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RESUMO

O feijao é produto de grande importancia econémica e nutricional, € ao mesmo
tempo uma cultura capaz de promover uma melhoria na fertilidade do solo através
da fixacdo biolégica do nitrogénio, utilizando-se praticas como a rotacdo de
culturas e adubacdo verde. Para alcancar melhores resultados a partir destas
praticas agricolas faz-se necessario esclarecer algumas relagdes entre rizobios e
plantas, relativas a fixacdo simbiotica do nitrogénio atmosférico, além de buscar
estirpes de bactérias que apresentem resultados mais promissores. A presente
monografia é o resultado de uma pesquisa desenvolvida durante o ano de 2013
que pretendeu estudar a relacdo entre o numero de nédulos em raizes de
Phaseolus vulgaris L. (feijjoeiro comum), o peso seco das plantas e a
concentragcdo de células de rizobios inoculado no substrato, comparando o efeito
da inoculacdo de diferentes isolados de rizébios. Para tanto, conduziu-se um
experimento em casa de vegetacdo, com 10 isolados oriundos do Vale do Taquari
em trés diferentes densidades de células, no qual o nimero de ndodulos nas
raizes, 0 peso seco da parte aérea e 0 peso seco das raizes foram avaliados.
Apenas em dois tratamentos do isolado RS11 houve diferenga significativa no
nimero de ndédulos por planta entre as concentragdes 10° e 107. Nos
tratamentos com o isolado L30 houve diferenca significativa no peso seco das
partes aéreas em uma das trés concentragfes testadas e nos tratamentos com o
isolado RS11 entre duas das trés concentracOes testadas. Na comparacdo entre
os diferentes isolados ndo houve diferenca significativa no nimero de nodulos por
planta, e nos tratamentos com E15 e L5 n&o houve nodulacdo. O peso seco das
raizes ndo apresentou diferenca significativa, e os valores de peso seco das
partes aéreas apontaram que os tratamentos M3 e VC28 apresentaram valores
significativamente maiores que de todos os controles utilizados. Analisando-se 0s
dados foi possivel concluir que o numero de células de rizoébios inoculadas no
substrato ndo interfere na nodulacdo de raizes. Os isolados M3 e VC28
apresentaram-se como potenciais na fixacdo biolégica de nitrogénio na cultura de

feijao-comum.

PALAVRAS-CHAVE: Estirpes. Feijao. Nodulacdo. Rizébios. Vale do Taquari.
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1 INTRODUCAO

A popularizacdo da tecnologia da adubacédo quimica melhorou a producéo
agricola, mas por ser dependente de combustiveis fosseis, esta pratica também
tornou instdvel o custo da agricultura (GLIESSMAN, 2006) e contribuiu para a
contaminagdo dos recursos hidricos, j& que uma parcela dos fertilizantes se perde
carregado pela agua da chuva (ALCARDE; GUIDOLIN; LOPES, 1998), podendo
causar um aumento na proliferacdo de algas (CONWAY, 2003; GLIESSMAN, 2006).
Uma maior diversidade de tecnologias para a producdo agricola é necessaria visto
que existem particularidades que podem impedir uma padroniza¢do das técnicas de
producdo (FERNANDES; FERNANDES; HUNGRIA, 2003). Caracteristicas pontuais
como o tipo de produto cultivado, variedade, clima, solo, recursos financeiros,
mercado e area disponivel para cultivo, exigem uma diversificacdo das técnicas de
cultivos (ALTIERI, 1995), ndo sendo cabivel a padronizacdo proposta pelos pacotes
agricolas apresentados a partir da década de 1970 (CONWAY, 2003).

