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RESUMO

ROCHA, Brauly Martins. Préatica alternativa de inoculacdo de sementes de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L., cv. Ouro Vermelho) com estirpes rizobianas localmente
adaptadas. 2013. 52f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Agricultura Organica). Instituto
de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

O feijoeiro € uma cultura de relevancia socioecondmica no Brasil, contando com um
expressivo contingente de pequenos agricultores dedicados ao seu cultivo. A produtividade
nesse segmento ¢ frequentemente baixa e um dos principais nutrientes que limitam a producéo
é o nitrogénio (N). Contudo, o feijoeiro possui a capacidade de se associar a bactérias do
grupo rizébio e formar estruturas especializadas denominadas nédulos, onde ocorre a fixacéo
bioldgica de nitrogénio (FBN). Bactérias desse grupo vém sendo selecionadas para diversas
culturas e séo disponibilizadas para empresas produtoras de inoculantes que distribuem o
produto diretamente para o produtor. A maior parte dos inoculantes produzidos séo destinados
a cadeia produtiva da soja, enquanto o agricultor familiar, via de regra, ndo tem acesso a essa
tecnologia devido a falta de informacéo e dificuldade de distribuicdo. Em contrapartida, tem
sido sugerido que é possivel preparar o inoculante rizobiano a partir de nodulos localmente
disponiveis na unidade de producdo, porém ndo ha comprovacao cientifica referente a essa
pratica. O objetivo do presente estudo foi desenvolver e avaliar uma prética alternativa de
inoculacdo de sementes de feijoeiro com extrato de nodulos para a cultivar Ouro Vermelho,
assim como caracterizar a comunidade bacteriana cultivavel do extrato. Foram conduzidos
experimentos em casa de vegetacdo com dois extratos de nodulos de feijoeiro, cultivados no
municipio de Rio Pomba, MG. A eficiéncia do extrato foi comparada a do inoculante
rizobiano, composto pelas trés estirpes registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), e a aplicacdo de N recomendado para a cultura. Até os 35 dias apds
o0 plantio avaliaram-se o nimero de nddulos, a massa fresca e seca dos nddulos, a massa seca
da parte aérea e das raizes, o teor e o conteddo de N acumulado na parte aérea e o indice de
clorofila total. O nimero de bactérias formadoras de nddulos foi determinado pela técnica do
namero mais provavel e foi realizada a contagem de bactérias presentes no extrato de nddulos
nos meios de cultura DYGS, LB, KB, YMA, SF e TBNR. Os isolados obtidos foram
caracterizados através do sequenciamento do gene 16S RNAr. O extrato de nddulos
demonstrou eficiéncia similar ao inoculante rizobiano. Os meios YMA e SF foram os que
recuperaram maior nimero de isolados do extrato de nddulos (10° UFC mL™Y). A
caracterizacdo genética dos 47 isolados obtidos revelou expressiva diversidade de grupos
bacterianos no extrato de noédulos. Foram encontrados representantes dos seguintes géneros:
Acinetobacter (2 isolados), Agrobacterium (5), Bacillus (4), Chryseobacterium (5),
Arthobacter (1), Comamonas (2), Ensifer (1), Ochrobactrum (1), Pantoea (1), Pseudomonas
(6), Rhizobium (7), Shinella (1), Sphingobacterium (2), Stenotrophomonas (8) e Variovorax
(2). Os resultados obtidos indicam o potencial do inoculante a base de extrato de nddulos na
maximizacdo da FBN na cultura do feijoeiro.

Palavras-chave: Feijoeiro. Inoculagdo. Extrato de nodulos.



ABSTRACT

ROCHA, Brauly Martins. Practice alternative inoculation of bean seeds (Phaseolus
vulgaris L. cv. Ouro Vermelho) with rhizobial strains locally adapted. 2013. 52f.
Dissertation (Professional Masters in Organic Agriculture). Instituto de Agronomia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

A significant number of Brazilian smallholder farmers cultivates common beans which is
important for is socioeconomic relevance. Crop yield under this scenario is often low and
generally limited by nitrogen (N) availability. Beans have the ability to associate with
rhizobial bacteria and form specialized root structures called nodules where atmospheric
nitrogen is reduced. Efficient bacterial strains have been selected for different plant species
and they are registered at the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA).
Companies prepare inoculants from them and distribute it to farmers. In Brazil, most of
inoculants produced is for soybean monocrops while smallholder farmers often do not have
access to the technology probably due to both lack of information and a limited distribution
network. The use of an inoculant prepared from active nodules collected in the production
unit may offer an alternative to maximize biological nitrogen fixation (BNF) benefits.
Nevertheless, so far, there is not any scientific evidence regarding such a practice. The aim of
this study was to develop and evaluate seed inoculation of bean cultivar Ouro Vermelho with
an extract prepared from active nodules, as well as to characterize the bacterial community
present in the extract. Experiments were conducted in a greenhouse with two extracts
produced from bean nodules collected in Rio Pomba, MG. Nodule extract efficiency was
compared to a rhizobial inoculant composed by three strains registered at MAPA, and to the
recommended N dose. At 35 days after sowing, plants were collected and the following
parameters evaluated nodule fresh and dry matter, nodule number, shoot and root dry matter,
N content, total N and chlorophyll accumulated in the shoot. The number of bacteria capable
of forming nodules was determined by the most probable number counts technique and
bacteria present in the extract was counted and isolated from DYGS, LB, KB, YMA, SF and
TBNR media. The identification of bacterial isolates was carried out by sequencing the 16S
rRNA gene. Under greenhouse conditions, inoculation with nodule extract was similar to
rhizobial inoculant regarding the analyzed parameters. YMA and SF media showed the largest
colony number recovered from nodule extract (10° CFU mL™). The genetic characterization
of 47 isolates obtained revealed a high diversity of bacterial genera. Representatives of the
following genera have been found Acinetobacter (2 isolates), Agrobacterium (5), Bacillus (4),
Chryseobacterium (5), Arthobacter (1), Comamonas (2) Ensifer (1), Ochrobactrum (1)
Pantoea (1), Pseudomonas (6), Rhizobium (7) Shinella (1), Sphingobacterium (2),
Stenotrophomonas (8) and Variovorax (1). The results indicate that the alternative practice
using nodule extract inoculation may improve bean yield at the expense of BNF.

Keywords: Bean. Inoculation. Nodules extract.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro possui grande importancia socioeconémica no Brasil, sendo a principal
fonte de proteinas e minerais na dieta da populacéo, além de possuir um grande contingente
de pequenos produtores que se dedicam a essa cultura. Contudo, nessas unidades a
produtividade € baixa, deixando a média nacional de producdo de feijdes nas safras
2012/2013 em 924 Kg ha™, niimero bastante inferior quando comparado aos 2.400 Kg ha™ ou
mais j& alcangados por alguns estados brasileiros (CONAB, 2013), onde se concentram 0s
grandes produtores dessa leguminosa. Sabe-se que o poder de investimento entre grande
produtor e agricultor familiar é bastante distinto e que o segundo tem muitas dificuldades em
investir em insumos, dos quais podemos destacar as adubagdes com nitrogénio.

Para solucionar essas dificuldades surge a necessidade de buscar tecnologias de baixo
custo que melhorem a produtividade da cultura, baixando custos e aumentando a renda do
produtor. Como atributo importante, o feijoeiro possui a capacidade de se associar
simbioticamente a bactérias do grupo dos rizobios, formando estruturas denominadas nodulos,
onde ocorre o processo de fixagdo biologica de nitrogénio (FBN) (MERCANTE et al., 1992).
Nesse contexto, existe a possibilidade de explorar a FBN atraves da adocdo da pratica de
inoculacdo das sementes com estirpes de rizobios eficientes, adquiridas de empresas
especializadas. Entretanto essa tecnologia ndo é bem difundida entre os pequenos agricultores,
ndo gerando uma demanda para que as empresas busquem uma estratégia de distribuicdo para
esse publico.

Pelos motivos citados torna-se importante buscar tecnologias alternativas a inoculacéo
tradicional. Existem alguns trabalhos relatando experiéncias com macerados de nddulos
(extrato de nodulos) de solo, mas sem metodologias especificas. Essa pratica bem elaborada e
prontamente disponivel ao agricultor familiar poderia representar uma alternativa para
otimizar a FBN no feijoeiro.

O objetivo do presente estudo foi desenvolver e avaliar uma pratica alternativa de
inoculacdo de sementes de feijoeiro com extrato de nédulos para a cultivar Ouro Vermelho,
assim como caracterizar a comunidade bacteriana cultivavel do extrato.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Feijoeiro

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é um dos principias constituintes da dieta dos
brasileiros, sendo uma excelente fonte de proteinas, além de possuir um bom contetdo de
carboidratos e ser rico em ferro. O Brasil € o segundo maior produtor mundial de feij6es,
sendo sua producéo estimada na safra 2011/2012 em 2.906,5 milhdes de toneladas em uma
area total de 3.269,4 milhdes de ha. Desse total estima-se que o feijoeiro seja responsavel por
89,6% do total com producéo anual de 2.603,3 milhdes de toneladas (CONAB, 2012).

