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RESUMO

Em leguminosas tropicais, a cuidadosa selecao de estirpes de rizobio, entre
outros fatores, é fundamental para a eficiéncia da fixacao biolégica de N, (FBN).
Essa selecdo deve ser feita para as leguminosas de interesse social e econémico,
entre elas o feijao-fava (Phaseolus lunatus L.). O objetivo deste trabalho foi avaliar
a eficiéncia simbiética de rizobios nativos de duas regioes do Piaui produtoras de
feijao-fava. Foram avaliados 17 isolados e duas estirpes de referéncia (CIAT 899 e
NGR 234), em casa de vegetacao, utilizando-se vasos de Leonard autoclavados, no
delineamento experimental inteiramente ao acaso, com trés repeti¢gdes. O gendtipo
de feijao-fava utilizado foi o UFPI-468. A inoculacio foi feita por ocasiao do plantio.
A coleta foi realizada aos 34 dias ap6s o plantio, sendo avaliadas as seguintes
caracteristicas: matéria seca da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR) e dos nédulos
(MSN); relacao MSPA/MSR; N acumulado (Nac) na MSPA e a eficiéncia da fixacao
de N,. Foi observada diferenca significativa entre os isolados em todas as
caracteristicas, exceto em MSR. Em geral, os isolados ISO-18,1S0-23, ISO-24, ISO-
25,1S0-30, IS0O-32, ISO-35, ISO-36, ISO-43 e ISO-45 apresentaram os melhores indices
de MSPA, MSR, MSPA/MSR, Nac e eficiéncia da fixacao de N,, em relacao aos
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isolados ISO-2, ISO-9, ISO-16, ISO-40 e testemunha absoluta. As caracteristicas
avaliadas foram suficientes para discriminar e selecionar isolados eficientes na
nodulacao em feijao-fava, contribuindo para a efetividade da FBN. Os melhores
isolados apresentaram bom desempenho no fornecimento de N as plantas, podendo
ser recomendados para testes de eficiéncia agronémica.

Termos de indexacao: fixacao biolégica do nitrogénio, nodulacao, simbiose,
Bradyrhizobium sp.

SUMMARY: SYMBIOTIC EFFICIENCY OF RHIZOBIA ISOLATED FROM
NODULES OF LIMA BEAN (Phaseolus lunatus L.)

In tropical legumes, a careful selection of rhizobia strains, among other factors, is essential
for the efficiency of biological nitrogen fixation (BNF). This selection should be made for
leguminous crops of social and economic interest, such as lima bean (Phaseolus lunatus L.).
The aim of this study was to evaluate the symbiotic effectiveness of rhizobia from two regions
of Piaut producing lima bean. Seventeen isolates and two reference strains CIAT 899 and
NGR 234 were evaluated on the fava bean genotype “UFPI-468”. The study was conducted in
a greenhouse in autoclaved Leonard jars, in a randomized block design with three replications.
Inoculation was done at planting. Samples were collected 34 days after planting to assess the
following variables: shoot dry mass (SDM), root (MRS) and nodules (MNS), ratio SDM/MRS,
accumulated nitrogen (Nac) in SDM by the Kjeldahl method, and Ng-fixation efficiency.
Significant interactions were observed among all variables except for MSR. In general, the
values for DMAP, MRS , DMAP/MRS, Nac and Ny-fixation efficiency of the isolates ISO-18,
ISO-23, ISO-24, ISO-25, ISO-30, ISO-32, ISO-35, ISO-36, ISO-43, and ISO-45 were higher
than of ISO-2, ISO-9, ISO 16, and ISO-40 and the absolute control. The variables used in this
study were sufficient to discriminate and select nodulation-efficient strains for lima bean,
increasing the effectiveness of BNF. Most isolates performed well in terms of N supply to plants
and can be recommended for tests of agronomic efficiency.

Index terms: biological nitrogen fixation, nodulation, symbiosis, Bradyrhizobium sp.

