UF<B

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICA S
TECNOLOGIA EM AGROECOLOGIA

LUANA ARAUJO DOS SANTOS

EFICIENCIA E CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA DE
BACTERIAS ORIUDAS DE NODULOS DE FEIJAO-CAUPI ( Vigna
unguiculata L.) EM SOLOS DE SANTO AMARO BA

Cruz das Almas — BA
2015



LUANA ARAUJO DOS SANTOS

EFICIENCIA E CARACTERIZAC}AO I\/IORFOFISJOLOGICA DE
BACTERIAS ORIUDAS DE NODULOS DE FEIJAO-CAUPI ( Vigna
unguiculataL.) EM SOLOS DE SANTO AMARO BA

Trabalho de conclusdo de curso submetido ao Cdlegia
Graduacdo de Tecnologia em Agroecologia do Cen&o d
Ciéncias Agrérias, Ambientais e Biologicas da Ursidade
Federal do Recéncavo da Bahia, como requisito gapeira
obtencédo do titulo de Tecnodlogo em Agroecologia.

Orientadora: Rafaela Simao Abrah&o Nobrega

Cruz das Almas - BA
2015



LUANA ARAUJO DOS SANTOS

EFICIENCIA E CARACTERIZACAO I\/IORFOFISJOLOGICA DE
BACTERIAS ORIUDAS DE NODULOS DE FEIJAO-CAUPI ( Vigna
unguiculata L.) EM SOLOS DE SANTO AMARO BA

Monografia defendida e aprovada pela banca examiaad

Aprovado em / /

Prof' Dr2, Rafaela Sim&o Abrahdo Nobrega

Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB)

Dr. Thiago Alves Santos de Oliveira

Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB)

Dra. Elizabeth Amélia Alves de Duarte

Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB)



Aos meus queridos pais
Lidia e Geraldo pelo,
amor, carinho, cuidado e
atencdo que me
proporcionaram cursar
um nivel superior
DEDICO



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu Deus pelo dom da vida, por me dencesta oportunidade e ter
conquistado a vitoria, obrigada meu Deus, pois s@apresenca jamais conseguiria alcancar

O SucCesso.

Agradeco a minha familia, aos meus pais Lidia eal@dey que com todo esforco,
permitiram que esse sonho acontecesse, amo voxéas,r&ao do meu viver. Aos meus
irmaos, Paulo, Luciano, Junior, Eduardo, Fernanddagcos pelo carinho e apoio e em
especial minha irma Adriana pela forga, carinh@iéwia e incentivo, principalmente nos
momentos dificeis, durante toda essa etapa da midea Ao meu amado Flavio,
companheiro de todos os momentos, que foi e cantsendo paciente, compreensivo,

atencioso e carinhoso comigo.

Agradeco a minha orientadora ProDr®. Rafaela Simdo Abrahdo Ndbrega pelo
acolhimento, orientacdo, ensinamentos compartiiadonselhos e amizade, serei grata

eternamente.

A todos meus colegas, Djalma, Sandra Luciene, Ayréynne, Nai, Gal, Carol,

Gilca, e Milena, obrigada, pelo carinho, apoio emantos compartilhados.

As minhas amigas e companheiras Jéssica, RosanaildaR pela amizade sincera,
momentos de descontracdo, trabalhos em gruposiodos 0os momentos que passamos

juntas, durante toda a graduacéo.

As pessoas que ajudaram no desenvolvimento daipas&osilda, Samilles, Aldrey,
Altemar e Atenor. Aos funcionarios dos laboratédasUFRB: Silvani, Laura, Ailton, Carol,
Lene, principalmente, Eliene pelo apoio e compadhrante todo o desenvolvimento do meu
trabalho. A Eliane pelo apoio e orientagdo muitogzula.

As mestrandas Eliane e Joice pelo apoio e disdmi@atde que teve em me orientar.

Aos professores da UFRB, que contribuiram para anifdttmagdo académica e
profissional Df. Rafaela, Ot Nara, Df. Léa, Df. Tais, Dr. Sérgio, Dr. Daniel e em especial
a DP. Cintia Armond, pelos ensinamentos, experiéncaspartihadas e dedicacdo. Ao

Projeto ‘Reutilizando Ideias’ pelo aprendizado diseaoda participacao.



Feliz o homem que encontrou a sabedoria e a
inteligéncia para o entendimento.

(Provérbios 3-13)



