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RESUMO

Costa Neto, Vicente Paulo. Mestrando em Agronomia (Producdo Vegetal).
Universidade Federal do Piaui. Fevereiro/2016. Nodulacéo e fixacdo biologica de
nitrogénio em feijdo-fava inoculado com rizébios isolados de solos da
microrregido do Meédio Parnaiba Piauiense. Profa. Dra. Artenisa Cerqueira
Rodrigues (Orientadora).

A indisponibilidade de nitrogénio no solo representa um fator limitante a producao das
culturas. Em leguminosas agronomicamente importantes, como o feijdo-fava, esta
limitagdo pode ser contornada com a associacdo simbittica destas plantas com
rizobios que fixam e convertem o nitrogénio atmosférico em formas assimilaveis.
Diante do exposto, objetivou-se avaliar a efetividade da inoculacdo de sementes de
feijdo-fava variedade Boca de Moga e Branca com rizébios isolados de solos da
microrregido do Médio Parnaiba Piauiense. O experimento foi conduzido em
condicbes de casa de vegetacdo com delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 9 x 2 x 3 + 2, com trés repeticbes. No geral, a inoculacéo do feijao-
fava com os rizébios ISOL-19, ISOL-32, ISOL-35 ou ISOL-50 induziram incrementos
significativos nas variaveis analisadas. Foram observados incrementos na taxa de
crescimento absoluto das plantas de feijao-fava var. Boca de Moca e Branca quando
inoculadas com o rizébio ISOL-32 e ISOL-50, respectivamente. Para a eficiéncia da
fixacdo de nitrogénio, observou-se que este parametro foi superior no florescimento
para ambas as variedades estudadas, principalmente quando as plantas foram
inoculadas com os rizobios ISOL-50 ou ISOL-18. As duas variedades de feijao-fava
apresentaram elevados valores de eficiéncia da fixacdo de nitrogénio quando
inoculadas com o rizébio ISOL-50 no enchimento de vagens. Conclui-se que a
simbiose entre o rizébio ISOL-32 ou ISOL-50 e o feijao-fava variedade Boca de moca
resulta em maior eficiéncia na nodulacdo e na fixagdo biologica do nitrogénio. Os
resultados mostrados aqui sdo promissores e ressaltam os isolados de rizébio ISOL-
18, ISOL-32 e ISOL-50 como possiveis inoculantes a serem utilizados em feijao-fava
nas condicdes do estado do Piaui.

Palavras-chave: Phaseolus lunatus L., simbiose, bactérias diazotréficas.
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ABSTRACT

Costa Neto, Vicente Paulo. Master Student in Agronomy (Plant Production). Federal
University of Piaui. February/2016. Nodulation and biological nitrogen fixation in
lima bean inoculated with rhizobia isolated from soils of the micro region of the

Middle Parnaiba Piauiense. Prof. PhD. Artenisa Cerqueira Rodrigues (Advisor).

The unavailability of nitrogen in the soil represents a limiting factor to crop production.
In agriculturally important legumes, such as lima bean, this limitation can be overcome
with the symbiotic association of these plants with rhizobia that fix and convert
atmospheric nitrogen into assimilable forms. Given the above, it was aimed to evaluate
the effectiveness of seed inoculation of lima bean variety Boca de Moca and Branca
with rhizobia isolated from soils of the micro region of Middle Parnaiba Piauiense. The
experiment was conducted under greenhouse conditions with randomized design with
factorial scheme 9 x 2 x 3 + 2, with three replications. Overall, the inoculation of the
lima bean with rhizobia ISOL-19, ISOL-32, ISOL-35 or ISOL-50 induced significant
increases in the variables analyzed. It was observed significant increases in the
absolute growth rate of the lima bean plants var. Boca de Moca and Branca when
inoculated with the rhizobia ISOL-32 and ISOL-50, respectively. To nitrogen fixation
efficiency, it was observed that this parameter was higher in flowering for both varieties
studied, especially when the plants were inoculated with the rhizobia ISOL-50 or ISOL-
18. The two varieties of lima bean displayed high levels of nitrogen fixation efficiency
when inoculated with rhizobia ISOL-50 in pod filling. We conclude that the symbiosis
between the rhizobia ISOL-32 or ISOL-50 and lima bean variety Boca de Moca result
in higher efficiency in nodulation and in biological nitrogen fixation. The results shown
here are promising and highlight the isolates of rhizobia ISOL-18, ISOL-32 or ISOL-50

as possible inoculants to be used in lima bean in conditions of the Piaui state.

Keywords: Phaseolus lunatus L., symbioses, diazotrophic bacteria.
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1 INTRODUCAO GERAL

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) € uma leguminosa de grande importancia
socioecondémica cultivada mundialmente em paises com clima tropical ou subtropical
(Silva et al., 2014; Lopes et al., 2015). Utilizado na alimentacdo humana e animal, o
feijdo-fava € amplamente cultivado por pequenos agricultores no Nordeste do Brasil,
regido com solos pobres em nitrogénio (Osman e Elaziz, 2010; Freitas et al., 2011).
Considerando o elevado custo, torna-se inviavel que pequenos agricultores facam uso
de fertilizantes nitrogenados no cultivo de feijao-fava. Desta forma, o cultivo desta
planta se torna dependente de processos naturais de fornecimento de nitrogénio,
como a mineralizacdo da matéria organica (Fonseca et al., 2013) e a fixacdo biolégica
do nitrogénio atmosférico (Moreira et al., 2014).

A fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN) é um processo de conversdo do
nitrogénio atmosférico em formas assimilaveis (amonio) para as espécies vegetais,
sendo executado por bactérias fixadoras de nitrogénio (rizébios), em simbiose com
plantas da familia Fabaceae (Rodrigues et al., 2013). Uma vez que a associacao
simbidtica entre espécies vegetais e rizébios supre adequadamente as plantas no
tocante ao nitrogénio necessario para o0 seu crescimento, desenvolvimento e
produtividade, a FBN passa a ser uma alternativa ao uso de fertilizantes nitrogenados
(Melo e zilli, 2009; Rodrigues et al., 2012; Fonseca et al., 2013; Moreira et al., 2014).
Este processo biolégico de captacdo e fornecimento de nitrogénio para as plantas
reduz a necessidade de utilizacdo de adubos nitrogenados e, portanto, diminui os
custos de producéao.

A FBN é uma pratica de grande expressdo econdmica e traz varios beneficios
para sustentabilidade agricola aliado a um baixo impacto ambiental (Melo e Zilli,

2009). O uso de microrganismos eficientes em otimizar o processo de nodulagéo e
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FBN pode influenciar positivamente na produtividade vegetal e também minimizar
possiveis situacdes de estresse as quais as plantas podem ser expostas (Costa et al.,
2014; Marinho et al., 2014). Além disso, a FBN traz varios beneficios para o meio
ambiente, tais como reducédo da poluicdo do solo e de lencdéis freaticos (Gualter et al.,
2011). Considerando todos os seus beneficios, pode-se considerar a FBN um
importante artificio a ser empregado em sistemas de agricultura sustentavel (Lirio et
al., 2012; Stambulska e Lushchak, 2015).