INTRODUCAO

Dos sistemas bioldgicos envolvendo plantas e
microrganismos, a simbiose rizébio-leguminosa é o de
maior expressio econémica (Franco et al., 2002), pois
traz beneficios para a sustentabilidade agricola (Xavier
et al., 2006), por meio do processo de fixagdo biologica
do N, (FBN).

Um grande nimero de espécies de leguminosas é
capaz de se associar, simbioticamente, com bactérias
fixadoras de N,, denominadas, coletivamente, de
rizébio. Entretanto, a eficiéncia da fixagdo é variavel,
sendo influenciada, dentre outros fatores, pela
especificidade hospedeira. Na selecdo de estirpes de
rizobios eficientes, varias etapas sdo necessarias, como
a verificacdo da capacidade de nodulacio da espécie, o
isolamento das bactérias, a purificagao das colonias e
a avaliacdo da eficiéncia em vasos com substratos
esterilizados e solo ndo esterilizado (Faria & Franco,
2002).

A selecéo de estirpes de rizobio para diferentes
leguminosas tem sido objeto de varios estudos (Neves
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etal., 1998a,b; Hungria et al., 2001; Hara & Oliveira,
2005; Zaman-Hallah et al., 2007). A sele¢io de estirpes
eficientes para a FBN em feijao-fava deve considerar,
além da eficiéncia da estirpe, caracteristicas como
habilidade de competi¢do e sobrevivéncia no solo,
capacidade de formacio de nddulos, estabilidade
genética e fixacdo na espécie alvo (Lima et al., 2005;
Moreira & Siqueira, 2006; Zilli et al., 2006).

O numero, a biomassa e o tamanho dos nédulos sédo
indicadores usuais de nodulacéo (Ferreira & Castro,
1995) e constituem critérios utilizados para avaliacio
da simbiose rizébio-leguminosas, fazendo parte, inclusive,
do protocolo para avaliacdo da eficiéncia agronémica de
estirpes no Brasil pela Rede de Laboratoérios para
Recomendacio, Padronizacio e Difuséo de Tecnologia
de Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola
(RELARE) (Xavier et al., 2006). Além disso, Souza et
al. (2008) definiram um conjunto minimo de dados
para avaliagdo da FBN, como a massa dos nédulos e
da parte aérea e o total de N acumulado pela planta.

O feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) é uma das
espécies do género Phaseolus com maior importancia
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economica para a regido Nordeste do Brasil e capaz
de realizar a FBN (Santos et al., 2008). Contudo, a
FBN em feijdo-fava tem sido pouco estudada, e as
pesquisas com género Phaseolus tém enfocado o P.
vulgaris, com estirpes de rizobio recomendadas para
uso comercial. No Brasil, ndo ha isolados ou estirpes
selecionadas para a inoculacio do P. lunatus, o que
refor¢ca a necessidade de isolar, caracterizar e
selecionar bactérias nativas capazes de nodular essa
espécie (Santos, 2008). Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficiéncia simbiética de rizébios
nativos de areas produtoras de feijdo-fava do Estado
do Piaui.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido em casa de vegetacgio do
Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), de julho
a agosto de 2009, sendo utilizados 17 isolados e duas
estirpes de referéncia: Rhizobium tropici CIAT 899
(SEMIA 4077) e Rhizobium sp. NGR 234 (SEMIA 6357).
A CIAT 899 foi utilizada por ser atualmente
recomendada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento para composi¢cdo de inoculante
comercial para a cultura do feijdo-comum (Phaseolus
vulgaris) (Hungria et al., 1997; Chueire et al., 2003),
que pertence ao mesmo género do feijao-fava (Phaseolus
lunatus). A NGR 234 foi utilizada por ser descrita
como uma estirpe que nodula mais de 112 géneros de
leguminosas (Trinick, 1980; Giller & Wilson, 1993).

Essas estirpes foram cedidas pelo Laboratério de
Genoma do IPA.