RESUMO

O feijdo caupi € uma leguminosa muito importantegss rica em vitaminas e proteinas.
Para a producédo sustentavel da cultura, uma dasléggas mais viaveis, tanto do ponto de
vista ambiental, como econdmico, é a utilizacadandeulantes para a fixagdo biolégica de
nitrogénio. O presente trabalho teve como objeidatar, caracterizar e avaliar eficiéncia
simbiodtica de bactérias de nédulos de feijdo c@uigha unguiculata L.) oriundas em solos
de Santo Amaro BA. Para o isolamento e a caraatgitr das bactérias diazotroficas foram
escolhidos nodulos aleatoriamente no sistema rdadialas plantas. Foram isolados 60
estirpes de bactérias dos nddulos. As caractesstiworfofisiologicas avaliadas para cada
isolado foram: a taxa de crescimento medida petopte de aparecimento de colbnias
isoladas; o didmetro médio das colbnias isoladaspdificacdo do pH do meio; forma de
bordo; elevagdo do bordo; a consisténcia da cgl@nédosorcéo de indicador; transmisséo de
luz e coloracdo das colbnias. Foram obtidos 60adss em cultura pura, dos quais 35
apresentaram crescimento rapido e 25 intermedj&igsanto a modificacdo do pH do meio
de cultura, 22 alcalinizaram e 38 acidificaram.dfroobtidos 60 isolados em cultura pura, dos
quais 48 apresentaram crescimento rapido e 12rintBéarios; e quanto a modificagdo do pH
do meio de cultura, 22 alcalinizaram e 38 acidiica Os isolados de crescimento
intermediario e alcalino UFRB C4, UFRB C8A, UFRB1B] UFRB C16B, UFRB C18,
UFRB C20B, UFRB C26, UFRB C27, UFRB C36 e UFRB G@®esentam potencial para
estudos posteriores de sele¢éo de estirpes patauemem solos do Reconcavo da Bahia.

Palavras chave:Fixacéo biolégica de nitrogénio, leguminosas,dfita total, inoculacdo de

bactérias.



ABSTRACT

The cowpea is an important food legume for beirf source of vitamins and proteins. For
sustainable crop production one of the most vidéddhnologies both from an environmental
point of view as economic is the use of inoculdatsbiological nitrogen fixation. This study
aimed to carry out isolation, cultural charactdi@aand authentication of isolates of bacteria
present in cowpea plant roots grown in soil contet@d by lead and treated with sisal waste.
For the isolation and characterization of diazdtpodules were randomly assigned to the
root system of the plants. There were isolated @ttdrial strains of nodes. Cultural
characteristics evaluated for each isolated wheegtowth rate measured by isolated colonies
of onset time; the average diameter of isolatedriek; the change of pH; form of board;
elevation of the board; the consistency of the mglahe indicator of absorption; light
transmission and color of the colonies. 61 weraiokd isolated in pure culture, of which 49
showed rapid growth and 12 intermediate; and thelifncation of the pH of the culture
medium 22 and 39 basified acidified. Isolated imediate and alkaline growth UFRB C4 ,
UFRB C8A , UFRB C11B, C16B UFRB , UFRB C18 , UFRROB , UFRB C26 , UFRB
C27 , UFRB C36 and UFRB C39 have potential forhfertstudies of selection of strains for
cultivation in soil Reconcavo of Bahia .

Key words: biological nitrogen fixation, legumes, chlorophyfipculation of bacteria
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1. INTRODUCAO

O feijdo caupi Vigna unguiculata L. Walp.) conhecido popularmente como feijao-de-
corda, feijao fradinho ou feijdo verde € uma lequosa importante por ser rica em fonte de
vitaminas e proteinas, e pode ser consunmdaatura ou como conserva e ainda na Bahia
constitui ingrediente principal para a execucdoadarajé. O feijdo caupi pode ser ainda
utiizado como feno, protecdo do solo, farinha patanentacdo animal (DUTRA e
TEOFILO, 2007), como adubac&o verde (ARAUJO eP4l12).

E amplamente cultivado nas regifes Norte e Nordpsteipalmente por sua adaptagio
as condicfes edafoclimaticas, constituindo um inambe recurso alimentar para a populacéo
e vem sendo cultivado também em algumas areasgio r€entro Oeste apos o cultivo da
soja Glycinemax L.).

Para a producao sustentavel da cultura uma daslégs mais viaveis, tanto do ponto
de vista ambiental como econdémico, é a utilizagdndculantes para a fixagdo biologica de
nitrogénio (LACERDA et al., 2004; ALMEIDA et al.020; COSTA et al., 2011; MARTINS
et al., 2013; COSTA et al., 2014). Este processeibase na simbiose das plantas com as
bactérias noduliferas fixadoras de nitrogénio, em @) nitrogénio é obtido por simbiose e o
hospedeiro (planta), nutre o simbionte com fotdatds. Para a cultura do feijdo caupi ha
disponiveis os seguintes inoculantes autorizadds BFRAPA (Ministério da Agricultura
pecuaria e Abastecimento): UFLA®4 (SEMIA 6461), BR 3267 (SEMIA 6462), (SEMIA
6463) e BR 3262 (SEMIA 6464).

Estudos objetivando a selecéo de bactérias efesard fixacdo bioldgica de nitrogénio
Sa0 necessarios, uma vez que o simbionte pode sufeeréncias edafo-climaticas e ainda
ter sua eficiéncia alteragcdo em funcado e gendtiEisitos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006;
MELO et al. 2009; COSTA et al., 2014).

No estudo realizado por Pereira (2015) foi cultovax feijdo caupi em solos com
historico de contaminacdo por chumbo originadosndmicipio de Santo Amaro, BA. Das
plantas coletadas desse experimento, houve a oc@réatural de nodulos no sistema
radicular das plantas de feijao caupi. Buscandelezdo de estirpes eficientes e tolerantes a
estresses ambientais, o presente trabalho teve objetivo isolar, caracterizar e avaliar
eficiéncia simbidtica de bactérias de ndédulos gédecaupi ¥igna unguiculata L.) oriundas

em solos de Santo Amaro BA.



14

2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Isolar, caracterizar e avaliar eficiéncia simbiétibe bactérias de nédulos de feijao

caupi {igna unguiculata L.) oriundas em solos de Santo Amaro BA.