De acordo com Ferreira et al. (2006), existem trés grupos de produtores do feijoeiro no
Brasil: o primeiro é composto por pequenos produtores, em que as limitagdes climaticas, a
falta ou dificuldade de acesso a tecnologia, dificuldade de comercializar outras culturas
tornam o cultivo do feijdo a melhor alternativa econémica; o segundo é formado por pequenos
e grandes produtores intermitentes, ou seja, entram e saem dessa exploracdo dependendo das
perspectivas do mercado; e o terceiro sdo produtores profissionais, que conduzem suas
lavouras com tamanho e tecnologia proporcionais a sua capacidade de investimento.

A producéo nacional de feijdo é dividida em trés safras: a primeira safra (feijdo das
aguas) é plantada entre os meses de outubro a novembro, a segunda (feijao da seca) a partir de
janeiro até inicio de marco e a terceira (feijéo de inverno), exclusivamente irrigada, entre abril
e junho (CASSINI; FRANCO, 2006). O feijao de inverno é cultivado por grandes produtores,
que além de utilizar técnicas modernas, procuram evitar riscos relativos ao cultivo dessa
leguminosa (CHAGAS, 1994).

A maior parte da producdo nacional é gerada nas duas primeiras safras, sendo
produzidas basicamente pela agricultura familiar, que € responsavel por aproximadamente
65% do total produzido (IBGE, 2009). Nessas propriedades o baixo nivel tecnologico dos
produtores resulta em baixas produtividades. Segundo Ferreira et al. (2009) os fatores
responsaveis pela baixa produtividade do feijoeiro sdo: incidéncia de doencas e pragas, ndo
utilizacdo de sementes certificadas, falta ou excesso de agua e baixa disponibilidade de
nutrientes, sobretudo o fésforo (P) devido a sua adsorcdo nos solos e o nitrogénio (N) que
sofre perdas decorrentes de lixiviacdo e volatilizacéo, resultado do manejo inadequado.

O N é o nutriente mais caro e exportado pelo feijoeiro, além disso, 0s pequenos
produtores ndo tém recursos para utilizacdo de fertilizantes em solos de baixa fertilidade,
gerando uma cadeia de deficiéncias (SALGADO; VIEIRA, 1994; NOGUEIRA, 2005). Para
esses produtores responsaveis pela maior parte da producdo nacional existe a necessidade de
se desenvolverem tecnologias de baixo custo que sejam capazes de melhorar os indices de
produtividade dessa cultura (STRALIOTTO, 2002).

A selecdo da cultivar adequada, também esta entre os fatores que interferem no éxito
do cultivo do feijoeiro. De acordo com Melo et al. (2007) a obtencéo de novas cultivares de
feijoeiro com maior produtividade, menos susceptiveis aos estresses bidticos e abioticos, e
com caracteristicas que atendam ao mercado consumidor, tem se tornado um desafio continuo
dos programas de melhoramento genético.

A cultivar Ouro Vermelho utilizada no presente trabalho é oriunda de cruzamentos do
primeiro ciclo de selecdo recorrente para feijdo vermelho, fruto do convénio “Melhoramento
de Feijao para o Estado de Minas Gerais” com a participagdo direta das seguintes instituigdes:
Universidade Federal de Vigosa (UFV), Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado de
Minas Gerais (EPAMIG), Universidade Federal de Lavras (UFLA) e Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA). Com base nas avaliagdes realizadas entre 2002 e 2004,
essa cultivar apresenta vantagens se comparada a cultivar Vermelhinho, muito utilizada pelos
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agricultores de Minas Gerais: superioridade média de 31% no rendimento de gréos, maior
tolerdncia & mancha angular e ferrugem e melhor arquitetura de planta (CARNEIRO et al.,
2006).

2.2 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio (FBN) no Feijoeiro

A FBN consiste basicamente na transformacdo do nitrogénio atmosférico (N2) em
ambnia (NH3), assimilada pelas plantas, sendo realizada principalmente por bactérias
diazotréficas, com destaque para as leguminosas (REIS JUNIOR et al., 2011). Em associacao
com leguminosas as bactérias, geralmente do género Rhizobium, formam estruturas
especializadas nas raizes ou nos caules denominadas nodulos, onde se processa a FBN. Essa
interacdo é denominada simbiose, pois, a bactéria fornece nitrogénio fixado para a planta, que
em resposta fornece fotoassimilados ou carbono organico para a primeira (CASSINI e
FRANCO, 2006). Entre as vantagens da FBN pode-se citar: o baixo custo, a inexisténcia de
problemas ambientais e o fato do N, ser uma fonte praticamente inesgotavel (FERREIRA et
al., 2009).

Como toda leguminosa, o feijoeiro possui a capacidade de se beneficiar da associacdo
simbidtica com bactérias do género Rhizobium, contribuindo especificamente para economia
de nitrogénio (REIS, 2013). Entre as principais espécies de rizobio capazes de nodular o
feijoeiro pode-se citar as listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Principais espécies de rizébios capazes de nodular o feijoeiro.

Espécie Descritor

Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli Jordan (1984)

R. tropici Martinez-Romero et al. (1991)
R. etli bv. phaseoli Segovia et al. (1993)

R. gallicum (bv. gallicum e bv. phaseoli) Amarger et al. (1997)

R. giardinii (bv. giardinii e bv. phaseoli) Amarger et al. (1997 )

Ha varias décadas o Brasil vem desenvolvendo pesquisas em FBN para o feijoeiro e
notaveis avancos foram conquistados, quando, por exemplo, a EMBRAPA e o0 Instituto
Agrondmico do Parana (IAPAR) comecaram um programa de selecdo de rizobios para a
cultura do feijoeiro, buscando bactérias geneticamente mais estaveis e eficientes na FBN, com
maior competitividade nos solos brasileiros e tolerancia a temperaturas elevadas (HUNGRIA
et al., 1997; HUNGRIA et al., 2013).

Existem, atualmente, trés estirpes de R. tropici, registradas para fabricacdo do
inoculante comercial no Brasil, recomendadas para o feijoeiro: CIAT 899 (Semia 4077, BR
322), isolada pelo Ciat (Colémbia) (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991); PRF 81 (Semia
4080, BR 520) — Isolada no Parana pelo IAPAR e pela Embrapa Soja (HUNGRIA et al.,
2000); CPAC H12 (Semia 4088, BR 534) — Isolada no Distrito Federal (MOSTASSO et al.,
2002; HUNGRIA et al., 2003).

Estudos realizados com o feijoeiro e outras leguminosas por diferentes grupos de
pesquisadores brasileiros comprovaram que a inoculacdo pode gerar beneficio ao agricultor,
permitindo boas produgdes com custos menores, resultando em maiores retornos financeiros
(REIS, 2013; NOGUEIRA, 2005).

Em experimento de campo realizado por Pacheco et al. (2012) com a cultivar Ouro
Negro, obteve-se rendimento de grdos sob inoculacdo equivalente a 73% do rendimento
obtido com a aplicacdo de 90 Kg ha® de N mineral. Brito et al. (2011) testando novas
linhagens de feijoeiro do grupo preto, inoculadas com R. tropici demonstraram produtividades
semelhantes aquelas adubadas com 80 Kg ha® de N, independente do local de cultivo.
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Hungria et al. (2003) verificaram respostas expressivas da inoculagdo, em seis experimentos
no Parana, com ganhos médios de 437 e 465 Kg ha™ com as estirpes de R. tropici CPAC H12
e CPAC H20, respectivamente comparados as plantas que receberam 60 Kg ha™ de N.

No entanto, apesar dos resultados expressivos de muitas pesquisas no Brasil com
inoculacdo de sementes de feijoeiro em condices de campo, o nivel de ado¢do da tecnologia,
especialmente entre agricultores familiares, ainda € muito baixo (REIS JUNIOR et al., 2011).

Mendes et al. (2007) testaram a inoculacdo no feijao das aguas (safra 2006/2007) em
11 assentamentos de Reforma Agraria. Como resultados obtiveram ganhos de produtividade
em relacdo ao tratamento ndo inoculado de 209 Kg ha® com a cultivar Requinte (grupo do
feijio carioca) e 128 Kg ha® com a cultivar Diamante Negro (grupo do feijdo preto).
Comparando-se a produtividade total entre o tratamento inoculado e o que recebeu 120 Kg ha
! de ureia, a cultivar Requinte inoculada apresentou 875 Kg ha™, semelhante ao tratamento
adubado com producdo de 858 Kg ha™. J& na cultivar Diamante Negro a adubacdo foi
superior, apresentando produtividade de 934 Kg ha™. E importante destacar que o custo da
ureia na mesma safra era R$ 90,00, enquanto o custo do inoculante foi de R$ 6,00. Para o
pequeno agricultor essa diferenca de precos entre o inoculante e o adubo nitrogenado é
significativa, ainda mais se tratando do feijdo das aguas, em que 0s riscos de perdas
relacionados a fatores climaticos costumam ser elevados. Ainda que os ganhos de
produtividade com o inoculante possam ser menores em relacdo a adubacdo nitrogenada, o
menor custo pode compensar essa reducdo e tornar o uso do inoculante mais competitivo.