As classifica¢ées morfologicas e fisiolégicas dos
isolados utilizados neste estudo foram realizadas por
Santos (2008) (Quadro 1).

Os isolados de crescimento rapido e as estirpes de
referéncia foram crescidos em duplicatas, em
erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL de meio
liquido (YEM — manitol e extrato de levedura (Vincent,
1970) a 250 rpm e 28 °C, por 72 h. Os isolados de
crescimento intermedidrio permaneceram nas
mesmas condi¢des por 120 h. A concentracio de
bactérias utilizada foi de aproximadamente 10°
UFC mL1, na fase de crescimento exponencial.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com 20 tratamentos (17 isolados, duas
estirpes de referéncia e uma testemunha absoluta (TA)
sem N e sem inoculacio) e trés repeticoes. Na
instalacgdo do experimento, foram utilizadas sementes
de feijao-fava genétipo “UFPI-468”, de tegumento bege-
claro, oriunda do Banco Ativo de Germoplasma de
Feijjao-Fava (BAG de Feijdo-Fava) da UFPI. As
sementes foram desinfestadas com alcool a 70 % por
30 s, depois com hipoclorito de sédio a 2 % por 60 s,
seguido de sete lavagens sucessivas com H,0O destilada
autoclavada (Vincent, 1970). Para o cultivo das plantas
foram utilizados vasos de Leonard contendo areia +
vermiculita (1.300 g da mistura) (pH 6,8) na propor¢ao
de 2:1, autoclavado por uma hora, em temperatura
de 120 °C, a 101 kPa.

Quadro 1. Caracteristicas morfologicas e fisiologicas dos isolados de rizébios, oriundos dos solos de Nova
Esperanca e Santa Rita, municipio de Agua Branca, PI noduladores de feijao-fava (Phaseolus lunatus

L.

Isolados Origem® Cultivar® FC® EL® ¢cc® T1c® FAA® FM® VMO® EMQO
1SO -2 NE BM R c T R Ac p P P
IS0 -9 NE BM R c BL R Ac p P p
1SO-16 SR BM R c T I Ac P MU P
1SO-18 SR FM R c T I Al p MU A
1S0-21 SR FM R c BL R Ac P MU P
1S0-23 SR FM R c BL I Al p MU A
IS0 -24 SR FM R c BL I Al p M A
1S0-25 SR FM R c BL I Al p MU A
180 -27 SR FM E C BL I Ac p MU A
IS0 -30 SR FM R A BL R Al p M A
IS0 -32 NE FM R c BL I Al p MU A
1SO-35 NE FM R C BL I Al p MU A
1SO-36 NE FM R c BL R Ac p M A
IS0 -40 NE FM R A BL R Ac p MU A
1S0-43 NE FM R c BL R Al p P A
1S0-45 NE FM R A BL I Ac P MU A
IS0 -50 NE FM R C BL I Ac P UM A

M Tocalidade(NE: Nova Esperanca-PI, SR: Santa Rita-PI). @ Cultivar (BM: Boca de Moca (UFPI-468); FM: Fava Miada (UFPI-
491). ® Forma da colénia(R: redondas,E: elipsoide). ¥ Elevacéo (C: convexa, A: achatada). ® Cor (BL: Branca/leitosa,T: transpa-
rente). ® Tempo de crescimento(R: rapido, I: intermediério). (¥ Formacéo de 4cido e alcalis (Ac: 4cida, Al: alcalina). ® formacao de
muco (A: ausente, P: presente). ® Volume do muco (S: seca, P: pouco, M: médio e MU: muito). 1?Elasticidade do muco (P:

presenca de fio, A: auséncia de fio).
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O plantio foi feito adicionando-se, nos vasos Leonard
com o substrato, sementes inoculadas com 1 mL do
meio de cultura. Seis dias apds o plantio, foi efetuado
o desbaste, deixando-se duas plantas por vaso. Foi
utilizada a solugéo nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950), modificada conforme Silveira et al. (1998). Aos
12 dias apos a semeadura, foi verificada a presenca
de larvas de trips, bem como de adultos de mosca
branca causando danos as plantas. Como medida de
controle, as plantas foram pulverizadas com éleo de
Neem indiano a 1 %.