2.2 0BJETIVOS ESPECIFICOS
Isolar e realizar a caracterizacdo morfofisiologleaisolados de bactérias oriundas de
solos contaminados com chumbo e adubados com sisal;
Avaliar a eficiéncia simbidtica dos isolados queeapntarem o mesmo fenotipo de

Bradyrhizoium sp. na cultura do feijao caupi.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A FIXACAO BIOLOGICA DO FEIJAO CAUPI COMO
ALTERNATIVA DE MANEJO MAIS SUSTENTAVEL PARA A
AGRICULTURA FAMILIAR NO RECONCAVO DA BAHIA

O feijdo caupi € uma cultura muito difundida entre agricultores familiares do
Nordeste e principalmente na Bahia. E cultivaddyretndo nas regides Norte (55,8 mil
hectares) e Nordeste (1,2 milhdo de hectare), ipahmente para a producdo de graos secos
ou verdes, visando o consumo humanonatura, na forma de conserva ou desidratado
(TEOFILO et al., 2008; SILVA et al, 2009). A cultué rustica podendo ser considerada
tolerante a pragas e doencas. E pouco exigenteoaedicbes edafoclimaticas, adapta-se a
solos de baixa fertilidade natural, devido a suande capacidade de fixacdo de nitrogénio
atmosférico, em funcdo da simbiose com bactémaslidiras de nitrogénio que nodulam raizes
(LACERDA et al., 2004; ALMEIDA et al., 2010; COST#£t al., 2011; MARTINS et al.,
2013; COSTA et al., 2014).

Em dialogo com agricultores do Recéncavo da Batl&j&o caupi, conhecido como
feijdo fradinho, é cultivado em pequenas areas eépotas chuvosas em quantidades
suficientes para o consumo familiar. O excedentenglido em feiras livres dos municipios e
€ armazenado em garrafas de plasticos. O manejioénfianualmente, através de capinas,
ndo se faz a pratica de controle de pragas e deentihizando como insumo adubacéo
organica da propria fazenda. Os agricultores n@enfauso dos inoculantes bacterianos
autorizados pelo MAPA por ndo conhecerem e tamb@mao terem acesso a tecnologia.

Dentre os processos bioldgicos que permitem maietestabilidade ambiental, a
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) € reconheqma diminuir o custo da producéo e a
dependéncia do agricultor por insumos industridtiza A maioria das leguminosas é capaz
de estabelecer simbiose com bactérias fixadoradl,dedenominadas, coletivamente, de
rizobio que induzem a formacao de nddulos nassazmnvertem nitrogénio atmosférico em
amonia que posteriormente convertidos compostosaios e exportados para a parte aérea
da planta.

A introducd@o de inoculantes de bactérias fixadammitrogénio selecionadas para
determinadas leguminosas pode maximizar a fixag@lodica de nitrogénio na agricultura e
complementar o manejo sustentavel. Entretanto,cé€mfia da fixacdo é variavel, sendo
influenciada, dentre outros fatores, pela espédide hospedeira. Na selecdo de estirpes de

rizobio eficientes, varias etapas sdo necessac@®0 a verificacdo da capacidade de
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nodulacdo da espécie, o isolamento das bactérjagjfecacdo das coldnias e a avaliagdo da
eficiéncia em vasos com substratos esterilizadmaenédo esterilizado (FARIA e FRANCO,
2002; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Estudos comprovaram que a cultura do feijdo cauphdo inoculado com bactérias
fixadoras de nitrogénio nao responde a adubac&ogeitada e responde a inoculagdo com
estirpes selecionadas. Martins et al. (2013) dzartem em conjunto adubacé&o nitrogenada,
nitrogénio mineral e micronutrientes na producdo gidos de feijao-caupi inoculado,
concluiram que o maior rendimento de graos ded@igupi inoculado com a cepa INPA 03-
11B foi obtido na auséncia de adubacgao nitrogercastia aplicacdo de micronutrientes,
resultando em incremento de 12,4% em relacdo aeaséa aplicacdo. Costa et al. (2011) ao
realizarem o estudo da nodulacdo e produtividad¥igea unguiculata (L.) por cepas de
rizobio em Bom Jesus, Pl verificaram que as inggida das sementes de feijao-caupi com as
cepas de bactérias diazotréficas INPA 03 11B (BR133® UFLA 3-155 resultaram em
rendimento de grdos equivalente a testemunha aduwdmed nitrogénio mineral e superior as
médias do estado do Piaui. Gualter (2011) ao pem@umn a eficiéncia agrondmica de estirpes
de rizobio inoculadas em feijdoaupi cultivado na regido da pAmazodnia maranhense
verificaram que as estirpes proporcionam nodulagimimulo de N na parte aérea,
rendimento de biomassa de matéria seca e eficiéglai@a alta em comparacdo ao controle.
Também em estudo realizado por Zilli et al. (20@8) Roraima objetivando avaliar a
contribuicéo de estirpes de rizobio para o desemmehto e produtividade de graos de feijao
caupi, foi verificado que todas as estirpes testgtaporcionaram rendimento de graos da
cultura do feijsio-caupi semelhantemente a doseOdiegéha’ de N, ao passo que apenas a
estirpe BR 3262 assegurou rendimento semelhardalz@edo nitrogenada mineral no plantio
com 50 kg ha de N dose de N que proporcionou maior rendimeatgréos. Fernandes et al.
(2003) ao selecionarem rizébios nativos para @deijos Tabuleiros Costeiros de Sergipe no
Pernambuco obtiveram sete isolados promissorestpst@s posteriores em campo com a
cultura, pois 0s mesmos apresentaram area fol@téria seca da parte aérea, nimero e peso
seco dos nodulos, superiores aos tratamentos sernlagdo e iguais ou superiores aos
rizobios recomendados para a cultura. Melo e ZMO09) ao realizarem o estudo da fixacao
bioldgica de nitrogénio em cultivares de feijdaupi recomendadas para o estado de Roraima
indicaram que as cultivares avaliadas apresent@neftiéncia nodular em casa de vegetacao
com ambas as estirpes Bieadyrhizobium, BR 3267 e BR 3262. Segundo Santos et al. (2014)
ao realizar a inoculacdo comradyrhizobium e adubacdo nitrogenada em feijdo caupi