Uma das tecnologias que pode contribuir para o melhor aproveitamento do
nitrogénio pelas plantas é a inoculacéo de rizobios (DWIVEDI; SINGH, 2004). Estes
micro-organismos que interagem com plantas leguminosas, fixando nitrogénio
atmosférico e disponibilizando este nutriente para as plantas (CARDOSO; GALLI,
1975). A microbiota do solo varia de um local para o outro, e boa parte das espécies
e variedades ainda nédo foi testada, nem mesmo descrita, podendo apresentar
grande potencial biotecnolégico (BOREM; SANTOS, 2004; RODRIGUES, 2013).
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A producdo e utilizacdo de inoculantes voltados a fixagdo bioldgica do
nitrogénio atualmente também segue certa padronizacdo (BRASIL, 2011), j& que
ainda existem poucas estirpes comerciais que muitas vezes ndo sdo adequadas a
peculiaridades regionais (FERNANDES; FERNANDES; HUNGRIA, 2003). Por esta
raz80 Sao0 necessarios mais estudos para o desenvolvimento de inoculantes
adequados a cada local. A proposta deste trabalho foi avaliar a relagcdo entre a
guantidade de células de rizobios inoculadas em plantulas de feijoeiros e o numero
de nddulos formados nas raizes, e se o numero de nédulos e acumulo de biomassa

na parte aérea e raizes sédo afetados pelos diferentes isolados testados.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Fixacao bioldgica do nitrogénio e infeccao da planta

A atmosfera terrestre compde-se de aproximadamente 79% de gas nitrogénio
(N2), que por ser uma molécula muito estavel, ndo esta disponivel a maioria dos
organismos, como as plantas. Além disso, motivados por fatores climaticos,
geoldgicos e bioldgicos, os solos tropicais sao tipicamente pobres em nitrogénio
(CARDOSO; GALLI, 1975). O ciclo natural do nitrogénio na Terra tem a totalidade,
ou ao menos a maioria das transformacdes, como fixagcdo de gas nitrogénio,
liberacdo em forma combinada, oxidacdo de amdnia em nitrato, reducao de nitrato a
nitrito, sintese de compostos amoniacais e nitratos, que podem ser aproveitados por
plantas ou transformados novamente em nitrogénio livre, dependentes da acédo de
micro-organismos (LIMA, 1975; CARDOSO; GALLI, 1975). Porém, segundo Boyer
(1985), uma pequena parcela do aporte de nitrogénio da atmosfera no solo também
pode se dar através da chuva, na forma de amoénia (NH3).

Cardoso e Galli (1975) citam dois tipos de fixacdo biolégica de nitrogénio
(FBN): a fixagdo simbiotica, em que o micro-organismo depende de subprodutos da
planta; e a fixacdo assimbiotica, em que o micro-organismo tem vida livre. Na FBN
por micro-organismos de vida livre, o mecanismo de absor¢do do nitrogénio pela
planta ainda ndo estd bem elucidado, ndo se tendo a certeza se 0 nitrogénio
aproveitado pelas plantas € o excesso do metabolismo dos micro-organismos
depositado no solo ou se € apenas o0 residuo restante ap0s a sua morte e
mineralizacao (BALDANI et al., 2002).

Segundo Patricio (1984) a FBN pelas leguminosas se da pela interacdo entre
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0 micro-organismo fixador e a planta formando nodulos na raiz, e este processo esta
estreitamente ligado a fertilidade do solo. Para Yuan et al. (2011), a producédo de
substancias promotoras de crescimento de plantas, como o acido indol acético (AlA),
estd estreitamente ligada a técnica de fertilizacdo utilizada, e a utilizacdo de
adubacao quimica reduz a quantidade de AIA em comparacdo com a adubacéo
organica ou com a adubacéo de liberacao controlada.

Algumas estirpes com potencial fixador ja reconhecido atualmente ndo sao
cultivadas, apontando a necessidade de investimentos em pesquisa nessa area
(BALDANI et al. 2002),. Um exemplo € o trabalho de Rodrigues (2011), que avaliou a
diversidade de micro-organismos do solo da Mata Atlantica através de ferramentas
metagendmicas, que ndo atingiu a estabilizacdo nas curvas de rarefacdo para
espécies, e concluiu também que muitos genes de solos de diversos biomas
brasileiros apresentam alto potencial biotecnolégico. Outros pontos importantes
como a selecdo de genoétipos mais promissores, interacdo com plantas e microflora
nativa, ainda necessitam de estudos mais aprofundados (BALDANI et al., 2002).