A coleta fo1 realizada aos 34 dias apds o plantio,
sendo avaliados as seguintes caracteristicas: matéria
seca da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR) e dos
noédulos (MSN); relagao MSPA/MSR; N acumulado
(Nac) na MSPA, pelo método de Kjeldahl, segundo
Bremner (1965); e a eficiéncia da fixacdo de N, (Faria
& Franco, 2002) Na coleta, a parte aérea das plantas
foi acondicionada em sacos de papel, que foram
deixados em estufa de circulacgio forcada a 65 °C,
durante 72 h, para se proceder a avaliagdo da matéria
seca da parte aérea (MSPA). Os nédulos foram secos
nas mesmas condi¢oes anteriores e pesados, e as raizes,
apos coleta dos nddulos e limpeza de todos os resquicios
de substrato, foram secas também em estufa a 65 °C.

Os dados foram submetidos a analise de variancia
pelo teste F (p < 0,05), sendo as médias comparadas
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pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o programa
estatistico SAEG, versao 8.0 (SAEG, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Osisolados ISO-18,IS0O-21, ISO-23, ISO-24, ISO-
25, 1S0-30, ISO-32, ISO-35, ISO-36, ISO-43, ISO-45 e
ISO-50 apresentaram valores de matéria seca da parte
aérea (MSPA) semelhantes aos das estirpes de
referéncia CIAT 899 e NGR 234 (Quadro 2). Os
isolados ISO-18, ISO-30 e ISO-32 destacaram-se por
apresentar maiores valores de MSPA do que os isolados
1S0O-2,IS0-9,IS0O-16, ISO-40 e a testemunha absoluta
(TA). Em comparacéo a TA, os isolados ISO-18, ISO-
30 e ISO-32 apresentaram valores aproximadamente
duas vezes superiores.

A avaliagdo da MSPA representa um bom
indicativo do estado nutricional das plantas, sendo
importante para proporcionar a cultura grande
potencial de producao (Xavier et al., 2006; Souza et
al., 2008). Essa caracteristica vem sendo utilizada
na selec¢do de estirpes para composic¢io de inoculantes
(Zilli et al., 2006; Souza et al., 2008). Os resultados
encontrados para a MSPA indicam que a maioria dos
isolados proporcionou crescimento adequado da

Quadro 2. Valores médios da matéria seca da parte aérea (MSPA), da raiz (MRS), do nédulo (MNS), da
relacao (MSPA/MRS), do nitrogénio acumulado na MSPA (Nac) e da eficiéncia da fixacdao do N, dos
diferentes isolados de rizobios inoculados em feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) gen6tipo UFPI-468