cultivado em diferentes solos, constatou que acodesinoculante em feijdo caupi mostrou
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suficiente para prover o N de que a planta neeepaita sua produc¢ao, respondendo por mais
de 80% do incremento de produgéo.

Vérios trabalhos além de pesquisarem a eficiéncgaimloculantes autorizados e em
fase de teste, também buscam isolar e realizaragtesazacdo das bactérias com objetivos
diversos. Nesse sentido, Silva et al. (2013) adizeram o isolamento e caracterizacao
fenotipica de bactérias fixadoras de nitrogéniosembiose comMacroptilium lathyroides
(L.) Urb. em Roraima indicam que apesar do feijés drrozaiger sido introduzido em
Roraima, esta leguminosa foi capaz de estabeleg®#iose com bactérias nativas com
elevada diversidade morfo-fisioldgica, favorecends®u crescimento nestes solos. Ja Silva et
al. (2007) ao realizarem a caracterizacdo e seldegmpulaces nativas de rizobios do solo
da regido do Semi-arido de Pernambuco, oriundosfegéo caupi concluiram que a
diversidade morfoldgica e fisiolégica dos isolagmssibilitou a identificacdo de diferentes
grupos, sendo alguns deles, com padrdo de sinatlidproximos a estirpe padréo
Bradyrhrizobium sp. Semia 6145.

Partindo do principio de que a Agroecologia fundatase no desenvolvimento
sustentavel e por ser o nitrogénio um recurso @s® mal manejado pode ser um poluente
ambiental, justifica-se fazer o uso de alternatisastentaveis, tanto para o meio ambiente,
quanto para garantir a producdo dos agricultoreslifaes. Assim, estudos objetivando o
isolamento, caracterizacdo e selecdo para as @msdiedafo-climaticas da Regido do

Recdncavo da Bahia e principalmente em Santo AnBskpsS&ao necessarios.
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4. MATERIAL E METODOS

Dois experimentos foram conduzidos utilizando d®tatérios de Biologia do solo e
Microbiologia do Nuate e casa de vegetacéo da Wsidade Federal do Reconcavo da Bahia
(UFRB), Campus de Ciéncias Agrarias, AmbientaisaoBicas (CCAAB), no municipio de
Cruz das Almas-BA.

O primeiro experimento constou do isolamento deédres oriundas de ndédulos de
plantas do feijdo caupi cultivadas por Pereira $2@In solos oriundos de Santo Amaro, BA e
tratados com residuos de sisajdve sisalana). Para o isolamento das bactérias diazotréficas
presentes, os nodulos escolhidos aleatoriamentesistisnas radiculars das plantas. Para
desinfestacdo dos mesmos foi utilizado etanol 96%4ngs segundos, hipoclorito de sodio a
1% por cinco minutos e sucessivas lavagens emeégiadl. Os nédulos desinfestados foram
esmagados com pinga estéril e o liquido intra-ravdigi estriado utilizando al¢a de platina
em placas de Petri contendo meio de cultura 79 FRENVASKMAN, 1928). As placas
foram incubadas em BOD em temperatura média d8C27com verificacdes diarias da
formacao de colbnias. Apds aparecimento das capagamesmas foram repicadas para outra
placa de Petri contendo meio de cultura 79 concautlir, azul de bromotimol e novamente
incubadas para a purificacdo. As placas foram roadas diariamente visando verificar o
surgimento de colbnias isoladas para posterior ctamaacdo fenotipica através da
morfofisioldgica de colbnias.

As caracteristicas morfofisiol6gicas avaliadas peamda isolado foram: a taxa de
crescimento medida pelo tempo de aparecimento ldmias isoladas (rapido -2 a 3 dias);
intermediario — 4 a 5 dias; lento — 6 a 10 diasitonlento > 10 dias); o diametro médio das
colonias isoladas; a modificacdo do pH do meiod{cacao, alcalinizacdo e neutralizag&o);
forma de bordo (circular, irregular; inteiro, onddb); elevacdo do bordo (lente, convexo,
plano); a consisténcia da colonia (elastica ,gomdmdirico, aquoso); a absorcdo de
indicador; transmisséo de luz e coloracdo das @d6Com excecdo da caracteristica tempo
em dias para visualizacdo das colbnias, as dem@mfavaliadas apés 5, 8, 12 e 15 dias de
aparecimento das coldnias isoladas para, respewtivie, os isolados de crescimento rapido,

intermediario, lento e muito lento conforme desceitn Moreira (1991).