Nas leguminosas, a limitacdo de nitrogénio pode ser contornada com a
associacdo simbidtica destas plantas com rizObios que executam a fixacdo e
conversdo do nitrogénio atmosférico em formas nitrogenadas assimilaveis por estas
plantas (Lirio et al., 2012; Voisin et al., 2015). Assim, 0 sucesso da fixacdo de
nitrogénio por rizdbios em simbiose com leguminosas reflete diretamente e
positivamente no desenvolvimento das espécies vegetais. Embora a FBN seja um
processo consagrado em leguminosas como feijado comum (Rahmani et al., 2011;
Argaw e Akuma 2015; Mulas et al., 2015) e feijao-caupi (Guedes et al., 2010; Silva
Junior et al., 2012; Silva et al., 2012; Saboya et al., 2013), em feijdo-fava os estudos
ainda sao incipientes e principalmente relacionados a avaliacéo de isolados (Antunes
et al., 2011). A hipotese deste estudo € que isolados de rizébio oriundos de solos de
areas produtoras de feijdo-fava no estado do Piaui apresentam eficiéncia na
nodulacdo e FBN em plantas de feijao-fava. Desta forma, objetivou-se avaliar a
simbiose entre o feijdo-fava e isolados de rizébios provenientes de areas produtoras

da microrregido do Médio Parnaiba Piauiense.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais da cultura do feijao-fava

O feijao-fava, também conhecido como feijdo-lima ou fava, € uma dicotiledénea
pertencente a familia Fabaceae originaria no centro Mesoamericano e Andino (Silva
et al., 2010). Cultivada na Europa, no leste e oeste da Africa, no sudeste da Asia e na
Ameérica do Norte e do Sul (Oliveira et al., 2011), o feijao-fava possui folhas trifoliadas,
crescimento determinado ou indeterminado trepador e ciclo de vida anual, bianual ou
perene (Lopes et al.,, 2015). Suas vagens podem ser compridas, achatadas ou
recurvadas com duas a quatro sementes e 0s graos podem ser consumidos verdes
ou secos (Melo e Zilli, 2009; Oliveira et al., 2014a).

O consumo de graos de feijdo-fava € baixo em relacdo aos outros feijdes devido
ao sabor amargo resultante da presenca do acido cianidrico (Oliveira et al., 2014a).
Devido as suas caracteristicas rusticas, ou seja, maior tolerancia a seca, ao excesso
de umidade e ao calor, o feijao-fava tem sido cultivado por pequenos produtores na
regido Nordeste do Brasil, regido que possui clima arido e semiarido. A regido
Nordeste possui 95% da producao brasileira de feijdo-fava e apresenta area colhida
de 22.804 ha, sendo registrada producédo de 616 t ha' de feijdo-fava no estado do
Piaui (IBGE, 2013).

Em comparagcédo com o feijdo comum e o feijdo-caupi, o cultivo de feijao-fava
ainda é considerado pequeno, sendo realizado com pouca ou nenhuma tecnologia
gue ajude a incrementar a producéo deste tipo de gréo (Frazéo et al., 2010; Silva et
al., 2015). O uso de microrganismos eficientes em fixar o nitrogénio atmosférico pode
influenciar positivamente na produtividade vegetal (Marinho et al., 2014). Neste
sentido, o uso de rizObios simbiontes representa uma ferramenta moderna com

potencial para substituir, total ou parcialmente, a adubacédo nitrogenada no cultivo de
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feijdo-fava, com consequente reducdo de custos e beneficiando as plantas e o solo

(Oliveira et al., 2014b).

2.3 Importancia da fixacéo biolégica do nitrogénio

O nitrogénio compde aproximadamente 78% da atmosfera terrestre, entretanto
se apresenta na forma gasosa (N2) e ndo assimilavel para as plantas. A FBN € um
processo que necessita de grande quantidade de energia metabdlica para quebrar a
tripa ligacdo que une as duas moléculas de nitrogénio atmosférico (N=N) e converté-
lo em amonio que pode ser fornecido as espécies vegetais (Martins et al., 2013). O
nitrogénio € o mineral mais exigido pelas plantas, sendo constituinte de proteinas,
acidos nucléicos, clorofila e outras moléculas biologicamente importantes (Figueiredo
et al., 2008). As espécies vegetais ndo possuem aparato enzimatico para converter o
N2 em formas absorviveis e assimilaveis, entretanto os rizobios podem captar o N2 e
fixa-lo através da FBN (Figueiredo et al., 2008; Santos et al., 2009).

A capacidade de executar a FBN traz uma grande importancia ao uso de
rizobios na agricultura. Os rizébios sédo bactérias presentes no solo capazes de
estabelecer simbiose com leguminosas (Rahmani et al., 2011) e, portanto, podem
reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados. Vale salientar que os adubos nitrogenados
possuem custo econdmico e ambiental elevado (Khouzani e Nejad, 2015). Devido as
perdas que ocorrem apoOs a aplicacdo dos fertilizantes nitrogenados, o0 nitrogénio
torna-se um poluente ambiental e, ao ser carreado para o lencol freatico, pode
provocar a contaminacgao de aquiferos, rios e lagos (Guedes et al., 2010). Desta forma,
pode-se afirmar que a FBN € uma alternativa ecologicamente e economicamente
viavel em relacéo ao uso de adubos nitrogenados (Almeida et al., 2010; Moraes et al.,

2010; Silva et al., 2010; Martins et al., 2013; Costa et al., 2014).
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Pesquisas demonstram que a FBN pode substituir, em parte ou totalmente, a
adubacao nitrogenada no cultivo de leguminosas, principalmente em feijdo-caupi e
feijdo comum (Moraes et al., 2010; Freitas et al., 2012; Costa et al., 2014; Fonseca et
al., 2013; Rufini et al., 2014; Argaw e Akuma, 2015). A inoculacéo de feijdao comum
com Rhizobium leguminosarum reduz a necessidade de aplicacdo de adubos
nitrogenados e melhora a eficiéncia no uso do nitrogénio (Argaw e Akuma, 2015). Em
feijdo-caupi, a inoculacdo com as cepas de rizobios INPA 03 11B e UFLA 3-155
resultaram em rendimento de grdos equivalente ao observado nas plantas
suplementadas com nitrogénio mineral (Costa et al., 2011).

Considerando que a simbiose entre plantas e rizébios depende de diversos
fatores, principalmente os fatores genético-fisiolégicos da estirpe bacteriana e da
planta hospedeira (Argaw e Akuma, 2015; Sulas et al., 2015), estudos visando otimizar
a nodulacdo e a fixacdo bioldgica do nitrogénio sdo extremamente importantes,
particularmente para leguminosas agronomicamente importantes, tais como feijao
comum, feijdo-caupi e feijdo-fava. Desta forma, nota-se que a inoculacdo de
leguminosas com estirpes de rizébios eficientes em fixar o nitrogénio atmosférico pode
promover incrementos significativos na produtividade vegetal (Buchi et al., 2015),
mesmo em culturas com baixo nivel tecnoldgico de producéo — tal como o feijao-fava.
Assim, empregando a FBN, € possivel incrementar o rendimento das culturas sem

aumentar de custos de producdo (Marinho et al., 2014).

2.2 Interagao simbidtica entre rizobios e leguminosas
E crescente a busca por rizobios capazes de interagir simbioticamente com
espécies de leguminosas, que executem a FBN e promovam expressivos ganhos de

producdo juntamente com a reducdo de custos e beneficios ao meio ambiente

(Figueiredo et al., 2008). O sucesso da simbiose entre rizobios e leguminosas é reflexo

17



de um ambiente favoravel para as bactérias e seu hospedeiro (Moreira e Siqueira,
2006), sendo necessaria uma rizosfera favoravel para uma efetiva interacdo entre
estes organismos. Uma rizosfera favoravel atua positivamente no crescimento e
multiplicacéo dos rizobios, garante o desenvolvimento das raizes vegetais e aumenta
a capacidade de infeccdo das raizes por rizobios, a formacdo de ndédulos e a
assimilacao do nitrogénio pelas plantas (Uyanoz e Karaca, 2011).

A competitividade e o antagonismo entre a estirpe de rizobios inoculada e os
microrganismos nativos, a grande diversidade de microrganismos nativos e a
promiscuidade das plantas em sua interacdo com 0S microrganismos presentes no
solo estdo entre os fatores que podem comprometer a interacdo entre os rizobios e as
espécies vegetais (Figueiredo et al., 2008). Além destes fatores, alteracées no pH,
temperatura, umidade, disponibilidade hidrica e quantidade de sais no solo podem
afetar as interacdes entre os rizobios e as espécies vegetais e, consequentemente,
influenciam a nodulacdo e FBN (Aranjuelo et. al.,, 2014). Em solos com alta
variabilidade de pH e temperaturas elevadas, os isolados de rizébio AUFR128,
AUFR132 e AUFR118 apresentaram boa eficiéncia simbiética com feijao-caupi (Belay
e Assefa, 2011).

