentou similaridade de
83% nio apresentando similaridade com as estirpes-
referéncia. Neste dendrograma foi possivel encontrar
indice de similaridade de 92% entre o isolado INPA
R851 ¢ a estirpe-referéncia BR 10026. Assim, os
isolados  apresentaram  caracteristicas  fenotipicas
distribuidas nos géneros das estirpes-referéncia
conforme Moreira e Pereira (2001). Este resultado
confirma a baixa especificidade do fejjao caupi e
concorda com aqueles encontrados por Lima et al.
(2005), Soares et al. (2006) e Medeiros et al. (2009),
avaliando a diversidade fenotipica de rizébios em
diversos ecossistemas, utilizando o feijio caupi como
planta isca.

A caracteriza¢io morfofisiolégica possibilitou um
maior conhecimento da populagio de rizébio dos
solos coletados neste trabalho, e o agrupamento
facilitard o desenvolvimento das etapas seguintes de
confirmacio da nodulagio e selegio de rizébio
eficiente para a fixacio do N, em variedades de feijio

caupi. Segundo Hameed et al. (2004), o estudo das
caracteristicas fisiolégicas e morfoldgicas revela uma
diversidade bastante ampla dos isolados de rizébio e
costuma estar relacionado com estudos em nivel de
DNA. Estes dados sio importantes, uma vez que o
conhecimento das comunidades nativas por meio
destas  ou de outras técnicas revelam-se
fundamentais para se conhecer a diversidade das
espécies, principal recurso para o trabalho na drea de
biotecnologia.

Embora a maioria dos isolados agrupados com as
estirpes-referéncia, de acordo com as caracteristicas
fenotipicas, tenha sido relacionada com os géneros
das estirpes-referéncia, alguns isolados formam
grupos separados ou com baixa similaridade com as
estirpes-referéncia. Esses resultados indicam que
estes grupos divergentes podem pertencer a outros
géneros ou espécies. Porém, para confirmar essa
inferéncia e esclarecer a posi¢io taxondmica desses
isolados, tornam-se necessarios estudos genéticos.

Eficiéncia relativa e simbiética

Em relacio 3 testemunha, todos os 20 isolados
inoculados em  feijio  caupi  aumentaram
significativamente (p < 0,001) o crescimento das
plantas (Tabela 3). Entre esses, INPA R808, INPA
R811, INPA R814a, INPA R815, INPA R817,
INPA R820, INPA R822, INPA R874, INPA R901,
INPA R921, INPA R980 ¢ INPA R999
proporcionaram as maiores produgdes de matéria
seca da parte aérea (MSPA) e total (MST), porém
sem diferirem significativamente do tratamento
adubado (com nitrogénio) e as estirpes-referéncia

BR 114 ¢ BR 112 para MST.
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Figura 3. Dendrograma mostrando similaridade dos isolados estudados e das estirpes-referéncia, considerando 12 caracteristicas

morfoldgicas mais 12 caracteristicas fisioldgicas.

isolados exibiram também ndmero de
(NN) e dos
significativamente superiores (p < 0,001) aos outros

Esses

nédulos matéria  seca nédulos
isolados e similares aos registrados para as estirpes-
referéncia BR 112 ¢ BR 10016. A matéria seca da raiz
(MSR) foi significativamente inferior para os
isolados INPA R918, INPA R993 e a testemunha
sem N.

Os isolados que proporcionaram aumentos
significativos para MSPA ¢ MST das plantas
(ER)
superiores em relagio aos demais isolados avaliadas e

contribufram para a eficiéncia relativa

estirpes-referéncia, porém similares ao tratamento

90

adubado com wuréia (Tabela 3). O mesmo foi
observado para o acimulo de nitrogénio na parte
(ANPA)

proporcionando, também, os maiores valores de

aérea usando esses isolados,
eficiéncia simbidtica (ES), com percentuais acima de
70% (Figura 4).

Em todos os tratamentos foi
ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares

(FMA) (Tabela 3), podendo inferir que houve
sinergismo entre rizébio e FMA, no qual resultou

observada a

em aumento no crescimento de feijio caupi. As
interagoes sinérgicas entre FMA e rizébio foram
descritas por Abd-Alla e Omar (2001).

80
70 1 =

60

50

40 H
30 +
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—

0 T T T T T T T T T T T
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Figura 4. Indices de eficiéncia simbiética dos tratamentos inoculados com isolados e estirpes-referéncias de rizébios, em relagio ao N

total acumulado em feijao caupi, 45 dias apés o plantio.
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Tabela 3. Matéria seca da parte aérea (MSPA), raiz (MSR), total (MST), nimero de nédulos (NN), matéria seca dos nédulos (MSN), eficiéncia
relativa (ER), actimulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA) e fungomicorrizicos (FMA) em feijao caupi inoculado com rizébio®.