2.3 Fatores que Afetam a FBN no Feijoeiro

Apesar das respostas positivas a inoculacdo é preciso destacar que o feijoeiro produz
resultados bem variados quanto a FBN, que precisam ser monitorados para obtencdo de
melhores respostas. Hardarson et al. (1993), mediante a utilizacdo de métodos isotopicos
observaram grandes diferencas no teor de nitrogénio fixado no feijoeiro entre e dentro dos
experimentos, com valores médios de 35% de N derivado da atmosfera (% Ndfa) e maiores
valores de 70% Ndfa.

Alguns trabalhos ndo encontram diferenca nos niveis de produtividade advindos da
inoculacdo. Amane et al. (1999), avaliando diferentes niveis de adubacdo nitrogenada e
molibdica, em feijoeiro inoculado com estirpes eficientes de rizdbio mostraram que o
tratamento inoculado ndo aumentou o rendimento de grdos e nenhuma interacdo foi
significativa com a inoculacdo. Hawerroth et al. (2011), avaliando o desempenho de cultivares
de feijoeiro sob inoculacdo com rizébio também demonstraram que nas condi¢cdes em que 0
experimento foi realizado, ndo houve influéncia sobre o rendimento de graos.

Resultados semelhantes foram encontrados no Quénia por Musandu e Joshua (2001),
que avaliando o potencial de melhoria para o rendimento do feijdo por meio da inoculacéo e
fertilizantes, mostraram que a inoculacdo isolada ndo afetou nenhuma das variaveis testadas.

Vaérios fatores interferem na resposta do feijoeiro a inoculacdo em condicGes de campo
resultando em ampla variabilidade e limitacdo simbidtica, citando-se temperatura
(HUNGRIA; FRANCO, 1993), acidez do solo (TAYLOR et al., 1991), teores de nutrientes
(TSAI et al., 1993) e cultivar (RUSCHEL et al., 1982).

Além desses, Mercante et al. (1992) relatam que a auséncia de resposta do feijoeiro a
inoculacdo, pode ser devido a presenca do rizébio nativo capaz de nodula-lo, mesmo em areas
de primeiro plantio da cultura. Esses rizdbios conseguem contribuir para a FBN, mas
dificultam a introducdo de estirpes selecionadas para alta eficiéncia. Dessa forma a pesquisa
busca selecionar estirpes eficientes que sejam também competitivas, capazes de se
estabelecerem no solo e na superficie das raizes e de atingirem uma taxa de colonizacdo dos
nddulos expressiva.



2.4 Inoculagéo no Brasil

De acordo com Freire e Vernetti (1999) a producgdo de inoculantes no Brasil teve
inicio em 1950 na Secdo de Microbiologia Agricola da Secretaria de Agricultura do Rio
Grande do Sul com culturas liquidas e sobre &gar. A partir de 1954 foi adotado o veiculo
turfoso com a producéo de 10.000 doses para soja, suficientes para 8.000 ha.

Atualmente muitas empresas particulares se dedicam a producao e comercializagdo de
inoculantes no Brasil, sendo algumas demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2. Empresas que produzem e distribuem inoculantes no Brasil.

Empresa Endereco eletronico
Rizobacter do Brasil http://www.rizobacterdobrasil.com.br/
Grupo Biosoja http://www.biosoja.com.br/
Biagro http://biagro.site.com.br/
Stoller http://www.stoller.com.br/
Inocbras http://www.inocbras.com.br/
Basf The ChemicalCompany http://www.basf.com.br/
Microquimica http://www.microgquimica.com/
Nitro1000 Inoculantes Biologicos http://www.nitro1000.com/
Novozymes Rething Tomorrow http://www.bioag.novozymes.com/
Total Biotecnologia http://www.totalbiotecnologia.com.br/

A producéo de inoculantes no Brasil segue uma legislacdo especifica que tem como
objetivo garantir a qualidade do produto. A Instrucdo Normativa n°® 13 de 24 de margo de
2011 aprova as normas sobre especificacOes, garantias, registro, embalagem e rotulagem dos
inoculantes destinados a agricultura, assim como 0S microrganismos autorizados e
recomendados na producdo dos mesmos no Brasil, dispostos nos anexos I, 1l e Ill dessa
Instrucdo Normativa, tendo em vista as disposicdes contidas no decreto n° 4.954 de 14 de
janeiro de 2004.

O inoculante composto por bactérias fixadoras de nitrogénio deve apresentar a
concentracdo minima de 1,0 x 10° Unidades Formadoras de Colénias (UFC) viaveis por
grama ou mililitro; ser elaborado em suporte estéril e, quando solido, livre de microrganismos
ndo especificados em fator de diluicdo 1,0 x 107 estar livre de microrganismos néo
especificados em fator de diluicdo 1,0 x 10; ser elaborado apenas com os microrganismos
relacionados no anexo Il do documento; e ter prazo de validade de no minimo seis meses
(BRASIL, 2011).

Segundo dados da Associacdo Nacional de Produtores e Importadores de Inoculantes,
que representa de 70% das empresas desse segmento no Brasil, no ano de 2011 foram
vendidos um total de 19.303.000 doses de inoculantes por suas filiadas (ANPII, 2013). Sabe-
se que 95% da producdo de inoculantes no pais destinam-se a cadeia produtiva da soja (REIS,
2013). Esse valor acentuado deve-se a importancia que a inoculacdo representa para a
produtividade da cultura.

O sucesso da soja no Brasil é o resultado de um programa de melhoramento buscando
a obtencdo de cultivares com alta producdo sem adubacdo nitrogenada e, simultaneamente ao
desenvolvimento de inoculantes contendo rizobios adaptados as condic6es e solos brasileiros
(DOBEREINER, 1997). Como resultado, as cultivares atualmente encontradas no mercado,
dispensam totalmente o uso de adubos sintéticos nitrogenados em funcdo da atividade de FBN
realizada por bactérias das espécies Bradyrhizobium japonicum e B. elkanii (HUNGRIA;
CAMPO, 2007; REIS, 2013).



No feijdo, apesar dos inumeros trabalhos relatando a eficiéncia e os ganhos obtidos
com a inoculacdo, a adesdo dessa pratica ndo é a mesma daquela observada para a soja. A
producdo em pequenas areas dispersas em grande parte do territorio nacional ao longo das trés
safras anuais representa um desafio a ser vencido pelo setor produtivo. Como a maior parte da
producdo de feijdo estd a cargo da agricultura familiar e como o processo de divulgacéo de
tecnologias para este segmento ainda é bastante limitado no Brasil, a demanda por inoculantes
para feijoeiro € ainda pequena, o que gera um circulo vicioso, ndo havendo, pois, demanda,
ndo ha estimulo a producéo.

O produtor familiar que conhece e deseja utilizar a tecnologia de inoculagdo, na
maioria das vezes deve solicitar o inoculante diretamente ao fornecedor, recebendo o produto
por envio postal. Nesse processo o custo do envio pode se tornar mais alto que o proprio
inoculante, além de ser dificil garantir condicbes adequadas de transporte, o que pode
influenciar na qualidade do insumo. A reversdo desse quadro exige uma intensificacdo das
acOes de difusdo e assisténcia técnica. Porém, Peixoto (2008) observa que os principais
agentes de ATER (Assisténcia Técnica de Extensdo Rural) no pais, voltados para a agricultura
familiar sdo 6rgdos estaduais que ndo tém recebido do governo os recursos (humanos,
orcamentarios, materiais) necessarios ao atendimento das demandas existentes. Nesse sentido
a informacdo advinda da assisténcia técnica geraria demanda e procura pelos produtores,
possibilitando que o inoculante fosse encontrado facilmente nas casas agropecuarias.

2.5 Alternativas a Inoculacéo Tradicional

Atualmente as técnicas de inoculacdo preconizam e difundem como principio a
fabricacdo do inoculante em condicOes estéreis, com pureza controlada, composto por
microrganismos autorizados ou recomendados pelo MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento). Entretanto a inoculacdo é uma pratica agricola antiga, existindo
relatos do século XIX, quando era comum o transporte de terras de alfafais ja estabelecidos
para areas novas onde se desejava cultivar essa leguminosa (SEIFFERT, 1984).

Nos ultimos anos alguns trabalhos tém apresentado alternativas a inoculagéo
tradicional. Em INIAP (2002) é apresentada uma proposta para preparo de um inoculante
alternativo a base de nodulos de solo da propria propriedade. O procedimento descrito é
simples: nddulos ativos (cor rosa) sdo extraidos das raizes, lavados, homogeneizados em
liquidificador em agua com aculcar, misturados com turfa para entdo, serem misturados as
sementes. Wutke et al. (2007) descrevem procedimento semelhante, utilizando nodulos
macerados em &gua, adicionando-se um pouco de fosfato natural, calcario, p6é de carvao ou
argila, para facilitar a visualizacdo na hora de misturar o inoculante com as sementes. Wutke
et al. (2012) também relatam uma metodologia que utiliza apenas o macerado de nodulos e
um pouco de acucar diluido para aumentar a adesdo. Os autores sugerem que essa pratica é
benéfica para a manutencdo e o aumento da populacdo de espécies de rizdbios mais adaptadas
a regido onde se localiza a unidade de producéo.