Varios autores tém focado seus esforcos na selecdo de estirpes de rizobios
eficientes em incrementar a FBN e a produtividade vegetal juntamente com a reducao
dos custos de producédo (Almeida et al., 2010; Costa et al., 2011; Freitas et al., 2012;
Lima et al., 2012; Costa et al., 2014; Marinho et al., 2014; Rufini et al., 2014). Neste
sentido, pesquisas com feijdo comum e feijao-caupi resultaram na selecéo de estirpes
especificas para ambas espécies (Rahmani et al., 2011; Rodrigues et al., 2012; Costa

et al., 2014; Marinho et al., 2014; Rufini et al., 2014; Argaw e Akuma, 2015) e estas se
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encontram registradas no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, sendo,

portanto, recomendadas para uso nas areas produtoras destes feijdes (Tabela 2).

Tabela 1. Estirpes de rizébios utilizadas no cultivo de feijao-caupi e feijdo comum que se encontram
registradas na base de dados do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA).

Cédigo da estirpe

Espécies de feijéao Microrganismos ) : __
Cepa autorizada Designagéao original
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6462 BR 3267
Feijao-caupi Bradyrhizobium sp. SEMIA 6461 UFLA 3-84
(Vigna unguiculata) Bradyrhizobium sp. SEMIA 6463 INPA 3-11B
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6464 BR 3262
Rhizobium tropici SEMIA 4077 CIAT 899
Feiid
el comum . Rhizobium tropici SEMIA 4080 PRF 81
(Phaseolus vulgaris)
Rhizobium tropici SEMIA 4088 H12

Embora existam estirpes recomendadas para a inoculacao do feijdo comum e
feijdo-caupi, os estudos continuam sendo realizados na busca por rizébios mais
eficientes em ambientes diversos (Brito et al., 2011; Fonseca et al., 2013; Costa et al.,
2014; Rufini et al., 2014; Carranca et al., 2015). Em feijdo-caupi, a nodulagdo com
rizobios nativos mostrara-se menos eficiente que a inoculacdo com a estirpe padrao
recomendada pelo MAPA nas condi¢Bes de semiarido brasileiro (Freitas et al., 2012)
e em solos nutricionalmente pobres (Rufini et al., 2014). A inoculagao de feijao-caupi
com isolados de rizobio provenientes de solos do sudoeste do Piaui provocaram
incremento significativo no rendimento de grdos em relagcdo ao observado com as
estirpes padrdes (Costa et al., 2014), enquanto que a inoculacdo com o0s rizobios
BR 3301 e UFLA 3-155 resultou em rendimento de graos equivalente ao registrado
para as plantas suplementadas com nitrogénio mineral (Brito et al., 2011).

O estudo da FBN em plantas de feijao-fava noduladas por rizébios € um tema
muito recente em relagcéo ao volume de resultados gerados nas pesquisas realizadas
com feijao-caupi e feijdo-comum e, portanto, poucos registros sao encontrados na

19



literatura. Resultados de pesquisas que avaliaram a ontogenia da nodulacao de feijao-
fava por rizobios (Santos et al., 2009), o incremento do crescimento de feijdo-fava em
resposta a inoculacéo com Bacillus sp. (Lima, 2015) e a eficiéncia simbiotica de alguns
isolados de rizobio noduladores de feijao-fava (Antunes et al.,, 2011) ja foram
publicados, entretanto é notavel a caréncia de dados sobre a associacdo simbiética
de rizobios com plantas de feijdo-fava que possam resultar em um inoculante

especifico para esta cultura.

2.3 A FBN na simbiose rizébio-leguminosas

A interacdo simbiotica entre rizébios e leguminosas é muito especifica entre as
bactérias e as plantas que levam a formacao de nédulos para a fixacdo de nitrogénio
em raizes de plantas. O desenvolvimento de uma simbiose bem-sucedida abrange
varias etapas em gue 0s dois parceiros trocam sinais quimicos para que haja uma boa
eficiéncia (Bogino et al., 2015). A eficiéncia da FBN nos bacteroides pode ser
analisada através do teor de nitrogénio, do nitrogénio acumulado, da nodulacdo
especifica e da eficiéncia de fixacdo do nitrogénio (Rodrigues et al., 2013). O teor de
nitrogénio € utilizado para determinar a eficacia das estirpes de rizébio em realizar a
FBN, pois o incremento de nitrogénio fixado leva ao acimulo de nitrogénio na parte
aérea das plantas (Rugheim e Abdelgani, 2009). As leguminosas em simbiose com
rizobios acumulam nitrogénio devido ao processo de FBN que é altamente variavel e
dependente dos organismos envolvidos e das condigcdes do ambiente (Buchi et al.,
2015).

Outras variaveis, tais como o teor de clorofila, nimero de nodulos e a matéria
seca dos nodulos e da parte aérea, sdo mensuradas nas espécies vegetais em
simbiose com rizobios. O nitrogénio fixado atua na expanséo das folhas e influencia

na atividade fotossintética das espécies vegetais e, portanto, pode determinar a
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capacidade de fixacdo de carbono e acumulo de massa seca pela planta (Voisin et al.,
2015). Uma vez que o hospedeiro fornece fotoassimilados e abastece os bacteroides
com os esqueletos de carbono e a energia necessaria para fixar o N2 (Aranjuelo et al.,
2014) fica evidente o vinculo entre 0 metabolismo do carbono nos vegetais e do
metabolismo de nitrogénio nos rizobios. Desta forma, o nimero e a massa seca de
nodulos podem ser uteis na avaliacdo da eficiéncia simbidtica entre rizdbios e

leguminosas (Costa et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Multiplicacéo e preparo dos inoculantes microbianos

Os rizébios utilizadas foram provenientes de amostras de solo coletadas em
areas produtoras de feijdo-fava localizadas nos povoados Nova Esperanca e Santa
Rita, ambas do municipio de Agua Branca/Pl (Tabela 3). Inicialmente, todos os
microrganismos foram repicados para placas de Petri contendo meio de cultura YMA
(Manitol, Extrato de levedura e Agar) com indicador vermelho congo para purificacéo
das colbnias. Apés purificados, os isolados de rizobio foram repicados para o meio de
cultura liquido YM (Manitol e Extrato de levedura) e incubados em agitador rotatorio
tipo shaker (220 rpm; 28 °C) por 120 h. As estirpes BR 3267 de Bradyrhizobium sp. e
CIAT 899 de R. tropici, cedidas pela Embrapa Agrobiologia (Seropédica/RJ), foram
utilizadas como padrdo. Apoés purificacdo, as estirpes BR 3267 e CIAT 899, foram
repicadas em meio liquido YM e incubadas em agitador rotatorio (220 rpm; 28 °C) por

96 h e 72 h, respectivamente.

Tabela 2. Rizdbios isolados de amostras de solo de areas produtoras de feijdo-fava (Santos et al.,
2009; Antunes et al., 2011; Aradjo et al., 2015).

Isolado Espécie/Género Cultivar Tempo de

(IsoL) bacteriano? hospedeira crescimento Povoados
ISOL-32 B. japonicum Fava miuda Intermediario Nova Esperanca
ISOL-34 Mesorhizobium loti Fava miada Intermediario Nova Esperanca
ISOL-35 Bradyrhizobium sp. Fava miuda Intermediario Nova Esperanca
ISOL-50 B. japonicum Fava miada Intermediério Nova Esperanca
ISOL-16 Rhizobium sp. Boca de moga Intermediério Santa Rita
ISOL-18 Bradyrhizobium sp. Fava miuda Intermediario Santa Rita
ISOL-19 Bradyrhizobium sp. Fava miuda Intermediario Santa Rita

*Espécie bacteriana identificada por alinhamento com as sequéncias contidas na base de dados do GenBank - National Center
for Biotechnology Information (NCBI).