Isolados e MSPA MSR MST NN @ MSN @ ER ANPA FMA®
estirpes (g vaso™) (g vaso™) (g vaso™) (mg vaso™) (%) (mg)

INPA R808 3,5ab 0,6 bede 4,1 bc 38 ab 253 be 85,4 bce 123,8 ¢ +
INPA R811 3,7a 0,8 ab 4,5 ab 35ab 293 ab 94,8 ab 125,8 ¢ +
INPA R813 2,1 fghi 0,4 def 2,5¢h 16 de 76 hi 51,9 hi 63,3 efg +
INPA R814a 3,4 ab 0,8 ab 4,2 be 39 ab 280 be 89,6 bce 124,8 ¢ +
INPA R814b 1,8 hi 0,6 bede 2,4 ghi 12 de 521ij 50,5 hi 58,1 efg +
INPA R815 39a 0,8 ab 47a 45 ab 301 ab 99,7 a 134,6 bc +
INPA R817 3,4 ab 0,5 cdef 3,9 be 40 ab 298 ab 833 ¢ 1289 ¢ +
INPA R820 3,5ab 0,8 ab 4,3 abc 40 ab 286 abc 91,2 be 130,2 be +
INPA R822 3,7a 0,6 bede 4,3 abc 43 ab 228 cde 90,9 be 128,8 be +
INPA R851 2,1 fghi 0,4 def 2,5¢h 10e 4914j 52,6 hi 59,9 efg +
INPA R874 3,5ab 0,6 bede 4,1 bc 45 ab 219 cde 85,4 bc 125,1¢ +
INPA R901 3,6 ab 0,8 ab 4,4 ab 54a 342a 91,4 be 130,3 be +
INPA R918 2,0 ghi 03g 2,3 hi 16 de 86 hi 48,8 hi 56,2 efg +
INPA R921 3,7a 0,8 ab 4,5 ab 39 ab 206 cde 94,9 ab 145,1b +
INPA R927 2,3 efgh 0,4 def 2,7¢h 11 de 34j 55,8 ghi 56,1 efg +
INPA R949 2,2 efgh 0,4 def 2,6 gh 9e 27j 56,1 ghi 52,1fg +
INPA R980 3,7a 0,8 ab 4,5 ab 37 ab 229 cde 93,8 ab 1225¢ +
INPA R993 2,0 ghi 03g 2,3 hi 9e 40 4j 49,5 hi 48,8 fg +
INPA R999 3,5ab 0,6 bede 4,1 bc 53a 235 cd 86,9 be 131,6 be +
INPA R1003 2,4 efg 0,5 cdef 2,9 fgh 10e 35j 60,5 fghi 454 fg +
BR 115 1,6 hi 0,5 cdef 2,11 14 de 73 hi 43,71 55,2 fg +
BR 114 2,8 cde 0,7 abc 35¢c 30 be 144 fg 74,3 de 97,4 de +
BR 112 2,9 cde 0,8 ab 3,7¢ 41 ab 185 ef 78,6 d 107,1d +
BR 10016 2,8 cde 0,5 cdef 3,3 de 42 ab 200 ef 70,2 def 96,1 de +
BR 10026 2,5 def 0,5 cdef 3,0 efg 25 cde 91 hi 63,4 fg 80,8 def’ +
BR 10052 2,6 def 0,5 cdef 3,1 efg 28 cde 123 gh 64,8 efg 91,1 de +
Testemunha sem N 0,6] 03g 09] 0f 0k 17,3 20,3 h +
Adubado com N 39a 0,9a 4,8a 0f 0k 100 a 1673 a +
CV (%) 13,8 22,8 17,4 21,5 26,2 21,1 5,5

OMédias seguidas de mesma letra, nas colunas, nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%; ®Dados transformados por raiz de X + 0,5; '+, ocorréncia de FMA; “Coeficiente de variagio.

Esses dados indicam que, apesar da pequena Conclusao
diferenga entre MSN das bactérias com os melhores
desempenhos simbidticos, os parimetros acimulo
de N total, produgio de matéria seca, ER e ES
podem ser usados como bons indicadores da
potencialidade de uso dos isolados INPA R808S,
INPA R811, INPA R814a, INPA R815, INPA
R817, INPA R820, INPA R822, INPA R874, INPA
R901, INPA R921, INPA R980 ¢ INPA R999 como

inoculantes para o feijio caupi.

nos géneros das estirpes-referéncia.

Os isolados que exibiram os maiores valores para A A
para testes de eficiéncia agronémica.

os pardmetros estudados foram iguais ou superiores

Houve grande diversidade entre os isolados
quanto as suas caracteristicas morfolégicas
fisiolGgicas, apresentando caracteristicas distribuidas

Os isolados nativos sio constituidos por estirpes
com eficiéncia varidvel, dos quais alguns sio
potenciais inoculantes para o caupi, em razio do
bom desempenho quanto a eficiéncia-relativa,
simbidtica e nodula¢io, podendo ser recomendadas

aos valores encontrados para as estirpes-referéncia.
Resultados semelhantes foram reportados em outros
trabalhos, como Lacerda et al. (2004), Lima et al.
(2005), Soares et al. (2006) e Zilli et al. (2006), que
observaram uma menor eficiéncia simbidtica das
estirpes-referéncia em relagio s estirpes isoladas de
nédulos de feijao caupi.

Associando-se  os resultados de eficiéncia
simbidtica e nodulagio, observou-se que os isolados
que apresentaram bom desempenho sio potenciais
inoculantes para o feijio caupi em solos da
Amazodnia. Contudo, existe a necessidade da
avaliagio da contribuigio desses isolados para a
fixagio do N, e para a produtividade de feijao caupi
por meio de testes agrondmicos em condigoes de

campo.
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