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RESUMO

LIMA, Andréa Aparecida de. Caracterizacdo e selecdo de rizobios de mucuna. 2009. 92f
DissertacBo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 20009.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e selecionar rizobios de mucuna para serem usados
como inoculantes. Um primeiro experimento foi montado nas dependéncias da Embrapa
Agrobiologia em vasos com amostras de oito solos coletados no SIPA (Sistema Integrado de
Producdo Agroecologica) para obter nodulos de mucuna para posterior isolamento e
caracterizacdo. O delineamento foi inteiramente casualizado com duas repeticbes. Com
nédulos coletados, procedeurse entdo o isolamento e caracterizacdo morfoldgica dos adubos
verdes, dando origem a um dendrograma de similaridade. Representantes desses grupos foram
caracterizados por ARDRA, utilizando trés enzimas de restricdo (Msp |, Hinf | e Dde). Com
os isolados obtidos dos nodulos procedeuse o teste de nodulagdo para a pré-selecéo de
isolados mais promissores, sendo avaliado: nimero de nédulos, massa seca de nodulos e
massa seca da parte aérea. No teste de eficiéncia com as cinco estirpes mais promissoras foi
avaliada a massa seca de nodulos, massa fresca e seca da parte aérea, massa seca de raiz e
Ntotal da parte aérea. O teste foi redizado em casa de vegetacdo, o delineamento foi em
blocos ao acaso com quatro repeticdes e duas coletas. O tempo de crescimento e ateracéo de
pH foram determinantes para a formag&o dos grupos morfologicos de isolados de mucuna
Em geral, os isolados de rizobio apresentaram resultados similares a testemunha nitrogenada e
a estirpe recomendada. Observouse ampla diversidade de rizobios de mucuna nas
caracterizacOes fenotipicas e genotipicas redlizadas, podendo indicar a existéncia de novas
espécies de rizobios.

Palavras- chave: Adubagdo verde. Fixacdo bioldgica de nitrogénio. Simbiose.



ABSTRACT

LIMA, Andréa Aparecida de. Characterization and selection of rhizobia from Mucuna.
2009. 92p. Dissertation (Master Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

The objective of this study was to characterize and to select rhizobia from mucuna to be used
as inoculants. A first trial was set in the dependencies of Embrapa Agrobiologia, in pots with
samples from eight soils collected in SIPA (System of Integrated Agroecological Production)
for nodules of mucuna for subsequent isolation and characterization. The design was
completely randomized with two replications. With the nodules collected, the isolation and
morphological characterization of green manure was made, resulting in a dendrogram of
similarity. Representatives of these groups were characterized by ARDRA, using three
restriction enzymes (Msp I, | and Hinfl DDE). With isolates obtained from nodules it was
carried up the nodulation test for pre-selection of most promising isolates, and evaluated:
number of nodules, dry weight of nodules and dry weight of shoot. In the five most promising
strains from the efficiency test, it was assessed: nodules dry weight, fresh and dry weight of
shoot, dry mass of root and shoot, and total N content. The test was conducted in a
greenhouse, the design of randomized blocks with four replications and two samplings. The
time of growth and change of pH were determinants of the formation of morphological groups
from mucuna isolates. In general, the rhizobia strains showed similar results to the control
strain and the control for nitrogen. There was wide diversity of rhizobia from mucuna in the
performed genotypic and phenotypic characterizations, which may indicate existence of new
rhizobia species.

Keywords: Green manure. Biological nitrogen fixation. Symbiosis.
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1. INTRODUCAO

Com a crise mundial do petréleo e a preocupacdo ambiental, € cada vez mais evidente
a necessidade de tecnologias aternativas mais sustentaveis para os sistemas de producéo
agricolas. Além do alto custo energético e financeiro para a obtencdo de insumos sintéticos,
Seu uso na agricultura pode ter efeitos negativos ao ambiente devido as lixiviagdes
acarretando em poluicdo dos lencdis fredticos. Na agricultura atual a busca por formas
alternativas de suprimento de nutrientes as plantas € constante e necessaria. Alguns nutrientes
s80 mais comumente limitantes ap crescimento vegetal, como no caso do nitrogénio (N) que
tem ata mobilidade no solo sendo facilmente perdido por processos naturais e/ou
antropogénicos.

O uso de espécies de leguminosas tem sido muito difundido e tem sido responsavel
também pela maximizacdo da fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) nos sistemas agricolas.
A prética da adubacdo verde para suprir nitrogénio ao sistema vem crescendo nos ultimos
anos, sendo uma forma racional e benéfica para o ambiente, fornecendo grande parte do N
exigido pela cultura principal e de importéncia econdmica, adém do aporte de matéria
organica. A mucuna apresenta el evada taxa de FBN, toleréncia as altas temperaturas, a seca, a
sombra, ligeiramente resistente ao encharcamento além de serem supressores de nematéides.

A FBN é resultado da associac8o simbidtica entre a planta e bactérias diazotroficas,
responsaveis pela reducdo do N, a NHz" forma essa assimilada pelas plantas. Além dos
fatores intrinsecos da simbiose esse processo de FBN é influenciado pelas caracteristicas
edafo-climaticas, refletindo nas diferentes respostas em relagdo a sobrevivéncia,
competitividade, faixa hospedeira, especificidade e eficiéncia simbidtica das estirpes usadas
na préatica de inoculagdo de sementes (BRATTI et a., 2005).

O sucesso para otimizar a FBN depende da selecdo e especificidade simbidtica na
interacdo rizobio e planta As estirpes usadas como inoculante para mucuna foram
selecionadas ha vérios anos e também recomendadas para outras culturas. A selegdo continua
de rizobios especificos para essas culturas pode aumentar a eficiéncia agrondmica da FBN,
aumentar a biomassa vegeta e o teor de N-total na planta.

Para isso € necessario 0 cumprimento de vérias etapas que engloba desde o estudo
morfologico, genético e de eficiéncia das bactérias fixadoras de nitrogénio como também
fatores ambientais, de adaptacéo e especificidade de espécies.

O objetivo do trabalho foi caracterizar e selecionar rizobios eficientes que foram
isolados de nédulos de mucuna oriundos do SIPA (Sistema Integrado de Producdo
Agroecol6gica) no municipio de Seropédica— RJ.



2. REVISAO DE LITERATURA

21 CriseEnergéica

Os combustiveis fosseis (petroleo, gas natural e carvao) contribuem com cerca de 80%
do total da oferta mundia de energia. Previsdes para 0s proximaos anos mostram consumo de
petroleo ainda crescente, de 85 milhdes de barris por dia em 2006 para 118 em 2030
(HESTER, 2006; EIA-DOE, 2007), com pico para a producdo mundia de petroleo estimada
entre 2010 e 2020 (KERR, 1998). A depender das taxas de producéo e de consumo, as
reservas atualmente conhecidas de combustiveis fosseis podem atender um periodo de cerca
de 41 a 700 anos (GOLDEMBERG E JOHANSSON, 2004; GOLDEMBERG, 2007).

A combinacdo da insaciavel demanda energética mundial com a expectativa de
declinio da producéo tem implicacdes Obvias para a seguranca. Dentre os 10 maiores paises
consumidores do mundo, sete deles apresentam déficit na producéo. Ao longo dos ultimos
anos, os precos do barril de petréleo oscilaram de US$ 25 ddlares (janeiro/2000) para mais de
US$$ 140 (junho/2008). Atualmente (janeiro/2009) esta abaixo dos US$ 40 (EIA-DOE, 2009).

A finitude dos combustiveis fosseis, a instabilibilidade nos precos e na politica nas
regifes mais ricas em petréleo, associada as preocupagdes para a seguranca energética, e mais
recentemente a necessidade de responder as alteracbes climaticas, levaram a0 crescente
interesse mundial em fontes de energia renovaveis (KOH & GHAZOUL, 2008).

Em especial para o Brasil, € verdade que as recentes descobertas brasileiras, na &rea do
pré-sal, podem contribuir para minimizar esse impacto politico-econdémico, mas a fdta de
tecnologia para a extracdo em aguas ultraprofundas e, também os custos de producéo podem
retardar o processo de extracdo, refino e transporte do 6leo, exigindo cada vez mais incentivo
para opcOes renovaveis de energia em consonancia com a preservacao do meio ambiente.

Por outro lado, o Brasil foi pioneiro na producéo de biocombustiveis em larga escala,
impulsionado pela crise do petrdleo dos anos 1970. Diante das altas nos pregos do petréleo e
baixa do acucar, o governo militar introduziu etanol a gasolina e ofereceu subsidios para a
producéo de cana-de-agUcar afim de produzir bioetanol.

Hoje, transcorridos quase 40 anos, uma hova concepcdo se instala no Brasil para a
cultura dos biocombustiveis. Reduzir a dependéncia energética a partir de fontes ndo
renovaveis e muitas das vezes com disponibilidade limitada, podera garantir maior
competitividade a0 produto nacional, sobretudo se tiver associada a reducdo de custos de
producéo (KOVALESKI & SOLA, 2004).

Se por um lado, conter a dependéncia perpassa pela utilizacdo de biocombustivel, por
outro, uma outra possibilidade € a reducédo ai eliminacéo dos adubos nitrogenados nas
culturas, cuja sintese requer condicBes de alta temperatura e presséo obtidos através da
combustdo de energia féssil, a partir da técnica analoga a de Haber-Bosch.

A incorporacéo de nitrogénio (N) via fixacdo aos diferentes ecossistemas do planeta €
bastante elevada, representando uma economia considerdvel de energiafossil. Estima-se que a
contribuicdo do processo de fixacdo bioldgico de nitrogénio (FBN) para o total de N
introduzido em sistemas agricolas no mundo, correspondente a 65% (REIS et al, 2006).

Para o crescimento econdmico de um pais, aumento da oferta de trabalho e renda, é
necessario o investimento em energia, principalmente renovavel, minimizando os impactos
ambientais (KOVALESKI & SOLA, 2004).



2.2  Contribuicdo da Adubacdo Verde na agricultura

O nitrogénio € o nutriente que mais comumente limita a produtividade agricola em
solos tropicais URQUIAGA & ZAPATA, 2000). A utilizacdo de residuos organicos é uma
das praticas mais antigas aplicadas na agricultura sgja via compostagem ou da adubacéo
verde. Na utilizacdo de plantas de cobertura de solo enfatiza-se no uso de espécies com
distintas qualidades para rotacdo ou consorcio com culturas principa e de interesse
econémico (ESPINDOLA et al., 2005).

As leguminosas herbaceas congtituem algumas das plantas mais utilizadas como
adubos verdes, embora espécies de outras familias boténicas também sgjam freglientemente
utilizadas. A adubacdo verde € uma prética agricola que consiste no plantio de espécies
vegetais, tanto de ciclo anual como perenes, em sistema de rotacdo ou em consorcio com
culturas de interesse econémico. Esta pratica é caracterizada por melhorar as condi¢des
guimicas, fisicas e biologicas do solo, através da reducdo das perdas por erosdo, aumento do
teor de matéria organica, da capacidade de troca catidnica, da reciclagem dos nutrientes
(KIEHL, 1985) e pelo controle de nematdides e de plantas invasoras (MOJTAHEDI et al.,
1993; STAMPFORD et a., 1994; DE-POLLI et al., 1996; BIEDERBECK et a., 1998;
ALCANTARA et al., 2000).

O fornecimento de materia organica por leguminosas utilizadas como adubos verdes
propicia aumento na atividade microbiana (FILSER, 1995;) contribuindo na ciclagem de
nutrientes (PANKHURST & LYNCH, 1994) elevam o aporte de nitrogénio ao solo,
diminuindo e em muitos casos eliminando o uso de fertilizantes nitrogenados (CREWS &
PEOPLES, 2004, GUERRA et al, 2007, SILVA et a., 2007) na manutencdo da umidade do
solo e reducéo da oscilagéo térmica da superficie do solo (SIDIRAS et a.,1984) além da
reposicao de N ao solo que fora extraido com a colheita.

A forma mais comum de utilizagdo de plantas leguminosas como fonte de N para o
solo e sua utilizagdo sob a forma de pré-cultivo, em que o adubo verde precede as culturas
principais, que se beneficia posteriormente com a mineralizacdo do nitrogénio. No entanto,
em condicdes tropicais Umidas, existem limitacbes em relagdo ao fornecimento de N em razéo
das altas temperaturas e excessiva umidade, que propiciam uma mineralizagdo acelerada dos
residuos (SEGUY et al., 1997) citado por Castro et al. (2004)

As condi¢bes edafocliméticas interferem diferentemente sobre o rendimento das
diferentes espécies e na escolha do adubo verde. Sendo uma das razdes da diferenca no
comportamento das espécies quando plantadas em locais diferentes, o diferencial na
produtividade entre duas espécies pode ser devido a maior capacidade de uma delas em
absorver e assmilar nutrientes menos disponiveis a planta, isto para uma mesma condic¢éo de
solo. Maior tolerdncia as doencas e pragas, estresse e sensibilidade ao fotoperiodo sdo
também caracteristicas que interferem no rendimento das espécies (RIBASKI et a., 2000).

Espindola et a (1997) recomendou diversos parametros para serem usados na escolha
de leguminosas para adubacdo verde, sendo citados como tais: tolerncia a seca e a geada;
elevada producéo de matéria verde e seca da planta; altos niveis de Nitrogénio; ciclagem de
nutrientes pouco suscetiveis a pragas e séo atamente desenvolvidos em seu sistema radicular.
Espindola (1997) comenta ainda que apesar de condi¢cdes desfavordveis como a baixa
fertilidade do solo, a Crotalaria spectabilis adapta-se a tais condicdes, justificando entre
outros beneficios a utilizagdo destas leguminosas como adubo verde.

Mulongoy e Akobundu (1990) conduziram experimentos com um numero de
leguminosas que abrangem as culturas incluindo Calopogonium mucunoides, Centrosema
pubescens, Mucuna pruriens var. utilis Psophocarpus palustres e Pueraria phaseoloides pelo
potencial dessas culturas em sistema de cobertura. Rendimentos anuais de matéria seca dessas
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leguminosas variaram entre 1,5 e 7,5 toneladas ha™, com doses de N de 30 a 300 kg.ha* por
ano. Observando que o verdadeiro impacto na conservagéo do solo e sustentabilidade foi
demonstrado pela resposta no milho para efeitos residuais dos sistemas de cobertura com P.
Palustris e C. pubescens.

Oliveira et a (2006) verificaram que o0 uso de guandu como adubo verde, em faixas
intercalares, mostrou-se eficiente no controle de plantas daninhas, contribuindo para a
melhoria da fertilidade do solo com a poda da faixa de guandu, aportando cerca de 6,58 t.ha*
de biomassa seca e 159 kg.ha de N e a ciclagem de macronutrientes como P, K Ca e Mg
ocorr.eu nas proporcdes de 20, 136, 64 e 16 kg ha™* respectivamente. Mascarenhas et al (1967)
observaram que com 0 uso de Crotalaria juncea como adubo verde houve incremento na
produtividade de feij&o de mais de 30%. Andrioli et al. (2008) observaram que a utilizacéo de
crotalaria no cultivo de milho em sistema de plantio direto, proporcionou maior produtividade
de gréos e acimulo de N em relacdo ao milheto e lablab, em pré-safra.

Espindola (2006) em estudos com plantas de cobertura observaram diferentes padrées
de composicdo dos residuos vegetais e liberacdo de nutrientes, podendo influenciar
negativamente na disponibilidade destes para a cultura principal. Neste mesmo estudo, as
leguminosas, amendoim forrageiro (Arachis pintoi), cudzu tropical (Pueraria phaseoloides) e
siratro (Macroptilum artropurpureum) apresentaram répida liberacdo de N, quando
comparadas ao capim-colonido (Panicum maximum), ja que este causou imobilizacdo do N.
Chagas et a (2007) observaram que liberacdo de K foi mais rapida em comparacéo com a
liberacdo de N pelos residuos de feijao, sendo este similar a dinamica de decomposi ¢o.

Algumas leguminosas usadas como adubo verde apresentam beneficios, como o
potencial na supressdo a Meloidogyne spp.; essas plantas inibem a presenca do nematdide ndo
deixando que ele complete seu ciclo. . Dentre elas estdo a mucuna ana (Mucuna deeringiana
Bort), mucuna preta (Mucuna aterrima) e C. spectabilis (VALLE et al., 1996; DIAS-
ARIEIRA et a, 2003).

2.3  Fixacao Biologica de Nitrogénio

Na agricultura sustentével, a fixagdo bioldgica de N, € uma importante via de entrada
de nitrogénio em solos agricolas, aém da aplicacdo de adubos organicos e minerais
(SHARMA et al., 2005; ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO, 2006). Neste contexto,
o cultivo de leguminosas € de grande importéncia devido a simbiose com bactérias
diazotréficas (BABIC et a, 2008).

A fixacao bioldgica de Nitrogénio (FBN) definida como a reducdo de N> a NH3, pela
acao da nitrogenase (Equacdo 1) é um dos processos mais conhecidos e importantes que
ocorrem nos solos relacionados a conservacdo da vida e sdo realizados por microrganismos
procariotos, promovendo a fixacdo biologica através da simbiose com plantas leguminosas
(MOREIRA, 2008), A simhiose ocorre em detrimento da disponibilizagdo de aminoécidos
pela bactéria através da fixacdo do Nitrogénio e a disponibizacdo de carboidratos pela planta
em beneficio das bactérias (FREIRE, 1992)

Equacéo 1. Estequiometria da reacéo de reducdo de N, a NH3,
N,+8H+8e + 16 ATP=2NHz+ H,+ 16 ADP + 16 Pi

A nitrogenase € a enzima responsavel pela reducdo do N, que pode ser inibida por
alguns fatores como: disponibilidade energética da célula, idade fisiologica, presenca de



alguns aminoacidos essenciais, concentracdo de O; disponibilidade de G, e N em excesso,
principalmente o amoénio (REIS et al., 2006; GUPTA & LIPSET, 1981).

Beijerinck observou a formagdo de ndédulos em raizes de ervilha por bactérias
diazotroficas que hoje sdo conhecidas por rizobios. Essas bactérias pertencem a apha-
protecbacteria, e estdo distribuidas em seis géneros. Bradyrhizobium, Rhizobium,
Mesorhizobium, Allorhizobium, Azorhizobium e Snorhizobium (Tabela 1) e 46 espécies
baseada em informacOes fenotipicas, genotipicas e filogenéticas (GARRITY & HOLT, 2001,
GRAHAM et a. 1991).

Tabela 1. Géneros e espécies de rizobios e seus hospedeiros (Adaptado de ZILLI, 2001;
MOREIRA 2008) (Continua).