22



3.2 Selecao e preparo das sementes

As sementes de feijao-fava das variedades crioulas Boca de Moca e Branca
foram escolhidas por serem as mais cultivadas e consumidas na regido. Antes da
semeadura, as sementes crioulas de feijdo-fava foram selecionadas, desinfestadas
com hipoclorito de sédio a 2% (60”) e alcool 70% (30”) e, posteriormente, submetidas
a sucessivas lavagens com agua destilada e autoclavada (Hungria e Aragjo, 1994).
Apods o procedimento, as sementes crioulas de feijdo-fava foram dispostas em folhas

de papel toalha autoclavado e secas em camara de fluxo.

3.3 Conducdao do experimento

O experimento foi conduzido em condices de casa de vegetacado localizada
no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (Teresina/Pl). ApGs
o preparo do inoculante microbiano e das sementes de feijdo-fava, procedeu-se a
inoculacao e, simultaneamente, a implementacao dos tratamentos. Para a inoculacao,
adicionou-se 1,0 mL do meio de cultura YM contendo o isolado bacteriano na
concentracédo de 108 UFC mL1 a superficie da semente de feijdo-fava. As sementes
de feijdo-fava foram inoculadas e semeadas em vasos de Leonard contendo areia
lavada (pH 6,8) e autoclavada (120°C; 101 kPa). Além das plantas inoculadas,
conduziu-se duas testemunhas: (1) testemunha absoluta, que consistiu de plantas de
feijdo-fava nédo inoculadas e irrigadas com solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon
(1950) modificada por Silveira et al. (1998) e isenta de nitrogénio (pH 6,8); e (2)
testemunha nitrogenada, que consistiu de plantas ndo inoculadas e irrigadas com
solugdo nutritiva isenta de nitrogénio, mas que receberam suplementacdo com
nitrogénio mineral (0,0084 g de sulfato de amoénio) aos 7, 14 e 21 dias apés a
germinacao. A troca da solucao nutritiva foi realizada a cada quatro dias e o pH aferido

diariamente.
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3.4 Coleta de dados e variaveis analisadas

A coleta foi realizada em trés periodos: florescimento (37 dias); emissao de
vagens (50 dias) e enchimento das vagens (63 dias), periodos que compreendem
desde o estabelecimento da simbiose até a senescéncia dos nodulos. A altura das
plantas foi avaliada com auxilio de trena a cada cinco dias até a ultima coleta do
experimento (63 dias) e com base nestes dados calculou-se a taxa de crescimento
absoluto (Benincasa, 2003). O comprimento da raiz, obtido com fita métrica, foi
mensurado apenas no periodo de enchimento das vagens.

Em cada coleta, determinou-se o diametro do caule com paquimetro digital e,
entdo, as plantas foram particionadas em parte aérea, raizes e nodulos, transferidas
separadamente para sacos de papel e, entdo, secas em estufa de aeracéo forcada a
65°C até peso constante. ApGs a secagem em estufa, as particdes foram quantificadas
€ mensurou-se a massa seca da parte aérea e das raizes (Benincasa, 2003). Os
nddulos foram contados manualmente para a determinacao do niumero de nodulos e,
entdo, secos em estufa para determinar a massa seca dos nédulos.

As amostras secas da parte aérea e dos ndédulos foram mineralizadas na
presenca de mistura catalisadora (sulfato de potassio, sulfato de cobre e &cido
sulfarico concentrado) e nestas determinou-se 0 nitrogénio total conforme método
proposto por Kjeldahl (Silva e Queiroz, 1981). Com base nos dados de nitrogénio total
e de massa seca da parte aérea, calculou-se o nitrogénio acumulado (Nac) e teor de
nitrogénio (Bremner, 1965). A clorofila total foi mensurada com uso do aparelho
Clorofilog® (Falker, Brasil) em cada ponto de coleta. A nodulacdo especifica e a
eficiéncia da fixacdo de nitrogénio foram calculadas com base nos valores de

nitrogénio total e da massa seca da raizes e nodulos (Gulden e Vessey, 1998)
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3.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 9 x 2 x 3 + 2, sendo nove bactérias (sete isolados e dois padrdes),
duas variedades crioulas de feijao-fava (Boca de Moca e Branca), trés periodos de
coleta (florescimento, emissdo e enchimento das vagens) e duas testemunhas
(nitrogenada e absoluta), com trés repeticdes. Os resultados foram analisados quanto
a normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk (alfa de 5%). Posteriormente,
realizou-se a analise de variancia (ANOVA), precedido pelo teste F a 1% e 5% de
probabilidade, e as médias entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade. Todas as andlises estatisticas supracitadas foram

realizadas utilizando o programa estatistico ASSISTAT 7.7 (versao beta).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Taxa de crescimento absoluto

Considerando que a taxa de crescimento absoluto expressa a velocidade de
crescimento das plantas ao longo do seu ciclo de vida, optou-se por mensurar esta
variavel apenas ao final do experimento. Neste estudo, notou-se que as plantas de
feijdo-fava var. crioula Boca de Moca exibiram menor taxa de crescimento absoluto
guando inoculadas com o rizobio ISOL-18 e com a estirpe CIAT 899, enquanto que a
inoculagcdo com o rizébio ISOL-32 resultou em aumento na taxa de crescimento
absoluto do feijao-fava var. crioula Boca de Moca (Figura 1). Similarmente, plantas de
feijdo-caupi inoculadas com rizobios nativos isolados de solos da Amazobnia

apresentaram incrementos significativos no crescimento vegetativo (Chagas Junior et

al., 2010).
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Figura 1. Taxa de crescimento absoluto de feijdo-fava var. crioula Boca de Moga e Branca inoculadas
com diferentes isolados de rizébio no periodo de enchimento de vagens. Em cada variedade, médias
seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P < 0,05).

No feijdo-fava var. crioula Branca foram observadas diferencas entre o0s
rizobios testados, sendo a interagdo simbidtica com o rizébio ISOL-50 superior aos
demais pares simbioticos. A simbiose entre o feijao-fava var. crioula Branca e o rizébio
ISOL-50 resultou no aumento de 20%, 51% e 100% da taxa de crescimento absoluto

em relacdo as plantas suplementadas com nitrogénio mineral, as plantas inoculadas
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com a estirpe BR 3267 e as plantas sem adubacdo (testemunha absoluta),
respectivamente (Figura 1). Este resultado pode indicar que o rizobio ISOL-50 pode
ter estimulado o crescimento durante o periodo experimental ainda podendo ser um

indicativo de maior acumulacéo de biomassa pela parte aérea.