De acordo com Cardoso e Galli (1975) a nodulacdo nas leguminosas ocorre
predominantemente apés a infeccdo dos pélos absorventes das raizes que tém sua
extremidade encurvada infectada pela bactéria. Esse enrolamento € atribuido a
hormoénios vegetais, como o0 AIlA, sintetizados pelos micro-organismos, ainda no
solo, a partir da oxidacao do triptofano liberado pela planta. Acredita-se que enzimas
auxiliam no rompimento das fibras vegetais, facilitando a infeccdo e formando
finalmente os nédulos.

A ecologia dos rizobios € complexa, e a infec¢do da planta pode depender de
simbiose com outros micro-organismos (CARDOSO; GALLI, 1975) ou ainda ser
afetada negativamente por outros grupos presentes no solo (CARDOSO; GALLI,
1975; FERNANDES; FERNANDES; HUNGRIA, 2003). Esta é uma das razdes pelas
quais estirpes de rizobios indicadas para uma regido ndo necessariamente se
adaptarem a outras (FERNANDES; FERNANDES; HUNGRIA, 2003).

2.2 Tecnologia de inoculantes agricolas

Uma forma de aumentar o aproveitamento dos fertilizantes, e assim melhorar
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0 custo-beneficio da adubacdo é o enriquecimento da flora de micro-organismos
fixadores de nitrogénio do solo (PELEGRIN, 2009). Essa prética tem a vantagem
adicional de reduzir a eutrofizacdo de recursos hidricos localizados proximos as
lavouras, uma vez que a perda de adubo por lixiviagdo sera reduzida. Esse aumento
na retencdo de nitrogénio nas plantas permite uma reducdo na distribuicdo de
adubos mantendo a mesma produtividade, tendo em vista que a transformacéo dos
nitrogenados em gas nitrogénio sera reduzida.

Segundo Fernandes, Fernandes e Hungria (2003), estirpes de rizobios
aléctones, indicadas para uma regido podem nao se adaptar as condi¢cdes de solo,
clima e populacdo de rizébios nativos, porém diversos levantamentos em Varios
biomas tém demonstrado que micro-organismos autoctones possuem potencial para
fixacdo do nitrogénio e/ou outras aplicacdes biotecnoldgicas Uteis as plantas, como
solubilizacdo de minerais, producdo de antibioticos, (ALCANTARA, 2010;
CARDOSO; HUNGRIA; ANDRADE, 2012; SOARES et al., 2006; MARRA et al.,
2012).

A indicacdo das estirpes recomendadas para a producao de inoculantes no
Brasil € o resultado de uma reunido da Rede de Laboratérios para a Recomendacéo,
Padronizacao e Difusdo de Tecnologia Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola
(RELARE), e o controle da qualidade é regulado pela Instrucdo Normativa n° 13 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e prevé uma validade de
seis meses e também um nimero minimo de 10° UFC/g ou mL de inoculante até o
prazo final da validade (BRASIL, 2011) de modo que o numero de UFC/semente
fique em torno de 6,0 x10° (FERNANDES JUNIOR, 2006). Herridge, Gemell e
Hartley (2002) criticam a auséncia de controle sobre a producéo de inoculantes em
alguns paises e apontam que paises como a Franca, Canada e Australia possuem
programas de regulacdo semelhantes, porém no Canada o numero de UFC/mL ou g
varia entre 10° e 10°, dependendo do tamanho da semente para o qual o inoculante
€ recomendado, e explicam que a qualidade do inoculante esta relacionada ao

numero de UFC/mL ou g presente no produto.
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3 TEMAS

Relac&o entre o nimero de nédulos em raizes de feijoeiro, peso seco das plantas e
a concentracdo de células de rizébio inoculado no substrato;
Comparacdo do efeito da inoculacdo de diferentes isolados de rizobios sobre a

nodulacao em raizes de feijoeiros e sobre 0 peso seco das plantas.