Géneros Espécies Hospedeir os Autores
Allorhi zobium A. undicola Neptunia natans de Lajudie et al., 1998°
Lotus arabicus
Azorhizobium A. caulinodans Seshania rostrata Dreyfuset al., 1988
B. elkanii Glycine spp., Vigna unguiculata  Kuykendall et al., 1992
B. japonicum ,a'yc' ne spp., V. unguiculata, - 5 40, 1985 6 1984
acroptilium atropurpureum
B. liaoningense Glycine spp. Xu et al., 1995
N B. yuanmimgense Lespedeza spp. Yao et a, 2002
Pradyrivzopim conariense  CUPINUS SDP, AGENOCApUS SOP. e o o 2005
Lupinus spp
B. spp Aeschynomene indica Van Berkun and
B. Blastobacter earddly, 2002,van
B. denitrificans Berkun at al, 2006
M. amorphae Amorpha fructicosa Wang et al., 1999
M. ciceri Cicer arietinum Nour et al., 1994
M. huakuii Astragalus sinicus Chen et d., 1991 e 1997
M. loti Lotus spp. Jarvis et a., 1982, 1997
M. mediteraneum C. arietinum Nour et al., 1995
M. plurifariun Acacia spp., Leucaena spp. DelLagudieet a., 1998b
M. chacoense Prosopis alba Velasquez et a, 2001
Mesor hizobium M. temperatum Astragal us adsurgens Gao et a, 2004
M. spetentrionale Astragal us adsurgens Gao et a, 2004

M. plurifalium

Prosopis juliflora, Neptunia

De Lgjudie et al, 1998

oleraceae
Glycyrrhiza spp.,
M. tiashanense Halimodendron. holodendron, Chen et dl., 1995
Sophora spp.
G. max
Rhizobium R. etli Phaseulos vulgaris Segovia et al., 1993
R. gallicum P. wulgaris Amarger et a., 1997
R. galegae Galega spp. Lindstrom et al., 1989
R. giardinii P. wulgaris Amarger et a., 1997
R'Et.“ biovar P.vulgaris Wang et al, 1999
mimosae
R. yanglingense P. vulgaris Tan et a, 2001
R. sullae Hedysarum coronarium Squartini et al, 2002
R. indigoferae Indigofera spp. Wi et al, 2002
R. loessense Astragalus spp Wi et al, 2003
R. dagjeonense Medicago sativa Quan et a, 2005



Sylosantes sp, Cetrosema sp.,
Tephrosia sp., Desmodium

R. hainanense sinuantum, V. unguiculata, Chen et a., 1997
Arachis hipogea, Desmodium
triquetrum.
R. huautlense Sesbania herbaceae,|eucaena Wang et al., 1998

leucocephala, Seshbania rostrata.
P. vulgaris, Macroptilium
atropurpureum
Medicago ruthenica, Vicia vilosa.
P. vulgaris, Leucaena sculenta, L.

R. leguminosarum Jordam et al., 1984

van Berkun et al., 1998
Martinez-Romero et al.,

R. mongolense

R tropici leucocephala 1991
S arboris Acacia senegal, Prosopis chislensis Nick et al., 1999
S fredii P.wulgaris, Glycine spp. Scholla, 1984 e de
V. unguiculata, Cajanus cajan Laudieet al., 1994
S kostiense Acacia senegal, Prosopis chislensis Nick et al., 1999
I . . Jarviset a., 1992 ede
S. meliloti Medicago sativa Lajudie et al., 1994
S medicae Medicago spp. Rome et al., 1996
Snorhizobium . Sesbania spp., Acacia spp., o
S sahdli L. leucocefala, N. oleracea de Lajudie et al., 1994
Sesbania spp., Acacia spp., o
S teranga L. leucocefala, N. oleracea de Lajudie et al., 1994
S xinjiangensis Glycine max Chen et a., 1988
S morelense Leucaena leucocephala Wang et al, 2002
S Kummerowiae Kummerowia stipulacea Wel et a, 2002

S americanum Acéacia spp., P. wulgaris Toledo et al, 2003

2.4  Interacdo entre Rizobio e Adubo Verde

Agroecoss stema define-se por:

“ Os agrossistemas podem ser definidos como sistemas que produzem alimentos e
fibras, um processo que € governado por muitos fatores e componentes, como: o tipo de
solo, sistemas de cultivo e sistemas de manegjos. Todas essas interferéncias no solo podem
provocar alteragdes na composicao da sua biota e em especial 0s microrganismos que
sdo mediadores dos principais processos de ciclagem dos nutrientes. A importancia dos
microrganismos nestes sistemas depende dos grupos funcionais, ha qual sdo participantes
ativos em Varios processos para a nutricdo das plantas, como as bactérias diazotrdficas,
que sao responsaveis pela fixacao bioldgica do nitrogénio atmosférica’

LANZE et a, 2007.

SMYTH et a. (1991) conferem a potencialidade dos adubos verdes em substituir os
adubos minerais a simbiose de leguminosas. Porém fatores como clima e solo e mangjo das
culturas influenciam na contribuicdo de biomassa vegetal e no N disponibilizado pelas
leguminosas em consorcio com culturas de interesse econdmico (RAO e MATHUVA, 2000).

Lacerda e Silva (2006) redlizaram analises em solos conservados, degradados, com e
sem inoculacdo com rizébio, com afinalidade de observar os beneficios da rotacdo de cultura
com o feijao-de-porco e da adubagdo verde nas caracteristicas do solo. No solo conservado, 0
notavel aumento de 53,7% no teor de matéria organica influenciou significativamente a
densidade global, a qual diminuiu em 9,7% conduzindo, em consequéncia, a um aumento de
12,2% para a porosidade, em relacdo aos valores encontrados para 0 solo degradado. Os
autores concluiram que os efeitos prejudiciais da erosdo e benéficas da conservacéo do solo
foram evidenciados em todas as propriedades fisicas e quimicas, particularmente no teor de

6



matéria organica. As melhores condicdes fisicas e quimicas encontradas no solo conservado
potencializaram os efeitos positivos da inoculagéo com rizdbios, associada a rotacdo de feijdo-
de-porco com o agodéo.

Em sistemas agricolas a cobertura vegetal com leguminosas, a umidade, a temperatura,
0 pH, e os teores de fosforo no solo sdo fatores que mais influenciam a sobrevivéncia de
rizébios no solo (HIRSCH, 1996). No entanto, fatores ndo menos importantes, mas de menor
ocorréncia, como por exemplo, ata salinidade, caréncia de micronutrientes e contaminacoes
com metais pesados e residuos organicos também afetam significativamente a populagdo de
rizébio presente no solo (ZILLI, 2001, MENDONGCA & SCHIAVINATO, 2005).

A temperatura do solo é uma variavel ambiental que também geralmente afeta a
atividade bioldgica dos rizobios e seus hospedeiros. Segundo Toro, (1996) a faixa de
temperatura do ambiente considerada 6tima para a maioria das leguminosas nodularem varia
entre 20° a 30°C. Para as leguminosas temperadas, a alta temperatura, além de afetar a FBN,
afeta a prépria planta, enquanto que em leguminosas tropicais o que é principamente afetado
€ a eficiéncia da FBN. Baixas temperaturas reduzem a formagdo de nddulos e a fixagdo de
nitrogénio em leguminosas de climatropical (PADMANABHAN et al., 1990).

Observa-se aporte de N, proveniente da FBN, por bactérias diazotréficas, quando se
cultivam leguminosas de interesse econdmico e como adubos verdes para culturas principais
(MARTINAZZO, 1989; DE-POLLI et a., 1996; BODDEY et a., 1997, SHARMA et a.,
2000, MARTINS et a., 2003), demonstrando o potencia de uso destas associagoes
simbioticas.

Normalmente, as leguminosas contém altos teores de N em seus tecidos no periodo de
floracgo, o que significa uma contribuicgo acima de 150 kg.ha‘ano™ de N, com um percentua
de 60% a 80% do N proveniente da fixagdo biologica de nitrogénio (GILLER, 2001).
Considerando-se 0 sistema solo-planta, a presenca das leguminosas representa uma valorosa
contribuicdo para o aporte de N derivado da FBN, que seria suficiente para balancear as
exportacdes de N pela cultura principal. Em um estudo avaliando a produtividade de frutos de
berinjela foi observado uma exportacdo de 40,0 a 70,8 kg.ha de N e a utilizagdo de
leguminosas, contribuiu com uma adicdo de N via FBN que variou de 23 a 104 kg.ha'
(CASTRO et al., 2005).

Gomez e Zandstra (1977) também observaram um actmulo de N fixado (kg.halano™)
em diferentes espécies de leguminosas. Centrosema (112), Soja perene (160-450), Guandu
(41-280), Leucaena leucocephala (310-800), Feijao-de-porco (49-190), Caopogbnio (370-
450), demonstrando o potencial dessas plantas em fixar N.

Tabela 2. Producéo de Massa seca (MS) e N fixado em diferentes espécies de mucuna.

Producéo deMS N fixado
Espécies t.ha’.ano t.ha’.ano
Caegari, Garcia Gomez e Calegari,
1998 2002 Zandstra, 1977 1998
Mucuna preta 4-7,5 9,96 157 157
Mucuna cinza 5a9 116 00 - —ee-
Mucuna and 35a6,5 348 0 - 76 a282

O excesso de N no solo reduz a nodulacdo de plantas e o processo de FBN
(STAMPFORD et al., 1995, ZILLI et a., 2007). A planta apresenta uma economia de energia

7



guando obtétm N do solo em comparacdo a obtencdo via FBN e desta forma,
preferencialmente, a planta utiliza N disponivel no solo em detrimento da formagdo do
processo de FBN. Contudo, a existéncia de estirpes de rizobio capazes de fixar N, mesmo em
condicOes de alto teor de N no solo, (FERNANDEZ et a., 1986), caracteriza um espaco para
novos estudos incluindo também respostas em relacdo a especificidade e a capacidade
competitiva do rizobio no solo (RUMJANEK et a, 2005).

A partir de um estudo nos anos de 2004 e 2005 na area do SIPA (Sistema Integrado de
Producdo Agroecol 6gica— Fazendinha km 47), foram coletados nddul os de diferentes adubos
verdes ndo inoculados, mas efetivos. Uma colegdo de 306 isolados obtidos de nédulos de
amendoim forrageiro (Arachis pintoi), cunha (Clitoria ternatea), feijao-de-porco (Canavalia
ensformis), guandu (Cajanus cajan), crotalaria (Crotalaria juncea, C. ochroleuca, C.
spectabilis, C. mucronata e C. breviflora) e mucuna and (Mucuna deeringeana) e mucuna
cinza (Mucuna pruriens) foi obtida e caracterizada culturalmente. Neste trabalho observou-se
uma ata diversidade de rizobios e uma forte relacdo de especificidade dos adubos-verdes
(BRATTI et al., 2005).

2.5  Sobrevivéncia e Especificidade de Rizdbios

O estabelecimento da nodulacdo envolve diferentes mecanismos, como (1)
reconhecimento molecular entre a planta e rizobio, (2) formacdo do corddo de infeccdo e
invasdo dos rizobios (3), formacdo dos nédulos, (4) conversdo de bactérias em bacteridides e
(5) estabelecimento da fixagéo biologica de nitrogénio (FREIBERG et al. 1997). Dentre essas
etapas, 0 reconhecimento molecular entre rizobios e plantas hospedeiras € um passo critico
para determinar a faixa hospedeira de rizobios.

A simbiose entre leguminosa e rizébio apresenta, geramente, um elevado grau de
especificidade baseada na troca de sinais quimicos entre os parceiros. Moléculas de lipo-
quiitooligossacarideos, conhecidas como fatores Nod, atuam como sinais morfogénicos
especificos capazes de induzir deformagéo no pélo radicular, divisdo células corticaisdaraiz e
formacdo dos nodulos (CARDINALE et a., 2008). Simbioses promiscuas séo consideradas
amplamente distribuidas e mais antigas do que as simbioses restritivas que representam maior
especidlizacdo e sdo limitados a determinados nichos (PERRET et a. 2000). A
promiscuidade, compreendida como a capacidade da leguminosa associar-se com diversas
espécies e estirpes de rizobio, € extremamente relevante no caso das leguminosas tropicais
(THIES et a., 1991a).

Algumas estirpes bacterianas apresentam elevada especificidade ao hospedeiro, tais
como Mesor hizobium huakuii, que sb pode ser nodulada com a leguminosa Astragal us sinicus
(CHENG et a. 2006), enquanto que alguns rizobios, como a estirpe NGR234, pode nodular
uma ampla gama de hospedeiros, incluindo Parasponia, ndo leguminosa (PUEPPKE
BROUGHTON et a, 1999).

As espécies hospedeiras s8o um dos fatores mais importantes para efeito da
distribuicdo da populacdo indigena de rizdbios. A presenca da leguminosa proporciona
condigdes ecologicas especificas para selecionar estirpes com alta capacidade de adaptacéo
para a planta hospedeira, para que possam adquirir alta competitividade e de estabelecer-se
com sucesso (ZHANG et al., 2007).

No caso do Phaseolus vulgaris (feijdo comum), existem limitagdes a otimizacdo da
producdo por meio de inoculacdo, destacando-se a competicdo das estirpes procedentes do
inoculante com as nativas predominantes no nédulo do hospedeiro, a temperatura e acidez
elevadas e ao ciclo da cultura ser relativamente curto (MOREIRA, 2008).



Starkanova et al. (1999) afirmaram que algumas estirpes de rizobio tém a capacidade
de solubilizar fosfatos disponibilizando-o0s para s e para a planta hospedeira, proporcionando
0 crescimento destas. A diminuicdo da populagcdo desses rizébios no solo pode ser causada
por uma concentracdo elevada de aluminio toxico e devido ao pH acidificado (HUNGRIA &
VARGAS, 2000), no entanto existem microrganismos tolerantes a esses fatores adversos
(KAWALI et al., 2000). Em fungdo dos principios de Agricultura sustentavel e natural, o uso
de estirpes eficientes e adaptadas torna-se fundamental para reduzir aplicacdo de insumos no
solo (HARA & OLIVEIRA, 2005).

O vaor do pH nafaixa de neutro a pouco alcalino gjuda na exudacdo de carbono pelas
raizes das plantas, interferindo na sobrevivéncia e competicdo do rizébio no solo, porque
compostos de carbono sdo substratos para 0S microorganismos que vivem na rizosfera
(TORO, 1996).

Além da eficiéncia simbidtica, a capacidade de sobrevivéncia no lo e a habilidade
competitiva com a populacéo rizobiana nativa ou naturalizada do solo sdo caracteristicas
altamente desegjaveis em estirpes de rizobios recomendadas para inoculagdo em leguminosas
(BROCKWELL, 1981). Essas caracteristicas tém sido freqlientemente relacionadas a maior
resisténcia das estirpes a antibidticos, a0 Al e a temperaturas elevadas (OLIVEIRA &
GRAHAM, 1990; WOLFF et a., 1991; XAVIER et d., 1998, FERNANDES €t d., 2003).

Segundo Munns & Keyser (1981), o auminio reduz a atividade das células de rizébio
proximas a divisdo celular, aumentando o tempo de geracédo de células. Ocorrendo uma queda
na populagdo de rizébio, uma vez que a taxa de mortalidade se torna mais ata que a
multiplicacdo celular, representando segundo Wani et al. (1995), um fator limitante a
sobrevivéncia e ao estabelecimento do rizobio no solo.

A umidade do solo interfere diretamente no metabolismo celular da bactéria e da
planta, bem como no processo de FBN, sendo a sua caréncia ou excesso fator determinante da
permaréncia e multiplicacdo da bactéria no solo (SANGINGA et al., 1992).

A estrutura e comportamento da populacdo de rizobio presente no solo sdo critérios
gue precisam ser considerados no momento da selecéo de inoculantes (THIES et a., 1991B),
pois a densidade, efetividade e habilidade competitiva sdo caracteristicas da populacdo de
rizobio nativo que afetam grandemente as respostas de inoculagcdo (CHATEL et a. 1968).

A adocdo de tecnologias sustentaveis que permitam a conservacdo dos recursos
naturais e promovam uma melhoria na qualidade de vida da populagdo configurase como um
componente importante para garantir cidadania e dignidade aos agricultores. Dentro desse
contexto, a inoculacdo de estirpes de rizébio em leguminosas pode suprir em parte ou
totalmente a necessidade de nitrogénio da cultura através de FBN. Além dos programas de
melhoramento da planta, torna-se necessario a otimizacdo do processo de FBN privilegiando a
selecdo das estirpes concomitante ao melhoramento vegetal, considerando os estudos de
especificidade entre 0 macro e microssimbionte, a eficiéncia agronémica e a adaptabilidade
das estirpes frente as caracteristicas regionais, culminado na recomendacado das estirpes para a
cultura como inoculante (RUMJANEK et al., 2006).

Stewart et al. (1991), ao comentarem sobre a defini¢éo de uma agricultura sustentavel,
recomendam pesqguisas sobre praticas de producdo, utilizando-se a biotecnologia, destacando-
se neste contexto a adubacdo verde, associada a inoculagdo com rizébio, como uma das
técnicas mais promissoras para recuperacdo de solos degradados, a baixo custo.

2.6 I noculantes

Inoculante € todo material contendo microrganismos e que atua em prol ao
desenvolvimento das plantas. O inoculante contém bactérias especificas para cada espécie de
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leguminosa. Portanto, o inoculante preparado para uma leguminosa ndo pode ser utilizado em
outras espécies. Algumas das vantagens do uso do inoculante em leguminosas sdo: melhoria
na qualidade do solo, diminuicdo consideravel no uso de adubacdo nitrogenada, economia
para o agricultor, aumento na produtividade da lavoura, produto natural, sem prejuizo para o
meio ambiente. (PAVAN & MOREIRA FILHO, 1998; Site: EMBRAPA AGROBIOLOGIA,
2008).

Geralmente, quanto maior a populacdo nativa de rizébio no solo, mais dificil € a
introdugcdo com sucesso da estirpe inoculante (THIES et al., 1991b). Tem sido freguientemente
observado que inoculantes reconhecidos como eficientes quanto a atividade de FBN néo
conseguem garantir uma boa nodulacdo, pois sd0 incapazes de se estabelecer no solo e
competir com a microbiota nativa. Assim, a introducdo de estirpes mais eficientes em um solo
contendo populagdo de rizobio nativa ou naturalizada estabelecida pode ser prejudicada,
devido a baixa competitividade e falta de adaptacéo das estirpes inoculantes as condicoes
ambientais locais (NEVES & RUMJANEK, 1997).

A inoculagdo de leguminosas com rizobio tem sido amplamente utilizada nos sistemas
agricolas, para melhorar produtividade da cultura no campo. No entanto, inoculantes
rizobianos disponiveis comercialmente muitas vezes ndo conseguem se estabelecer nos solos
com as populacdes nativas de rizébios (HARTMANN et al., 1998). Nesse contexto, a selecéo
das mais eficazes e competitivas estirpes é necessaria (SIKORA et al., 1997). E gerdmente
aceito gque as popul acbes nativas estejam mais bem adaptadas ao seu ambiente e, portanto, séo
capazes de formar uma simbiose mais eficaz do que inoculantes comerciais isoladas a partir
de um tipo de solo distantes ou independentes (GANDEE et a., 1999; BRADIC et al., 2003).

No entanto, algumas estirpes hoje recomendadas para adubos-verdes, foram
originalmente isolados a quase 40 anos e em outras leguminosas hospedeiras e segundo a
Instrugdo Normativa, n° 10 de 2006, do MAPA, existem mais de um inocul ante recomendado
para mais de uma espécie de adubo verde (Tabela 3). A exemplo da estirpe BR 2801 (SEMIA
6157), isolada de Indigofera no ano de 1966 e recomendada para cunha e guandu, as estirpes
BR 2003 (SEMIA 6156) e BR 2811 (SEMIA 6158) isoladas de Crotalaria spectabilis e
recomendada para feijéo de porco, estirpe BR 2811 (SEMIA 6158), também é recomendada
para Mucuna spp., enquanto a estirpe BR 2001 (SEMIA 6145) (BRASIL, 2006) material
coletado na Libéria, Africa, isolado de C. juncea, em 1967 e recomendada para cunha (ROSA
PITARD, informagdes do banco de bactérias diazotroficas da Embrapa Agrobiologia).