4.2 Comprimento da raiz

A inoculacdo das plantas de feijao-fava var. crioula Boca de Moca com 0s
rizobios isolados das amostras de solo induziu incrementos significativos no
comprimento da raiz, principalmente nas plantas inoculadas com o rizébio ISOL-32
(Figura 2). A interacdo simbiotica entre o feijdo-fava var. crioula Boca de Moca e o
rizobio ISOL-32 resultou em maior comprimento da raiz em relacdo aos demais
rizobios utilizados e a testemunha nitrogenada. Similarmente, plantas de mucuna-
cinza e mucuna-ana incrementaram o comprimento das raizes em resposta a
inoculacdo com isolados de rizobios nativos (Lima et al., 2012). A inoculacao do feijao-
fava var. crioula Boca de Moca com o rizébio ISOL-18 resultou no menor comprimento
da raiz, sendo 18% menor que a testemunha absoluta e 60% menor que no feijao-

fava var. crioula Boca de Moca inoculado com o ISOL-32.
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Figura 2. Comprimento da raiz de feijdo-fava var. crioula Boca de Moca e Branca inoculadas com
diferentes isolados de rizobio no periodo de enchimento de vagens. Em cada variedade, médias
seguidas por mesma letra ndo diferem entre si (Teste de Duncan, P < 0,05).
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E provavel que a presenca da estirpe BR 3267 ou do rizobio ISOL-16 na
rizosfera das plantas de feijao-fava var. crioula Branca tenha proporcionado aumento
na mobilizacéo e disponibilidade de nutrientes e, portanto, incremento significativo das
raizes destas plantas. Uma vez que a inoculacdo do feijdo-fava var. crioula Branca
com o rizobio ISOL-18 resultou em menor comprimento da raiz em relacdo aos demais
isolados testados, sendo estatisticamente similar a testemunha absoluta, pode-se
inferir que este rizGbio ndo interagiu positivamente com as raizes do feijao-fava var.
crioula Branca e, portanto, pode néo ter sido capaz de fixar o nitrogénio atmosférico
e, consequentemente, estimular o desenvolvimento das raizes destas plantas —
conforme verificado por Uyanoz e Karaca (2011).

Houve maior comprimento da raiz quando o feijado-fava var. crioula Branca foi
inoculado com a estirpe BR 3267, seguido pelo observado no feijao-fava var. crioula
Branca quando inoculado com o rizébio ISOL-16 e nas plantas suplementadas com
nitrogénio mineral (testemunha nitrogenada) (Figura 2). Em plantas de feijao-caupi,
observou-se maior comprimento das raizes em resposta a inoculacdo com a estirpe
BR 3267 isolado ou em combinacdo com bactérias promotoras de crescimento
(Rodrigues et al., 2012). Além disso, plantas de feijdo-caupi inoculadas com
Bradyrhizobium em combinacdo com Bacillus, Brevibacillus e/ou Paenibacillus
exibiram maior comprimento da raiz independente das bactérias combinadas com

Bradyrhizobium (Lima et al. 2011).

4.3 Diametro do caule

O caule desempenha uma fungéo extremamente importante para a planta, pois
promove sua sustentacao. Maior diametro do caule melhora a sustentacéo das plantas
e diminui a possibilidade de acamamento (Oliveira et al., 2014b). Neste estudo, o

feijdo-fava var. crioula Boca de Mocga inoculado com o rizébio ISOL-34 apresentou
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menor diametro do caule no florescimento em relacdo aos demais tratamentos,
engquanto que a inoculacdo com a estirpe CIAT 899 resultou em maior didametro do
caule (Figura 3A). Em plantas de Enterolobium contortsiliquum, a adubac&o com
nitrogénio (mineral ou de matéria vegetal decomposta) promoveu maior diametro do

caule em relacao as plantas inoculadas com rizobios (Sousa et al., 2013).
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Figura 3. Diametro do caule de feijdo-fava var. crioula Boca de Moga (A) e Branca (B) inoculadas com

diferentes isolados de rizébio. No periodo, médias seguidas por letras iguais néo diferem entre si (Teste
de Duncan, P < 0,05).

A inoculacéo de feijdo-fava com o rizobio ISOL-50 e a estirpe CIAT 899 resultou
em maior didmetro do caule no periodo de emissdo de vagens, enguanto que a

inoculacdo com os rizébios ISOL-18, ISOL-50 e a estirpe CIAT 899 induziram maior

didmetro do caule no periodo de enchimento de vagens. Estes resultados indicam que
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a inoculacdo com estes microrganismos influencia no diametro do caule de plantas de
feijdo-fava e, portanto, supde-se que estas plantas tenham tido um melhor equilibrio
no crescimento da parte aérea e ainda uma maior translocacao de fotoassimilados
para 0s 0rgaos responsaveis pelo crescimento destes vegetais.

No feijdo-fava var. crioula Branca, a inoculacdo com o rizobio ISOL-19 resultou
em aumento no diametro do caule nos trés periodos avaliados (florescimento, emissao
e enchimento de vagens), sendo superior as plantas de feijdo-fava que foram
inoculadas com as estirpes BR 3267 e CIAT 899 bem como ao observado para as
testemunhas nitrogenada e absoluta (Figura 3B). Além do rizobio ISOL-19, houve
destaque para as plantas inoculadas com o ISOL-35 no florescimento e emisséo de
vagens e com o ISOL-16 na emissdo e no enchimento de vagens. Similarmente ao
registrado para o feijao-fava var. crioula Branca, a inoculagdo de Senna multijjuga e

de P. vulgaris com rizébios resultou em maior didmetro do caule (Lirio et al., 2012).

4.4 Massa seca da parte aérea

Alteracdes significativas na massa seca da parte aérea foram observadas nas
plantas de feijao-fava em resposta a inoculacdo com diferentes isolados de rizébios
nos trés periodos de avaliagédo (Figura 4). As plantas de feijdo-fava var. crioula Boca
de Mocga inoculadas com os rizobios ISOL-32 ou ISOL-50 ou com a estirpe CIAT 899
apresentaram maior massa seca da parte aérea em relacdo aos demais tratamentos
no periodo de emissao de vagens, enquanto que as plantas de feijao-fava var. crioula
Boca de Moga inoculadas com o rizobio ISOL-32 exibiram maior massa seca da parte
aérea no periodo de enchimento de vagens. Ja no feijdo-fava var. crioula Branca, a
inoculacdo com o rizobio ISOL-50 resultou em maior massa seca da parte aérea em
relacdo aos demais tratamentos no periodo de florescimento e emissao de vagens,

sendo expressivamente superior as testemunhas nitrogenada e absoluta (Figura 4A).
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Figura 4. Massa seca da parte aérea de feijdo-fava var. crioula Boca de Mocga (A) e Branca (B)
inoculadas com diferentes isolados de rizébio. No periodo, médias seguidas por letras iguais néo
diferem entre si pelo teste de Duncan (P < 0,05).

De modo geral, os rizébios utilizados neste estudo foram eficientes em
promover o desenvolvimento das plantas de feijao-fava em taxas superiores ou
semelhantes as plantas que receberam adubacdo nitrogenada, tal fato pode ser
atribuido ao aporte de nitrogénio fixado e disponibilizado a estas plantas. Igualmente
ao reportado no presente estudo, a inoculacdo do feijdo-caupi com uma nova
formulacdo de inoculante rizobiano proporcionou valores de massa seca da parte

aérea semelhantes ao observado no tratamento que recebeu adubac¢éo nitrogenada

(Silva Janior et al.,, 2012). A inoculacdo de feijdo-fava com isolados de rizébio
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resultaram em valores de massa seca da parte aérea estatisticamente similares as

plantas inoculadas com a estirpe CIAT 899.

4.5 Massa seca das raizes

As variedades crioulas de feijdo-fava (Boca de Moca e Branca) exibiram
diferencas significativas na massa seca das raizes em resposta a inoculacdo com os
diferentes isolados de rizébio testados (Figura 5). Observou-se que as plantas de
feijdo-fava var. crioula Boca de Moca inoculadas com o rizébio ISOL-19 mostraram
incremento significativo na massa seca das raizes no periodo de florescimento,
enquanto que no periodo de emissdo de vagens as plantas inoculadas com este
rizobio foram estatisticamente similares as plantas suplementadas com nitrogénio
(testemunha nitrogenada) (Figura 5A). Do mesmo modo, plantas de feijdo-caupi
inoculadas com isolados de rizébios nativos de solos da Amaz6nia exibiram massa
seca das raizes similar as plantas suplementadas com nitrogénio mineral (Chagas
Junior et al., 2010). No enchimento de vagens, o feijao-fava var. crioula Boca de Moca
inoculado com o rizébio ISOL-18 exibiu maior valor de massa seca das raizes e foi
150% superior a testemunha absoluta.