4 PROBLEMAS

A importancia da exigéncia de um numero minimo de células na producéo de
inoculantes agricolas é questionada, e ha controvérsias sobre o efeito do nimero de
células sobre a nodulacéo em raizes e sobre a producéo de feijoeiros.

Rizobios autdctones podem ser mais eficientes que as estirpes
recomendadas para a producao de inoculantes.

5 JUSTIFICATIVA

A utilizacdo da tecnologia da inoculacéo de bactérias simbiontes fixadoras de
nitrogénio pode aumentar a producdo agricola com reducdo de custos da producao
agricola, e ainda reduzir os impactos ambientais. O potencial de fertilizacdo dos
adubos podera ser aumentado se os mesmos forem melhores assimilados pelas
plantas, o que ocorre na simbiose entre plantas e rizébios, reduzindo o gasto com
fertilizantes e sendo uma alternativa prevista na producdo organica. Variedades
comerciais de rizobios ja sdo bastante utilizadas em algumas culturas, porém a sua
eficacia depende de diversos fatores que podem variar de acordo com o local. Por
esse motivo sdo importantes estudos que levem em conta a regido onde essas
culturas sao plantadas.

E importante o estudo da interacdo entre rizobios e plantas para o aumento

da producao de alimentos, reducao o impacto ambiental e aumento da rentabilidade
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aos produtores, bem como a buscar mais dados da influéncia de rizobios sobre

indicadores da fixacao de nitrogénio. Por isso o presente trabalho visou testar cepas

de rizébios isoladas de solos da regido do Vale do Taquari no aumento da nodulacéo

das raizes e biomassa das partes aéreas e raizes de feijoeiros de variedade

atualmente cultivada na regiao.

6 OBJETIVOS

6.1 Objetivos gerais

Buscar relacdo entre a quantidade de células inoculadas nas plantulas, o
namero de nédulos em raizes de feijoeiro, a producdo de massa seca da
parte aérea e das raizes.

Identificar os efeitos de diferentes isolados sobre a nodulag¢éo, producédo de

massa seca da parte aérea e das raizes de feijoeiros.

6.2 Objetivos especificos

Reproduzir estirpes de rizobios;

Cultivar  feijoeiros em substrato esterilizado contendo diferentes
concentracdes de rizébios inoculados;

Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de células de rizébio inoculadas
em substrato sobre a nodulacdo das raizes, peso seco das partes aéreas e
das raizes de feijoeiros;

Avaliar o desempenho de diferentes isolados de rizébios sobre a nodulagéo

das raizes, peso seco das partes aéreas e das raizes de feijoeiros.
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7 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O experimento, com finalidade explicativa e abordagem quantitativa foi
realizado no Centro Universitario UNIVATES e foi constituido de duas etapas

descritas a sequir:
7.1 Cultivo dos isolados

Os isolados de rizobios E15, L5, L15, L17, L30, M3, RS10, RS11, VC3 e
VC28, oriundos do Vale do Taquari, e ja testados quanto a germinacéo em feijoeiros,
solubilizacéo de fosfatos, producédo de compostos inddlicos e sider6foros (BASSANI;
GRANADA; SPEROTTO; 2012) além da estirpe de Rhizobium tropici Semia4077,
recomendada para o cultivo de feijdo no Rio Grande do Sul (BALLARDIN et al.,
2000; BRASIL, 2011), foram cultivados em tubos contendo 10 mL de meio de cultura
liguido Levedura-Manitol (CLM) (VICENT, 1970) por 72h a 25° C £ 2° C. Esse cultivo
foi utilizado para a contagem das unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC/mL) e também para inoculacdo em substrato contendo plantulas de feijao
utilizando diferentes concentracdes. Para contagem das unidades formadoras de
colénia por mililitro (UFC/mL) foram realizadas até oito diluigbes decimais com
diluente 4gua-peptona 0,1% partindo da concentracao 10° e espalhamento de 100uL