Particularmente no caso da estirpe BR2001 (SEMIA 6145), esta estirpe desde 2004 era
recomendada também para a cultura do feijdo-caupi, mas devido a ineficiéncia no carmpo e a
incapacidade de competir com a populagdo nativa, esta estirpe deixou de ser recomendada
para esta cultura na Ultima atualizacdo das estirpes autorizadas (MAPA, IN n° 10, de 21 de
marco de 2006). Em recentes estudos com feijao-caupi, 3 novas estirpes (SEMIA 6461, 6462
e 6463) passaram a ser recomendada para esta cultura (MARTINS, et al., 2003 e LACERDA,
et al., 2004).

Ja no caso de mucuna-preta utilizando as estirpes BR7701 (6 H3, Embrapa/CNPAB) e
BR 7702 (TAL 574, Nifta-Hawai) e feijdo de porco utilizando as estirpes BR 2003 (1J,
Embrapa/CPAC) e BR 3102 (SMS300, IAC) Rodrigues et a., (1994) ndo observaram efeito
dainoculacdo destas estirpes em relacéo a nodul agéo espontanea do solo.

Estes dados vém mostrar que nos ultimos anos, além da concepcdo de selecéo de
rizobios, que passa pelo processo de coleta e isolamento das bactérias, estudos voltados para
caracterizar a diversidade e ecologia de rizébios (XAVIER et al., 1998, FERNANDES et 4.,
2003), fazem parte da estratégica para a selecdo de materiais mais promissores e adaptavels as
condicdes edafo-climéticas das culturas.
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Tabela 3. Inoculantes recomendados para adubos verdes no Brasil.

Adubo verde Sp. do NUmero na colegdo
Nome vulgar Espécie microrganismo oficial (SEMIA
Caopogobnio Calopogonio sp. Bradyr hizobium sp. 6152
Feijdo dePorco  Canavaliaensiformis  Bradyrhizobium sp. 6156, 6158
Crotd&ria Crotalaria juncea Bradyr hizobium sp. 6145, 6156
Crotd&ria Crotalaria spectabilis  Bradyrhizobium sp. 6156, 6158
Feijo Guarda, te?ﬂﬁré?gsa Bradyrhizobium sp. 6145, 6319
Tremocgo Lupinus sp. Bradyr hizobium sp. 928, 938
Kudzu Pueraria phaseloides  Bradyrhizobium sp. 6175
Stizolobium

Feijdo mucuna Bradyr hizobium sp. 6158

atterrimum

Portanto, para se explorar de forma mais otimizada a FBN, é necessario que se
conhecga a ecologia dessas bactérias antes do desenvolvimento do inoculante (RUMJANEK et
al., 2005). A andlise qualitativa mostra que as caracteristicas fenotipicas dos microrganismos
sdo influenciadas por cordicbes edafo-climaticas especificas, bem como a presenca de plantas
leguminosas parece ser um forte determinante da diversidade da populacdo de rizobio
(SINGLETON & TAVARES, 1986; HIRSCH et al., 1993).

2.7  Caracterizacao e Selecdo de Rizdbios

A interagdo entre leguminosas e rizébios é um exemplo de associacdo bioldgica
intensamente estudada, cujos beneficios para a sustentabilidade agricola sdo reconhecidos
devido ao processo de FBN, refletido no aumento da produtividade vegetal, na recuperacéo de
areas degradadas, no incremento da fertilidade e da matéria organica do solo. Entretanto, sua
principa aplicabilidade, em curto prazo, indiscutivelmente esta associada & economia no uso
de fertilizantes nitrogenados industrializados, através inoculagéo de estirpes selecionadas de
rizobio (BRATTI et al, 2005).

A selecdo de uma estirpe de rizébio para ser utilizada como inoculante deve priorizar
tanto os aspectos relacionados a FBN propriamente dita, quanto agqueles relacionados a sua
sobrevivéncia e estabelecimento no solo, assim como caracteristicas que garantam a
capacidade competitiva frente as estirpes nativas. A grande atencéo que tem sido dada a esses
fatores € decorrente da expectativa de se aumentar a produtividade através do estabel ecimento
de estirpes mais eficientes (MARTINS, 2003).

A selecdo de uma estirpe de rizobio a ser utilizada como inoculante para uma
determinada leguminosa € um processo demorado que passa por uma série de etapas.
Inicialmente, € preciso avaliar uma colecdo de estirpes quanto a eficiéncia para as condicoes
requeridas de uso. As estirpes consideradas eficientes devem, em seguida, ser testadas quanto
a sua capacidade de competir com a microbiota nativa o que ira determinar a capacidade de
colonizagdo daraiz e aformagdo dos nddulos (NEVES & RUMJANEK, 1998).

Solos com niveis de pH proximo a neutralidade favorecem a presenca de
microrganismos produtores de antibi6ticos, supondo que rizébios que vivem nessas condi¢coes
sgiam mais tolerantes. Inversamente, o solo acido pode abrigar populacdes mais sensiveis
(LOMBARDI, 1995). A caracterizacdo das populacdes que apresentam como atributo a
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resisténcia intrinseca a antibiéticos tem sido usada como técnica na ecologia da comunidade
bacteriana nos solos (PEREIRA et a 1994; XAVIER et al., 1998).

Por muito tempo a taxonomia de microrganismos recebeu pouca importancia, devido
as dificuldades de classificacdo utilizadas pelos métodos tradicionais, com base
essenciamente em caracteristicas fenotipicas e fisiologicas. O estudo taxondmico além da
enorme contribuicdo na avaliacdo da biodiversdade no ambiente, fornece também
informacBes em relacdo a expressdo de caracteristicas fisiolégicas que podem ser
correlacionadas com fatores ambientais (BULL et al. 1992).

Segundo Souza et a (2008) os parédmetros de massa de nddulos e massa da parte aérea
foram eficientes na avaliacdo da fixacdo biologica de nitrogénio em soja, quando seus
coeficientes de variacdo atingem no maximo de 33 e 18%, respectivamente, que contribuiu
com 72 a 88% do nitrogénio total da parte aérea.

O conhecimento do padrdo de distribuicdo desses grupos morfologicos pode ser o
ponto de partida para a selecdo devido a capacidade das leguminosas fixarem nitrogénio
atmosférico em associagcdo com rizobios especificos para cada adubo verde, visando a
utilizagdo como inoculante para essas culturas (BRATTI et al., 2005).

Martins et al. (1996) analisaram a variabilidade existente na populacéo de rizobios,
inicialmente tomando como base a caracterizacdo morfoldgica dos isolados em meio de
cultura seguida de eficiéncia em casa de vegetacdo, usando 0s grupos mais discriminantes. A
partir desse trabalho, associado a selecéo de outras caracteristicas intrinsecas do rizébio, como
tolerancia a antibidtico (XAVIER et a., 1998), foi possivel selecionar uma estirpe capaz de
alcancar patamares de até 30% de produtividade do feij&o-caupi em relagdo ao controle ndo
inoculado (MARTINS et a., 2003).

Estudos da populagdo de rizobio do solo possuem papel fundamental, pois o
entendimento da composi¢do, das caracteristicas simbiéticas e adaptativas, bem como da
taxonomia da populacéo de rizébio do solo, podem possibilitar a selecdo e introducdo de
novos inoculantes de rizobio com maior eficiéncia simbidtica e capacidade competitiva
(ZILLI, 2001)

Alguns autores estudaram a nodulacdo de vérias leguminosas em ambientes tropicais e
observaram grande variacéo na efetividade na faixa hospedeira, sendo necessario um manejo
adequado para que se possam selecionar estirpes especificas para uso agronémico, onde alta
produtividade e percentagem de nitrogénio fixado séo essenciais (THIES et a., 1991).

Comumente se tem dividido os rizobios em grupos, em razdo da velocidade de
crescimento, como sugerido primeiramente por Lohnis & Hansen (1921), sendo crescimento
ragpido  (Rhizobium, Azorhizobium e Snorhizobium), crescimento intermediério
(Mesorhizobium e Allorhizobium) e crescimento lento (Bradyrhizobium).

A caracterizacao dessas bactérias a partir da tolerancia a temperatura também tem sido
utilizada. Fernandes et a (2003), observaram que o crescimento de cinco estirpes néo foi
alterado a 35°C, comparando com a temperatura de 28°C, somente uma estirpe cresceu a 45°C
e o didmetro das colbnias nesta temperatura foi equivalente a metade do observado quando a
bactéria foi incubada a 28°C. Tenperaturas elevadas tém, representado um dos principais
fatores limitantes a FBN em regides tropicais, ja que afetam praticamente todas as etapas de
crescimento do rizébio e das plantas hospedeiras, sendo os efeitos ainda mais criticos na
relacdo simbidtica (HUNGRIA & VARGAS, 2000), Concluindo que os limites de
temperatura para FBN com leguminosas tropicais se situam entre 27°C e 40°C.

Mudangas na forma de caracterizar fenotipicamente as bactérias diazotroficas
provavelmente ocorreréo no grupo dos rizébios que nodulam as leguminosas tropicais, tanto
pela aplicagcdo de técnicas moleculares como pela combinagdo de caracteristicas morfol 0gicas
e genotipicas que conferem maiores informagdes no estudo de diversidade (SILVA, 1999).
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A medida que aumenta o uso de técnicas de biologia molecular e imunologia, mais
informacbes sobre os diferentes grupos de rizébio sdo constatados, focalizando rizébios
associados a leguminosas tropicais (ZILLI, 2001).

Em estudos com feijdo e leucena, sendo usadas como plantas-iscas em solos do
Cerrado, verificouse alta diversidade de rizobios, com presenca de trés diferentes espécies de
rizébio: Rhizobium etli, R. leguminosarum bv. phaseoli e R. tropici, constatadas através de
anaises moleculares (MERCANTE, 1997). O continuo cultivo pode propiciar a selecéo de
microrganismos mais adaptados as condi¢gbes de cultivo agricola (PERIN et al., 2004,
PEREIRA, 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AreaExperimental

A coleta de amostras de solo foi realizada em area do Sistema de Manegjo Integrado de
Producdo Agroecoldgica (SIPA), também conhecido como Fazendinha, localizado no
municipio de Seropédica, RJ. Esta &rea € um campo experimental mantido pela Embrapa
Agrobiologia, UFRRJ e PESAGRO-EES, com aproximadamente 70 ha, dos quais 30 ha sdo
formados de horto e area de preservacdo permanente, 20 ha sdo destinados a formagdo de
pastagens para criacdo de bovinos e outros 20 ha destinados a producéo de hortalicas, cereais,
frutiferas, cana-de-agUcar e cafeicultura,

O SIPA situa-se a33 m de altitude, 22° 46° Se 43° 41" O. O climaé do tipo Aw, com
estacdo chuvosa que iniciase em setembro, estendendo-se até marco. Nesse periodo a
temperatura do ar alcanca valores de até 40° C a sombra com relativa frequéncia. A partir de
maio a taxa de precipitacdo pluviométrica diminui de forma acentuada, alcangando valores
minimos nos meses de julho e agosto. Os solos predominantes na area séo classificados como
Argissolo Vermelho-Amarelo e Planossolos e apresentam baixa fertilidade natural .

Esse sistemafoi criado como espagco motivador do exercicio da agroecologia em bases
cientificas, programado para 0 aproveitamento das potencialidades locais, com base na
integracdo lavoura-pecuéria, envolvendo plena diversificacdo de cultivos e algumas criagoes,
dentro de estratégia de sustentabilidade e estabilizacdo da atividade de producdo. Foi
implantado em 1993 e acumula mais de 15 anos de experiéncia em sistemas organicos de
producdo, onde o uso de leguminosas como adubo verde € constante (Sitee EMBRAPA
AGROBIOLOGIA, 2008).

As coletas de solo foram redlizadas em oito &reas do SIPA, em dezembro de 2007,
para aimplantacéo de experimentos em vasos.

Tabela 4. Histérico de utilizagdo das oito éreas de coleta de solo do SIPA de trés anos
consecutivos (DIAS, 2007).

AREA 2003 2004 2005
1 Sorgo Sorgo Guandu
2 Guandu. felj&o-de-porco. Feij&o-de-porco.
3 Pouso ? feljéo. Pousio. Pousio.
4 Mandioca Mandioca? crotaaria Crotd aré?)ée Batata
5 Cebolinhaesdsa? batainha | Milho? crotalaia? Mucuna? |Milho? crotdéaria?
? Fejéo. crotaaria caupi.

6 Mucuna? hortalica? milhoe| Milhoemucuna? crotaaria? Milho e mucuna ?

mucuna. mucuna? milho e mucuna. hortalica.

— 5 : >
7 Crotd ariaemucuna? couve Milho e mucuna Milho ? couve
? milho e mucuna couve ? milho
Sorgo ? repolho? vagem | Milheto e crotalaria? batata-doce | .11 5 !

8 alessa > milho Milho ? batata-doce
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Tabela 5. Classes de solo do SIPA, sua localizacdo e seu respectivo uso (Espindola,
Comunicagdo pessoal, 2007).

Legenda Classe de Solo L ocalizagéo Utilizacdo da érea (2007)
1 Planossolo Perto do PSA (Projeto  Culturamais recente: Guandu
de Sanidade Animd)  (rogado)
2 Planossolo Gleball Plantio de ccrotalaria e rami
3 Planossolo Gleba X X1V Cultura anterior: Crotdaria
4 Argissolo Amarelo Gleba X1V Rotacdo guandu-crotal&ria.
Atualmente guandul.
5 Argissolo Vermelho- Gleba XX Area atualmente desnuda. Culturas
Amarelo anteriores foram mucuna e milho.
6 Argissolo Vermeho- Gleba X Plantio de milho, cultura anterior
Amarelo mucuna.
7 Argissolo Amarelo GlebalX Cultura atual Berinjelaem (plantio
direto), anteriormente mucuna
8 Argissolo Amarelo Gleba VI Area preparada para plantio (arada).

Cultura anterior: crotalaria
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Legenda:
Perto PSA (Planossolo)

Gleball (Planossolo)

Gleba XXIV (Planossolo)

Gleba X1V (Argissolo Amarelo)

Gleba XX (Argissolo Vermelho-Amarel o)
Gleba X (Argissolo Vermelho-Amarel o)
Gleba X (Argissolo Amarelo)

Gleba VIl (Argissolo Amarelo).

N~ WNE

Figura 1. Imagem aéreado SIPA e em detahe os locais de implantagdo dos experimentos. Foto cedida por Ricardo Eiras Moreira da Rocha.
(Escala 1:2.000).
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3.2.  Plantio de adubos verdes e coleta de nédulos

As sementes de mucuna cinza (Mucuna pruriens), mucuna preta (Mucuna aterrima) e
mucuna ana (Mucuna deeringiana) foram obtidas da producdo da Fazendinha Agroecol 6gica
e o plantio bi conduzido nas dependéncias da Embrapa Agrobiologia — Seropédica — RJ,
utilizando vasos com capacidade de 5 kg contendo oito amostras de solos do SIPA (Tabela5 e
Figura 1), sem a prética de inoculagdo. As amostras de solo foram analisadas quanto a
fertilidade do solo de acordo com EMBRAPA (1997) (Tabela 6).

Tabela 6. Caracteristicas quimicas dos oito solos utilizados neste estudo.

Andlise de Solo
Solos Al Ca+tMg Ca Mg P K C MO N
SIdF?A pHemagua cmol c/dn?-------- --mg/dnP--  ---e- g.kgt------
1 54 01 23 1,7 06 196 36 74 128 0,82
2 52 0,1 2,4 16 08 70 18 36 6,10 0,49
3 6,6 0,1 6,4 44 21 2343 104 89 154 1,28
4 6,0 01 46 24 22 201 81 95 164 1,22
5 6,4 00 44 28 16 654 108 7,1 123 1,20
6 52 0,2 10 05 05 134 22 24 410 0,33
7 57 01 22 15 06 21,3 48 36 6,10 0,56
8 58 0,1 2,0 11 09 657 5 30 510 0,55

O experimento foi conduzido entre os meses de dezembro de 2007 e fevereiro de
2008, os vasos foram enterrados e a superficie ainhada ao solo, sendo mantidos ao ar livre
com O objetivo de manter um microclima simulando assm condigdes de campo. Foram
semeadas duas sementes por vaso e, durante o ciclo foram realizados tratos culturais com a
retirada manual de invasoras, a irrigagéo das plantas foi feito por rega manual e o tutoramento
das plantas com auxilio de bambu. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com duas repeticbes de cada espécie de mucuna para cada solo, totalizando 48 vasos (3
espécies X 8 solos X 2 repeticoes).

Aos 60 dias ap6s o plantio iniciouse a coleta das plantas. A parte aérea foi destacada
das plantas, seca em estufa (a 65°C por 72h) e pesada para a obtencdo da massa seca (MS) e
as raizes foram coletadas em fevereiro de 2008 nas dependéncias da Embrapa Agrobiologia.

As raizes foram lavadas em agua corrente com auxilio de uma peneira e os nédulos
retirados, secos em papel toalha, contados, e estocados em recipientes contendo silica-gel para
a desidratacdo dos nodulos, sem perda da viabilidade das bactérias e para posterior
isolamento.

3.3. Isolamento e Caracterizacdo de Bactérias

Inicialmente, cinco (05) nédulos retirados de cada vaso de mucuna and, cinza e preta,
foram re-hidratados em &gua destilada e estéril por cerca de 40 minutos, em seguida foi
realizada lavagem com etanol (p.a.) durante 30 segundos, para reduzir a tensdo superficial,
seguida de desinfestacéo superficial com peréxido de hidrogénio (H20, 30% p.a.) durante 3
minutos, em seguida 10 lavagens com agua destilada estéril.

Os 80 nédulos de cada espécie de mucuna foram desinfestados assepticamente e
pressionados com uma pinga sobre o meio YMA (FRED & WAKSMAN, 1928, VINCENT,
1970), contendo vermelho congo (0,25%) em placa de Petri, com 0 objetivo de separar
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rizobios de possivel contaminacdo. O meio YMA é composto de: manitol (para bactérias de
crescimento lento)-10g e para bactérias de crescimento répido com Rhizobium adicionar
sacarose; KoHPO,4- s0l.10%:1ml; KH2PO4-sol. 10%: 4 ml; MgSO,4.7H20-s0l.10%:2ml; NaCl
so0l.10%: 1ml; Extrato de levedura: 0,4g; vermelho congo (0,25%), O pH deve ser gustado
na faixa de 6,8 a 7,0; adicionar Agar: 15g/L. As placas foram incubadas a 28°C até o
aparecimento de colbnias isoladas, as mesmas foram repicadas para novas placas, contendo o
meio YMA (FRED & WAKSMAN, 1928, VINCENT, 1970) com azul de bromotimol: 0,5%
em 0,2N de KOH: 5ml, em placa de Petri, com incubagdo de 28°C, para obter sua purificagéo,
isolamento e posterior caracterizagdo e armazenamento dos isolados.

A caracterizacdo morfofisioldgica dos isolados foi realizada de um a seis dias apos o0
aparecimento das colénias isoladas (Anexo I, Il e lll). Os parametros avaliados foram: tempo
de crescimento de cada isolado, considerando: crescimento rdpido (até trés dias) ou lento
(quatro ou mais dias); reacdo de pH do meio de cultura apos o crescimento das bactérias,
observado pela coloracdo do mesmo, contendo o indicador azul de bromotimol (&cido,
acalino ou neutro); tamanho da colénia (mm); forma da colénia (circular ou irregular);
elevacdo (plana ou com elevagdo); borda (inteira ou irregular); transparéncia (opaca,
trandlcida ou transparente); aparéncia (homogénea ou heterogénea) e cor (branca ou
amarela).

Em relacdo ao muco produzido, foram avaliados os aspectos quanto a: aderéncia a alca
de platina, observada pela remoc&o do muco da superficie do meio de cultura (limpando ou
nao); e elasticidade, observada pela formagdo ou ndo de fio, no momento da remocéo do
muco do meio de cultura (1= sem elasticidade, 2= pouca elasticidade, 3= muita elasticidade),
placa limpa (Sm ou ndo).