Apesar desses relatos, ndo foram encontrados estudos que demonstrassem a
viabilidade técnica desses métodos e que determinassem uma metodologia padronizada:
namero de células, estabilidade do indculo, veiculo disponivel, etc. Portanto, avancar nesses
estudos configura um novo campo de investigacéo.

Pela dificuldade que os pequenos agricultores tém de encontrar inoculantes para o
feijoeiro, essa pratica bem definida pode representar uma fonte viavel de rizébios para
maximizar a FBN na cultura.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao dos Extratos de Nodulos

Foram obtidos dois extratos de nodulos, | e I1, provenientes de nddulos de plantas de
feijoeiro de areas de cultivos sucessivos da cultura. As plantas foram retiradas com o auxilio
de uma pa reta com aproximadamente 30 dias da semeadura. Suas raizes foram lavadas,
retirando-se ndédulos suficientes para preencher uma medida correspondente a 20 mL aos
quais foram acrescentados 50 mL de &gua filtrada. A suspensdo foi homogeneizada em
liquidificador e, em seguida, filtrada.

O extrato de nodulos | foi obtido em uma &rea de plantio de feijdo, cultivar Ouro
Vermelho, do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas
Gerais — Campus Rio Pomba, localizado a Av. Dr. José Sebastido da Paixao, s/n, Bairro Lindo
Vale, Rio Pomba, MG. O extrato de nddulo Il foi proveniente de plantas de feijoeiro, cultivar
Ouro Vermelho, do Sitio Humaita do Sr. Reny Mendes Peixoto, localizado na zona rural de
Rio Pomba.

A legislagdo para Acesso Legal ao Patrimonio Genético e Conhecimento Tradicional
Associado (AZEVEDO; SILVA, 2005) foi observada, sendo obtida Autorizacdo Especial de
Acesso para as atividades realizadas junto ao Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético
(CGEN).

3.2 Avaliacdo da Inoculacdo de Sementes de Feijoeiro com Extrato de Nddulos | sob
Condigdes Axénicas (Vasos de “Leonard”) Mantidos em Casa de Vegetacao

O experimento foi realizado em condi¢bes controladas em casa de vegetacao,
utilizando-se vasos de "Leonard" (VICENT, 1970) autoclavados, contendo uma mistura de
areia e vermiculita (1:1; v:v). Utilizaram-se a cultivar de feijdo Ouro Vermelho e o
delineamento experimental em blocos casualizados, com quatro repeticdes, em duas coletas
aos 15 e 30 dias apos o plantio (DAP). Os tratamentos foram: extrato de nodulos (ExtNod);
inoculante rizobiano (Inoc); nitrogénio recomendado, 50 Kg ha™ (NRec); e controle (Cont).

Foram semeadas quatro sementes por vaso inoculadas com extrato de nddulos I (1 mL
por semente), obtido a partir de nddulos de feijao, conforme descrito no item anterior ou com
inoculante rizobiano (1 mL por semente) contendo as trés estirpes de R. tropici registradas no
MAPA: Semia 4077, Semia 4080, Semia 4088. Apds a germinacdo, procedeu-se ao desbaste
mantendo-se uma planta por vaso.

Durante o crescimento as plantas foram supridas com solucdo nutritiva de Norris
modificada (Anexo A) e o tratamento nitrogenado recebeu 50 Kg ha™ de N na forma de ureia,
parcelados uma vez por semana.

As variaveis avaliadas foram: massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de
nodulos (MSN), nimero de nddulos (NN) e razdo parte aérea/raiz em 15 e 30 DAP; teor de
nitrogénio (N%) e nitrogénio acumulado na parte aérea das plantas (N mg) em 30 DAP. O
N% foi determinado de acordo com o método de Kjedahl (NOGUEIRA; SOUZA, 2005). As
diferencas entre as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3 Avaliacdo da Inoculacdo de Sementes de Feijoeiro com Extrato de Nodulos | em
Vasos com Solo Mantidos em Casa de Vegetacao

Esse experimento foi instalado em casa de vegetacdo em vasos contendo 1 Kg de terra

ndo autoclavada, do horizonte A de um Planossolo, com os seguintes atributos quimicos: pH=

5,3, Al= 0,3 cmolc dm™, Ca + Mg= 0,9 cmolc dm™, P= 4 mg dm™, K= 20 mg dm™, carbono=

0,33% e matéria organica= 0,57%. Utilizaram-se a cultivar de feijoeiro Ouro Vermelho e o
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delineamento experimental em blocos casualizados com trés repeti¢es, em cinco coletas (7,
14, 21, 28 e 35 DAP). Os tratamentos foram: extrato de nddulos (ExtNod); inoculante
rizobiano (Inoc); nitrogénio recomendado, 50 Kg ha™ (NRec); metade da dose de nitrogénio
recomendado, 25 Kg ha™ (NStart); e controle (Cont). Foram plantadas quatro sementes por
vaso e ap0s a germinacédo, procedeu-se ao desbaste mantendo-se apenas uma planta por vaso.

O extrato de nddulos | foi misturado a um veiculo alternativo, procedendo-se, em
seguida, a inoculacdo das sementes. Para o preparo do veiculo foi levada em fogo baixo uma
mistura de 6 gramas de amido de milho para 30 mL de &gua. Foram entdo misturados um
volume de 40 mL de nddulos batidos com 60 mL de amido de milho. Apds realizado esse
procedimento foram retirados 30 mL do inoculante alternativo (extrato de nddulos) e
misturados com 150 gramas de sementes de feijdo em um saco plastico, esperando secar por
uma hora para fazer o plantio.

O inoculante rizobiano foi composto pelas mesmas estirpes do experimento anterior,
com o veiculo turfoso, inoculando-se as sementes de acordo com as recomendacfes da
Embrapa Agrobiologia (Anexo B). Os tratamentos NRec e NStart receberam nitrogénio na
forma de ureia, em uma Unica aplicacdo.

Aos 12 DAP, as plantas receberam 30 mL de solugdo nutritiva de Norris modificada
(2x) (Anexo A).

As variaveis avaliadas foram: massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de
nodulos (MSN) e nimero de nodulos (NN) em todas as coletas; teor de nitrogénio (N%) e
nitrogénio acumulado na parte aérea das plantas (N mg) aos 21, 28 e 35 DAP. O N% foi
determinado de acordo com método de Kjedahl (NOGUEIRA; SOUZA, 2005). As diferencas
entre as medias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% probabilidade.

3.4 Determinacédo do Numero Mais Provavel (NMP) de Células Formadoras de Nodulos
e Avaliacdo da Inoculacdo de Sementes de Feijoeiro com Diluicdes do Extrato de
Nodulos II em Garrafas Tipo “Longneck” sob Condicoes Axénicas em Casa de
Vegetacao

Foram utilizadas garrafas reciclaveis de 350 mL do tipo “longneck™ autoclavadas
revestidas com sacos de papel (GUIMARAES et al., 2012) e contendo solucdo nutritiva de
Norris modificada (Anexo A). Utilizaram-se a cultivar de feijdio Ouro Vermelho e o
delineamento experimental em blocos casualizados com seis repeticbes, com coleta aos 25
dias apos a aplicacdo das sementes nas garrafas. Os tratamentos foram: extrato de nodulos 11
(ExtNod), obtido conforme descrito no item 3.1, diluido a 10*, 10% 1073, 10, 10°, 10°,
inoculante rizobiano (Inoc) (Semia 4077, Semia 4080, Semia 4088) e controle (Cont).

As sementes de feijao foram desinfestadas superficialmente, utilizando-se alcool
etilico a 70% v v* (30 segundos), hipoclorito de sédio a 2% v v* (2 minutos) e, em seguida,
submetidas a lavagens sucessivas em agua destilada e autoclavada. Apds a desinfestacdo, as
sementes foram colocadas em placas de Petri autoclavadas contendo papel filtro umedecido,
permanecendo por 48 horas em camara de crescimento a 28 °C para emissdo das radiculas.
Para cada tratamento foi adicionado 1 mL de inoculante sobre a semente pré-germinada,
exceto para o tratamento sem inoculag&o.

As variaveis avaliadas foram: indice de clorofila total (ICT), massa fresca de nédulos
(MFN), massa seca de parte aérea (MSPA), e o calculo do nimero mais provavel (NMP). As
diferencas entre as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% probabilidade.