das diluicées 107 até 10® em superficie de placas de Petri de 90 mm contendo meio
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sélido Levedura-Manitol (ALM), com posterior incubacdo por 72h a 25° C + 2° C.
Apés a incubacdo as colbnias foram contadas e duas placas de cada cultura
contendo entre 30 e 300 UFC foram selecionadas para o calculo do resultado,

utilizando-se a férmula:

N=YC/(n1+0,1n2)xd

Onde:

N= média ponderada de UFC/ml na concentrag&o 10°;

> C = somatério das UFC nas duas diluicbes selecionadas;
nl= numero de placas na primeira diluicéo;

n2= numero de placas na segunda dilui¢ao;

d= fator de diluicdo correspondente a menor diluicdo selecionada

Os resultados das contagens sédo apresentados na Tabela 1.

7.2 Cultivo dos feijoeiros com diferentes tratamentos

Sementes de feijdo (P. vulgaris) grupo preto, cultivar IPR-Tuiuiu foram
superficialmente desinfetadas deixando-as em imersdo em solucdo de agua
purificada por osmose reversa e 0,1% polissorbato 80 por 20 minutos, enxaguando-
as em agua de abastecimento corrente por 10 minutos, colocando-as de molho em
solucédo de agua sanitaria comercial 30% a base de hipoclorito de sddio (2,5% de
cloro ativo) adicionado de 0,5% de  fungicida Captana (N-
(trichloromethylthio)cyclorex-4ene-1,2-dicarboximide 500g/kg) por 30 minutos, e em
alcool 70% por 30 segundos e enxaguando-as cinco vezes em agua esteril.

Imediatamente ap0s o0 processo de desinfeccdo, as sementes foram
distribuidas em placas de Petri estéreis contendo papel filtro e agua, e colocadas
para germinar em camara de germinacdo a 25° C + 2° C, com fotoperiodo de 16
horas durante quatro dias e com reposi¢cao de agua estéril guando necessario.

ApoOs quatro dias as plantulas foram transplantadas para os vasos de Leonard
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modificados (SANTOS et al., 2009), contendo na parte superior 1 L de substrato
composto de areia fina lavada e vermiculita expandida fina na proporcdo 3:1, e
solucéo nutritiva Sarruge (25% diluida) na base do vaso.

Os tratamentos utilizados foram os isolados E15, L5, L15, L17, L30, M3,
RS10, RS11, VC3 e VC28, nas concentracdes 10° (sem diluicdo), 10> e 107,
diluidas com o CLM, adicionadas na forma liquida (1 mL) em plantulas de P. vulgaris
ja inseridas nos vasos. Trés controles foram testados: um controle negativo (plantas
em substrato estéril); um controle positivo para presenca de nitrogénio (plantas em
substrato estéril com solu¢ao nutritiva para plantas completa (0,08 mg/L de NH;NO3)
a 25% (concentracao final 0,02 mg/L NH4NO3); e um controle positivo composto por
plantulas em substrato contendo 1mL da estirpe SEMIA 4077, na diluicdo 10°. As
solucdes nutritivas foram repostas uma dose de 500 mL a cada 5 dias, totalizando
100 mg por tratamento ao término do experimento. Para garantir que o minimo de
6,0 x10° UFC fosse fornecida por semente (FERNANDES JUNIOR, 2006). Todos 0s
tratamentos e os controles foram testados em cinco repeticbes concomitantes para

uma maior garantia de viabilidade do teste.