Uma matriz de dados originais foi construida, com 80 isolados de rizébios
caracterizados de cada espécie de mucuna e cinco estirpes padréo. Os isolados foram
comparados por seu grau de similaridade estimado pelo coeficiente de Jacard (Sj), agrupados
pedo méodo UPGMA e representados graficamente por um dendrograma obtido pelo
progranaNTSY S-pc, versdo 2.1.

Cinco estirpes padréo foram usadas na comparacdo com as bactérias isoladas, sf0 elas
BR5410 @llorhizobium cauli), BR 29 @radyrhizobium elkani), BR 521 (Mesorhizobium
ciceri), BR 322 (Rhizobiumtropici), BR 112 (Snorhizobium fredii).

Os isolados de rizébios foram acondicionados em eppendorfs contendo solucéo
estoque (meio 79 sem indicador) com glicerol 30% e armazenados em superfeezer a -70°C
para garantir a manutencéo das amostras para estudos futuros.

A partir dos isolados de rizobios caracterizados fenotipicamente, foram calculados os
indices de diversidade de ShannonWeaver, abundancia de Simpson e riqueza de Margal ef
para as oito éreas de coleta de solo (ODUM, 1988; PINTO-COELHO, 2000).

34. TestedeNodulagdo

Este teste foi usado como primeira estratégia para verificar a capacidade da colecdo de
240 isolados em nodular os hospedeiros de origem, em casa de vegetacdo e utilizando
substrato estéril. Para tal, foram instalados trés experimentos de acordo com a espécie de
hospedeiro, a capacidade disponivel em casa de vegetacdo e o tempo de crescimento dos
isolados e os solos coletados. A estirpe BR 2811 usada nos experimentos de nodulacéo das
trés espécies de mucuna (and, cinza e preta), foi obtida do banco de colecdo de bactérias
diazotrdéficas da Embrapa Agrobiologia, sob responsabilidade da curadora Rosa Pittard.
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3.4.1. Mucunaana

O experimento foi feito dividindo-se em trés etapas. A primeira consistiu na instalacéo
do experimento com parte dos isolados de nédulos de mucuna and. O experimento foi instado
em junho de 2008, e, conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia. O
delineamento foi em blocos ao acaso, contendo 35 isolados com duas repeticdes cada. O
segundo experimento foi instalado em julho de 2008 e o delineamento também foi em blocos
a0 acaso, com 35 isolados e duas repeticdes cada. Jaterceiro foi instalado em outubro de 2008
com dez isolados (completando o teste dos 80 isolados da espécie), uma estirpe recomendada
comercialmente para essa espécie (BR2811) e um controle negativo (sem inoculagdo) com
duas repeticoes cada.

Foram utilizados vasos de Leonard modificados e autoclavados, tendo como substrato
areia e vermiculita na proporcdo de 2:1 (v:v) (VINCENT, 1970). Por ocasido do plantio, as
sementes foram imersas em alcool etilico 95% por 30 segundos para facilitar o contato do
tegumento com a solucdo desinfetante, em seguida estas foram desinfetadas com Peréxido de
hidrogénio (H.O2 30% p.a.) por trés minutos e lavadas 10 vezes seguidas em agua destilada
estéril. Foram plantadas trés sementes em cada vaso e aos 7 dias apos a germinacdo (DAE)
foram desbastadas deixando uma planta por vaso.

Osisolados foram crescidos em meio 79 liquido (FRED e WAKSMAN, 1928) a28° C
com agitacdo constante de 150 rotagcdes por minuto, de um a seis dias de acordo com o tempo
de crescimento de cada bactéria. No periodo de sete dias aproximadamente apds a germinagao
foi efetuada a inoculagdo com 1,0 mL de suspensdo contendo as isolados em teste com cerca
de 10° células de rizébio por mL de meio (FERNANDES e FERNANDES, 2000). As plantas
inoculadas foram cobertas com uma camada de dois cm de areia esterilizada para prevenir
possiveis contaminacfes. Semanalmente, em cada vaso, foi realizada a aplicacéo de solucéo
nutritiva isenta de nitrogénio (NORRIS & T'"MANNETJE, 1964) e sempre gque necessario foi
adicionada agua estéril. A solucdo nutritiva é composta de: (1) KCI: 5,96g; (2) KoHPO,: 2,0g;
(3) KH2POy4: 4,0g; (4) CaS04.2H,0: 13,76g; (5) MgS0,4.7H,O: 19,72g; (6) CuSO4.5H,0: 3
mg; ZnS0O,4.7H,0: 9 mg; MnS0O,4.2H,0: 8 mg; (NH4)sM0.7024.4H,0: 0,4 mg: HsBOs3: 29 g;
(7) FeS04.4H,0: 100 mg; Acido Citrico: 100 mg, para 40 litros de &gua estéril. Entre 45 e 50
dias ap6s o plantio (DAP), os nodulos foram retirados das raizes, contados, em seguida os
nodulos e a parte aérea foram embalados em sacos de papel e levados a estufa a uma
temperatura de 65° C até apresentar peso constante.

Os dados foram avaliados através do software Sisvar® (Universidade Federal de
Lavras). Foi realizada a andlise de variancia e o teste de comparacéo de médias utilizado foi o
teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

3.4.2. Mucunacinza

O experimento com isolados de mucuna cinza foi instalado em casa de vegetacdo
(Embrapa Agrobiologia), no inicio de agosto de 2008. O delineamento experimental foi em
blocos ao acaso, contendo 80 isolados, uma estirpe recomendada (BR 2811) e um controle
negativo (sem inoculagcdo) com duas repeticdes cada tratamento. Os procedimentos na
montagem e monitoramento do experimento foram iguais ao descrito no item anterior. A
coleta dos nodulos e da parte aérea foi realizada entre 45-50 DAP, em fina de setembro de
2008.

3.4.3. Mucuna preta

O experimento com isolados de mucuna preta foi realizado em uma Unica etapa €,
instalado em casa de vegetacdo estéril (Embrapa Agrobiologia), no final de outubro de 2008.
O delineamento foi em blocos ao acaso, contendo 80 isolados, uma estirpe recomendada (BR
2811) e um controle (negativo) com duas repeticdes cada. Os procedimentos na montagem e
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monitoramento do experimento foram iguais ao descrito no item 3.4.1. A coleta dos nddulos e
da parte aérea foi realizada aos 45 dias apds o plantio (DAP), inicio de dezembro de 2008.

3.5. Testesdee€ficiéncia de estirpes em condigdo controlada

De acordo com os resultados dos testes de nodulagdo, foram selecionados cinco
isolados de cada espécie de mucuna para os testes de eficiéncia. Essas estirpes foram
depositas no banco de colecéo de bactérias diazotréficas da Embrapa Agrobiologia.

3.5.1. Mucunaang, cinzaepreta

O delineamento foi em blocos ao acaso com oito tratamentos de cada espécie (cinco
isolados pré-selecionados, uma estirpe recomendada para mucuna a BR 2811 obtida do banco
de colecdo de bactérias diazotréficas da Embrapa Agrobiologia, um tratamento sem
inoculagdo e com aplicaco de N (100 mg de N.vaso.semanal) naforma N ((NH4)2SO0.),
parcelado semanalmente e um tratamento controle (sem inoculagdo e sem N), com quatro
repeticles e duas coletas (8 x 4 x 2), totalizando 64 vasos para cada espécie de mucuna (and,
cinza e preta). Para o plantio as sementes foram imersas em éacool etilico 95% por 30
segundos, em seguida estas foram desinfestadas com Peroxido de hidrogénio (H2.02 30% p.a
) por 3 minutos e lavadas 10 vezes seguidas em &gua estéril.

Foram plantadas trés sementes em cada vaso de Leonard (VINCENT, 1970)
autoclavado (areia e vermiculita, 2:1, v/v) contendo 250 ml de solugdo nutritiva modificada de
Norris (NORRIS & T"MANNETJE, 1964). Os isolados foram crescidos em meio 79 liquido,
a 28° C de um a seis dias (de acordo com o tempo de crescimento de cada bactéria), mantidos
sob agitagdo. Os isolados foram inoculados, utilizando 1,0 ml da suspensdo de rizébios em
fase de crescimento exponencial. Foram avaliados 0s seguintes paréametros. a massa fresca da
parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de nédulos (MSN),
massa seca da raiz (MSR) e N total (parte aérea), pelo método semi-micro KJELDAHL
(LTAQ, 1981). Os dados foram avaliados através do software SAEG (Universidade
Federa de Vicosa). Foi redlizada a andlise de variancia e o teste de comparacdo de médias
Scott-Knott a 5% de significancia.

3.6. Caracterizacdo Genotipica de bactérias

3.6.1. Extracéo de DNA

De acordo com os resultados obtidos do dendrograma com as caracteristicas
morfol 6gicas dos isolados, foram sel ecionados 66 isolados representantes (22 de mucuna ané,
20 de mucuna cinza e 14 de mucuna preta) para a caracterizacao do perfil de restricdo de
DNA pelatécnica de Andlise de Restricdo de DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA).

Foram utilizadas 19 espécies de bactérias diazotroficas obtidas do banco de colegdo de
bactérias diazotréficas da Embrapa Agrobiologia, sendo: BR 525 (S norhizobium medicae),
BR 7411(Snorhizobium meliloti), BR 522 (Mesorhizobium mediterraneum), BR 527
(Sinorhizobium. terangeae), BR 526 (Snorhizobium saheli), BR 112 (Snorhizobium fredii) ,
BR 113(B elkanii), BR 114 (Bradyrhizobium japonicum), BR 521 (Mesorhizobium siceri),
BR523 (Mesorhizobium. tianshanense), BR524 (Mesorhizobium. huakuii), BR 10016
(Rhizobium tropicii 1), BR 529 (Rhizobium giardinii), BR 10026 (Rhizobium etel), BR
10052 (Rhizobium leguminosarum bv.), BR7606 (Rhizobium .leguminosarum Bortri folii), BR
528 (Rhizobium gallicum), BR 5401 (Azospirilum doberaneae ) e BR 5410 (Azorhizobium
caulinadans). O DNA extraido foi submetido & eletroforese (100 V; 30 min.) em gel de
agarose (1%), corado com brometo de etidio (10 ppm), um corante fluorescente que se
intercala entre as bases do DNA e, sob radiacdo ultravioleta permite a visualizagdo do DNA.
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3.6.2. Reacdo de PCR

A reacdo de PCR foi dimensionada para volume final de 35 uL contendo tampéo de
reacéo 1X, MgChk 1,5 mM, Taqg DNA polimerase 1,75U (Invitrogen cat. N° 11615-010), BSA
0,3ug/uL, dNTP 250 uM e 0,2 uM de cada iniciador. Os iniciadores utilizados foram Y 1 que
esta compreendido entre a regido 20 a 43 do gene 16S rDNA de E.Coli e Y3 (Odee et al.
2002) que corresponde a regiao 1507 a 1482 do gene 16S rDNA de E. coli. A amplificagéo
consistiu em uma etapa de desnaturacdo inicial de 93° C por 5 min seguidos de 35 ciclos de
93°C por 1 min, 62°C por 1 min e 72°C por 2 min e extensdo fina a 72°C por 10 min.

3.6.3. Andlisederestricéo

A andlise de restricdo procedeuse utilizando as endonucleases de restricdo Ddel, Mspl
e Hinfl, utilizando 5uL de DNA amplificado seguindo as orientagGes do fabricante. O DNA
digerido foi analisado em gel horizontal a 3% de agarose em tampé&o TBE 0,5% por 3 horas a
voltagem constante de 75 V onde se utilizou nas laterais do gel o marcador de peso molecular
f X174 (Invitrogen cat. N° 10488-037). Os fragmentos do DNA digerido foram analisados
pelo programa Gel Compar 2.0 Applied Maths baseado no coeficiente de Jaccard e 0 método
de agrupamento UPGMA para a construcéo do dendrograma de similaridade.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. NOdulos das espécies de mucuna plantados em vasos

Os dados do experimento implantado nas dependéncias da Embrapa Agrobiologia com
trés espécies de mucuna foram: nimero de nédul os e peso de matéria seca da parte agrea.
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Figura 2. Nodulacdo de mucuna ang, cinza e preta em solos coletados no SIPA, sendo 1, 2 e
3: Planossolos; 4, 7 e 8: Argissolos Amarelos; 5 e 6: Argissolos Vermelho-Amarel os.

A mucuna ana nodulou mais abundantemente nos solos 4, 7 e 8, da classe Argissolo
Amarelo (Figura 2), equivalentes a 24,21; 21,34 e 14,74%, respectivamente. No solo 6
(Argissolo Vermelho-Amarelo) a mucuna cinza obteve o maior valor, com cerca de 20% dos
nodulos totais desta espécie, seguido do solo 5, da mesma classe de solo, e equivaente a
15,6%. Estes foram também os maiores val ores comparados com as demais espécies, podendo
o tipo de solo e 0 mangjo ter influenciado na rodulacdo de cada espécie de mucuna. Esses
resultados corroboram com Aguirre e Vades (1993) que afirmaram que a ocorréncia de
resposta variavel a infecgdo de rizébios em solos de regides tropicais pode depender da
espécie infectada, do tipo de solo e seu uso.

Ja a mucuna preta apresentou maior nodulacdo no solo 6 (17,1%), no solo 2 (16,02%)
e no solo 7 (15,84%), das classes de Argissolo Vermelho-Amarelo, Planossolo e Argissolo
Amarelo, respectivamente.

A maior média de peso de massa seca (MS) foi observada na mucuna preta do solo 4
(Argissolo Amarelo), com 112 g por planta em solo coletado em &rea com plantio de adubo
verde, com a segunda maior média também da mucuna preta com 100 g por planta no solo 7
(Argissolo Amarelo) em area de plantio direto com berinjela. A mucuna cinza obteve sua
maior média no solo 6, com 95g de massa seca por planta. Mulongoy e Akobundu (1990)
verificaram elevada producéo de massa seca de Mucuna pruriens var. utilis, podendo chegar a
mais de 5 t.ha™! com a contribuicdo de N de mais de 100 kg.ha'® .
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Figura 3. Massa seca da parte aérea de mucuna and, cinza e preta em solos coletados no
SIPA. Sendo: Solos 1, 2 e 3: Planossolos; 4, 7 e 8: Argissolos Amarelos €; 5 e 6:
Argissolos Vermelho-Amarelos.

Com relacdo a mucuna and o solo 6 obteve maior percentua de massa seca, com
22,34% do total para esta espécie, seguido dos solos 7 e 8 com 18,61 e 18,35%,
respectivamente. Ja os menores percentuais foram encontrados no solo 2 e 5 com 3,19% para
cada, correspondendo a 10g de M S por planta.

A Figura 4 indica o tota de nodulacdo em cada espécie, representado por
percentagem, ndo indicando que o total de nodulagdo foi semelhante entre espécies. A
mucuna preta obteve em Argissolo Vermelho-Amarelo cerca de 40% da nodulacdo total da
espécie em comparacdo com os demais solos. Enquanto 45% da nodulac&o total da M. cinza
também estdo concentrados no Argissolo Vermelho-Amarelo. Estes resultados sugerem que
para as espécies mucuna cinza e preta o Argissolo Vermelho-Amarelo proporcionou melhores
condi¢cBes no pardmetro nodulagdo. Embora o crescimento dos nodulos segja afetado pelo
excesso de N, pequenas doses podem estimular tanto o crescimento da planta como aumentar
a massa de nddulos produzidos (ARAUJO & CARVALHO, 2006), como se verificou certa
guantidade de nitrogénio no solo (Tabela 5).

B Planosnlo B Araissolo amardo & Araissolo vermaho-amardo
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M.preta N e e o e e
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Per centual de nodulacdo

Adubos verdes

Figura 4. Percentagem de nodulacdo de Mucuna preta, M. cinza e M. and, usadas como
adubos verdes em diferentes classes de solos.
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Ja na mucuna ana cerca de 60% dos nédulos sdo de Argissolo Amarelo, 15% sdo de
Argissolo Vermelho-Amarelo e 25% de solos col etados em &rea de Planossol o, indicando que
o primeiro solo influenciou positivamente na nodul agao.

B Planossolo & Argissolo amarelo & Argissolo verme ho-amarelo
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Figura 5. Percentagem de massa seca da parte aérea (M SPA) de Mucuna preta, M. cinzae M.
and, usadas como adubos verdes em diferentes classes de solos.

Em mucuna preta e and o maior percentual de massa seca da parte aérea foi no
Argissolo Amarelo, com 40,10 e 42,31% do tota de cada espécie, respectivamente. Na
mucuna cinza por sua vez o Argissolo Vermelho-Amarelo obteve o maior percentua de
massa seca com mais de 39,24% do total desta espécie (Figura 5). As classes de Argissolo
podem estar proporcionando condi¢cbes mais favoraveis ao desenvolvimento das mucunas
confirmadas pelos resultados da andlise quimica (Tabela 5) principamente do solo 7
(Argissolo Amarelo) com altas quantidades de nutrientes, fornecidos pelo sistema com
rotagdes que permitam plantio direto e, que € o mais equilibrado de todas as areas col etadas.

4.2. Caracterizacao Fenotipica

4.2.1. Caracterizacao fenotipica de mucuna ana

Foi realizada a caracterizacdo fenotipica de 80 isolados de nodulos de mucuna and,
provenientes do experimento em vasos com oito solos da Fazendinha. A tabela com as
informagdes fenotipicas é apresentada no Anexo |.

O dendrograma abaixo (Figura 6) mostra a similaridade entre as bactérias isoladas de
nodul os de mucuna ané.
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Figura 6. Dendrograma de similaridade com base em caracteristicas mortol ogicas de 1solados
de bactérias que nodulam mucuna ana de solos oriundos do SIPA, pelo coeficiente de
Jaccard e pelo método de agrupamento UPGMA.
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A partir das informacdes fenotipicas, foi possivel a construcdo de um dendrograma de
similaridade, possibilitando a separacéo dos isolados em grupos. Foram usadas cinco estirpes
padréo para a comparacdo com as caracteristicas dos isolados. Em coeficiente de Jaccard de
0,67 obteve-se a divisdo em quatro grupos, podendo-se observar grupos bastante distintos
(Figura6).

Entre as caracteristicas mais relevantes destacamse o pH e o0 tempo de crescimento.
Em relacdo ao pH, 84,81% das bactérias acidificam o meio de cultura, enquanto que 15,19%
alcainizaram. A mudanca de pH em meio de cultura YMA €, comumente, consistente dentro
dos géneros Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium, que apresentam a caracteristica de
acidificar o meio de cultura. Enquanto Azorhizobium e Bradyrhizobium acalinizam o meio
YMA (COUTINHO et a., 2000). Em relacéo ao tempo de crescimento, 86,08% dos isolados
tiveram crescimento rgpido e 13,92% crescimento lento. Em solos tropicais sob diferentes
manejos, bactérias isoladas de guandu apresentam a caracteristica de crescer rapidamente e
acidificar o pH do meio de cultura (FERNANDES JUNIOR et al, 2008). Bactérias isoladas de
amendoim crescido em solos da regido nordeste do Brasil também apresentaram grande
percentua de bactérias de crescimento &cido e rdpido (SANTOS et al., 2007). Bactérias
isoladas de solos tropicais utilizando plantas isca como guandu (COUTINHO et al., 1999),
feijdo-caupi (MARTINS et a., 2003), soja (NICOLAS et a., 2000), feijdo comum
(HUNGRIA et a., 2000; GRANGE e HUNGRIA, 2004) e siratro (JESUS et a., 2007)
também apresentaram crescimento rapido e capacidade de acidificar o meio de cultura.