AplOs a caracterizacdo morfofisiologica de todos imslados obtidos, os que
alcalizaram o meio de cultura foram selecionadoa pasegundo ensaio realizado em casa-

de-vegetacdo que objetivou avaliar a eficiéncia todados de bactérias fixadoras de



19

nitrogénio, sendo selecionados 18 isolados quetitgineam os tratamentos avaliados. Além
desses isolados de bactérias foram utilizados ee dstirpes autorizadas como inoculantes
para a cultura do feijdo caupi pelo MAPA: UFLA 0384 BR 3267 e também a estipe em
fase de teste UFPI B1-8. Como testemunhas corfocden utilizados o controle com baixo
nitrogénio (5,25 M), com inoculagdo e com alto agé&nio (52,5 M), totalizando 23
tratamentos com 3 repeticoes dispostos em delingarmgeiramente casualizado.

Para o preparo do inéculo as bactérias foram eadés em meio 79 durante 48 h, sob
temperatura de 28°C+2 e 150 RPMs. Foram centriaggmbr 10 min; 6.000 RPMs e
ressuspendidas em solucdo salina (0,55%). A pdatileitura em espectrofotdmetro foram
reajustada (O.D.600nm= 0,5) a®10FC mL™.

As garrafas tipolong nek (350 ml) foram utilizadas como vaso para o cultivo
hidroponico do feijdo caupi contendo solugcdo nu#itArnold e Hoagland (1950). Sais 1M,
NH4NO; 0,1875M, KCL 5, KHPQO, 1M, MgSQ, 2M, CaCl, 5M, Micro 1 mL, Fero 1 mL,

diluida quatro vezes (Fig. 2) .

2015/04/15

Figura 1. Germinacdo das sementes do feijao caupi em plapatdecom meio agua-

agar incubado em BOD a7, por 24 horas.

Em seguida foram autoclavadas por 30 minutos, apressao de 1,5 kg ém 127 C,
com papel de filtro mais a solugcédo. A cultivar g utilizada foi a BR17 Gurguéia. As
sementes foram desinfestadas superficialmente tamoleouro por 5 segundos e hipoclorito
de sédio 1% por 2 minutos, com lavagens sucessems agua destilada estéril.
Posteriormente foram colocadas em placas de metrimeio agua-agar e mantida em BOD,

por 24 horas para o crescimento (Fig. 1).
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Figura 2 Vista parcial do experimento de avaliagdo da&ficia dos isolados em fixar
N, com feijao caupi cultivado em solugéo nutritiva ganrafas do tipéong Nek aos 4 dias de

cultivo

Decorridos 19 dias do momento do plantio realizewadeitura de clorofila e b e
total @ + b), em seguida as plantas foram coletadas e anadisa&l seguintes parametros:
namero de noédulos (NN), massa fresca dos noduldsNjMmassa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR), a relacao enieso da massa seca da parte aérea sob o
peso da massa seca da raiz (MSPA/MSR), e a retet&8dSPA da planta inoculada/MSPA
da planta com N x 100 (EFR).

A clorofila total foi avaliada através do mediddetednico Falker modelo FL1030,
sendo realizada em trés folhas por planta. Em dagus plantas foram coletadas e as raizes
separadas da parte aérea na base do caule, osondduhm destacados e contados.
Posteriormente a parte area e as raizes foramatl@legara secar em estufa a 60°C por 72
horas, posteriormente pesadas em balanc¢a analitica.

Os resultados das variaveis foram submetidos dsesastatisticamente, com o
programa utilizado o programa SISVAR versao 4.0efegos dos tratamentos foram
comparados pelo teste de Scott-Knott a 5% de gdnifia. As varidveis numero, peso fresco
de nodulos, clorofila b e massa seca da parte/ag@ssa seca da raiz, foram transformadas

em raiz quadrada de (y+1).
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 60 isolados em cultura pura, dossgBaiapresentaram crescimento
rapido e 25 intermediarios; e quanto a modificagko pH do meio de cultura, 22

alcalinizaram e 38 acidificaram (Tabela 1).

Tabela 1 Caracterizacdo morfofisiologica de bactérias atasnde nddulos de feijdo
caupi {igna unguiculata L.) em solos de Santo Amaro, BA