7.3 Contagem dos nédulos e pesagem da parte aérea e das raizes

As partes aéreas de cada planta foram separadas das raizes com um corte ao
nivel do substrato, acondicionadas em sacos de papel e secos em estufa com
ventilacdo forcada e temperatura entre 65° C e 70° C, até a estabilizacdo do peso
seco em balanca analitica. As raizes foram cuidadosamente lavadas a fim de
eliminar a areia e a vermiculita sem perder os nodulos. As raizes foram
acondicionadas em sacos plasticos para o transporte e posterior contagem dos
nodulos, seguido de acondicionamento em sacos de papel para secagem em estufa
com ventilacdo forcada a 65° C e 70° C para a obtencao do peso seco em balanca

analitica.

7.4 Analise dos resultados
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Os dados foram analisados utilizando-se One-Way ANOVA, e as médias
foram comparadas através do Teste de Tukey (P< 0.05) utilizando-se o software IBM
SPSS Statistics 21 (SPSS Inc., USA). O Teste de Levene (para testar a
homogeneidade da variancia) foi realizado antes da ANOVA.

Os valores dos testes de cada isolado foram comparados entre as diferentes
concentracdes (10° 10° e 107) para avaliacdo da influéncia do nimero de células
sobre as diferentes variaveis. Os dados das trés variaveis de todos os tratamentos

nas diluicdes 10° foram comparados para avaliar o desempenho de cada isolado.
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8 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados obtidos indicam que no teste com diferentes concentracfes de
células microbianas adicionadas ao substrato (Figural), apenas os tratamentos
contendo o isolado RS11 apresentaram diferenca significativa (p<0,05), no numero
de nédulos por planta entre as diluicdes10™ e 107, sendo que na diluicdo 10 a
média no nimero de nddulos foi aproximadamente o dobro da diluicdo 107.Nos
demais tratamentos a diferenca néo foi significativa. Segundo Cardoso e Galli
(1975), um numero muito baixo de células € ainda capaz de causar uma grande
nodulacao, pois a infeccao da raiz por rizébios pode ocorrer por apenas um ponto de
infeccdo, chegando até o xilema, espalhando-se e permitindo a producéo de nddulos
em outras regides das raizes. Isso explica o motivo de ocorrer uma nodulacéo
estatisticamente igual entre as plantas inoculadas com 2,5 X 10%u com 2,5 X 10,
como foi 0 caso do tratamento com as concentracées 107 e 10° do tratamento VC28
(Tabela 1).

Neste mesmo isolado (RS11) foram encontradas diferencas semelhantes com
0 peso seco da parte aérea (Figura 2). Nos tratamentos com o isolado L30 também
houve diferenca significativa no peso da parte aérea, porém com a concentragdo de
células 10° o valor foi menor que nas diluicées 10° e 10~

Em relacdo a massa seca das raizes, houve diferenca apenas nos
tratamentos com o isolado M3 e VC28. De forma geral os isolados apresentaram o

mesmo numero de nodulos e peso seco de parte aérea e raiz, independente do
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namero de células inoculadas, ndo sendo possivel relacionar, na grande maioria dos
casos, o numero de células com as trés caracteristicas analisadas. Esses dados se
contrapfem aos apresentados por Hiltbold, Thurlow e Skipper (1980), que néo
obtiveram nodulacées em concentracdes de células menores que 10 UFC/semente.

No trabalho apresentado aqui, obteve-se nodulag&o inclusive no tratamento
com o isolado VC28 diluicdo 107 (Figura 1) inoculado com 2,5 x 10° UFC/semente
(Tabela 1), o menor numero de células entre todos os tratamentos. Lembrando que o
experimento citado foi realizado a campo e testando a nodulacdo em soja (Glycine
max L.) uma possivel explicacdo seria que outras variaveis, como por exemplo,
competicdo com outros micro-organismos, ou mesmo nutrientes do solo, poderiam
estar agindo sobre o experimento, ou ainda, que o desempenho de uma espécie em
relacdo aos simbiontes seja diferente do de outra espécie.