Tabela 7. Parémetros de separacdo dos grupos no dendrograma de Mucuna ana.

Grupos e e Caracterigticasdo
morfologicos Caracteristicasdo grupo  Caracteristicas do grupo grupo
Crescimento lento; .
! 1.1-Forma circular
GRUPO1 pH acalino; Aparénciado _
muco homogéneo. 1.2-Formadirregular
GRUPG 2  Crescimento répido 2.1-Elevagio lente 2 13 Soramareia
pH &cido; Aparénciado muco 2-2-1'80fd raRnca .
homogéneo. 2.2-Elevaggo plana -£--boraa Recortana

2.2.2-Bordainteira

Crescimento répido 3.1-Formacircular;

GRUPO 3 pH &cido; Aparéncia do muco elevagéo Iepteecon_vexa_
homogéneo. 3-2-Forma irregular;
elevacdo plana.
Crescimento lento; pH 4.1-Bordainteira
GRUPO 4 acalino; Aparéncia do muco
heterogéneo. 4.2-Borda Recortada

Segundo Norris (1965) bactérias isoladas de solos alcalinos excretam substancias que
acidificam o meio, sendo uma vantagem competitiva para o rizobio no solo de origem. Chao e
Alexander (1982) afirmam que a sobrevivéncia das bactérias noduladoras dependem do pH do
solo. Confirmando os resultados de fertilidade dos solos utilizados neste trabalho, em que o
pH ficou em média 6,0,e solo considerado propicio para o crescimento de bactérias acidas.

Do total de isolados, 83,54% apresentaram forma da col6nia circular (figura 6) O
tamanho das col6nias variou entre <1mm (puntiformes) e 11mm, sendo uma caracteristica
importante para 0 agrupamento dos isolados e, para Herridge & Roughley (1975) e Martins
(1997) as menores col6nias principal mente as puntiformes foram mais eficientes.

As estirpes padréo Bradyrhizobium e o Allorizobium apresentaram similaridade em
torno de 0,81 com o isolado M32(2). Enquanto o Mesorhzobium, Rhizobium e Snorhizobium
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tiveram similaridade de 0,74 com os isolados do grupo 2 (Figura 6). O grupo 1 apresentou
50% dos isolados oriundos do Planossolo e o grupo 4 apresentou 85,33%, ja os demais grupos
apresentaram:se dispersos nas classes de solo.

As caracteristicas que mais contribuiram para a separacdo em grupos foi o tempo de
crescimento e o pH do meio de cultura que variaram dando origem a diversos grupos.

4.2.2. Caracterizacdo fenotipica em mucuna cinza

Os isolados foram divididos em cinco grupos de acordo com a similaridade
apresentada, em que a divisdo dos grupos ocorreu em 0,76 do coeficiente de Jaccard.

Dentre os isolados 73,75% apresentaram tempo de crescimento rapido e 23,25% lento.
Segundo Sprent (1994) bactérias de crescimento rapido sdo comuns e regides aridas, devido
ao fato de priorizarem a sobrevivéncia e ndo a fixagdo do nitrogénio. Esta regido tropical pode
estar propiciando condi¢des favorévels para a selecdo destas bactérias.

| solados de rizobio de feijdo-caupi sdo mais comuns em regides tropicais e sGo em sua
maioria de crescimento lento, no entanto observouse também a presenca de bactérias de
crescimento rapido nodulando feijdo-caupi (MARTINS et a,1997). Resultados diferentes dos
encontrados neste trabalho no SIPA, com as bactérias isoladas de mucuna em que a maioria
foi de crescimento rgpido.

Do total de isolados 71,25% acidificaram o melo e 28,75% acalinizaram. As
caracteristicas morfolégicas de rizébio fornecem importantes informacfes para sua
identificacdo e agrupamento, destacando-se, entre varias outras caracteristicas o tempo de
crescimento e areacao de pH em meio de cultura (STOWERS & ELKAN, 1984).

Como caracteristica em destague também estd a forma da colénia, com 76,25%
circulares, 46% dos isolados sdo trandlcidos, em relacdo a elevacéo, 47,5% apresentam
elevacdo plana e 40% lente, 73,75% apresentam a cor branca. Sendo estas as caracteristicas de
maior destague na morfologia dos isolados.

Na mucuna cinza, do total de isolados do Argissolo Amarelo 80% apresentaram
crescimento rapido e 76% dos isolados alcalinizaram o meio. Como caracteristica importante
mostrourse 0 tamanho da colénia com 53,33% dos isolados do Argissolo Amarelo
apresentando tamanho < 5 mm.

No Planossolo 66,33% dos isolados de mucuna cinza apresentaram pH acido e 70%
crescimento rapido, os isolados com tamanho entre 1 e 4 mm equivaleram a 63,33% do total
nesta classe de solo. Dos isolados deste solo 73,33% sdo circulares e 83,33 apresentam a cor
branca.

No Argissolo Vermelho-Amarelo 70% dos isolados de mucuna cinza apresentaram
crescimento rapido e pH écido, 75% com forma circular, 50% com elevagdo plana, 50% com
tamanho entre 1 e 4 mm e 100% com aparéncia do muco homogénea.
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Figura 7. Dendrograma de similaridade com base em caracteristicas morfol 6gicas de isolados
de bactérias que nodulam mucuna cinza de solos oriundos do SIPA, pelo coeficiente
de Jaccard e pelo método de agrupamento UPGMA.
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Tabela 8. Paréametros de separacdo dos grupos no dendrograma de mucuna cinza.

GRUPO 1.1-convexo
1 Lento; basico; L2 lerte 1.2.1-circular
1.2.2-irregular
Crescimento rapido;
GRUPO pH &cido; ap. i
2 colénia HO; 2.1-Convexa
Elasticidade 1 ; ndo
limpa placa. 2.2-plana
3.1.1.-
3.1 - Cor branca Transparente
Crescimento rgpido; =P ' Tamanho <
GRupo PH &ido; 2. >L2opeca Tamanho<4 MM
3 colf)r_lir_:t HO; _ mm Tamanho >
Eladticidade 1; limpa 3.2-Cor branca 3.2 1-Circular Imm
placa. com centro Tamanho > 4
amarelado
mm
3.2.2-irregular
4.1-Irregular;
Crescimento rgpido;  plana
GRUPO pH é&cido; ap.
4 coléniaHO; 4.2-Circular;
Elasticidade 2; plana
brancaetrandlcida. 4.3-Irregular;
lente
51-Néolimpa 5.1.1-Lente
Crescimento rgpido;  placa 5.1.2-plana
SRUPO pH é&cido; ap. 5.2.1-
colénia HE; 5.2-Limpaplaca Trand(cida
5.2.2-opaca

A disténcia morfolégica em relacéo aos padrdes indica a possibilidade de ser padrbes
ndo descritos no trabalho ou ainda de novas espécies.

4.2.3. Caracterizacao fenotipica em mucuna preta

A partir da caracterizacdo de bactérias isoladas de nédulos de mucuna preta, foi
possivel a formagdo de cinco grupos de acordo com as similaridades e as diferencas
apresentadas.

Diante das caracteristicas observadas, foi possivel separar em quatro grupos nos
pontos entre 0,68 e 0,79 de similaridade do coeficiente de Jaccard. Na mucuna preta ao
contrério das demais espécies, o pH e o tempo de crescimento ndo foram fatores para
formacao de grupos, em razéo de todos os isolados serem de crescimento rgpido e pH écido.
Nesta espécie destacaramse como parametros para a formacdo de grupos aforma, a elevacdo
e acor. A ocorréncia de bactérias de crescimento lento em regides tropicais, € mais frequente
(MARTINS et d, 1997) diferentemente dos resultados encontrados nos solos do SIPA na
espécie de mucuna preta que 100% das bactérias foram répidas.
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Figura 8. Dendrograma de similaridade com base em caracteristicas morfol gicas de isolados
de bactérias que nodulam mucuna preta de solos oriundos do SIPA, pelo coeficiente de
Jaccard e pelo método de agrupamento UPGMA
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Para a mucuna preta, 92,50% dos isolados caracterizados tiveram a forma circular e
7,5% irregular, 53,75% tiveram elevacdo plana e 27,5% convexa, enquanto 87,5% dos
isolados apresentaram borda da col6nia inteira e 16,25% apresentaram a borda recortada.
Corroborando com Martins et al (1997) que afirmaram que estirpes de rizébio independente
da forma da colGnia, possuem a borda lisa ou inteira. No parametro transparéncia 61,25 do
total de isolados foram opacas e 38,75% foram trandUcidas, encontrando resultados
semelhantes aos de Martins et a (1995), 75,25% apresentaram aparéncia da colénia
homogénea (HO), enquanto que 23,75 foram heterogéneas.

Foram observados apenas 3,75% dos isolados com cor branca da colonia e com borda
transparente, 76,25% branco e 20% Amarelo. A morfologia da colénia e muito Util na
determinacdo da eficiéncia simbidtica das estirpes de Bradyrhizobium (FUHRMANN, 1990)
Apenas 15% dos isolados tiveram aparéncia do muco homogénea os outros 85% foram
heterogéneos, sendo que as caracteristicas citadas acima tiveram importancia fundamental na
formac&o dos grupos.

Tabela 9: Parametros de separacdo dos grupos no dendrograma de Mucuna preta.

Padréo, amarelo

GRUPO Elevacéo convexa; Branco; tamanho

>5mm.
1 cor branca Amarelo; tamanho
<5 mm.
Opacae plana
GRUPO Lente
2 lenie TrandUcida;
convexa
Caaada T
GRUPO TrandUcida e plana Recortada inteiro
3 P Cor branca
Recortada
inteiro
irregular
GRUPO convexo c ri%lar
4 Opaca Lente
Lente e plana
Plana

No primeiro grupo todos os isolados foram oriundos da classe de Planosssolo e
agruparam-se com as cinco estirpes usadas como padréo. Nesta classe 96,33% tiveram forma
circular, 76,67% apresentaram a cor branca e 53,33% com tamanho <4mm. Dos |solados
obtidos de Argissolo Amarelo 66,33% tiveram tamanho < 4mm e, 60% de cor amarela.

Ja no Argissolo Vermelho-Amarelo 50% séo de cor branca e somente 16,67 sdo irregulares
enquanto que 83,33% foram circulares.

4.3. Diversidade Morfolégica dei solados de Rizébio

As 240 bactérias caracterizadas morfologicamente foram usadas para os indices de
Shannon-Weaver, abundancia de Simpsom e riqueza de Margal ef, indices estes que permitem
comparar amostras com diferentes tamanhos de populactes (ODUM, 1988).
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Tabela 10. Diversidade, abundancia e riqueza de rizobios em solos do Sistema Integrado de

Producdo Agroecolégica.
Solos Shannon-W eaver Simpson M ar galef
Solo 1 3,83 0,08 4,66
Solo 2 4,22 0,06 5,88
Solo 3 3,65 0,10 4,37
Solo 4 4,25 0,06 5,94
Solo 5 3,73 0,08 4,70
Solo 6 4,23 0,05 6,47
Solo 7 3,78 0,08 5,00
Solo 8 3,81 0,07 5,05

O solo 4 (tabela 9) com rotacdo crotalaria guandu proporcionou maior diversidade
dentre as bactérias caracterizadas morfol ogicamente, seguido do solo 6 com plantio de milho
em que a cultura anterior foi a mucuna. O solo 3, em que a cultura anterior foi crotalaria, foi
0 menos diverso e o mais abundante. Este fato pode ter ocorrido devido ao solo estar
atualmente desnudo, podendo estar passando por estresse 0 que causou a alta abundancia
constatada pelo indice de Simpson. Enquanto que 0 menos abundante foi 0 solo 6 e que foi 0
segundo mais diverso indicado pelo indice de ShannonWeaver.

Avaliando a estrutura das comunidades rizobianas através do céculo de indices
ecologicos, Jesus et a. (2007) demonstraram que 0 manejo da terra pode apresentar influéncia
nas comunidades de bactérias capazes de nodular sSiratro em trés sistemas de mango na
Amazénia. Outros estudos também revelaram que a diversidade e abundancia de rizobios
nodulando feijdo-caupi em solos de cerrado também podem ser influenciadas pelo sistema de
manejo (ZILLI, 2001). Em, todos os solos utilizados neste estudo, a abundéncia dos grupos
foi baixa, indicando a equitabilidade entre os grupos morfoldgicos (taxonémicos). Assim
como a dominancia, a diversidade das bactérias nodulantes de mucuna também foi muito
elevada nos oito solos. Fernandes Janior et a. (2008) também encontraram elevada
diversidade e baixa dominancia em solos sob manejo organico.

A elevada diversidade e equitabilidade das comunidades rizobianas encontradas neste
estudo corroboram a elevada biodiversidade em agroecossi stemas sob mane o organico.

44. Testedenodulagdo

4.4.1. Testedenodulagdo em mucuna ana.

O teste de nodulagdo foi feito com o objetivo de verificar quais das bactérias isoladas
foram capazes de nodular seus hospedeiros de origem. Os dados do teste de nodulagdo foram
submetidos a estatistica, mas somente nimero de nédulos foi significativo ao teste de Scott-
knott em nivel de 5% de significancia. Diante disso, a pré-selecdo dos cinco melhores
isolados foi baseada na massa seca de nédulos e na matéria seca da parte aérea que obteve
correlacdo de (r = 0,98%).
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A Classe A {126 a 151,5}
B Classe B{81,5a89,5}
B Classe C{50,5a63}

@ Classe D{l1a 28}

M Classe A {2305 a 272}
| Classe B{92,5a 162,5}
B Classe C{125a58}

| Classe D {0}

B Classe A {130}
B Classe B{2a4}
@ Classe C{0}

Figura 9. Numero de isolados de mucuna and, distribuidos em classes em funcéo de diferenca
estatistica na varidvel nimero de nddulos em teste de Scott-knott em nivel de
significancia de 0,05. A sequéncia de graficos refere-se a primeira, segunda e terceira
etapas dos experimentos de nodulacdo com mucuna and. Os numeros dentro dos
colchetes{} referem-se a0 nimero de nédulos.

A distribuicdo em classes (Figura 9) foi aforma mais didética para a separacdo dos 80
isolados. A Classe A refere-se aos maiores valores significativos seguidos pela B, nestas duas
classes estdo inclusos os cinco melhores isolados que foram submetidos ao teste de eficiéncia,
sendo trés isolados pré-selecionados na primeira etapa e dois na segunda.

Segundo Garcia-de los Santos et a (1996) isolados de crescimento rapido que ndo
nodularam podem ter perdido material genético envolvido no processo de nodulagdo, isto
pode ter ocorrido na fase de isolamento em laboratorio, justificando os 29% de bactérias totais
gue ndo nodularam com resultados semelhantes aos de Zilli (2001). O nimero de nédul os por
apresentar diferenca significativa foi usado como parametro para a formagdo das classes.
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Figura 10. Numero de n6dulos em 80 isolados submetidos ao teste de nodulacdo em mucuna
and. A sequéncia de graficos efere-se a primeira, segunda e terceira etapas dos
experimentos de nodulagdo com mucuna ana.

Como comentado anteriormente, a divisdo em classes foi baseada na variavel NN,
apesar da escolha dos isolados mais eficientes do teste ser baseado na MSPA e MSN.

A média da classe A foi de 251,25, 138,37 e 130 nédulos na primeira , segunda e
terceira etapa do experimento respectivamente, sendo que o nimero de nédulos nem sempre
tem correlagdo com eficiéncia, que geralmente sdo baseados na MSN e MSPA aém do Ntotal
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gue ndo foi analisado neste teste. A classe D na primeira e segunda etapa e classe C na
terceira condizem aos isolados que ndo apresentaram nodulacdo. Os isolados pré-sel ecionados
condizem as classes A e B nas duas primeiras etapas A nodulagdo depende de fatores
ambientais, de solo e da simbiose rizébio-planta (ZILLI, 2001).
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Figura 11. Matéria seca da parte aérea de 80 isolados submetidos ao teste de nodulacéo em
mucuna and em casa de vegetacdo. A sequéncia de gréficos referese a primeira,
segunda e terceira etapas dos experimentos de nodulacdo com mucuna ana.

A maior média de MSPA foi verificada na classe A sendo proporcional & nodulagdo. A
diferenca de MSPA ndo tem relevancia nas classes C e D. A varidvel matéria seca € um forte
indicativo da fixacdo bioldgica em leguminosas e neste caso especifico da mucuna and,
espécie utilizada para fins de adubo verde. Dobereiner (1966) concluiu que ha ata correlacéo
entre aMSPA, MSN e a fixagao biol6gica de nitrogénio.
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Figura 12. Matéria seca da parte aérea de 80 isolados submetidos ao teste de nodulacdo em
mucuna and em casa de vegetacdo. A sequéncia de gréaficos refere-se a primeira,
segunda e terceira etapas dos experimentos de nodulagdo com mucuna ana.

Na primeira etapa a média da classe A (1,19g/planta) estd em torno de 7 vezes maior
qgue a D (0,18), sendo uma varidvel essencial para a indicagdo da presenca ou ndo de
bactérias eficientes na fixagdo biolégica do nitrogénio, que juntamente com os dados de
matéria seca da parte aérea sdo positivamente correlacionadas com N fixado (DOBEREINER,
1966). Na segunda etapa a classe A obteve 0,46g/planta enquanto as classes B e C obtiveram
média iguais com 0,22g/planta, verificando pouca correlagdo entre a massa de nédulos e o
numero de nédulos (variavel que originou a divisdo em classes).
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Tabela 11. Média das variaveis avdiadas (nUmero de nédulos, matéria seca de nddulos e
matéria seca da parte aérea) em teste de nodulacéo dos cinco isolados pré-sel ecionados
parateste de eficiéncia.

Isolado Nurpero de Matfériaseca de Matéria,seca da
Nédulos Noédulos () parte aérea(Q)
M38(2) 163 0,3190 2,635
M30(3) 189 0,2025 4,500
M6(2-1) 152 0,3150 2,520
M6(4-2) 139 0,3800 2,805
M6(5) 138 0,2860 3,500

O entendimento dos fatores que influenciam positivo ou negativamente a eficiéncia da
bactéria isolada fazse necessaria, para a busca de estirpes adaptadas a fatores bidticos e
abidticos adversos (MARTINS,1995; MARTINS, 1997)

A Tabela 11 mostra as melhores médias de matéria seca de ndédulos (MSN) e massa
seca da parte aérea (MSPA) gue foram usadas para avaliar os pré selecionados para o teste de
eficiéncia. O nimero de nédulos (NN) ndo foi usado para a selecdo, porque somente esta
mostrando a quantidade ce nddulos na planta. As caracteristicas das bactérias tém grande
importancia na interpretacéo dos resultados quanto a nodulacéo, que pode ser juntamente com
a fixac&o biolégica do nitrogénio ser influenciadas por varios fatores: temperatura, condicdes
de solo, como acidez, deficiéncia de umidade, deficiéncia de nutrientes, excesso de
nitrogénio, estirpes nativas pouco eficientes (VIEIRA, 1999).

Tabela 12. Caracteristicas das bactérias que apresentaram as melhores médias de MSN e
MSPA em teste de nodulagdo em mucuna ana.