Isolado Origem* Tempo Dia. pH Ele. Bordo Consistéria Cor Indic.
UFRBC8A S1 I 1 A C L G C N
UFRBC8B Sl R 2 AL P L E A N
UFRBCY9A S1 R 1 AL P I E A N
UFRBC9B Sl R 2 AL P I G C N
UFERC9C S1 R >3 A P L G C N
UFRBC10A Sl R >3 AL C I A A S
UFRBC10B S1 R >3 A C I A B N
UFRBC11A Sl I 2 A P L A I N
UFRBC11B S1 I >3 A P L G C S
UFRBC14  S1 R >3 AL C I A I N
UFRBC22A S1 I <1 A P I A I N
UFRBC22B S1 I >3 A P I A I N
UFRBC23A Sl I >3 A P I A I N
UFRBC23B S1 I <1 A P I G I N
UFRBC24A Sl I <1 A P I A B N
UFRBC24B S1 I 1 A P I A B N
UFRBC25 S1 I <1 A P I A I N
UFRBC26  S1 I 1 A C I A I N
UFRBC27 S1 I >3 A C L G C S
UFRBC35 S1 R >3 A C I A A S
UFRBC36  S1 I >3 A P L G C N
UFRBC39 S1 I >3 A P L A I N
UFRBC40A S1 R >3 AL P L G C N
UFRBC40B S1 I 2 AL P L A B N
UFRBC41 S1 I 2 A C I A B N
UFRBC42  S1 R 2 AL P I E A S
UFRBC43 S1 I 2 A P I G C N
UFRBC44  S1 R >3 AL P I A A S
UFRBC47B S1 R 3 A P I G B N
UFRBC2 S3 R 1 AL P I G C N
UFRBC3 S3 I 1 A P L A I N
UFRBC6 S3 R >3 A C I G A S
UFRBC12A S3 R 2 AL P I E C N
UFRBC12B S3 R 2 AL P I G B S
UFRBC13  S3 I >3 A P I G C N
UFRBC16A S3 R 3 A P I E C N
UFRBC16B S3 I >3 A C I G A N
UFRBC17  S3 R >3 AL P L A A S
UFRBC18  S3 I 3 A C L G C N
UFRBC20A S3 I <1 A P L A I N
UFRBC20B S3 I 3 A P I A I N

Continua...
Continua...
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UFRBC28 S3 R >3 A C I A A S
UFRBC29 S3 R 2 A P I A I N
UFRBC30 S3 R <1 AL P I G C N
UFRBC31 S3 R >3 A C I A I N
UFRBC32 S3 R >3 A P L A C N
UFRBC33 S3 R >3 A P I A I N
UFRBC34 S3 R 2 AL P I E C N
UFRBC37 S3 R >3 A P I G A S
UFRBC38 S3 R >3 A P I A A S
UFRBC45 S3 I 3 A P L G A N
UFRBC46 S3 R >3 AL P L G C N
UFRBC47A S3 R >3 A P I A B N
UFRBC49 S3 R 3 A P L G C N
UFRBC50A S3 R 1 AL P L E C S
UFRBC50B S3 R 1 AL P I A B N
UFRBC53 S3 R 1 AL P I A B N
UFRBC54 S3 R 1 AL P L A B N
UFRBC55 S3 R >3 AL C I G C S
UFRBC1 S3 R 2 AL P I G C N

* S 1 isolado oriundo de plantas cultivadas emssdistantes 50m da fabrica COBRAC e S 3 S 1 isateilmdo de plantas cultivadas em
solos distantes 50m da fabrica COBRAC Tempo em mhas o aparecimento das colonias: R: rapido (d&s), |: intermediario (4 a 5

dias). D: didmetro médio das colbnias isoladas (npid) modificacdo do pH do meio de cultivo: AL: @lico, A: acido. Ele: elevacéo das
colénias: C: convexo, P: plano. Bordo: I: inteito,lobado. Consisténcia: G: gomosa, A: aquosa,tieEs@sCor: A: amarelo, C: creme, B:

branco, I: incolor. Indicador.

Os principais tipos morfofisioldgicos encontramasefigura 3. Do total de 60 isolados
obtidos, 29 foram encontrados de raizes cultivatasamostra de solo distantes a 50 m da
fabrica e 33 a 150 m. Em &reas do municipio dedSamtaro ja foi identificada a deposicao
de residuos de mineracgdo ricos em chumbo (Andraderaes, 2013; Magna et al., 2013).
Assim, espera-se que os isolados obtidos possantilsgados em estudos futuros, tanto para
avaliar a tolerancia quanto a eficiéncia em promogd crescimento vegetal para fins de

fitorremediacéo.
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Figura. 3 Principais tipos morfolégicos de coldnias de idok de bactérias oriundas de
ndédulos de feijdo caupV{gna unguiculata L.) em solos de Santo Amaro, BA.

Para o segundo experimento foram selecionados dladess que apresentaram
alcalinizagdo do meio de cultura visando avaliaefigiéncia simbiotica dos mesmos e
confirmacédo da capacidade de nodular o feijado cAtggificou-se que todos os tratamentos
(constituidos de estirpes autorizadas e além dtexdiss testados) influiram no crescimento e

nodulacéo do feijao caupi, de forma significatiValgela 2).

Para a variavel numero de nodulos, observou-s@sjgentroles com adi¢do de alta e
baixa concentracdo de nitrogénio mineral ndo noduoia Isto indica que ndo houve
contaminacdo no experimento. Com relacdo aos iB®lagtaliados UFRB C23A e UFRB
C24B nao nodularam. Durante o processo de isolamgotle ter ocorrido a selecdo de
colénias de algum contaminante, ou de ainda esseterem afinidade pela cultivar de feijao

caupi BR 17 Gurguéia, uma vez que nao foi estavaula planta-isca inicial (Pereira, 2015).
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Todos os demais isolados apresentaram nodulacdelhserte as ocorridas nas plantas
inoculadas com as estirpes autorizadas pelo MARA emumero de nddulos variando entre
11 a 54 nédulos plaritaO isolado UFRB C40B foi o apresentou menor ndntermédulos

que os demais que nodularam.