Observou-se incremento significativo na massa seca das raizes do feijdo-fava
var. crioula Branca suplementado com nitrogénio mineral (testemunha nitrogenada)
no florescimento (Figura 5B). A inoculacdo das plantas de feijao-fava var. crioula
Branca com o rizébio ISOL-18 e com a estirpe BR 3267, e também a testemunha
nitrogenada, incrementou a massa seca das raizes no periodo de emissao de vagens
e resultou em incrementos expressivos nesta variavel no periodo de enchimento de
vagens, juntamente com o observado nas plantas inoculadas com o rizébio ISOL-50
(Figura 5B). A inoculagcdo com rizobios também proporcionou incremento na massa

seca das raizes de plantas de mucuna-ana (Lima et al., 2012) e de Enterolobium
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contortsiliquum (Sousa et al., 2013), sendo estas plantas superiores a testemunha
absoluta e nitrogenada.
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4.6 Numero de ndodulos

O numero de nédulos foi maior nas plantas de feijao-fava var. crioula Boca de
Moca inoculadas com o rizobio ISOL-32 tanto no periodo de florescimento como
também no periodo de emissao de vagens, enquanto que a inoculacdo com o rizobio
ISOL-50 resultou em maior niumero de nodulos no periodo de enchimento de vagens
(Figura 6A). O maior numero de nédulos registrado nas plantas inoculadas com os

rizobios ISOL-32 e/ou ISOL-50 pode indicar maior capacidade competitiva destes
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isolados em nodular as raizes das plantas de feijao-fava var. crioula Boca de Moca. O
feijdo-fava var. crioula Boca de Moca inoculado com o rizébio ISOL-32 apresentou 558
nédulos planta® no periodo de emissédo de vagens e o feijdo-fava inoculado com o
rizébio ISOL-50 exibiu 630 nédulos planta no periodo de enchimento de vagens. Ja
ainoculacédo com a estirpe CIAT 899 ou com o rizébio ISOL-35 resultou em 27 nédulos

planta! na emissdo de vagens e no enchimento de vagens, respectivamente.
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Figura 6. Nomero de nédulos no feijao-fava var. crioulas Boca de Moca (A) e Branca (B) inoculadas
com diferentes isolados de rizébio. No periodo, médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan (P < 0,05).

No feijdo-fava var. crioula Branca, a inoculagdo com o rizobio ISOL-19, ISOL-

32 e ISOL-50 induziu maior numero de nédulos nos periodos de florescimento,

emissdo e enchimento de vagens, respectivamente (Figura 6B). Segundo Santos

34



et al. (2009), o numero de nodulos nas plantas de feijao-fava aumenta
significativamente apds 45 dias de cultivo, periodo posterior ao florescimento destas
plantas. O maior numero de nodulos observado nas plantas inoculadas com o rizébio
ISOL-19, ISOL-32 e ISOL-50 resultam, provavelmente, de uma interacdo simbidtica
mais favoravel entre estes rizdbios e o feijdo-fava, particularmente nas plantas
inoculadas com o rizébio ISOL-50 que manteve maior niumero de nédulos no periodo
mais tardio de avaliacdo (enchimento das vagens).

A inoculagéo de feijdo-fava com isolados de R. leguminosarum bv. viciae
resultou em nimeros de nodulos diferentes para cada isolado testado (Belay e Assefa,
2011). Em feijdo-caupi, registrou-se maior nimero de ndédulos quando as plantas
foram inoculadas com a estirpe UFLA 03-154 em relacéo as plantas inoculadas com
a estirpe BR 3267 (Guedes et al., 2010). Similarmente, a simbiose entre feijdo-caupi
e as estirpes BR 3262, BR 3299T, INPA 03-11B e UFLA 03-84 resultou em elevado
namero de nédulos (Marinho et al., 2014). Embora o nimero de nédulos forneca
informacdes interessantes sobre a simbiose planta-rizébio, este parametro nao deve
ser analisado isoladamente tendo em vista que pode ocorrer a formacdo de varios

nddulos pequenos ineficientes em fixar o nitrogénio atmosférico (Fonseca et al., 2013).

4.7 Massa seca de nédulos

A massa seca de nédulos foi mensurada nas plantas de feijao-fava var. crioula
Boca de Moca e Branca e observou-se diferencas significativas nesta variavel para os
trés periodos de avaliacdo (Figura 7). O feijao-fava var. crioula Boca de Moca
inoculado com o rizébio ISOL-18 apresentou maior valor de massa seca de nédulos
no florescimento, enquanto que as plantas de feijao-fava var. crioula Boca de Moca
inoculadas com o rizobio ISOL-18 ou ISOL-32 se destacaram em relacdo aos demais

tratamentos com maior massa seca de nédulos no periodo de emissédo de vagens
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(Figura 7A). No enchimento das vagens, os nddulos de feijdo-fava var. crioula Boca

de Moca inoculado com o rizébio ISOL-50 apresentaram maior massa seca.
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Figura 7. Massa seca de nddulos de var. crioulas de feijdo-fava Boca de Moca (A) e Branca (B)
inoculadas com diferentes isolados de rizobio. No periodo, médias seguidas por letras iguais néo
diferem entre si (Teste de Duncan, P < 0,05).

No ponto de florescimento as plantas de feijdo-fava var. crioula Branca
inoculadas com o rizébio ISOL-18 ou com o rizébio ISOL-16 apresentaram o maior e
menor valor de massa seca de nodulos, respectivamente (Figura 7B). A massa seca
de nédulos das plantas de feijdo-fava var. crioula Branca inoculadas com o rizébio
ISOL-32 foi superior aos demais tratamentos no periodo de emissao de vagens, sendo

cerca de 20% superior ao obtido nas plantas inoculadas com a estirpe BR 3267 ou

com R. tropici CIAT 899. O feijao-fava var. crioula Branca inoculado com a estirpe
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BR 3267 apresentou maior massa seca de nodulos no periodo de enchimento de
vagens, seguido pelas plantas inoculadas com ISOL-50 e ISOL-34 (Figura 7B).

Os isolados de rizébio ISOL-18, ISOL-32, ISOL-50 e a estirpe BR 3267
proporcionaram maior massa seca de nodulos nas plantas de feijdo-fava e,
provavelmente, estes isolados podem proporcionar maior eficiéncia da FBN (Santos
et al., 2009). Plantas de feijdo-caupi inoculadas com os rizébios UFLA 3-164 e UFLA
3-155 exibiram valores de massa seca de nddulos semelhantes ao registrado para as
estirpes padrdes BR 3302, BR 3301 e BR 3267 (Costa et al., 2011). Além disso, a
inoculacdo de feijdo macassar com diferentes estirpes de rizébio ndo induziu
diferencas significativas na massa seca de nédulos e, portanto, foram similares entre
si (Vieira et al., 2010). Segundo Costa et al. (2014), a avaliacdo do niumero e da massa
seca de nodulos sdo parte do protocolo de avaliacdo da eficiéncia simbidtica de
rizébios e sao utilizados pelo Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para

a formalizacéo de inoculantes especificos para as culturas.

4.8 Nitrogénio acumulado

Houve diferenca significativa entre os tratamentos aplicados para o nitrogénio
acumulado nas plantas de feijao-fava var. crioula Boca de Mocga e Branca. As plantas
de feijao-fava var. crioula Boca de Moca inoculadas com o rizébio ISOL-32
apresentaram nitrogénio acumulado superior as testemunhas e aos padrdes,
principalmente no florescimento e na emissao de vagens (Figura 8A). A inoculacao de
plantas de feijdo-fava var. crioula Boca de Moga com o rizobio ISOL-18 induziu maior
nitrogénio acumulado no periodo de enchimento de vagens. O maior acumulo de
nitrogénio observado nas plantas inoculadas com os rizobios ISOL-32 e ISOL-18

podem ser reflexo de uma maior fixacao e fornecimento de nitrogénio em comparacao
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aos outros tratamentos, tal como observado por Costa et al. (2014) em plantas de

feijdo-caupi inoculadas com estirpes de rizobios do Sudoeste do Piaui.
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Figura 8. Nitrogénio acumulado no feijdo-fava var. crioula Boca de Mocga (A) e Branca (B) inoculado
com diferentes isolados de rizébio. No periodo, médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan (P < 0,05).