3.5 Quantificacdo e Isolamento de Bactérias Totais no Extrato de Nodulos 11 Cultivaveis
In Vitro

O extrato de nodulos 11 foi diluido em &gua destilada e autoclavada (diluicdes: 107,

102, 103, 10*, 10°, 10° 107, 10®, 10®) e uma aliquota de 100 pl de cada diluicdo foi
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distribuida em duas placas de Petri de cada um dos seguintes meios: LB (Luria-Bertani)
(DOBEREINER et al., 1999), DYGS (Dextrose Yeast Extract) (BALDANI, 1996), KB (King
B) (KING et al., 1954), SF (Solubilizagdo de fosforo) (ROSAS et al., 2006) modificado,
YMA (Yeast Extract Mannitol Agar) com azul de bromotimol (FRED; WAKSMAN, 1928)
nas diluicdes 10° a 10°; e TBNR (SELDIN; PENIDO, 1986) nas diluicdes de 10™ a 10, As
placas foram incubadas a 29 °C e a contagem das colbnias foi realizada apds 24, 48, 72 e 96 h
de crescimento, exceto as que continham TBNR, que foram colocadas em camara de
anaerobiose a temperatura ambiente, realizando-se a contagem de coldnias aos sete dias de
crescimento. Os isolados obtidos em cada meio de cultivo foram armazenados em solucéo de
4gua contendo glicerol (20% v v*) a -70 °C.

3.6 Caracterizacao dos Isolados do Extrato de Ndodulos Il Obtidos em Diferentes Meios
de Cultura

3.6.1 Amplificacdo do gene 16S RNAr

O gene 16S RNAr dos diferentes isolados bacterianos do extrato de nédulos 11, obtidos
em cada meio de cultivo, foi amplificado wusando os iniciadores 27f
(5AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3') e 1492r (55CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCI")
(AUSUBEL et al., 1992). A reacdo de amplificacdo, PCR (Polymerase Chain Reaction) foi
realizada de acordo com Wang et al. (2006), utilizando volume final de 25 pl. A PCR
constituiu de uma aliquota de 1 pl de suspensdo de col6nia em agua destilada e esterilizada.
Adicionou-se 15,73 ul de agua, 5 pl de tampao, 0,9 ul de MgCl,, 0,6 ul de dNTP, 0,5 ul dos
iniciadores e 0,2 pl de Tag polimerase (500 U). O controle negativo consistiu da adi¢do de 1
Ml de agua destilada e esterilizada. Ambos os produtos de amplificacdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose (1% m v'*) com voltagem de 80 V no tamp&o TAE (1x) por 1 h
e os géis foram colocados em brometo de etidio, descorados em agua por 30 minutos e
posteriormente visualizados em fotodocumentador sob luz UV.

3.6.2 Obtencéo e analise das sequéncias

Os produtos da PCR foram sequenciados. As reacbes foram realizadas em
sequenciador automatico ABI 3730, com auxilio do kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems, USA). Primeiramente foi feita uma analise de todas as sequéncias obtidas
(forward e reverse) utilizando-se o programa BioNumerics versdo 7.0 (Applied Maths,
Bélgica). As sequéncias selecionadas foram comparadas com aquelas presentes no banco de
dados GenBank utilizando-se a ferramenta BLAST-N (ALTSCHUL et al., 1990). Para
agrupamento dos isolados e estipes tipo foi construida uma arvore filogenética no programa
MEGA 5.2, utilizando o método Neighbor-Joining e modelo Kimura-2 com bootstrap de
1000 replicatas (TAMURA et al., 2011).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo da Inoculacdo de Sementes de Feijoeiro com Extrato de Nddulos | sob
Condicoes Axénicas (Vasos de “Leonard”) Mantidos em Casa de Vegetacao

No presente estudo observou-se aos 15 DAP que as plantas inoculadas com extrato de
nddulos (ExtNod) e com o inoculante rizobiano (Inoc) estavam bem noduladas (Figura 1),
porém o numero de nodulos (NN) ndo diferiu significativamente entre esses tratamentos
(Tabela 3).

Aos 30 DAP, o numero de nédulos das plantas que receberam o inoculante foi
significativamente superior as que foram tratadas com o extrato de nddulos. No entanto, a
massa seca de nédulos (MSN) provenientes da inoculacdo com o extrato de nddulos foi 30%
superior a dos nddulos das plantas que receberam o inoculante. A massa média do nédulo
(MSN/NN) foi de 0,77 mg para o tratamento ExtNod e de 0,42 mg para o Inoc, indicando um
aumento médio de 77% para os nddulos das plantas inoculadas com ExtNod. Brandelero et al.
(2009) em um estudo com cultivares de soja, relataram uma correlagdo significativa para o
rendimento de grdos sobre nimero e massa de nodulos, mostrando que mais de 40% dos
resultados do rendimento se correlacionaram com a nodulagdo. Entretanto existem relatos na
literatura que afirmam ndo existir uma correlacéo linear entre os componentes da nodulagéo e
a fixacé@o de nitrogénio (HANSEN et al., 1993).

ExtNod Inoc

ExtNod Inoc NRec Cont

Figura 1. Nodulacdo (1A) e massa fresca acumulada (1B) aos 15 DAP em feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.). Tratamentos: ExtNod (extrato de nddulos); Inoc (inoculante
composto por estirpes de R. tropici: Semia 4077, Semia 4080 e Semia 4088); NRec (N
recomendado: equivalente a 50 Kg ha™ de N); e Cont (controle).

Embora ndo tenham sido constatadas diferencas significativas aos 30 dias apds o
plantio, os tratamentos com Inoc e ExtNod mostraram valores de biomassa 80% superiores
aos das plantas do controle. A biomassa do tratamento nitrogenado foi significativamente
superior a dos demais.

Os tratamentos ExtNod e Inoc aumentaram cerca de 70% o teor de N na parte aérea
das plantas inoculadas em relacdo ao controle ndo diferindo entre si. Além disso, aos 30 DAP
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as plantas inoculadas com ExtNod e Inoc apresentavam visualmente um verde mais intenso
em relacdo ao Cont (Figura 2), sugerindo uma interferéncia positiva da inoculacdo no
contetdo de N das folhas.

Tabela 3. Efeito da inoculagdo com extrato de nddulos sobre o crescimento do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.) aos 15 e 30 DAP. Massa seca de parte aérea em gramas por planta
(MSPA g planta™); nimero de nédulos por planta (NN planta™); massa seca de nédulos em
miligramas por planta (MSN mg planta™); teor de nitrogénio (N%) e nitrogénio total em
miligramas por planta (N mg planta™). Tratamentos: ExtNod (extrato de nédulos); Inoc
(inoculante composto por estirpes de R. tropici: Semia 4077, Semia 4080 e Semia 4088);
NRec (N recomendado: equivalente a 50 Kg ha™ de N); e Cont (controle).

MSPA NN planta™ MSN N % N
Epoca g planta™ mg planta™ mg planta™
(DAP)* 15" 30 15 30 15™ 30 30
ExtNod 0,17 0,63b 36,75a 171,25b 14 133a 3,48D 22 b
Inoc 1,20 0,66b 3500a 240,50a 9 102b  3,26D 21b
NRec 0,22 1,30a 0,00b 0,00 c 0 Oc 540a 41 a
Cont 0,21 0,36b 0,00b 7,00 ¢ 0 lc 1,99 ¢ 7b
CV (%) 25,07 25,07 156,28 15,16 37,57

'DAP: dias ap6s o plantio; médias de quatro repeticdes; ns: diferencas entre médias ndo significativas; médias
seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Cont Inoc ExtNod NRec

Figura 2. Biomassa aérea de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) aos 30 DAP. Tratamentos:
ExtNod (extrato de nddulos); Inoc (inoculante composto por estirpes de R. tropici: Semia
4077, Semia 4080 e Semia 4088); NRec (N recomendado: equivalente a 50 Kg ha™ de N); e
Cont (controle).

Aos 30 DAP as plantas inoculadas com ExtNod mostraram superioridade estatistica

em relacdo aos demais tratamentos na razdo parte aérea/raiz (Tabela 4), aumentando o0s
valores em 40%, 45% e 60%, respectivamente, em relacdo ao Inoc, NRec e Cont.
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Tabela 4. Efeito da inoculagdo com extrato de nddulos sobre a raz8o matéria seca de parte
aerea (MSPA) e matéria seca de raiz (MSR) de plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)
aos 15 e 30 DAP. Tratamentos: ExtNod (extrato de nddulos); Inoc (inoculante composto por
estirpes de R. tropici: Semia 4077, Semia 4080 e Semia 4088); NRec (N recomendado:
equivalente a 50 Kg ha™ de N); e Cont (controle).

Razdo MSPA/MSR
(CV=17,05%)

Epoca (DAPY) 15" 30

ExtNod 3,04 3,66 a
Inoc 2,62 2,67b
NRec 2,23 2,54 b
Cont 2.47 2,32 b

'DAP: dias ap6s o plantio; médias de quatro repeticdes; ns: diferenca entre médias ndo significativas; médias
seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

4.2 Avaliacdo da Inoculacdo de Sementes de Feijoeiro com Extrato De Nddulos I em
Vasos com Solo Mantidos em Casa de Vegetacao

Nesse estudo observa-se em 28 DAP que as plantas que receberam o extrato de
nodulos ou o inoculante apresentavam maior média em nimero de nédulos (NN), diferindo-se
estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 5); aos 35 DAP as plantas inoculadas com
extrato de nodulos apresentaram melhor resultado, sendo significativamente superior em 64%
ao inoculante. Essas tendéncias se repetiram para a massa seca de nodulos (MSN), em que o
tratamento inoculado com ExtNod foi 63% superior ao tratamento Inoc aos 35 DAP, porém
ndo houveram diferencas estatisticas. Os resultados obtidos com a nodulagdo nos tratamentos
ExtNod e Inoc concordam com as descrigcdes realizadas por Vargas et al. (1991) e Straliotto
(2002), destacando que valores superiores a 20 nddulos por planta indicam boa nodulagéo.