Isolado  Solo Classede solo Tempo de Crescimento pH
M38(2) 3 Planossolo Répido &cido
M30(3) 4 Argissolo Amarelo Lento acalino
M6(2-1) 5  Argissolo Vermelho-Amarelo Répido alcaino
M6(4-2) 5  Argissolo Vermelho-Amarelo Répido &cido
M6(5) 5 Argissolo Vermeaho-Amarelo Rapido acido

Varios autores comentam ainfluéncia do tipo de solo na nodulacéo, e sobrevivéncia de
rizobios e sua eficiéncia e adaptacdo no ambiente. De acordo com Herridge et a. (2008), a
proporcdo média de N derivado da FBN nas principais espécies leguminosas varia de 40 a
75% e a quantidade de nitrogénio fixado por leguminosas varia em funcéo das espécies
utilizadas e das condicdes de clima e de solo, em alguns casos, essa quantidade pode chegar a
mais de 100 kg de N/ha (DERPSCH et a., 1991) como no caso das espécies de mucunas
estudadas.

Os isolados que obtiveram melhores resultados no teste de nodulagcdo foram
submetidos a teste de eficiéncia (Tabela 11), destacando-se pela maior média em todos os
parémetros estudados. Sendo estes obtidos de ndédulos da mesma planta cultivada em
Argissolo Vermeho-Amarelo em sua maioria
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4.4.2. Testedenodulacdo em mucuna cinza

Uma das razdes do uso da mucuna cinza foi pelo seu histérico de contribuicdo sejaem
formade N sgja pela adicéo de matéria organica no solo, além de outros fatores fisicos,
guimicos e biol 6gicos que favorecem ao solo (SILVA et al, 2007).

2%

® Classe A{42 a 163}
@ Classe B{1a39%}
@ Classe C{0}

Figura 13. Numero de isolados de mucuna cinza, distribuidos em classes em funcéo de
diferenca estatistica em teste de Scott-knott a nivel de significancia de 0,05.

N&o houve diferenca estatistica nos parametros MSN e MSPA quando testados em
casa de vegetacdo sob temperatura controlada em teste de nodulagdo. A Unica variavel que
apresentou diferenca nos 80 isolados foi 0 NN, como explicado anteriormente ndo foi

determinante na escolha dos isolados.
Nesta espécie de adubo verde somente 2% dos isolados ndo nodularam fazendo parte

daclasse C. O porte damucuna cinzafoi superior as demais espécies no teste de nodulagéo e,
neste caso com maior producéo de matéria seca.
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Figura 14. Numero de nddulos em 80 isolados submetidos ao teste de nodulagdo em mucuna
cinza.

A divisdo em trés classes apresentou a classe C com valor médio de zero (0) nédulos,
B com 13 eaclasse A com média de 58 nddulos por planta. A pequena quantidade de nédulos
ndo afeta necessariamente a sua producédo desde que a massa nodular ndo seja diretamente

proporciona ao nimero de nédul os.
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Figura 15. Matéria seca da parte aérea de 80 isolados submetidos ao teste de nodulacéo em
mucuna cinza em casa de vegetagéo.

A producéo de matéria seca em casa de vegetacdo divididas em classes atingiu médias
de 5,13g por planta resultados semelhantes a producéo de matéria seca por feijdo caupi em
experimentos de Zilli (2001), que atingiu pouco mais de 6g. planta.vaso™ A classe b
também atingiu boa producéo de MSPA com média de 3,72.g.planta*.vaso . Essa espécie de
mucuna, em experimentos em vasos com solo, no inicio dos trabahos, obteve a producéo
superior a 100g de MSPA. Portanto verificarse a contribuicéo dos rizébios na producéo de
leguminosas que é fundamental, além dos bereficios ao meio ambiente.

0,49
0,29
D O
A B

Classe

Figura 16. Matéria seca de nédulos de 80 isolados submetidos ao teste de nodulagdo em
mucuna cinza em casa de vegetacéo.
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A Figura 16 mostra as classes na producdo de massa nodular e, percebe-se que a classe
A apresenta média de 0,49 g.planta’.vaso*, sendo superior &s classes B com média de 0,299 e
C zero grama.

As médias de matéria seca da parte aérea dos cinco isolados pré-selecionados de
mucuna cinza foram superiores a média das classes, sendo que esta pode subestimar os reais
valores. A maior média foi 8,01g de mucuna inoculada com o isolado M15(6) (Tabela 12)
valor este 2,88g maior que a média da classe a desta espécie. E superior também ao valor
encontrado por Zilli (2001).
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Tabela 13. Média das variaveis avaiadas (nimero de nédulos, matéria seca de nédulos e
matéria seca da parte aérea) em teste de nodulacdo dos cinco isolados pré-sel ecionados
parateste de eficiéncia.

NUmero de Matéria secade Matéria secada
Isolado

nodul os nodulos (g) parte aérea (Q)
M41(3) 49 0,725 7,98
M3(6) 73 0,746 7,45
M25(3) 128 0,889 7,168
M15(6) 40 0,736 8,01
M47(2) 61,5 0,9175 7,44

Tabela 14. Caracteristicas culturais e de solo das bactérias que apresentaram as melhores
meédias de MSN e MSPA em teste de nodulagdo em mucuna cinza.

tempo de
Isolado  Solo Classe de solo crescimento pH
M41(3) 5 Argissolo Vermelho-Amarelo rapido acido
M3(6) 4 Argissolo Amarelo lento acaino
M25(3) 5 Argissolo Vermelho-Amarelo lento acalino
M15(6) 8 Argissolo Amarelo rapido acido
M47(1) 4 Argissolo Amarelo rapido alcaino

Com a predominancia dos isolados nos solos da classe Argissolos percebe-se a
influéncia que o solo exerce no desenvolvimento das plantas e sobrevivéncia das bactérias do
solo assim também da sua agdo no ambiente.

4.4.3. Teste de nodulagdo em mucuna preta

No teste de nodulagdo de mucuna preta ndo houve diferenca nos parametros MSN e
MSPA guando testados em casa de vegetacdo. Nesta espécie 0 parametro que apresentou
diferencafoi o NN aexemplo das espécies ana e cinza

B Classe A {21 a54}
BClasseB {1a18}
B Classe C {0}

Figura 17. Numero de isolados de mucuna preta distribuidos em classes em funcdo de
diferenca estatistica em teste de Scott-Knott em nivel de significancia de 0,05.

Do total de isolados testados casa de vegetacdo com o objetivo de verificar sua

nodulacdo, a grande maioria com 68% do total, obtiveram nodulacdo intermediaria e 11% ndo
apresentaram nodul agéo.
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Figura 18. Numero de nddulos em 80 isolados submetidos ao teste de nodulagdo em mucuna
preta em casa de vegetacao.

A exemplo das espécies anteriores 0 niumero de nodulos, foi a Unica varidvel que
diferiu edtatisticamente. Portanto as variaveis MSPA e MSN foram também separadas em
funcéo dessa diferenca.

A classe A (Figura 18) apresentou 56 nddulos em sua média, nimero bem superior aos
demais, mas ndo se pode considerar uma nodulacdo satisfatéria, pode ser pelo fato de todas as
bactérias isoladas desta espécie ser de crescimento rapido, e terem perdido sua eficiéncia ao
decorrer do isolamento.

3,6
29
2,5 =
2 - 1,63
15 -
1 -
05 -
0
A B C

Classe

Figura 19. Matéria seca da parte aérea de 80 isolados submetidos ao teste de nodulacéo em
mucuna preta em casa de vegetaco.

g/planta)

M assa Seca da Parte Aerea(

A média da classe A ficou em 3,69, superior ao resultado encontrado em campo com
caupi por Melloni et a, (2006) que variou entre 1,9 a 3,25g.planta’. A mesma autora
encontrou ainda variagdes na producdo de MSPA quando cultivadas em diferentes solos, em
gue confirma os resultados encontrados neste trabal ho.
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Figura 20. Matéria seca de nédulos de 80 isolados submetidos ao teste de nodulagdo em
mucuna ana em casa de vegetagao.

Na mucuna preta a matéria seca de nédulos foi baixa, até mesmo na classe A em que a
média atingiu 0,194 g.planta*.vaso™. Diante dos resultados do teste nesta espécie os isolados
foram considerados pouco eficientes.

Tabela 15. Média das variaveis avaiadas (nimero de nddulos, matéria seca de nédulos e
matéria seca da parte aérea) em teste de nodulagéo de cinco isolados de mucuna preta
pré-sel ecionados para teste de eficiéncia.

NUmero de Matéria secade Matéria secada

Isolado nédulos nodul os (g) parte aérea (Q)
M20(6)b1 38 0,47 35
M16(1) 38 0,49 3,05
M8(4)b 43 0,43 3,77
M19(4) 54 0,45 3,77
M8(1)al 46 0,28 4,01

As médias de matéria seca da parte aérea dos cinco isolados pré selecionados de
mucuna cinza foram superiores as médias encontradas nas classes, sendo que esta pode
subestimar os reais valores.. A maior média foi 8,01g de mucuna inoculada com o isolado
M15(6) (Tabela 12) sendo 2,88g maior que a média da classe A desta espécie. E superior
também ap valor encontrado por Zilli (2001).

Tabela 16. Caracteristicas culturais e de solo das bactérias que apresentaram as melhores
médias de massa seca de nodulos (MSN) e massa seca da massa seca da parte aérea
(MSPA) em teste de nodulagdo em mucuna preta.

Tempo de

Isolado Solo Classe de solo . pH
crescimento
M20(6)b1 8 Argissolo Amarelo rgpido &cido
M16(1) 7 Argissolo Amarelo rapido acido
M8(4)b 4 Argissolo Amarelo rapido acido
M19(4) 5 Argissolo Vermelho-Amarelo rapido &cido
M8(1)al 4 Argissolo Amarelo rapido acido
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Os cinco isolados pré-selecionados sdo oriundos de Argissolo com predominéancia de
Argissolo Amarelo (figura 13), solos relativamente mais férteis e que possuem ambiente
propicio para atividade microbiana. Essas bactérias foram de crescimento rapido e
acidificadoras do meio de cultura, ndo condizentes aos encontrados por Martins, (1997) em a
grande maioria apresentava crescimento lento.

45. Testede€ficiénciaem casa de vegetacao

Baseado nas melhores médias dos parametros de massa seca da parte aérea (MSPA) e
massa seca de noédulos no teste de nodulagdo, os isolados pré-selecionados para utilizagdo em
teste de eficiéncia para mucuna ana foram: m38(2), m30(3), m6(2-1), m6(4-2), m6(5). Os
isolados de mucuna and, em geral, apresentaram as melhores médias nas variavels analisadas,
juntamente com adubacdo nitrogenada, sendo, as vezes, superior a estirpe recomendada.

Observa-se (Tabela 12), que os paréametros analisados ndo apresentaram diferenca
estatistica entre 0s tratamentos na época 1 (coleta aos 40 dias apods o plantio).

Comparando matéria fresca da parte aérea (MFPA) nos tratamentos da época 2 com
coleta aos 60 dias apds o plantio, observouse que a planta de mucuna inoculada com o
isolado pré-selecionado M30(3) obteve média foi superior, porém ndo diferiu estatisticamente
dos tratamentos M6(2-1), da testemunha nitrogenada e da estirpe recomendada que ficaram
com médias estatisticas iguais a esta. Comparando os tratamentos em duas épocas, 0s isolados
M30(3) e M6(2-1) e aBR 2811 mostraram-se superiores na segunda coleta em comparacdo
com a primeira, nos parametros. matéria fresca da parte aérea (MFPA), matéria seca da parte
aérea (MSPA) e massa seca de nédulos (MSN).

Na época 2, as plantas inoculadas com os isolados M38(2) e M6(2-1) apresentaram
maior producdo de MSPA, com semelhanca estatistica aos tratamentos nitrogénio, BR 2811.
Esses resultados sugerem gue esses isolados tenham potencia para producéo de MSPA.

Em relacdo a MSN os tratamentos apresentaram diferenca significativa na época 2,
sendo que trés isolados apresentaram as maiores médias estatisticas juntamente com a BR
2811. Em MSN atestemunha total e a nitrogenada apresentaram os menores valores, o que ja
era esperado para estes tratamentos. Embora o aparecimento dos nédulos segja sensivel ao
excesso de N, pequenas doses podem estimular tanto o crescimento da planta como aumentar
amassa de nédul os produzidos.

A MSR é um parametro importante, que objetiva a utilizacdo da mucuna como adubo
verde e araiz para incorporagdo como matéria organica. Nao houve diferenca estatistica entre
os tratamentos dentro de cada época, mas ocorreu entre as épocas em cinco tratamentos.

A €ficiéncia de uma determinada bactéria na planta hospedeira é medida em um
conjunto de variaveis, mas se expressa mais claramente no N total, que mostrou ser melhor no
isolado apesar de muitas vezes ndo apresentar diferenca estatistica em relagdo aos demais. O
crescente acumulo de N da época 1 para a época 2, mostrou que esta variavel acompanhou o
crescente aumento média de producdo de MFPA, MSPA, MSN, MSR da mucuna and
indicando assim uma melhor época para 0 uso da planta como adubo verde proporcionando
uma maior aproveitamento do material, neste caso aos 60 dias apos o plantio. Acredita-se que
o N acumulado na parte aérea da mucuna sgja proveniente da fixacéo biol 6gica.

A matéria seca total das plantas de mucuna ana inoculadas com os isolados M30(3) e
M6(2-1) apresentaram medias iguais estatisticamente aos tratamentos nitrogenado e a estirpe
recomendada, porém M30(3) foi superior em 26% comparando-se com a estirpe recomendada
e superior em 38% em relacdo ao tratamento nitrogenado. Diante dos resultados obtidos nos
parametros de mucuna and, pdde-se observar que os isolados M30(3) e M6(2-1) obtiveram
melhores médias, podendo indicar uma maior eficiéncia destes em relagcdo aos demais,
podendo ser testados no campo para posterior selecdo como inoculante para mucuna ané.
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Tabela 17. Varidveis andisadas em teste de eficiéncia em casa de vegetacdo com cinco isolados de mucuna and pré-selecionados e trés
testemunhas em duas épocas.

Matériafrescadaparte Matériasecadaparte Matériasecadenddulos Matériasecaderaiz Matéria seca total Nitrogénio total parte
Tratamento aérea (g.planta™) aérea (g.planta™) (g.planta™) (g.planta®) (g.planta™®) aérea (mg.planta)

Epoca 1 Epoca2 Epocal Epoca2 Epocal Epoca 2 Epoca 1 Epoca 2 Epocal Epoca?2 Epoca 1 Epoca 2
M38(2) 9,29A* a* 11,69Ba 2,00 Aa 308Ba 0,201Aa 0,381Aa 0,50Aa 0,84 Aa 2,71Ab 430Ba 56,0 Aa 63,75 Ba
M30(3) 9,51 Ab 23,15Aa 2,11 Ab 5,33Aa 0,206 Ab 0,54 Aa 0,35Ab 1,094 Aa 2,67Ab 6,98Aa 56,5 Ab 112,25 Aa
M6(2-1) 7,88 Ab 20,36 Aa 1,69 Ab 4,78 Aa 0,140 Ab 0,517 Aa 0485Ab 1,192 Aa 2,32Ab 6,49 Aa 35,0 Bb 116,0Aa
M6(4-2) 7,54 Aa 10,67 Ba 1,63 Aa 282Ba 0,249 Aa 0,270 Ba 0,57 Aa 0,886 Aa 2,46 Ab 398Ba 445 Aa 61,25 Ba
M6(5) 9,15 Aa 11,00 Ba 1,95Aa 251Ba 0,254 Aa 0,19 Ba 0,45 Ab 0,97 Aa 2,67Ab 367Ba 15,75 Bb 47,0 Ba
BR 2811 6,21 Ab 16,61Aa 1,37 Ab 3,95Aa 0,142 Ab 0,453 Aa 0,515Ab 1,109 Aa 2,03Ab 551Aa 26,25 Bb 103,25 Aa
:ﬁfﬁggﬁ;g: 11,53 Aa 18,19 Aa 2,49 Aa 4,24 Aa 0,006 Aa 0,003 Ca 0,625Aa 0,793 Aa 3,12Ab 5,03Aa 20Cb 134,0 Aa
Testeunhatotal 3,71 Aa 484Ba 1,03Aa 214Ba 0000Aa 00025Ca  0,402Ab 0,992 Aa 1,43Ab 314 Ba 16,5 Ba 1,25 Cb
CVv 25,65 25,61 40,53 27,76 44,79 78,35

* M édias seguidas de | etras mai Giscul as iguai s na coluna e minuscul as na linha n&o diferem estatisticamente pel o teste de Scott-knott ao nivel de significancia de 0,05
A primeiracoletafoi aos 40 e a segunda aos 55 dias apds o plantio.
** Matéria secatotal=Matéria Seca da Parte Aérea+M assa Seca de NGdul os+M assa Seca da Raiz.



Tabela 18. Variaveis analisadas em teste de eficiéncia em casa de vegetacdo com cinco isolados de mucuna cinza pré-selecionados e trés

testemunhas em duas épocas.

Matériafrescadaparte

Matéria secada parte

M assa seca de nédul os

Matéria secade

** M atéria seca total

Nitrogénio total

Tratamento aérea (g.planta™) aérea (g.planta™) (g.planta™) raiz (g.planta™) (g.planta’™) (mg.planta’®)
Epoca 1 Epoca 2 Epoca 1 Epoca 2 Epocal Epoca2 Epocal Epoca2 Epocal Epoca2 Epocal Epoca 2

M41(3) 19,66 A*b* 28,47 Aa 3,96 Ab 6,62 Aa 0,394 Ab 0,695Aa 0902Ba 1523Aa 526Ab 8,47Aa 104,0Ab 178,75 Aa
M3(6) 19,14 Aa 25,87 Aa 3,78 Ab 6,08 Aa 0,431 Aa 0,584 Aa 1,280Aa 1225Aa 550Ab 7,89Aa 102,0Ab 158,75 Aa
M25(3) 22,20 Aa 25,17 Aa 4,79 Aa 6,13 Aa 0,365 Ab 0,629Aa 0662Bb 1,126 Aa 5,82Ab 7,83Aa 8125Aa 154,50 Aa
M15(6) 15,32 Ab 25,21 Aa 3,48 Ab 5,93 Aa 0,425 Ab 0,777Aa 0825Ba 1,176 Aa 4,73Ab 7,89Aa 7950Ab 135,0 Ba
M47(1) 21,17 Aa 18,73 Ba 4,86 Aa 4,38 Ba 0,439 Aa 0545Aa 1,380Aa 0990Aa 6,68Ab 592Ba 13575Aa 96,75Ba
BR 2811 16,41 Aa 22,40 Aa 3,64 Aa 541 Aa 0,30 Ab 0,633Aa 0,795Ba 1,198Aa 4,74Ab 7,24Aa 8250Ab 146,25 Aa
Testemunha
nitrogenada 22,93 Aa 30,11 Aa 5,20 Ab 7,25 Aa 0,001Ba 0,015Ba 0830Bb 1507Aa 6,06Ab 8,78Aa 140,75Ab 200,0Aa
;ﬁem“”ha 7,24 Ba 1342Ba  2,88Aa  38Ba  0010Ba  0007Ba 0608Ba 0892Aa 350Ab 478Ba 125Ba 25 Ca

Ccv 25,65 25,61 40,54 27,76 23,49 31,11

* Médias seguidas de | etras mai tiscul as iguai's na coluna e mindscul as na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-knott ao nivel de significanciade 0,05
A primeiracoletafoi feita aos 45dias apds o plantio e a segunda aos 55 dias apds o plantio.
** Matéria seca total=Matéria Seca da Parte Aérea+M assa Seca de NOodul os+M assa Seca da Raiz.