As plantas de feijdo-fava var. crioula Branca inoculadas com o rizébio ISOL-50
apresentaram maior valor de nitrogénio acumulado no florescimento e no periodo de
enchimento de vagens, enquanto que na emissao de vagens o maior valor foi obtido
com o rizobio ISOL-32 (Figura 8B). O nitrogénio acumulado tem sido considerado um
parametro indicador de estirpes com potencial para compor inoculantes com elevada

eficiéncia simbiotica (Alcantara et al., 2014). De fato, as plantas de feijdo-fava var.

crioula Branca inoculadas com o rizébio ISOL-50 apresentaram maior valor de
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nitrogénio acumulado no periodo de enchimento de vagens e mostraram, portanto,
maior eficiéncia em fixar nitrogénio.

A estirpe CIAT 899 induziu incremento no nitrogénio acumulado no feijao
comum cv. Unido, Radiante e Bolinha, enquanto que a inoculacdo com a UFLA 04-
173 induziu maior nitrogénio acumulado nas cultivares Majestoso, Radiante e Bolinha
(Fonseca et al., 2013). O feijdo-caupi cv. BRS Guariba inoculado com estirpes de
rizobio no sudoeste do Piaui apresentaram menor teor de nitrogénio em relacdo as
plantas inoculadas com a estirpe BR 3267, entretanto foram semelhantes ao
tratamento suplementado com nitrogénio mineral (Costa et al., 2014), diferentemente
dos resultados obtidos no presente estudo. Em estudos realizados com feijao-caupi
inoculado com a estirpe BR 3299 e a testemunha nitrogenada apresentaram maior

nitrogénio acumulado em relacéo aos outros rizobios testados (Gualter et al., 2011).

4.9 Teor de nitrogénio

Comparando os trés periodos de avaliagdo, observou-se menor teor de
nitrogénio nas plantas de feijao-fava var. crioula Boca de Moca e Branca no periodo
enchimento de vagens (Figura 9). O feijao-fava var. crioula Boca de Moga inoculado
com rizobio ISOL-32 apresentou maior teor de nitrogénio no periodo de florescimento,
seguido pelas plantas inoculadas com o rizobio ISOL-18 (Figura 9A). No periodo de
emissao de vagens, as plantas de feijao-fava var. crioula Boca de Mocga inoculadas
com o rizébio ISOL-32 apresentou o maior teor de nitrogénio em relacdo aos demais
tratamentos. No periodo de enchimento de vagens, o feijdo-fava var. crioula Boca de
Moca inoculado com os rizébios ISOL-19 apresentou maior teor de nitrogénio,
enquanto que a inoculagdo com os rizébios ISOL-32 e ISOL-50 ndo incrementou o

teor de nitrogénio em relacdo a testemunha nitrogenada.
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Figura 9. Teor de nitrogénio de feijdo-fava var. crioula Boca de Mocga (A) e Branca (B) inoculadas com
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O teor de nitrogénio nas plantas de feijdo-fava var. crioula Branca foi mais
elevado no periodo de florescimento (Figura 9B), principalmente quando estas plantas
foram inoculadas com os rizobios ISOL-50 e ISOL-18. No geral, as plantas de feijao-
fava var. crioula Branca cultivadas sem suplementacdo com nitrogénio (testemunha
absoluta) apresentaram menor teor de nitrogénio (0,8 mg N g* MSPA), em relacdo a
todos os tratamentos, independente do periodo de avaliagcdo. No periodo de emissao
de vagens, notou-se que as plantas de feijao-fava var. crioula Branca inoculadas com
0sS rizobios ISOL-32 ou ISOL-35 apresentaram maior teor de nitrogénio, ambas 107%

superiores a testemunha nitrogenada. O feijao-fava var. crioula Branca inoculado com
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0s rizébios ISOL-16 ou ISOL-50 apresentou maior teor de nitrogénio no enchimento
de vagens e, portanto, foram superiores aos demais tratamentos.

Os resultados indicam que as respostas das plantas de feijao-fava foram
variaveis devido a inoculacdo com diferentes isolados e que a FBN realizada pelos
rizobios pode ter contribuido para aumentar o teor de nitrogénio no feijao-fava. Sir
et al. (2012) observaram que o teor de nitrogénio em Vicia faba foi maior quando
inoculadas com o rizébio ENRRI 9, entretanto ndo houve diferenca deste tratamento
com as plantas sob fertilizacdo nitrogenada. Estes resultados contrastam com o
observado no presente estudo, especialmente quando o feijao-fava foi inoculado com
0s rizébios ISOL-32 e ISOL-50. A inoculacao do feijdo comum (Souza et al., 2011) e
do feijao-faba (Osman e Elaziz, 2010) com R. tropici resultou em teor de nitrogénio
estatisticamente superior as plantas cultivadas com nitrogénio. Exceto aos 63 dias, as
plantas de feijdo-fava inoculadas com a estirpe CIAT 899 apresentaram maior teor de

nitrogénio — igualmente ao observado por Osman e Elaziz (2010) e Souza et al. (2011).

4.10 Clorofila total

Observa-se na figura 10, alteracdes significativas nos valores de clorofila total
das plantas de feijao-fava var. crioula Boca de Moga e Branca quando inoculadas com
os diferentes isolados de rizébios nos trés periodos de avaliacdo. No periodo de
florescimento, os valores de clorofila total foram maiores nas plantas inoculadas com
os isolados de rizébio — exceto para as plantas inoculadas com o rizobio ISOL-34
(Figura 10A). Observou-se que a inoculagéo das plantas de feijao-fava var. crioula
Boca de Moca com o rizébio ISOL-32 resultou em maior valor de clorofila total no
periodo de emissao de vagens e estas plantas apresentaram incrementos de 90% em

relacdo a testemunha nitrogenada e de 146% quando comparadas a testemunha
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absoluta. J4 no enchimento de vagens, houve destaque para as plantas inoculadas

com a estirpe CIAT 899.
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Figura 10. Clorofila total de feijdo-fava var. crioula Boca de Moca (A) e Branca (B) inoculado com
diferentes isolados de rizébio. No periodo, médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Duncan (P < 0,05). IFC = indice de clorofila Falker.

As plantas de feijdo-fava var. crioula Branca inoculadas com os isolados de
rizobio ou com as estirpes BR 3267 e CIAT 899 foram superiores as testemunhas
(nitrogenada e absoluta) no periodo de florescimento, com destaque para a estirpe
CIAT 899 que apresentou aumento de 130% no valor de clorofila total em comparagéo
a testemunha nitrogenada (Figura 10B). As plantas de feijdo-fava var. crioula Branca

inoculadas com o rizébio ISOL-50 foram superiores aos demais tratamentos e

apresentaram valor de clorofila total 88% superior a testemunha nitrogenada e 138%
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acima da testemunha absoluta. As plantas de feijdo-fava inoculadas com o rizébio
ISOL-19 e com a estirpe CIAT 899 se destacaram em relacéo aos demais tratamentos
no enchimento de vagens e foram superiores a testemunha absoluta em 90%.