Tabela 5. Efeito da inoculacdo com extrato de nodulos sobre o crescimento do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.). Massa seca de parte aérea em gramas por planta (MSPA g planta™),
nimero de nédulos por planta (NN planta™), massa seca de nédulos em miligramas por planta
(MSN mg planta™) aos 7, 14, 21, 28, e 35 DAP. Tratamentos: ExtNod (extrato de nddulos);
Inoc (inoculante composto por estirpes de R. tropici: Semia 4077, Semia 4080 e Semia 4088);
NRec (N recomendado: equivalente a 50 Kg ha™ de N); NStart (metade da dose de N
recomendado: equivalente a 25 Kg ha™ de N); e Cont (controle) (continua).

Epoca (DAP?) 7" 14" 21™ 28 35
---------- MSPA g planta™ (CV=16,75%) -----------==mnnnnn=--
ExtNod 0,089 0,23 0,48 0,90 a 0,96 b
Inoc 0,091 0,26 0,53 0,75 b 0,89 b
NRec 0,097 0,21 0,50 0,75 b 1,22 a
NStart 0,099 0,30 0,44 0,97 a 1,01b
Cont 0,100 0,17 0,38 0,68 b 0,83 b

'DAP: dias ap6s o plantio; médias de quatro repeticdes; ns: diferenca entre médias néo significativas; médias
seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Tabela 5. Continuacéo.

Epoca (DAPY) 7" 14™ 21" 28 35
------------ NI T Rl (O T A ——
ExtNod 0 21,66 29,33 62,33 a 127,33 a
Inoc 0 12,33 21,33 51,33 a 77,66 b
NRec 0 0,66 4,66 2,66 b 27,66 C
NStart 0 1,00 2,00 9,00 b 46,66 ¢
Cont 0 0,66 2,33 19,33 b 51,33 C
---------------------------- MSN mg planta™™ (CV=77,16%) --------------====------
ExtNod. 0 0 23 30,0 81
Inoc 0 0 13 24,0 54
NRec 0 0 0 0,7 17
NStart 0 0 0 2,3 34
Cont 0 0 0 9,3 46

'DAP: dias ap6s o plantio; médias de quatro repeticdes; ns: diferenca entre médias ndo significativas; médias
seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Avaliando-se a biomassa (MSPA) aos 28 DAP observou-se que o tratamento ExtNod
apresentou superioridade significativa ao Inoc, mostrando influéncia do ExtNod sobre essa
variavel, porém aos 35 DAP ndo se observava essa diferenca. Ferreira et al. (2000) também
ndo observaram resposta significativa do feijoeiro a inoculagcdo em condicdes ndo estéreis em
relacdo a producdo de biomassa seca no florescimento, época correspondente aos 35 DAP.

Em relacdo aos dados de N mg planta™ observa-se aos 35 DAP que o ExtNod foi
superior aos demais tratamentos (Tabela 6), sugerindo que os microrganismos contidos no
extrato de nodulos foram eficientes no acimulo de N na parte aérea das plantas, porém nédo
houveram diferencas estatisticas.

Tabela 6. Efeito da inoculacdo com extrato de noédulos sobre o teor de nitrogénio (N%) e
nitrogénio total em miligramas por planta (mg planta™), na parte aérea das plantas de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.) aos 21, 28 e 35 DAP. Tratamentos: ExtNod (extrato de noédulos); Inoc
(inoculante composto por estirpes de R. tropici: Semia 4077, Semia 4080 e Semia 4088);
NRec (N recomendado: equivalente a 50 Kg ha™ de N); NStart (metade da dose de N
recomendado: equivalente a 25 Kg ha™ de N); e Cont (controle).

------------------ N7 ————————— o o] -1 v Rue—

Epoca (DAPY)  21™ 28 35™ 21" 28"™ 35
ExtNod 2,76 2,03 ab 2,56 13,3 18 251a
Inoc 2,44 1,67b 2,34 13,3 12,3 20,9 ab
NRec 3,16 2,59a 2,03 15,9 19,5 24,5 ab
NStart 2,52 1,87 ab 1,92 11,1 18,1 19,6 ab
Cont 2,49 1,88 ab 2,1 9,5 12,8 170b
CV (%) 15,65 19,83

'DAP: dias ap6s o plantio; médias de quatro repeticdes; ns: diferenca entre médias ndo significativa; médias
seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

13



4.3 Determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de Células Formadoras de Nodulos
e Avaliacdo da Inoculacdo de Sementes de Feijoeiro com Diluigdes do Extrato de
Nodulos IT em Garrafas Tipo “Longneck” sob Condicdes Axénicas em Casa De
Vegetagao.

No teste de NMP em feijdo vermelho, estimou-se a concentracdo de bactérias capazes
de formar nédulos em 2 x 10° células mL™ de ExtNod. Analisando os dados de massa fresca
dos nddulos e indice de clorofila total observa-se que todos os tratamentos se diferenciaram
estatisticamente do controle e ndo se diferiram entre si (Tabela 7) (Figura 3).

A diluicdlo 10" apresentou a maior média para a varidvel MSPA, diferindo
significativamente do controle, o que sugere uma concentracdo Otima de bactérias fixadoras
de N e outras caracteristicas benéficas em relacdo a capacidade de colonizacdo e nodulacao de
raizes.

Tabela 7. Efeito da inoculacdo de sementes do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) com
diluicBes do extrato de nodulos. Massa fresca de nodulos em gramas por planta (MFN g
planta™®), indice de clorofila total (ICT) e massa seca de parte aérea em gramas por planta
(MSPA g planta™) aos 25 dias ap6s o transplante. Tratamentos: diluicdes 10°; 10; 10*, 107%;
10%; 10 Inoc (inoculante composto por estirpes de R. tropici: Semia 4077, Semia 4080 e
Semia 4088); e Cont (controle).

Tratamento MFN (g.planta™) ICT MSPA (g planta™)
10" 0,199 a 25,60 a 0,33ab

1072 0,247 a 27,30 a 0,34 ab

10°® 0,199 a 29,28 a 0,32 ab

10°* 0,280 a 32,02a 0,40 a

10°° 0,224 a 30,43 a 0,34 ab

10°° 0,211a 27,17 a 0,31 ab

Inoc 0,216 a 26,20 a 0,31 ab
Cont 0,022 b 16,40 b 0,27 b

CV (%) 32,3 14,53 17,17

'DAP: dias ap6s o plantio; médias de quatro repeti¢des; ns: diferenca entre médias néo significativas; médias
seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Figura 3. Inoculacdo de sementes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) com diferentes
diluicdes do extrato de nddulos: -6 (diluicdo 10°); -5 (diluicdo 10°); -4 (diluicdo 10%); -3
(diluicdo 10°); -2 (diluicdo 10?); -1 (diluicdo 10™); Inoc (inoculante composto por estirpes de
R. tropici: Semia 4077, Semia 4080 e Semia 4088); e Cont (controle).
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4.4 Quantificacdo e Isolamento de Bactérias Totais no Extrato de Nodulos 11 Cultivaveis
In Vitro

A selecédo dos seis meios de cultura para o isolamento de bactérias totais do extrato de
nddulos Il foi determinada a partir de estudos anteriormente realizados no Laboratério de
Ecologia Microbiana da Embrapa Agrobiologia. Apds 24 horas de cultivo, todos os meios
utilizados mostraram crescimento de biomassa microbiana. Como ja era esperado, 0 nimero
de coldnias e a diversidade morfologica das mesmas foram dependentes do meio de cultivo e
do tempo de incuba¢do. O maior nimero de colénias ao longo do periodo de crescimento foi
observado nos meios SF e YMA (10° UFC mL™), seguido pelo meio KB (10" UFC mL™) e
pelos meios DYGS e LB (10° UFC mL™) (Figura 4). O meio TBNR em microaerofilia foi
avaliado apds sete dias de crescimento e apresentou o menor niimero de coldnias (10° UFC
mL™). Essas diferencas se relacionam as caracteristicas intrinsecas de cada meio de cultivo
utilizado, para as quais sé@o determinantes a quantidade e a qualidade de fontes de carbono,
nitrogénio e fésforo, além dos nutrientes limitantes, pressdo de oxigénio, pH, condicGes de
incubagdo que, em conjunto, exerceram pressao de selecdo sobre a comunidade bacteriana
presente no extrato de nddulos.

O meio YMA tem sido extensivamente utilizado para isolamento de bactérias
diazotroficas nodulantes, tendo como fonte de carbono o manitol, que é um agucar-alcool
(FRED; WAKSMAN, 1928). O maior nimero de col6nias apds 24 horas de crescimento foi
obtido nos meios YMA e SF.