Silva et al. (2012), observaram, em feijdo cowpea (Vigna unguiculata (L.)
Walp.), aumento da nodulagdo e aumento na FBN a medida que a taxa de
inoculante foi aumentada. Os mesmos autores relataram um aumento na nodulagéo
e FBN guando a taxa de inoculante foi superior ao numero de células de rizébios
nativos, o que mostra uma possibilidade de contornar a competicdo através da
inoculagédo de um nimero maior de células inoculadas.

Araljo et al. (2007) testaram a quantidade de células por semente
recomendada e o dobro da quantidade recomendada a partir de um inoculante
contendo as estirpes de Rhizobium tropici SEMIA4077 e SEMIA4080 sobre o
namero de nédulos, peso dos nédulos, peso seco da parte aérea, N fixado no
estadio R6, comprimento da vagem, numero de grao por vagem, numero de vagens
por planta, produtividade (Kg/Ha) e N fixado no grdo (Kg/Ha) em plantas de feijao-
comum. Nenhum dos parametros apresentou diferenca significativa entre os dois
tratamentos testados.

Thies, Singleton e Bohlool (1991) expdem que o numero de rizobios nativos &
inversamente proporcional ao sucesso da simbiose entre as plantas e o inoculante.
Portanto ndo é possivel concluir que um grande namero de células inoculadas seja
desnecessario, ja que as condi¢cOes naturais sao diferentes das condicbes na casa
de vegetagdo. Logo, conclui-se que ndo é o numero de células adicionadas a

semente que determina diretamente a eficiéncia simbidtica, mas outros fatores,
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como por exemplo, a compatibilidade com o hospedeiro e a competicdo com a flora
nativa, e que um maior numero de células adicionadas as sementes pode gerar uma
vantagem competitiva perante os microrganismos nativos.

Quando os tratamentos contendo diferentes isolados e controles foram
comparados, na concentracdo 10° (sem diluic&o), aqueles que continham os isolados
E15 e L5 ndo apresentaram nodulagédo (Tabela 2). Nos demais, a diferenca no
namero de nddulos por planta ndo apresentou diferenca significativa, com valores
brutos entre 35 e 203 ndédulos.

Os valores de peso seco das partes aéreas apontaram que os tratamentos
inoculados com os isolados M3, e VC28, apresentaram valores significativamente
maiores que todos os controles utilizados (Tabela 2). O tratamento com o isolado
L15 também obteve resultado superior ao tratamento controle nitrogenado. Na
avaliagdo do peso seco das raizes néo foi encontrada diferenga significativa entre os
tratamentos.

Cardoso, Hungria e Andrade (2012), testando a fixacdo de nitrogénio em
feijoeiros por diferentes isolados, encontraram resultados para a quantidade de N
nas plantas infectadas estatisticamente semelhantes aos niveis de N nas plantas
com tratamento nitrogenado, mas o peso seco das plantas inoculadas se manteve
sempre abaixo do peso das plantas do tratamento nitrogenado. Gongalves, Manduca
e Mercante (2008) também encontraram isolados promissores para a producdo de
inoculantes para feijoeiros, superando a estirpe recomendada SEMIA4077 na
nodulacdo, peso seco da parte aérea e taxa de nitrogénio fixada na parte aérea, com
caracteristicas desejaveis, como tolerancia a altas temperaturas.

Outros trabalhos apontam para a possibilidade de agregar outras qualidades
como promover a germinacdo e crescimento de ndo leguminosas (BASSANI;
GRANADA; SPEROTTO; 2012; KOZUSNY-ANDREANI; ANDREANI JUNIOR;
COELHO, 2012), possibilitando um melhor resultado na rotacdo de culturas e
adubacao verde com fabaceas.