Tabela 2 NUumero de nddulos (NN), massa fresca de ndéduldsNMmassa seca da raiz
(MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), massalaeggarte aérea\massa seca da raiz
MSPA\MSR), clorofilaa (CLA), clorofilab (CLB), clorofila total (CLT) e eficiéncia relativa
(EFR) de plantas de feijao caupigna unguiculata L.) inoculadas com isolados de bactérias
oriundas de solos de Santo Amaro, BA.

TRAT NN MEN MSR MSPA MSPA/MSR EFR CLA CLB CLT
B T e g plantd ------------- (%) - Hg mg MP -
SN 0,00b 0,00b 0,12b 0,26¢ 2,30c 24,67c15,54c 4,19b 19,73c
CN 0,00b 0,00b 0,19 a 1,09a 5,67a 100,00a 31,95a ,8141 43,76a
UFLA 0384 51,00a 1,57a 0,12b 0,36¢ 2,96¢ 33,37c 9812, 5,45b 18,44c
UFPI B1-8 41,33a 1,77a 0,10b 0,35¢c 3,36b 32,71c 36RO, 5,87b 26,24b
BR 3267 42,66a 1,70a 0,11b 0,37c 3,18b 33,97c 47,35 8,83a 36,19a
UFRBC4 45,66a 1,85a 0,13b 0,48b 3,53b 44,15b 29,11a9,71a 38,82a
UFRBCS8A 51,66a 1,79a 0,12b 0,45b 3,66b 41,30b 28,00 8,86a 36,86a
UFRBC11A 43,00a 1,61a 0,16a 0,39b 2,50c 36,33b  8t3,6 3,55b 17,23c
UFRBC11B 44,00a 1,80a 0,11b 0,41b 3,60b 38,00b 325,8 8,12a 33,95a
UFRBC13 50,00a 1,80a 0,13b 0,48b 3,63b 44,56b §1,36 6,50b 27,87b
UFRBC16B 32,00a 1,29a 0,15a 0,42b 2,82¢c 30,28c 93a3,5 7,36a 30,96a
UFRBC18 54,00a 1,85a 0,12b 0,48b 3,85b 43,98b 29,36 9,97a 39,34a
UFRBC20A 26,33a 1,16a 0,11b 0,31c 2,86¢ 28,53c 500,4 5,59b 26,05b
UFRBC20B 45,66a 1,77a 0,13b 0,40b 2,96¢ 37,36b 025,4 7,90a 33,30a
UFRBC23A 0,00b 0,00b 0,15a 0,31c 2,08c 28,75¢c 13,70 3,59b 17,30c
UFRBC23B 40,00a 1,64a 0,14a 0,40b 2,81c 36,85b 3t6,2 4,26b 20,49c
UFRBC24A 21,66a 1,01b 0,10b 0,24c 2,14c 22,21c 48,1 5,17b 23,31b
UFRBC24B 0,00b 0,00b 0,16a 0,32c 1,95¢ 29,74c 3,28 3,43b 16,71c
UFRBC26 47,00a 1,81a 0,12b 0,51b 4,05b 47,19b 26,43 8,39a 34,82a
UFRBC27 52,00a 1,78a 0,13b 0,48b 3,53b 43,98b 248,74 9,95a 38,69a
UFRBC36 39,33a 1,10a 0,11b 0,29c 2,56¢ 26,40c a3,57 6,91a 30,49a
UFRBC39 41,33a 1,72a 0,11b 0,40b 3,68b 36,98b 42,77 6,48b 29,26a
UFRBC40B 11,00b 0,63b 0,16b 0,39b 2,46¢C 36,45b 30,9 5,98b 25,91b
CV (%) 33,54 12,02 14,09 20,15 8,90 20,31 17,37 701, 18,86

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nécedif entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de piibtate.

Para a variavel massa fresca dos nédulos as métiasam de 0,63 a 1,85 g planta
Como néo houve nodulacéo para os tratamentos tmnéroeem para os isolados UFRB 23A
e UFRB 24B, nao foi possivel determinar a massscéredos nodulos dos mesmos. Com
relacdo aos demais isolados, a excecdo dos isoldAB8C24A e UFRBC24B e UFRB
C23A verificou-se que os isolados induziram médiesilares de MFN semelhantes aos
tratamentos inoculados com as estirpes autorizzelasVIAPA, UFLA 0384 e BR 3267.

Considerando a variavel massa seca da raiz, gsatamlos induziram maior producao
agrupando-se ao tratamento nitrogenado (UFRBC24/RBRL24B, UFRB C16B e UFRB
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C11A). J4 a massa seca da parte aérea variou 6l@ 0,29 de g plarita O tratamento que
possibilitou maior média foi o controle com altancentracdo de N. Contudo, deve-se
considerar que 13 isolados apresentaram maior neddiaelacdo as estirpes testemunha.
Deve-se considerar que as plantas foram avaliamtasapenas 19 dias, e mesmo com pouco
tempo, houve formacéo de trés grupos, os isolatthAW384, UFPI B1-8, BR 3267, UFRB
C20A, UFRB C23B, UFRB C24A, UFRB C24B e UFRB C36iegse assemelharam ao
tratamento com baixa concentracdo de N. Ja osdz®l&FRB C4, UFRB C8A, UFRB
C11A, UFRB C11B, UFRB C13, UFRB C16B, UFRB C18, WB-R20B, UFRB C23B,
UFRB C26, UFRB C27, UFRB C39 e UFRB C40B, apresanta comportamento
intermediério entre ao controle com baixa conceétiade N e alta concentracdo. Deve-se
ressaltar que os isolados UFRB C11 A e UFRB C23@bémn induziram maior média de
massa seca de raiz das plantas. Em estudos postegsses isolados deverdo ser incluidos

em testes em vasos Leonard, em teste com solo.