O meio SF contém dextrose e extrato de leveduras e € um meio limitante ao
crescimento microbiano, pois ndo possui fosforo disponivel, sendo necessaria a acidificacéo
do complexo fosforo-célcio para liberagdo desse nutriente ou a utilizacdo de P a partir de
reservas celulares que se esgotam quando sdo realizadas repicagens sucessivas nesse meio
(ROSAS et al., 2006).

Os isolados obtidos a partir do meio SF possivelmente sdo capazes de solubilizar o
fosforo e dado o numero significativo de isolados obtidos é possivel se considerar a
importancia dessa caracteristica no desempenho do extrato de nédulos. Ao contrario do meio
YMA, as colbnias continuaram aparecendo ao longo do periodo de incubacdo. A alta
concentracdo de dextrose pode ter surtido efeito no maior nimero de bactérias recuperadas
nesse meio de cultivo.

O meio DYGS contém dextrose, extrato de levedura e acidos organicos, sendo rico em
nutrientes e vitaminas e por isso tem sido utilizado para o crescimento de uma ampla
variedade de microrganismos (BALDANI, 1996). Em comparacdo ao meio SF sua
formulacdo contém cerca de 10% da dextrose. O meio LB contém triptona que é uma proteina
obtida pela atividade da tripsina, extrato de levedura e cloreto de sddio, sendo apropriado para
o cultivo de diversos microrganismos, em especial bactérias (DOBEREINER et al., 1999).

O meio KB contém peptona (proteina atividade da pepsina), glicerol (glicerina 6leo) e
apresenta baixo conteddo em ferro, sendo utilizado para isolar Pseudomonas spp. e outros
grupos de bactérias do solo, tais como Acinetobacter spp., Burkholderia spp. e
Stenotrophomonas spp. que produzem pigmentos e sider6foros (KING et al.,, 1954). No
presente estudo o meio KB proporcionou o surgimento do maior nimero de col6nias apés 24
horas de crescimento, sinalizando que esse meio selecionou bactérias de crescimento mais
rapido comparado aos demais meios utilizados.

O meio TBNR ¢ utilizado no isolamento de bactérias anaerdbicas microaerofilicas, tais
como Paenibacillus spp. (SELDIN; PENIDO, 1986).
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Figura 4. Numero total de colonias microbianas obtidas a partir do extrato de nodulos de
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) em diferentes meios de cultivo até 96 horas de crescimento.

4.5 Caracterizagdo dos lIsolados do Extrato de Nodulos Il em Diferentes Meios de
Cultura
A comparagéo das sequéncias do gene 16S RNAr dos isolados provenientes do extrato
de nodulos Il com as do banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST) &
apresentada na Tabela 8, onde foram identificados 15 géneros diferentes a partir de 47
isolados, sugerindo uma consideravel diversidade genética.

Tabela 8. Homologia das sequéncias do gene 16S RNAr dos isolados, obtidos no extrato de
nodulos com o banco de dados NCBI (continua).

Isolado Taxon Correspondente % bp' N° acesso

10D S'tenotrophomonas maltophllla strain W8-1 16S 99 1415 IX393000.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

Agrobacterium larrymoorei strain 2R46 16S

10K ribosomal RNA gene, partial sequence

99 1340 EF178437.1

Stenotrophomonas maltophilia strain JN39 16S

11D ribosomal RNA gene, partial sequence

99 1411 KF150351.1

12D P_seudomonas hibiscicola s_traln R8-736 16S 99 1418 106599761
ribosomal RNA gene, partial sequence

13D Acmetobacter calcoacetlcgs strain EH52 16S 99 1386 GU339280.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

Ochrobactrum haematophilum strain HPG70

14D 16S ribosomal RNA gene, partial sequence %9 1457 JQ291603.1
Pseudomonas mosselii partial 16S rRNA gene,

15D strain WABL873 99 1392 AM184215.1
Agrobacterium tumefaciens strain ALEB 5A

1D 16S ribosomal RNA gene, partial sequence %9 1356 KF460525.1

1K Stenotrophomonas maltophilia strain W8-1 16S 99 1411 1X393000.1

ribosomal RNA gene, partial sequence

! pares de base
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Tabela 8. Continuacéo.

Isolado Taxon Correspondente % bp N° acesso

1L S_phlngobacterlum multlvo_rum strain CA77 16S 98 1400 KE040986.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Acinetobacter calcoaceticus strain D06-95 JO

15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence %9 1387 KC900372.1

1T Bacillus megaterium strain MB1 16S ribosomal 99 1422 IN874763.1
RNA gene, partial sequence

1y Rhizobium tropici strain PRF 35 16S ribosomal 99 1345 EU488753.1
RNA gene, partial sequence
Stenotrophomonas maltophilia strain FSHH37

2D 16S ribosomal RNA gene, partial sequence %9 1411 KC625998.1
Rhizobium tropici strain BRUESC261 16S

2K ribosomal RNA gene, partial sequence 2 1333 KF031510.1
Pseudomonas hibiscicola strain cpl7 16S

2L ribosomal RNA gene, partial sequence 2 1413 IN082269.1
Arthrobacter globiformis strain B-4S-7 16S

25 ribosomal RNA gene, partial sequence. 2 1362 JF439618.1
Agrobacterium tumefaciens strain ALEB 5A

2Y 16S ribosomal RNA gene, partial sequence %9 1354 KF460525.1

3D Rseudomonas putida stram_ CSY-P116S 99 1406 KE010920.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

3K S'tenotrophomonas maltophllla strain 5633 16S 99 1413 HQ185400.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

3L C?hryseobacterlum lndolog_enes strain B7 16S 08 1392 HQ259684.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

35 Pantoea dlspers'a strain 1413 16S ribosomal 99 1408 ING45981.1
RNA gene, partial sequence

3y Rhizobium trop|_0| strain P4-6 16S ribosomal 99 1417 HM852122.1
RNA gene, partial sequence

AD Shinella zo_ogloe0|des gene fqr 16S ribosomal 99 1349 AB698675.1
RNA, partial sequence, strain: 81g

4K Cpmamonas koreensis stra_ln IHB B 1392 16S 99 1386 KEA75801.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Stenotrophomonas maltophilia strain IMUZJ-1

4SA 16S ribosomal RNA gene, partial sequence %9 1412 KF286281.1
Pseudomonas plecoglossicida strain JU-B3309

4SB 16S ribosomal RNA gene, partial sequence %9 1372 KC469709.1
Stenotrophomonas nitritireducens strain

4Y KUDC1825 16S ribosomal RNA gene, partial 99 1410 KC355332.1
sequence

5D Agrobacterlum tumefauen_s strain R6-364 16S 99 1351 JQ659820.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

5K Sphlngobac_terlum multivorum gene for 16S 99 1378 AB100739 1
rRNA, partial sequence

ESA Chryseobacterium jejuense strain JDG189 16S 99 1359 IX035956.1

ribosomal RNA gene, partial sequence

! pares de base
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Tabela 8. Continuacéo.

Isolado Taxon Correspondente % bp N° acesso

5SB Rhlzoblum tropici strain SEMIA 4080 16S 99 1346 AF260274.2
ribosomal RNA gene, complete sequence

5y Ensifer adhaere_ns strain M61 16S ribosomal 99 1346 KC934888.1
RNA gene, partial sequence

6D Chryseobgcterlum gleum 16S ribosomal RNA 99% 1367 F3887952 1
gene, partial sequence

65 Rseudomonas putida strain LK 51 16S 99% 1388 KF261578.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

6T 3a0|llus megaterium strain TACo04-3 16S 99% 1396 KE032699.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Agrobacterium tumefaciens strain ALEB 5A 0

D 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% 1356 KF460525.1
Comamonas koreensis strain IHB B 1392 16S

K ribosomal RNA gene, partial sequence 2 1397 KF475801.1
Chryseobacterium ureilyticum strain F-Fue-

= O4l11aaaa 16S ribosomal RNA, partial sequence 2 1381 NR042503.1

T Bacillus megaterium strain BJ51 16S ribosomal 100 1413 KC857474.1
RNA gene, partial sequence
Stenotrophomonas pavanii strain LMG 25348

[ 16S ribosomal RNA gene, partial sequence %9 1410 HQ641452.1

8K \{arlovorax paradoxus stra_ln HPG173 16S 99 1418 JQ291591.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

8y Rhizobium tropici strain PRF34 16S ribosomal 99 1349 AY117623.1
RNA gene, complete sequence

8s Rhlzoblum multlhospltlum.straln CC-13H 16S 99 1343 INB96359 1
ribosomal RNA gene, partial sequence

9D E%acﬂlus megaterium stram_ IHB B 4625 16S 99 1401 KEA75802.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Chryseobacterium enrichment culture clone

9K RA-M137 16S ribosomal RNA gene, partial 99 1384 JQ083171.1
sequence

9y Rhizobium vallis strain CCBAU 65647 16S 99 1349 F1839677 1

ribosomal RNA gene, partial sequence

! pares de base

Observou-se diferengas entre o numero de géneros encontrados e a quantidade que
esses apareciam em cada meio (Tabela 9). O meio DYGS selecionou 8 géneros diferentes,
seguidos de KB (7), SF (7), YMA (4), LB (3), TBNR (1). O maior nimero de isolados
selecionados para sequenciamento com homologia ao género Rhizobium foi encontrado no
meio YMA, sugerindo que esse meio é indicado para recuperar 0s mesmos de extrato de
nddulos. Porém, isolados desse género foram obtidos também a partir dos meio KB e SF.