No teste de nodulacdo da mucuna cinza, os resultados (Tabela 13) de MFPA
mostraram que, na época 1 a testemunha total obteve média inferior aos demais tratamentos,
jana época 2 a planta inoculada com o isolado M47(1) e a testemunha sem inoculacéo e sem
aplicacdo de N obtiveram as merores médias. Em relagdo a MSPA apenas a época 2
apresentou diferenca significativa e, a exemplo da MFPA o isolado M47(1) e a testemunha
total foram apresentaram médias inferiores aos demais tratamentos, isso € devido &
proporcionalidade na perda de agua.

Como esperado MSN apresentou diferenca dos isolados e da estirpe recomendada em
relacéo as testemunhas nitrogenada e total, pois nestas plantas estéo isentas de simbiose
devido aauséncia do rizobio.

Quanto a matéria seca da raiz os isolados os isolados M3(3) e M47(1) obtiveram
médias superiores as demais na primeira coleta, ja na segunda ndo houve diferenca entre os
tratamentos. Quanto ao Ntotal houve diferenca entre os isolados e a testemunha total na época
1. Enquanto que, na época 2 os isolados M41(3), M3(6) e M25(3) obtiveram semelhanca
estatistica a BR 2811e a testemunha nitrogenada.

Em mucuna cinza a matéria seca total das plantas inoculadas com os isolados
apresentaram médias iguais estatisticamente aos tratamentos nitrogenado e a estirpe
recomendada. No entanto M41(3) obteve média 17% superior a estirpe recomendada
enguanto que os isolados M3(6), M25(3) e M15(6) apresentaram média superior em 9% em
relacdo a estirpe recomendada.

Assim como as espécies anteriores a mucuna preta foi submetida ao teste de eficiéncia
com os isolados pré-selecionados no teste de nodulacdo. Nesta espécie as médias foram
relativamente baixas em todas as variaveis analisadas. Em relacdo a MSPA foi observada
diferenca significativa somente da testemunha nitrogenada em relagdo aos demais
tratamentos. Quanto a M SN, os trés isolados obtiveram média zero na época 1, indicando que
aMSPA e Ntotal ndo foram provenientes da fixacdo biol6gica de nitrogénio. Em que o maior
valor foi atribuido a estirpe recomendada com média de 0,187g de matéria seca na segunda
coleta
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Tabela 19. Variaveis andlisadas em teste de eficiéncia em casa de vegetacdo com cinco isolados de mucuna preta pré-selecionados e trés

testemunhas em duas épocas.

Matériafrescada parte

Matéria secada parte

M assa seca de nédul os

Matériasecaderaiz

** M atéria seca total

Nitrogénio total

Tratamento aérea (g.planta™) aérea (g.planta™) (g.planta’™) (g.planta™) (g.planta’™) (mg.planta?)

Epoca 1 Epoca 2 Epoca 1 Epoca 2 Epocal Epoca2 Epocal FEpoca2 Epocal Epoca2 Epocal Epoca 2
M20(6)bl 6,33 A*a* 7,85Aa 1,59Ba 201Aa 0117Aa 0,12Aa 0,748Aa 0443Aa 245Aa 257Aa 2366Ba 1367 Ba
M16(2) 6,12 Aa 7,35 Aa 1,63 Ba 197Aa 0,036Aa 013Aa 0,759Aa 0,605Aa 243Aa 270 Aa 1740Ba 17,20 Ba
M8(4)b 550 Aa 5,56 Aa 1,59 Ba 152Aa 0,00Aa 0,015Ba 0,726Aa 0,681Aa 2,32Aa 221Aa 832Ba 22,11 Ba
M19(4) 527 Aa 6,44 Aa 1,36 Ba 165Aa 000Aa 0,00Ba 0,738Aa 0508Aa 210Aa 216Aa 1968Ba 14,11 Ba
M8(1)al 4,30 Aa 813 Aa 119Ba 2,11Aa 000 Aa 000Ba 0943Aa 0969Aa 2,14Aa 3,08Aa 1906Ba 1865Ba
BR 2811 4,39 Aa 9,92 Aa 1,07 Ba 2,28Aa 0,073Aa 0,187 Aa 0,657Aa 0835Aa 1,79Aa 3,31Aa 1174Ba 1665 Ba
;iggzj;? 13,86 Aa 7,65Ab 3,00 Aa 1,95Aa 0,00Aa 000Ba 0,501Aa 0,729Aa 35Aa 268Aa 6747Aa 8239Aa
Lﬁem“”ha 326Aa  350Aa 071Ba 08Aa 000Aa 000Ba 0594Aa 0429Aa 131Aa 129Aa 119Ba  037Ba

Ccv 51,82 54,32 260,92 45,38 48,10 96,31

* M édias seguidas de | etras mai (iscul as iguais na coluna e mindscul as na linha ndo diferem estatisticamente pel o teste de Scott-knott ao nivel de significanciade 0,05

A primeiracoletafoi feita aos 45dias apds o plantio e a segunda aos 55 dias apos o plantio.
** Matéria secatotal=Matéria Seca da Parte Aérea+M assa Seca de N6dul os+Massa Seca da Raiz.
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N&o houve diferenca significativa nas médias de M SR, dentro de cada época e entre as
épocas, 0 que indicou pouco desenvolvimento radicular.

Embora o aparecimento dos nédulos sgja sensivel ao excesso de N, pequenas doses
podem estimular tanto o crescimento da planta como aumentar a massa de noédulos
produzidos. Segundo DOBEREINER (1966), ha uma correlagdo positiva entre a massa
nodular e a quantidade de N acumulado (Ntotal) em leguminosas. Esssa correlacdo positiva,
foi encontrada também por Wadisirisuk & Weaver (1985) e Fernandes & Fernandes (2000),
assm como Fernandes et a (2003) notaram correlacfes positivas quanto a massa seca de
nédulos (MSN), quando dados de caupi e guandu foram correlacionados aos do feijdo-de-
porco.

Quanto a variavel matéria seca da parte aérea os tratamentos ndo diferiram
estatisticamente entre si, porém as plantas com inoculadas com M8(1)al obtiveram médias
superiores a testemunha nitrogenada em 15%.

Os isolados com médias iguais ou superiores a estirpe recomendada podem ser
indicados como alternativa de inoculante para a regido (ZILII, 2001) sendo adaptados e
competitivos.

4.6. Caracterizacdo Genotipica

4.6.1. Caracterizacdo genotipica por ARDRA em mucuna ana

Foram separados representantes dos grupos de bactérias isoladas de mucuna e
caracterizadas morfologicamente, e escolhidos também os isolados pré-selecionados para o
teste de eficiéncia em casa de vegetacéo.

O isolado M6(3) com caracteristicas de crescimento rapido e pH alcalino, apresentou
similaridade de aproximadamente 53% com os padroes de Rhizobium, formando assim um
primeiro grupo. Um segundo grupo foi formado somente por estirpes padréo, Sinorhizobium,
Mesorhizobium e Bradyrhizobium que se ramificaram entre 50 e 55% de similaridade,
acompanhando atendéncia.
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Um terceiro grupo foi formado aos 50% de similaridade, em que o isolado M6(2-1)
oriundo de Argissolo Vermelho-Amarelo e, pré-selecionado para o teste de eficiéncia em casa
de vegetacdo, apresentou similaridade genética de 100% com a estirpe BR 2811
(Bradyrhizobium) recomendada para uso como inoculante em mucuna. Foi observado, que o
isolado M30(3) com caracteristicas de crescimento lento (seis dias) e pH alcalino e que foi
pré-selecionado para teste de eficiéncia, obteve aproximadamente 90% de similaridade
genética com a BR 2811 ecom o isolado M6(2-1). Ainda no terceiro agrupamento, 0s
isolados M18(4) e M32(6) foram similares em 100%. A caracteristica mais importante para a
formacéo deste grupo foi o pH acalino em todos os isolados em questédo sendo um fator
geneticamente influenciavel.

No quarto grupamento o M6(5) foi smilar em 100% com o isolado M38(2), estas
bactérias foram isoladas de nddulos de mucuna, de diferentes solos, que podem estar
propiciando condicOes para 0 crescimento e estabelecimento de bactérias similares em
diferentes solos. No Ultimo grupamento a maior similaridade encontrada foi dos isolados
33(4) e 48(2) com cerca de 90%, ambos foram isolados de nédulos de mucuna and de
Argissolo Amarelo. O que pode estar indicando predominio de solos neste agrupamento.

4.6.2. Caracterizagdo genotipica por ARDRA em mucuna Cinza

Na espécie de mucuna cinza foram separados representantes dos grupos de bactérias
isoladas de mucuna e caracterizadas morfologicamente, foram escolhidos para esta andise
também os isolados pré-sel ecionados para o teste de eficiéncia em casa de vegetacao.

O primero grupamento (Figura 22) tem sua formacdo em torno de 38% de
similaridade sendo formado apenas por isolados obtidos de nédulos de mucuna cinza, sem a
preesnca de estirpes padrdo. Neste grupo encontram-se trés isolados pré-selecionados para o
teste de eficiéncia, sendo estes M41(3), M15 (6) e M47 (1), os dois primeiros com
crescimento rdpido e pH écido e o Ultimo com crescimento rdpido e pH alcalino.

No segundo grupo (Figura 22) observou-se dta similaridade (>70%) entre os isolados
analisados, o0 M13(4) e M13(2) foram isolados da mesma planta e apresentaram 90% de
similaridade genética. Enquanto que, o M23(4) e M17(3) de Argissolo e Planossolo,
respectivamente sdo totalmente similares entre si ¢ 90% com o M15(3) também Argissolo
Amarelo. Neste grupo 100% dos isolados tem crescimento rdpido e pH &cido.
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No terceiro grupamento todos os componentes pertencem as estirpes padréo que foram
usadas para comparagaéo no dendrograma (Figura 22) Foi usado Azospirilum e este apresentou
<40% de similaridade com as demai's estirpes padréo.

O quarto grupo foi formado por bactérias alcalinas e de crescimento lento e ocorreu
similaridade de 100% entre o isolado M3(6) e a BR 2811 (Bradyrhizobium) recomendada
como inoculante para mucuna, ambos tem crescimento lento (6 dias) e pH acalino.

Pode-se sugerir que na formagédo de grupos distintos da maioria das bactérias em
relacdo as estirpes padréo, ocorra 0 aparecimento de novos grupos, podendo até mesmo néo
ser rizobios e sim outra bactéria nodulifera.

4.6.3. Caracterizacao genotipica por ARDRA em mucuna preta

Na caracterizacdo genética de mucuna preta (Figura 23), os grupos 1 e 2 foram
compostos somente por estirpes padrdo. No primeiro grupo as espécies de Sinorhizobium e
Bradyrhizobium se agrupam. No grupo 2, o Rhizobium tropici Il e o R giardinii
apresentaram-se similares em 100%, assim também o Rhizobium etli e R. leg. bv. phaseali.

No grupamento 3 observouse similaridade em cerca de 90%, entre os isolados
M11(2)a e M16(1), o primeiro foi oriundo da classe de solo vermelho amarelo e 0 segundo
Argissolo Amarelo. A similaridade entre o M19(3) e 19(4), pode ser devido ao fato de serem
originérios da mesma planta. No quarto grupamento o M28(7) e M39(4) obtiveram > de 90%
de similaridade entre si, porém ndo foram do mesmo solo.

A mucuna preta foi a espécie que apresentou menores variaghes nas caracteristicas
morfologicas dos isolados, onde todos os isolados foram de crescimento rapido e
apresentaram pH &cido.
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4.7.  Avaliacdo do agrupamento dos isolados das trés espécies de mucuna através do
perfil derestricdo

A avaiacdo do agrupamento de todos os isolados de mucuna com os padrfes
utilizados neste estudo permitiu verificar a formagdo de seis grupos. O primeiro foi um grupo
formado apenas pelas trés mucunas, sem a presenca de rizobios padréo e teve similaridade de
aproximadamente 30% (Figura 24). O segundo grupo foi formado também exclusivamente
pelos isolados das trés espécies de mucuna, e teve similaridade de aproximadamente 40%. O
terceiro grupo foi formado por estirpes padrdo e contem também dois isolados de mucuna ana
(Figura 24), este grupo teve similaridade de aproximadamente 40%. O quarto grupo foi
formado por isolados de mucuna cinza e and, além da estirpe BR 2811 de Bradyrhizobium
elkanii (Figura 24) recomendada para a producéo de inoculantes para as mucunas. O quinto
grupo tembém foi formado exclusivamente por isolados das mucunas cinza e ana e teve
aproximadamente 50% de similaridade. O sexto grupo teve aproximadamente 60% de
similaridade e foi formado por oito isolados de mucuna preta, além um Unico isolado de
mucuna ana (Figura 24).

A avaliagdo da similaridade genética dos isolados de mucuna através da técnica de
restricdo do 16S rDNA, revelou elevada variabilidade genética entre os isolados obtidos neste
estudo. Nos agrupamentos tanto dos isolados agrupados por plantas de origem, como no
agrupamento dos isolados de todas as espécies de mucuna estudadas, 0 posicionamento do
grupo com as estirpes padréo revelou elevada disténcia entre os isolados obtidos neste estudo
e as bactérias padrdo. Estes resultados sugerem que os isolados de mucuna preta, cinza e ang,
podem representar novos grupos de rizobio ainda ndo descritos.

Além da variabilidade genética dos isolados 0 sexto grupo, composto por rizobios de
mucuna preta, sugere a existéncia de certa especificidade entre os representantes deste grupo e
a sua hospedeira, mediante a similaridade genética elevada entre estes isolados. Elevada
variabilidade também foi encontrada a0 se avaliar a diversidade genética de rizébios de
adubos verdes originarios dos Tabuleiros Costeiros do Nordeste Brasileiro (FERNANDES et
al., 2003), onde os isolados avaliados também ndo agruparam com a maioria dos padroes
utilizados em um estudo utilizando a técnicado ARDRA.

A variabilidade genética de rizobios oriundos de feijdo-caupi cultivado na regido do
Vale do Sdo Francisco também ja foi avaliada através da técnica do ARDRA, e grande
variabilidade genética foi encontrada onde a maioria dos isolados ndo agrupou com diversos
padrdes de rizobios estudados (PASSOS, et al., 2008).

Estudando a diversidade de rizébios de feijéo caupi, oriundo de solos com diferentes
coberturas vegetais, ZILLI et a. (2004) revelaram grande diversidade genotipica dos isolados,
onde grande parte das bactérias estudadas ndo agrupou com as estirpes de rizébio padréo
utilizadas. Avaliando a diversidade genética de rizobios de adubos verdes em diferentes
regifes da China, Liu et al (2007) encontraram uma diversidade genctipica muito grande, e a
presenca de espécies ainda ndo descritas, foi reforgada por resultados de sequenciamento.

Adubos verdes como a crotalaria, por exemplo, podem estabelecer associacbes com
bactérias formadoras de nddulos ndo pertencentes aos grupos dos rizébios tradicionais, como
por exemplo, Methylobacterium nodulans (JOURAND et al., 2004; RENIER et al., 2008).
Esses resultados, aliados ao pouco conhecimento da ecologia e taxonomias dos rizobios de
adubos verdes sugerem que outras espécies como as mucunas, por exemplo, possam se
associar com rizébios ainda ndo descritos, além de bactérias pertencentes a outras sub-ordens
além das afaproteobactérias.
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Figura 24. Dendrograma de similaridade genética de bactérias isoladas de mucuna preta,
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5. CONCLUSOES

- O tempo de crescimento e a ateracdo de pH foram as varidveis que discriminaram
morfologicamente os isolados de mucuna.

- Dos 240 isolados obtidos, 86% foram capazes de nodular as espécies de hospedeiros de
origem.

- Os isolados de rizobios de mucuna apresentaram resultados superiores ou iguais ao controle
com a estirpe recomendada e ao controle nitrogenado (100 mg de N.vaso-1.semana-1); com
destague para M30(3), M(2-1), M3(6) e M20 (6b1).

- Foi observada ampla diversidade de rizobios de mucuna, com caracteristicas fenotipicas
diferentes dos padrdes de espécies ja descritas.

- Foi observada ampla diversidade de rizobios de mucuna, com perfil de ARDRA diferentes
dos padrdes de espécies ja descritas.

- O perfil de ARDRA permitiu discriminar a especificidade de rizobios de mucuna preta.

- Os resultados obtidos mostram o potencial dos isolados em mucuna para serem utilizados
em futuros programas de recomendagdo de estirpes eficientes para adubo verde.
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Caracterizacdo M orfolégica de | solados de Rizobio obtidos de nédulos de mucuna ana do SIPA.

ANEXO |

Isolado Tem.po de pH Tamanho Forma Elevacéo Borda Transparéncia Aparfe r!ci a Cor Ap. Elastic-  Limpa

Crescimento colénia muco dade Placa
A _cauli_ Inteiro alcalino 3 Circular  convexa Inteiro Transparente HO branca HO 1 nao
B_elkani Lento acalino 4 Circular  convexa Inteiro Transparente HO branca HO 1 néo
R _tropici Réapido Acido 4 Circular  convexa Inteiro Transparente HO amarelado HO 1 nao
S fredii Répido Acido 4 Circular  convexa Inteiro Transparente HE amarelado HO 1 néo
M_ciceri Inteiro Acido 7 Circular  convexa Inteiro Transparente HO amarelado HO 2 néo
M1(1.2) Répido Acido 4mm Circular  convexa Inteiro Tranllcido HE ar?::rr:elczla HE 1 sim
M1 Répido Bésico Imm Circular plana Inteiro opaca HO branca HO 1 néo
M1(3) Répido Acido 10 mm Circular  convexa Inteiro Transparente HO Branca HO 3 néo
M1(4) Répido Acido 7mm Circular lente Inteiro Transparente HO Branca HO 2 néo
M1(5) Répido Bésico 1mm Irregular plana Recortada  Transparente HO fosforescente HO 1 sim
M14a Répido Acido 3mm Circular plana Inteiro opaca HO Branca HO 2 sim
M14 Répido Acido 5mm Circular lente Inteiro Tranllcido HE Branca HE 1 néo
M14(3) Répido Acido 6mm Circular lente Inteiro Tranllcido HE Branca HE 1 néo
M14(da Répido Acido 6mm Circular lente Inteiro Tranllcido HO branca-amarel HO 1 néo
M14(5) Répido Acido 2mm Circular plana Inteiro opaca HO branca HO 1 sim
M18 Répido Acido. 2mm Circular. plana ondulada opaco HE *bran/amarel HO 2 sim
M18 Répido Acido. <lmm Circular. plana Inteiro Tranldcido. HO branco HO 1 sim
M18(3) Lento (6d) Baésico. 3mm Circular. lente Inteiro Transparente HO branco HO 1 sim
M18(4) Lento (6d) Bésico. 5mm Irregular. lente Recortada  Transparente HO branco HO 1 sim
M18(5) Répido Acido. 3mm Circular. conv. Inteiro Transpa. HO Branco HO 2 sim
M21 Réapido Acido 5mm Circular lente Inteiro Transparente HO branca HO 1 nao
M21 Répido Acido 6mm Circular lente Inteiro Transparente HO branca HO 1 néo
M21(3) Réapido Acido 9mm Circular  convexa Inteiro Transparente HO branca HO 1 nao
M21(4) Répido Acido 5mm Circular lente Inteiro Transparente HO branca HO 1 néo
M21(5) Réapido Acido 10 mm Circular  convexa Inteiro Transparente HO branca HO 2 nao
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M30
M30
M30(3)
M30(5)
M32
M32(3)
M32(4)
M32(5)
M32
M33
M33
M33(3.1)
M33(4)
M33(5)
M34
M34
M34(3)
M34(4)
M34(5)
M36
M36
M36(3)
M36(5)
M36
M38
M38(3)
M38(4)
M38(5)
M38(7)
M40

Répido
Répido
Lento (6d)
Répido
Lento (6d)
Lento (6d)
Répido
Lento (6d)
Lento (6d)
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Lento (6d)
Répido
Lento (6d)
Répido
Lento (6d)

Acido
Acido
Basico
Acido

Bésicoo.