No geral, o nivel de clorofila total foi duplicado nas folhas das duas variedades
crioulas de feijdo-fava quando estas plantas foram inoculadas com rizobios. Plantas
de ervilha inoculadas com estirpes de rizébios nativos de solos da Ucrania ocidental
exibiram maior clorofila total que o tratamento controle (Stambulska e Lushchak,
2015), enquanto que o feijao comum cultivado sem presséo de ervas daninhas exibiu
acréscimo de 34% no nivel de clorofila em resposta a suplementacdo com nitrogénio
(Saberali et al., 2015). E provavel que o aumento na clorofila total esteja relacionado
a maior disponibilidade de nitrogénio proporcionada pelos rizébios utilizados. O
aumento significativo do teor de clorofila em plantas de feijdo-da-Espanha (P.
coccineus) inoculadas com rizébios é registrado ja no inicio do ciclo de vida destas
plantas (28 dias de experimento) (Stefan et al., 2013), similarmente ao registrado
neste estudo. Provavelmente, neste periodo existe uma maior necessidade de
clorofila para atuar na absorcao da energia luminosa e, consequentemente, na fixacéo

do carbono atmosférico e formagédo de massa seca vegetal.

4.11 Nodulacéo especifica

Observou-se que o rizébio ISOL-32 induziu maior nodulacdo especifica nas
plantas de feijao-fava var. crioula Boca de Moca e, portanto, destacou-se entre 0s
demais tratamentos no periodo de florescimento (349,5 g MSN g! MSR) e de emisséo
de vagens (441,0 g MSN g MSR) (Figura 11A). Além disso, notou-se que o rizébio
ISOL-50 induziu elevada nodulag&o especifica nas plantas de feijdo-fava var. crioula

Boca de Moca, principalmente no periodo de enchimento de vagens quando foram
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registrados 290,5 g MSN g* MSR de nodulagdo especifica para as plantas de feijao-

fava var. crioula Boca de Moca inoculadas com este isolado de rizébio.
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Figura 11. Nodulacéo especifica do feijao-fava var. crioula Boca de Mocga (A) e Branca (B) inoculado
com diferentes isolados de rizébio. No periodo, médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan (P < 0,05). MSN = massa seca de nédulos. MSR = massa seca de raizes.

As plantas de feijdo-fava var. Branca inoculadas com os isolados de rizébio
ISOL-19, ISOL-32 e ISOL-16 exibiram maior nodulacéo especifica no florescimento,
emissdo e enchimento de vagens, respectivamente (Figura 11B). Em feijdo-caupi, as
diferentes combinagbes de Bradyrhizobium com Bacillus, Brevibacillus e/ou
Paenibacillus ndo induziram diferenca na nodulacéo especifica (Lima et al., 2011). Ja

a combinacéo entre a BR 3267 e bactérias promotoras de crescimento nao resultou

em alteracdes na nodulacéo especifica em feijao-caupi (Rodrigues et al., 2012).
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4.12 Eficiéncia de fixacdo do nitrogénio

Alteracdes significativas na eficiéncia de fixacdo do nitrogénio foram registradas
nas plantas de feijdo-fava var. crioula Boca de Moca e Branca em resposta a
inoculacdo com os diferentes rizobios (Figura 12). Os isolados de rizébio ISOL-18,
ISOL-32 e ISOL-50 induziram valores de eficiéncia da fixacdo do nitrogénio nas
plantas de feijdo-fava var. crioula Boca de Moca estatisticamente similares aquelas
inoculadas com R. tropici CIAT 899 no periodo de florescimento, entretanto foram
cerca de 20% superiores as plantas inoculadas com a estirpe BR 3267 (Figura 12A).
O feijao-fava var. crioula Boca de Moca inoculado com o rizébio ISOL-18 ou com a
estirpe CIAT 899 apresentaram maior eficiéncia de fixacdo do nitrogénio no periodo
de emissdo de vagens, enquanto que as inoculadas com o rizébio ISOL-34
apresentaram os menores valores para esta variavel.

Constatou-se que o feijdo-fava var. crioula Boca de Moca inoculado com a
estirpe CIAT 899 apresentou maior valor de eficiéncia da fixagdo do nitrogénio
(49 mg N g* MSN) no periodo de enchimento de vagens (Figura 12A), e, portanto, se
destacou em relacdo aos demais tratamentos neste periodo de avaliacdo. Além deste,
a inoculagéo de plantas de feijdo-fava var. crioula Boca de Moga com os isolados de
riz6bio ISOL-50, ISOL-19, ISOL-32 e ISOL-16 resultou em elevados valores de
eficiéncia da fixacao do nitrogénio no periodo de enchimento de vagens e estes foram
superiores ao registrado para as plantas inoculadas com a estirpe BR 3267 em 38%,
28%, 27% e 13%, respectivamente. O feijdo-fava var. crioula Boca de Moca inoculado
com o rizobio ISOL-35 exibiu eficiéncia de fixacdo do nitrogénio estatisticamente

similar ao registrado para a estirpe BR 3267 no enchimento de vagens.
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Figura 12. Eficiéncia de fixacdo de nitrogénio do feijdo-fava var. crioula Boca de Mocga (A) e Branca (B)
inoculado com diferentes isolados de rizébio. No periodo, médias seguidas por letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste de Duncan (P < 0,05).

Considerando os trés periodos de avaliacdo, notou-se que a eficiéncia de
fixac&do do nitrogénio no feijao-fava var. crioula Branca inoculado com a estirpe CIAT
899 e também naquelas plantas inoculadas com os rizébios ISOL-18 e ISOL-50
apresentaram melhores resultados (Figura 12B). Notou-se que a inoculacao do feijao-
fava var. crioula Branca com os isolados de rizobio induziu maior eficiéncia de fixagao
do nitrogénio em relacao as plantas inoculadas com a estirpe BR 3267 no periodo de
emissao de vagens, exceto quando se utilizou o rizobio ISOL-34. No enchimento de
vagens, o feijdo-fava var. crioula Branca inoculado com o rizébio ISOL-50 apresentou

maior eficiéncia de fixacdo do nitrogénio em relacédo aos demais tratamentos.
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A inoculacdo de feijdo comum com isolados provenientes de solos do Ird
resultou em alto desempenho na fixacdo de nitrogénio (Rahmani et al., 2011)
igualmente ao observado no presente trabalho. Segundo Lima et al. (2012), estirpes
com menor nodulacdo podem apresentar nodulos muito eficientes com elevada
capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico. Para o feijado-caupi cultivado na regiédo
de Teresina/Pl e Bom Jesus/Pl e na Pré-Amaz6nia maranhense néo foi observado
diferenca significativa entre as plantas inoculadas com rizobios e a testemunha
nitrogenada (Almeida et al., 2010; Costa et al. 2011; Gualter et al., 2011). Plantas de
feijdo comum e de Senna multijuga inoculadas com B. japonicum apresentaram
aumento no crescimento vegetativo e 0s autores ressaltam que esta resposta
provavelmente foi decorrente de uma interacéo positiva da planta com o rizébio e de

uma maior fixacéo biologica de nitrogénio (Lirio et al., 2012).
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5 CONCLUSAO

Considerando os resultados apresentados, pode-se concluir que os isolados de
rizobio ISOL-18, ISOL-32 e ISOL-50 apresentaram interacao simbiotica favoravel com
plantas de feijdo-fava e, portanto, sdo isolados promissores a serem utilizados na

formulacdo de inoculantes rizobianos para o cultivo destas plantas.
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ISOL-16

ISOL-35

Testemunha nitrogenada Testemunha absoluta

CIAT 899 : BR 3267

Apéndice 1. Raizes e nddulos de feijdao-fava var. crioula Boca de Mocga inoculadas com isolados de rizébio provenientes de areas produtoras
de feijdo-fava do Piaui. As estirpes BR 3267 de Bradyrhizobium sp. e CIAT 899 de Rhizobium tropici foram utilizadas como padrdes.
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ISOL-16

ISOL-19

Y o R SO : L : .

CIAT 899 BR 3267 Testemunha nitrogenada Testemunha absoluta
Apéndice 2. Raizes e nédulos de feijao-fava var. crioula Branca inoculadas com isolados de rizébio provenientes de areas produtoras de feijao-
fava do Piaui. As estirpes BR 3267 de Bradyrhizobium sp. e CIAT 899 de Rhizobium tropici foram utilizadas como padrdes.
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