Com relacdo a varidvel massa seca da parte aéssa/iseca da raiz pode-se verificar
que o tratamento nitrogenado apresentou a maiacdel5,67. As testemunhas UFPI B1-8,
BR 3267 e os isolados em teste UFRB 4, UFRB C8ARBIE11B, UFRB C13, UFRB C18,
UFRB C26, UFRB C27 e UFRB C39 foram similares eegpntaram as maiores médias em
comparagao ao tratamento controle com baixa coraggitt de N.

Para a variavel eficiéncia relativa apenas o tratamcontrole com alta concentracao
de nitrogénio mostrando superior aos demais tratoegFig. 4). Os isolados, UFRB C4,
UFRB C8A, UFRB C11A, UFRB C11B, UFRB C13, UFRB C13FRB C20B, UFRB
C23B, UFRB C26, UFRB C27, UFRB C39 e UFRB C40Bgeapntaram eficiéncia superior
ao tratamento com baixa concentracdo de N. A efi@édas estirpes autorizadas nao foi
superior aos demostrados em outros trabalhos, daordeve-se verificar que o tempo de
avaliacao do presente experimento foi muito cur@odias. No trabalho de Lima et al. (2005)
as estirpes UFLA 03-84, apresentaram eficiéncatival similar a da testemunha que recebeu
nitrogénio. Nesse trabalho as plantas foram culiseem vaso tipo Leonard e adubadas com
210 mg de N por vaso, aplicado em trés parcelasakadas a 60 dias. Deve-se considerar
que, 19 dias para a avaliagdo, foi um tempo cua@ uma plena atividade de fixacéo
biolégica de M. Nos demais trabalhos as avaliagfes ocorreran3@akas apos o plantio e
verificou-se ainda que no presente estudo, o E@@ilimitou o crescimento da planta em

funcdo da escassez da solugcdo nutritiva. Mesmomases isolados apresentaram
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comportamento similar as estirpes autorizadas dadimi possivel a avaliar a capacidade ou
nao de inducado a nodulagéo.

Figura 4. Plantas de feijdo caupi cultivadas em solugcaatiwatre inoculadas com bactérias
oiundas de solos de Santo Amaro, BA. Da direita @aesquerda: controle sem adubacgao

nitrogenada, com adubacéo nitrogenada e 0 isol&RBLC26.

O nitrogénio é um macronutriente essencial pafdaagas, por participar da formacéo
de proteinas, aminoacidos e de outros compostosriampes no metabolismo celular. Sua
auséncia bloqueia a sintese de horménio respongelel crescimento das plantas, as
citocininas (NASCIMENTO et al., 2012). O teor derdfila total no tecido foliar das plantas
corresponde uma ferramenta importante, pois seslaciona com o teor de nitrogénio
existente nos mesmos (ARGENTA et al., 2001). Packmfila a, os isolados UFRB C4,
UFRB C8A, UFRB C11B, UFRB C16B, UFRB C18, UFRB C204RB C26, UFRB C27,
UFRB C36 e UFRB C39, apresentaram semelhantes rdooleocom alta concentracéo de
nitrogénio e com estirpe autorizada BR 3267, vaddade 22,77 a 31,95 pg plantaAs
médias para a clorofila variaram de 4,23 a 11,81 pg plaht®ara a variavel clorofila total
os isolados UFRB 4, UFRB 8A, UFRB 11B, UFRB 16B,RHE-18, UFRB 20B, UFRB 26,
UFRB 27, UFRB 36, e UFRB 39 apresentaram os mesmpartamento das testemunhas

com adubacéo nitrogenada e também da estirpe zadarBR 3267.

Considerando o bem desempenho dos isolados emairinalkl maiores médias nas
principais variaveis da cultura do feijdo caupi gwaenciam o favorecimento da inoculagéo
e promocao de crescimento (numero de nédulosérti@ relativa e clorofila total) nove
entre eles UFRB C4, UFRB C8A, UFRB C11B, UFRB C16B,RB C18, UFRB C20B,
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UFRB C26, UFRB C27, UFRB C36 e UFRB C39 apresentmtencial para estudos
posteriores de selecdo de estirpes para a cultusbl®s do Reconcavo da Bahia.
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6. CONCLUSOES

Foram obtidos 60 isolados em cultura pura, dossptiapresentaram crescimento rapido
e 12 intermediarios; e quanto a modificacdo do pHneio de cultura, 22 alcalinizaram e 38
acidificaram.

Os isolados de crescimento intermediario e alcaiBRB C4, UFRB C8A, UFRB C11B,
UFRB C16B, UFRB C18, UFRB C20B, UFRB C26, UFRB CPFRB C36 e UFRB C39
apresentam potencial para estudos posterioreslegisale estirpes para a cultura em solos
do Reconcavo da Bahia.
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