Os isolados M3 e VC28 possuem um potencial para a promocdo de
crescimento de feijdes, assemelhando-se ou até mesmo superando as estirpes

recomendadas, e adubos quimicos.
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Figura 1: Numero de nodulos nas raizes de Phaseolus vulgaris inoculados com trés diferentes concentracdes de células de
isolados bacterianos (10°, 10®° e 107). Os valores sdo a média de pelo menos trés amostras + erro padrdo. Valores de média
acompanhados de diferentes letras sao estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05). As analises estatisticas referem-

se as trés concentracdes de células de um mesmo isolado.
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Figura 2: Peso seco (g) de partes aéreas de Phaseolus vulgaris inoculados com trés diferentes concentracdes de células de
isolados bacterianos (10°, 10® e 107). Os valores sdo a média de pelo menos trés amostras + erro padrdo. Valores de média
acompanhados de diferentes letras sao estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05). As analises estatisticas referem-
se as trés concentracdes de células de um mesmo isolado.
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Tabela 1: Numero de unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/mL) da cultura de diferentes isolados cultivados em tubos

con7tendo 10 mL de meio de cultura liquido Levedura-Manitol apds incubacdo por 72h a 25° C + 2° C (10°), e nas diluicdes 10° e
107,

ng‘;'?a E15 L5 L15 L17 130 M3 RS10 RS11 VC3 VC28

Uifo/or)m_ 30X107 97X10° 11x10° 13X10° 19X10° 57x10° 38X10° 1,1X10° 30X10° 15X10° 25X10°

U(Ff(:){g)rl b 30x102 97X10° 11X10' 13X10° 19X10° 57X10° 38X10° 11X10° 30X10° 15X10° 25X 10°

U'(zl%{?'- 30X10° 97X10° 11X102 13X10' 19X10' 57X 100 38X10' 11X10' 30X10° 15X 10" 25X 10°

Tabela 2: Numero de ndédulos nas raizes, peso seco de partes aéreas e peso seco de raizes de Phaseolus vulgaris inoculados
com diferentes isolados bacterianos, sem diluicdo (10°). Os valores s&o a média de pelo menos trés amostras + erro padrao.
Valores de média acompanhados de diferentes letras sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Semia Controle Controle

. . E15 L5 L15 L17 L30 M3 RS10 RS11 VC3 VC28
4077 negativo nitrogenado
NUmero 100,20 121,40 69,40+ 104,60 88,25+ 8800+ 79,20+ 108,67 126,80
de + 3,96 SN SN SN SN +2659 1346 +2491 2531 13,46 10,95 +23,68 +29,66
nodulos a a a a a a a a a
Seiisga 032+ 021+ 0,30 + 026+ 021+ 053+ 050+ 035+ 056+ 038+ 046+ 045+ 0562
0,04 0,03 0,03 0,03 0,02 0,06 0,06 0,04 0,07 0,04 0,05 0,04 0,06
,parte bcde e cde de e ab abc abcde a abcde abcd abcd a
aérea (g)
Peso 065+ 041+ 0,49 + 039+ 030+ 045+ 046+ 0,52 + 1,31+ 0,34+ 067+ 059+ 0,65 +
seco da 0,07 0,05 0,19 0,05 0,08 0,05 0,05 0,06 0,15 0,04 0,07 0,05 0,07

raiz (g) a a a a a a a a a a a a a
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9 CONCLUSOES

Analisando o conjunto de dados das diluicBes utilizadas foi possivel concluir
que o numero de células de rizébios inoculadas no substrato ndo interfere na
nodulacao.

Os experimentos de comparacao entre os diferentes isolados mostraram que,
com excecdo dos isolados E15 e L5, que ndo nodularam na concentracdo 10° a
capacidade de nodulacdo dos oito demais isolados testados foi semelhante a estirpe
de Rhizobium tropici Semia4077, recomendada para o cultivo de P. vulgaris no Rio
Grande do Sul (BALLARDIN et al., 2000; BRASIL, 2011).

Os isolados M3 e VC 28 superaram todos os controles utilizados na promocao
do crescimento, medida através do peso seco da parte aérea, € uma superou o
controle nitrogenado, mostrando-se semelhante a estirpe recomendada para o

cultivo, apontando os mesmos como potenciais para a producao de inoculantes.
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