Bésico.
Acido.

Bésicoo.
Bésicoo.

Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Bésico
Acido
Bésico
Acido
Bésico

5mm
2mm
10mm
2mm
7mm
2mm
<lmm
8mm
3mm
6mm
5mm
3mm
3mm
4mm
3mm
6mm
5mm
6mm
2mm
5mm
9mm
5mm
5mm
3mm
3mm
1Imm
Imm
8mm
6mm
4mm

Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular.
Circular.
Circular.
Irregular.
Irregular.
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular

lente
plana
convexa
plana
conv.
plana
plana
lente
lente
lente
lente
plana
plana
lente
plana
lente
plana
lente
plana
lente
convexa
lente
convexa
plana
plana
plana
plana
convexa
convexa
convexa

Inteiro
Inteiro
Recortada
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Recortada
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Recortada
Recortada
Inteiro
Inteiro
Recortada
Inteiro
Inteiro

Transparente
opaca
Tranllcido
opaca
Tranldcido.
opaco
opaco
TranlUcido.
Tranllcido.
TranlGcido
Transparente
opaca
Tranllcido
TranlGcido
opaca
Transparente
opaca
TranlGcido
opaca
TranlGcido
Tranllcido
TranlGcido
Transparente
Transparente
opaca
opaca
Tranllcido
TranlGcido
opaca
TranlGcido

HO
HO
HE
HO
HO
HE
HO
HO
HO
HE
HE
HE
HE
HE
HE
HO
HE
HE
HO
HE
HO
HE
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HE

branca
amarelo
branca
branca
branco
*bran/amarel
amarelado
branco
branco
branca
branca
Centro amar
branca
Centro amar
Centro amar
branca
branca
branca
amarelo
centro amar
branca
centro amar
centro amar
Transparente
amarelo
branca
branca
branca
branca
branca

HO
HO
HE
HO
HO
HE
HO
HO
HO
HE
HE
HO
HE
HE
HO
HO
HE
HE
HO
HE
HO
HE
HE
HO
HE
HO
HO
HE
HO
HE

N P P RPRRPRRPRPRNRRPRRPRRPRPRRRPRRRPRREPRREPRRERRERERENRDN

néo
sim
néo
sim
sim
sim
sim
sim
sim
néo
nao
sim
sim
sim
sim

néo
sim
néo
sim
néo
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M40
M40(3)
M40(4)

M40
M45
M45
M45(3)
M45(4)
M45(5)
M46
M46

M46(3.2)
M46(4)
M46(7)

M48
M48
M48(3)
M48(4)
M48(5)
M5
M5
M5(3.2)
M5(5)
M5
M6
M6(2.1)
M6(3)
M6(4.2)
M6(5)

Répido
Répido
Répido
Lento (6d)
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Lento (6d)
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Rapido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido

Acido
Bésico
Acido
Bésico
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Basico
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Bésico
Acido
Acido
Acido

Imm
4mm
6mm
4mm
5mm
4mm
4mm
10 mm
3mm
2mm
3mm
2mm
6mm
4mm
3mm
2mm
Imm
5mm
5mm
11mm
2mm
7mm
2mm
7mm
4mm
7mm
3mm
2mm
<lmm

Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Circular
Circular
Circular

plana
plana
lente
convexa
lente
lente
lente
convexa
lente
lente
lente
plana
plana
plana
plana
plana
plana
plana
lente
convexa
lente
lente
lente
lente
lente
plana
lente
plana
plana

Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro

Tranllcido
Transparente
Tranllcido
TranlGcido
Transparente
TranlGcido
opaca
Transparente
opaca
TranlGcido
Tranllcido
opaca
Tranllcido
opaca
opaca
opaca
opaca
opaca
opaca
Transparente
opaca
TranlGcido
Tranllcido
TranlGcido
Tranllcido
TranlGcido
Tranllcido
opaca
opaca

HO
HE
HE
HE
HE
HE

HE
HE
HE
HO
HO
HE
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO

amarelo
branca
branca
branca
branca
branca
Centro amar
branca
branca
branca
branca
branca
branca
amarelo
Centro amar
branca
branca-amar
centro amar
branca
branca
branca
branca
branca
branca
branca
branca
branca
branca
amarelo

HO
HO
HO
HE
HE
HE
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HE
HO
HO
HO
HO
HE
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO

P P NP RPRPRNRPRRPRRPRRPRRPRRPRREPRPRRRPRLNRREPNRERRREREPR

néo

HO: Homogéneo; HE: Heterogéneo



ANEXO 11

Caracterizacéo Morfolégica de | solados de Rizobio obtidos de nédulos de mucuna cinza do SIPA.

Isolado c-rr:sr::irr)geifo pH Tamanho  Forma Elevagéo Borda Transparéncia Aggréérz}(;a Cor rr'?upc.o Elﬁ:at:" Ib'lr;]f;
AIM3(1.1) Répido Acido. 2mm Circular. plana ondulada opaco HE Centro. amar HO 1 sim
aM26(3) Répido Acido 2mm Circular. plana Inteiro Transparente HO branco HO 1 sim
M12 Répido Acido 4mm Circular. conv. Inteiro Tranltcido. HO branco HO 1 ndo
M12(3.2) Répido Acido 4mm Circular. plana Recortada opaco HO Centro. amar HO 1 sim
M12(4) Répido Acido <Imm Circular. plana Inteiro Tranltcido. HO branco HO 2 sim
M12(5) Répido Acido 6mm Circular. conv. Inteiro Transparente. HO branco HO 1 sim
M12 lento Bésico 5mm Irregular. lente Inteiro Tranltcido. HO branco HO 1 sim
M13 Répido Acido 4mm Irregular. plana Inteiro Tranltcido. HO branco HO 1 nao
M13 Rapido Acido 6mm Circular. lente Inteiro TranlUcido. HE branco HE 1 néo
M13(3) Répido Acido 5mm Circular. lente Inteiro opaco HE branco HE 1 nao
M13(4) Rapido Acido 3mm Circular. plana Inteiro TranlUcido. HE branco HE 1 néo
M13(5) Répido Acido. 4mm Circular. lente Inteiro Tranltcido. HE branco HE 1 nao
M15(3) Rapido Acido. <lmm Circular. plana Inteiro opaco HO amar HO 1 n&o
M15(4) Répido Acido. 5mm Circular. plana Inteiro opaco HO branco HO 1 nao
M15(5) Rapido Acido. <lmm Circular. plana Inteiro opaco HO branco HO 1 n&o
M15 Répido Acido. 1mm Circular. plana Inteiro Tranltcido. HO Centro amar HO 1 sim
M15(7) Lento Basico. 3mm Irregular. lente Inteiro Transparente. HO branco HO 1 sim
M17 Répido Acido. 5mm Circular. lente Inteiro Tranltcido. HE branco HE 1 nao
M17 Rapido Acido. 4mm Circular. lente Inteiro TranlUcido. HE branco HO 1 néo
M17(3) Répido Acido. 5mm Circular. lente Inteiro Tranl(cido. HE branco HE 1 ndo
M17(4) Rapido Acido. 5mm Circular. lente Inteiro TranlUcido. HE branco HO 1 néo
M17 lento Baésico. 4mm Circular. lente Inteiro Transparente. HO branco HO 1 nao
M2(1.1) Rapido Acido. 1mm Circular. plana Inteiro TranlUcido. HO branco HO 2 sim
M2(2.1) Répido Acido. 4mm Circular. plana Inteiro opaco HE branco HE 2 sim
M2(3) Rapido Acido. 1mm Circular. plana Inteiro opaco HO branco HO 1 sim
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M2(4)
M2
M23
M23
M23(3)
M23(4)
M23(5)
M24
M24
M24(3)
M 24(4)
M24(7)
M25
M25(3)
M 25(4)
M25(5)
M25(7)
M26(1.2)
M26
M26(4.2)
M26
M3(1.2)
M3(3)
M3(4)
M3
M31
M31(13)
M31
M31
M31(7)

Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
lento
lento
lento
lento
lento
lento
lento
lento
lento
lento
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
lento
lento
Répido
lento
Répido
lento
lento

Acido.
Bésico
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.

Basico.
Basico.
Basico.
Basico.
Baésico.
Bésico.

Bésico

Basico.
Bésico.
Basico.

Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Bésico
Bésico
Acido.
Bésico
Acido.
Bésico
Bésico

2mm
5mm
4mm
6mm
4mm
5mm
6mm
9mm
4mm
6mm
6mm
6mm
4mm
4mm
8mm
9mm
4mm
2mm
2mm
5mm
4mm
5mm
2mm
mm
6mm
<lmm
9mm
2mm
3mm
4mm

Circular.
Irregular.
Circular.
Irregular.
Circular.
Circular.
Circular.
Irregular.
Irregular.
Circular.
Irregular.
Circular.
Irregular.
Irregular.
Circular.

Circular.

Irregular.
Circular.
Irregular.
Circular.
Circular.
Circular.
Irregular.
Circular.
Circular.
Circular.
Irregular.
Circular.
Irregular.
Circular.

plana
plana
plana
conv.
plana
conv.
conv.
lente
lente
lente
lente
lente
lente
lente
conv.
conv.
lente
plana
lente
plana
lente
plana
plana
conv.
conv.
plana
lente
lente
lente
conv.

Inteiro
Recortada
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
ondulada
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro

opaco
opaco
Transparente.
Transparente.
TranlUcido.
Transparente.
Transparente.
Transparente
TranlUcido.
Transparente
TranlUcido.
Transparente
Transparente
Transparente
TranlUcido.
Tranltcido.
TranlUcido.
opaco
TranlUcido.
opaco
opaco
opaco
opaco
TranlUcido.
Transparente
TranlUcido.
TranlUcido.
opaco
TranlUcido.
TranlUcido.

HO
HE
HO
HO
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO

HO
HO
HO
HE
HO
HE
HO

branco
Centro amarel
branco
branco
branco
branco
Centro amar
branco
branco
branco
branco
branco
branco
branco
branco
branco
branco
Centro amar
branco
Centro-marel
branco
branco
fosforescente
branco
branco
amarelado
branco
branco
branco
branco

HO
HE
HO
HO
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HE
HO
HO
HO

HO
HO
HO
HO

P R P PR RPRPRRPRRPRRPRPNRRPRPRNRPRRRPRRPRREPRRERRRLPRELSR

sim
sim
sim
sim
sim
sim
nao
sim
sim
sim
nao
sim
sim
nao
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
nao
sim
sim
sim
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M41
M41
M41(3)
M41(4)
M41(5)
M44
M44
M44(5)
M44
M44(7)
M47
M47
M47(3)
M47(4)
M47(5)
M7
M7
M7(3)
M7(4)
M7(5)
M9
M9(2.1)
M9(3)
M9(4.1)
M9(5)

Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
lento
lento
lento
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido

Acido
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.

Basico.
Basico.
Basico.
Basico.

Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.

2mm
<lmm
<lmm
<lmm
3mm
2mm
3mm
4mm
6mm
4mm
1,5mm
3mm
4mm
2mm
<lmm
5mm
4mm
4mm
5mm
4mm
2mm
2mm
1mm
1mm
2mm

Circular.
Circular.
Circular.
Circular.
Circular.
Irregular.
Irregular.
Irregular.
Circular.
Circular.
Circular.
Circular.
Circular.
Circular.
Circular.
Circular.
Irregular.
Circular.
Circular.
Circular.
Circular.
Circular.
Circular.
Circular.
Circular.

plana
plana
plana
plana
plana
lente
lente
lente
conv.
lente
plana
plana
lente
plana
plana
lente
plana
lente
plana
lente
plana
plana
plana
plana
plana

ondulada
Inteiro
Inteiro
Inteiro
ondulada
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Recortada
Inteiro
Recortada
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro

opaco
opaco
opaco
opaco
opaco
Tranltcido.
TranlUcido.
Tranltcido.
Transparente
Transparente
TranlUcido.
opaco
TranlUcido.
opaco
Transparente
Tranltcido.
TranlUcido.
TranlUcido.
TranlUcido.
Tranltcido.
opaco
opaco
TranlUcido.
opaco
TranlUcido.

HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HO

Centro amar
amar
amar

Centro amar

Centro amar

branco
branco
branco
branco
branco
branco
amarelado
branco
amarelado
amarelado
branco
branco
branco
Centro amar
branco
branco

Centro amar

amarelado

Centro amar

branco

HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HE
HO
HE
HE
HO
HO
HO
HO
HO

P PP RPRPNMNRPNNMNNNRRPRNRPRPRRPRPREPNNRRREPRR

sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim

HO: Homogéneo; HE: Heterogéneo
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ANEXO I11

Caracterizacdo Morfolégica de | solados de Rizobio obtidos de nédulos de mucuna preta do SIPA.

Isolado Cl—gcnir;gei?o pH Tamanho Forma Elevacéo Borda Transparéncia Ap;ren- Cor Ap. muco EIoTaSS(-e Iglg?:
M10a Répido Acido 2mm Circular Plana Inteiro Opaca HO Branco HO 1 Sim
M10b Répido Acido. 3mm Circular Plana Recortada Opaca HO Branco HO 1 Sim

M10(3) Répido Acido <1mm Circular Plana Inteiro Opaca HO Amarelo HO 1 Sim

M10(4) Réapido Acido <1mm Circular Plana Inteiro Opaca HO Amarelo HO 1 Sim

M10(5) Répido Acido <1mm Circular Plana Inteiro Opaca HO Amarelo HO 1 Sim

M11 Répido Acido 3mm Circular Lente Inteiro Tranllcido HO Branco HE 1 Sim
M1lla Réapido Acido 5mm Circular Conv Inteiro TranltGcido HO Br. Transparente HO 1 Sim
M11b Répido Acido 6mm Circular Conv Inteiro TranlUcido HO Br. Transparente HO 1 Sim

M11(4) Répido Acido 4mm Circular Lente Inteiro TranlGcido HO Branco HE 2 Sim

M1lla Réapido Acido 4mm Circular Conv Inteiro Opaca HO Branco HO 1 Sim
M16 Répido Acido 4mm Circular Lente Inteiro Opaca HE Branco HE 1 Né&o
M16 Répido Acido 3mm Irregular Plana Inteiro TranlGcido HO Branco HO 2 Sim

M16(3) Répido Acido 5mm Circular Lente Inteiro Opaca HE Branco HE 1 Sim

M16(4) Répido Acido 5mm Circular Lente Inteiro Tranltcido HE Branco HO 1 N&o

M16(5) Répido Acido 4mm Circular Lente Inteiro TranlGcido HE Branco HO 1 N&o

M19 Répido Acido 5mm Irregular Conv Ond Tranllcido HE Branco HO 3 N&o
M19(3) Répido Acido 5mm Irregular Conv Ond Tranltcido HE Branco HO 3 N&o
M19(3)b Répido Acido 5mm Circular Conv Inteiro TranlGcido HO Branco HO 2 Sim
M19(4) Répido Acido 8mm Irregular Conv Inteiro Tranllcido HE Branco HE 1 N&o
M19 Répido Acido <1mm Circular Plana Inteiro Opaca HO Amarelo HO 1 Sim
M20 Répido Acido 4mm Circular Plana Recortada Opaca HO Branco HO 1 Sim
M20 Répido Acido 6mm Circular Lente Inteiro TranlUcido HE Branco HE 1 Né&o
M20(3)b Répido Acido 4mm Circular Plana Inteiro Opaca HE Branco HO 1 Sim
M20(4) Répido Acido 1mm Circular Plana Inteiro Opaca HO Amarelo HO 1 Né&o
M20b1 Répido Acido Imm Circular Plana Inteiro Opaca HO Branco HO 1 Sim
M22 Répido Acido 3mm Circular Lente Inteiro TranlUcido HO Branco HE 1 N&o
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M22
M22(3)
M22(4)

M22(5)b

M27
M27
M27(3)
M27(4)
M27
M28(3)
M28(4)
M28(5)
M28
M28(7)
M29(3)
M29(4)
M29(5)
M29
M29(7)
M35
M35
M35(4)
M35(5)
M35
M37
M37(3)
M37(5)
M37
M37(7)
M39
M39
M39(3)

Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido

Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido

11mm
3mm
8mm
2mm
3mm
3mm
3mm
2mm
3mm
3mm
1mm
4mm
3mm
4mm
2,5mm
2mm
4mm
2mm
3mm
4mm
3mm
4mm
< 1mm
3mm
2mm
9mm
3mm
9mm
3mm
3mm
3mm
2mm

Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular

Conv
Plana
Conv
Lente
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Conv
Plana
Plana
Lente
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Lente
Plana
Plana
Lente
Pana
Conv
Plana
Conv
Plana
Plana
Plana
Plana

Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Recortada
Recortada
Recortada
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Recortada
Recortada
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Recortada
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Recortada
Recortada
Recortada
Inteiro

TranlUcido
TranlUcido
TranlUcido
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca
Tranltcido
Opaca
Opaca
Tranltcido
Opaca
TranlUcido
Opaca
Opaca
Opaca
Opaca

HO

HE
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HE
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO

Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Amarelo
Branco
Amarelo
Amarelo
Branco
Amarelo
Branco
Branco
Branco
Amarelo
Amarelo
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Amarelo
Branco
Branco
Amarelo

HO
HO
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HE
HO
HO
HO
HO
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO

P PR RPNPRPORRPRPRPRRPRPRPRPRPRRPRPRPREPNRPRRPRPREPRRERERERLEPREPR

N&o
Sim
N&o
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sm
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Né&o
Sim
N&o
Sim
Sim
Sim
Sim

77



M39(4)
M39(7)
M4a
M4
M4(3)a
M4(4)
M4(5a
M42
M42
M42(3)
M42(4)
M42(5)
M43
M43(3)
M43(4)
M43(5)b
M43
M8al
M8
M8(3)al
M8(4)b
M8(5)

Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido
Répido

Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido

Acido.
Acido.
Acido.
Acido.
Acido.

Acido
Acido
Acido
Acido
Acido

1,5mm
2,5mm
6mm
2mm
6mm
4mm
4mm
mm
4mm
7mm
< 1mm
6mm
< 1mm
4mm
6mm
9mm
2mm
4mm
5mm
2mm
2mm
4mm

Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Irregular
Irregular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular

Plana
Plana
Lente
Plana
Conv
Conv
Conv
Conv
Lente
Conv
Plana
Conv
Plana
Conv
Plana
Conv
Conv
Lente
Conv
Plana
Plana
Plana

Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro.
Inteiro.
Recortada
Inteiro.
Inteiro.
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Inteiro
Recortada

Opaca
Opaca
TranlGcido
TranlUcido
TranlUcido
TranlGcido
TranlUcido
Tranltcido
TranlGcido
Opaca
Opaca
TranlGcido
Opaca
Tranltcido
TranlGcido
TranlUcido
TranlUcido
Opaca
TranlUcido
Opaca
Opaca
Opaca

HO
HO
HO
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HE
HO
HO
HE
HE
HE
HE
HO

Amarelo
Branco
Branco

Br. Transparente
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco

Amarelo
Branco

Amarelo
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco
Branco

HO
HO
HO
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO

HO
HE
HO
HO
HO
HO
HO
HO
HO

P P RPNPRPRPRPRPRPRPNRPNRPRPRRERNRRERREPR

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

HO: Homogéneo; HE: Heterogéneo
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