Eficiéncia da

Tratamento MSPA MRS MNS MSPA/MRS Nac fi ~ )
ixacdo de N,

glvaso g gl mg/vaso de N %
ISO -2 2,58cde 0,76 a 0,13 cde 3,20 def 28,94 de 89
ISO -9 2,30 de 0,73 a 0,21 bede 3,41 ef 41,11 cde 79
ISO-16 2,00 e 0,65 a 0,06 de 3,06 20,17 e 69
ISO-18 6,57 ab 0,75 a 0,63 abce 9,06 a 227,95 a 226
ISO-21 5,66 abed 0,75 a 0,48 abede 7,49 abede 162,87 abed 195
IS0 -23 5,26 abcde 0,64 a 0,65 ab 8,21 ab 223,86 a 181
1SO-24 4,98 abcde 0,67 a 0,57 abc 7,49 abcde 195,14 a 172
1SO-25 5,91 abc 0,77 a 0,65 ab 7,82 abed 205,16 a 204
1SO -27 3,70 bede 0,83 a 0,51 abed 4,52 bedef 97,21 abcde 127
1SO-30 7,29 a 0,91 a 0,72 ab 8,29 ab 219,04 a 251
IS0 -32 6,61ab 0,80 a 0,58 abc 8,41 ab 205,63 a 229
ISO -35 5,91 abc 0,89 a 0,54 abed 6,82 abcdef 201,48 a 204
1SO -36 5,91 abce 0,76 a 0,66 ab 7,92 abce 177,56 abc 204
IS0O-40 2,81 cde 0,75 a 0,13 cde 3,77 cdef 44,22 bede 97
ISO -43 5,95 abce 0,77 a 0,66 ab 7,75 abed 224,24 a 205
ISO -45 5,97 abc 0,84 a 0,77 a 7,07 abedef 186,69 ab 206
ISO -50 5,25 abede 0,78 a 0,70 ab 6,84 abcdef 170,56 abed 181
CIAT -899 5,15 abede 0,70 a 0,63 abce 7,37 abedef 193,40 a 177
NGR 234 5,87 abc 0,78 a 0,66 ab 7,36 abcdef 147,87 abede 202
TA 2,90 cde 0,83 a 0,00 e 3,47 def 29,95 de 100
CV (%) 22,83 1 8,63 28,45 21,8 30,34

@ Eficiéncia da fixacdo de N, (MSPA trat/peso da testemunha absoluta x 100) (Faria & Franco, 2002). Na coluna, médias (trés
repeticoes) seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
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cultura. Além disso, os valores de MSPA do feijao-
fava reforcam a necessidade de estudos com esses
isolados em vasos com solo e campo visando a futuras
indicagbes para essa cultura.

Nao foram observadas diferengas significativas,
entre os tratamentos, para a matéria seca das raizes
(MSR) (Quadro 2), sugerindo que os isolados néo
exerceram influéncia sobre o crescimento radicular
do feijao-fava.

Houve grande variac¢ao nos valores de matéria dos
nédulos secos (MSN) (Quadro 2), evidenciando que
entre os isolados estudados existem grandes diferencas
para a capacidade de formar nédulos no feijido-fava.
Esses resultados discordam dos obtidos por Nogueira
(2005) em feijao-comum, que observou pequena
variacio para a matéria seca dos nodulos entre rizébios.
Nesse caso, a pequena variacio é explicada pelos longos
estudos sobre avaliacdo de estirpes em feijdo- comum.
Para feijdo-fava, os resultados mostram a necessidade
de intensificar os estudos com isolados para a cultura.

Os maiores valores para a MSN foram observados
nos isolados ISO-18, ISO-21, ISO-23, ISO-24, ISO-25,
1S0-27, ISO-30, ISO-32, ISO-35, ISO-36, ISO-43, ISO-
45 e ISO-50 e nas estirpes de referéncia (Quadro 2).
Os menores valores para a MSN foram observados
nos isolados ISO-2, ISO-16 e ISO-40. Na TA néo foram
encontrados nédulos, indicando que nao houve
contaminagio do experimento.

O nliimero e a massa dos ndédulos sdo indicativos
de nodulagao (Ferreira & Castro, 1995; Aratjo et al.,
2007). Entretanto, a massa dos nédulos é mais ttil
na avaliacdo da nodulacdo, em virtude da melhor
correlacdo com o desempenho simbidtico (Débereiner,
1966; Bohrer & Hungria, 1998; Hungria & Bohrer,
2000). Nesse sentido, os isolados ISO-23, ISO-25, ISO-
30, ISO-36, IS0O-43, ISO-45 e ISO-50 mostraram
melhor desempenho simbidtico com o feijao-fava.

O baixo valor de MSN dos tratamentos com os
1solados ISO-2, ISO-16 e ISO-40 pode ter ocorrido
devido a baixa interagdo entre os isolados e o genétipo
do feijao-fava utilizado. Moreira & Siqueira (2006)
reportam que a formacéo dos nédulos depende dos
genotipos das plantas e das estirpes ou isolados
envolvidos nessa interacdo, além dos fatores
ambientais.

As plantas de feijdo-fava inoculadas com os isolados
IS0O-18,1S0-21, ISO-23, ISO-24, ISO-25, ISO-30, ISO-
32, IS0-35, 1S0-36, 1S0-43, 1S0O-45 e 1SO-50
mostraram maior relacaio MSPA/MSR do que os
valores observados para os isolados ISO-2, ISO-9, ISO-
16, ISO-27 e ISO-40 (Quadro 2). Ademais, aqueles
isolados apresentaram valores semelhantes aos das
estirpes de referéncia. Os isolados ISO-18, ISO-23,
ISO-30 e ISO-32 apresentaram valores de MSPA/MSR
aproximadamente 2,5 superiores ao obtido na
testemunha.

Osisolados ISO-18,1S0-23, 1S0-24, ISO-25, ISO-
30, ISO-32, ISO-35 ¢ ISO-43 e as estirpes de referéncia

CIAT 899 e NGR 234 proporcionaram maior acumulo
de N (Nac) nas plantas (Quadro 2), com valores
superiores a 190 mg/vaso de N. Esse aumento no Nac
foi em torno de sete vezes superior ao valor obtido pela
testemunha. Por sua vez, os isolados ISO-2, ISO-9,
ISO-16 e ISO-40 proporcionaram o menor acimulo de
N para as plantas, com valores inferiores a 45 mg/
vaso de N.

Os resultados observados para o Nac indicam que
os isolados ISO-18, ISO-23, IS0-24, ISO-25, ISO-30,
ISO-32,1S0-35 e ISO-43 apresentaram satisfatoria
capacidade de fixagdo de Ny, uma vez que ndo houve
fertilizagdo nitrogenada para a planta. Além disso,
como os valores de Nac nos tratamentos com esses
isolados foram superiores ao observado na testemunha
absoluta, considera-se que a maior propor¢io de N
encontrada nas plantas foi proveniente da fixacao
biolégica do N e de pequena parte da reserva da
semente (Fernandes et al., 2003). Esses mesmos
isolados proporcionaram maior acamulo de MSPA e
MNS, o que indica correlacdo positiva entre essas
variaveis (Quadro 3).

Correlagoes positivas e significativas entre a massa
nodular e a quantidade de N, fixado biologicamente
foram relatadas também por Dobereiner et al. (1966),
Santos (1987), Bohrer & Hungria (1998) e Fernandes
& Fernandes (2000) e indicam a importancia da massa
dos nédulos na eficiéncia da fixacdo de Ny em
leguminosas.

Quadro 3. Matriz de correlagcido entre a matéria seca
da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR), do né6dulo
(MSN), da relacao (MSPA/MSR), do nitrogénio
acumulado na MSPA (Nac) e da eficiéncia de
fixacao do nitrogénio, avaliados nos isolados de
rizobios inoculados em feijao-fava (Phaseolus
lunatus L.), gen6tipo UFPI-468

MSR MSN MSPA/MSR NAc Eficiénciada
fixagao de N»

MSPA 0,3544 0,8891* 0,9504 0,9369* 0,9999*
MSR 0,1944 0,0635 0,1255 0,3550
MSN 0,8875%  0,9133* 0,8886*
MSPA/MSR 0,9614* 0,9501*
NAC 0,9369*
*: significativo a 5 %.

CONCLUSAO

Os isolados estudados apresentam capacidade e
eficiéncia na nodulacio e na fixacdo de Ny em feijdo-
fava, porém estudos devem ser conduzidos para avaliar
a capacidade de fixa¢do de Ny, em condic¢bes de vasos
com solos e de campo, a fim de se comprovar o seu
potencial para uso na composi¢cdao de inoculantes
microbianos para indicag¢do na cultura estudada.
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