O filograma construido com as sequéncias dos isolados obtidos a partir do extrato de
nddulos e de estirpes tipo é apresentado na Figura 5. Observa-se um agrupamento em quatro
filos: Actinobactéria (2%); Bacteriodetes (15%); Firmicutes (8,5%); e Proteobacteria (74,5%),
agrupado em Beta, Gama e Alpha.
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Tabela 9. Influéncia dos meios de cultura utilizados sob as bactérias isoladas: unidades
formadoras de colonias por mL (UFC mL™), nimero de isolados sequenciados, nimero e
identificacdo de géneros encontrados nos diferentes meios de cultura.

N° de isolados

0 A
Meio UFE selecionados para N® generos Géneros encontrados
mL . Identificados
0 sequenciamento
Acinetobacter (1), Agrobacterium (3),
6 Bacillus (1), Chyseobacterium (1),
DYGS 10 14 8 Ochrobactrum (1), Pseudomonas(3),
Stenotrophomonas (3), Shinella (1)
Agrobacterium (2), Chyseobacterium (1),
KB 107 9 7 Comamonas (2), Rhizobium (1),
Sphingobacterium (1), Stenotrophomonas
(1), Variovorax (1)
Acinetobacter (1), Arthrobacter (1),
9 Chyseobacterium (2), Pantoea (1),
SF 10 10 ! Pseudomonas (2), Rhizobium (2),
Stenotrophomonas (1)
9 Agrobacterium (1), Ensifer (1),
YMA 10 8 4 Stenotrophomonas (2), Rhizobium (4)
LB 107 3 3 Chy_seobacterit_Jm (1), Pseudomonas (1),
Sphingobacterium (1)
TBNR  10° 3 1 Bacillus (3)

O filo Proteobacteria representou a maior parte das bactérias encontradas. Esse filo é
composto por bactérias Gram-negativas e apresentam grande diversidade de morfologia
celular e fisiologica. Possuem varias estratégias para obtencdo de energia, incluindo
metabolismos quimiolitotréfico, quimiorganotréfico e fototrofico, além de outras vias
metabolicas que sdo adaptadas a diversos nichos (CANHOS; VAZOLLER, 1997). Alguns
isolados classificados nesse filo encontram-se agrupados a géneros Rhizobium,
Agrobacterium, Pseudomonas e Stenotrophomonas.

O género Rhizobium, como ja discutido, possui funcdo importante no ciclo de
nitrogénio, convertendo o N presente na atmosfera em amdnia quando em simbiose com
leguminosas. A espécie Agrobacterium tumefaciens é descrita como causadora de tumores em
plantas, porém, apesar de estar presente no extrato de nddulos Il ndo induziu os sintomas
caracteristicos nas plantas inoculadas em garrafas “longneck”. O género Pseudomonas possui
espécies capazes de atuar como promotoras de crescimento em plantas. Burr et al. (1978) ja
demonstravam aumentos significativos na producdo de batatas que recebiam indculos de
Pseudomonas fluorencens e P. putida. As bactérias do género Stenotrophomonas séao
frequentes membros da comunidade microbiana da rizosfera das plantas. Diferentes estirpes
desse género tém sido utilizadas no controle de fitopatdgenos (NAKAYAMA et al., 1999;
BERG et al., 2005) e na promoc¢do de crescimento de plantas (LUCON et al., 2008). Além
disso, alguns isolados de Stenotrophomonas nitritireducens tém demonstrado a capacidade de
fixar nitrogénio atmosférico (FINKMAN et al., 2000).
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991 7K

99 4K
% Comamonas koreensis KCTC 120057 (AF275377)
2 Comamonas aquatica LMG 2370T (AJ430344) Beta
100 Comamonas granuli Ko03T (AB187586)
Variovorax paradoxus DSM 667 (AJ420329)
100- 8K
912D
2L
3K
[Pseudomonas] hibiscicola ATCC 198677 (AB021405)
63 [Pseudomonas] beteli ATCC 198617 (AB021406)
] Y
" 4SA
10D Gamma |
ol 1K
Stenotrophomonas maltophilia IAM 124237 (AB294553)
96| [L Stenotrophomonas pavanii ICB 89T (FJ748683)
98| 2D
11D

[ 4y

100L Stenotrophomonas nitritireducens L2T (AJ012229)
1001 3S

I Pantoea dispersa LMG2603" (DQ504305)

99 13D
741 T Acinetobacter calcoaceticus NCCB 22016™ (AJ888983)
100 1S
94|
Acinetobacter brisouii 5YN5-8T (DQ832256)
511 4SB Gamma Il

3D
93] 5] 65

Pseudomonas putida CFML 90-83T (D84020) Proteobacteria
Pseudomonas plecoglossicida FPC 9517 (AB009457)
Pseudomonas mosselii CIP 105259 (AF072688)

67

100l Agrobacterium larrymoorei ATCC 517597 (230542)
Shinella zoogloeoides I-16-MT (AB238789)

4D

Shinella granuli Ch06™ (AB187585)

Ensifer adhaerens LMG 20216 (AM181733)

100y 14D
Ochrobactrum haematophilum CCUG 385317 (AM422370)

100 Rhizobium tropici CIAT 8997 (U89832) Alpha
68| 8Y
o] 8S
o Rhizobium multihospitium CCBAU 834017 (EF035074)
Py Rhizobium hainanense 166" (RHU71078)
"t Rhizobium miluonense CCBAU 412517 (EF061096)
w0 5SB
90l 2K
Rhizobium lusitanum P1-77 (AY738130)
Rhizobium leucaenae LMG 95177 (X67234)
100f971 3Y
Rhizobium vallis CCBAU 656477 (FI839677)
9l 9Y
o Bacillus aryabhattai B8W22T (EF114313)
71 m
1T
6T A
*4 Bacillus megaterium IAM 134187 (D16273) Firmicutes
9D

Bacillus flexus ATCC 490957 (AB021185)
Paenibacillus glycanilyticus DS-1T (AB042938)

64 Arthrobacter globiformis AS 1.1894T (X80736 . .
. robacter globiformis 894T (X80736) Actinobacteria
100= 28
991 7S
5SA

Chryseobacterium jejuense JS17-8T (EF591303)
Chryseobacterium indologenes LMG 83377 (AM232813)
3L
Chryseobacterium gleum CCUG 145557 (AM232812)
100| | 83— 6D Bacteroidetes
9K
Chryseobacterium ureilyticum F-Fue-04111aaaa™ (AM232806)

o0l 90y 5K
5i,l'Ephingol::acterium multivorum B5533T (AB100738)
Sphingobacterium siyangense SY1T (EU046272)

w] g

Figura 5. Arvore filogenética de sequéncias do gene 16S RNAr (1164 nucleotideos) de
isolados, obtidos de extrato de nddulos de feijoeiro e estirpes relacionadas. A arvore foi
construida utilizando-se 0 método Neighbor-Joining e modelo Kimura-2 com bootstrap de
1000 replicatas.
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O filo Bacteriodetes é formado por bactérias Gram-negativas e possui entre seus
representantes benéficos, microrganismos de solo que produzem humus. O filo Firmicutes é
composto por bactérias Gram-positivas com baixo teor de guanina e citosina, dividindo-se em
dois grandes grupos filogenicamente distintos, discriminados de acordo com os teores dessas
bases nitrogenadas no DNA (VAL-MORAIS et al., 2009).

Entre os isolados classificados como pertencentes ao filo Firmicutes observa-se que
alguns se encontram agrupados a bactérias do género Bacillus, sendo descritas com grande
potencial na solubilizagio de fosforo nos solos (RODRIGUES; FRAGA, 1999). Além disso,
Sindhu et al. (2002), estudando a interacdo entre microrganismos relata que Bacillus spp.
coinoculado com Bradyrhizobium spp. melhora a nodulacdo e o crescimento das plantas de
feijio mungo (Vigna radiata [L.] Wilzeck.). Esses resultados sugerem a possibilidade de
interagcBes positivas entre as bactérias fixadores de N e as promotoras de crescimento no
extrato de nddulos.

O filo Actinobacteria € composto por bactérias com alto teor de guanina e citosina,
compreendendo o grupo dos organismos da familia Actinomycetalis e géneros relacionados
(STACKBRANDT et al., 1997). Esse grupo possui grande importancia, sendo responsavel
pela producdo de antibioticos responsaveis pelo controle de diversos grupos bacterianos.

Entre os 15 grupos de bactérias encontrados no extrato de nddulos I1, a predominancia
foi de bactérias do género Stenotrophomonas com 17%, seguidas de Rhizobium (15%),
Pseudomonas (13%), Agrobacterium (11%), Cryseobacterium (11%) e Bacillus (9%), alem
de outras com menor expressdo (Figura 6). Essa diversidade sugere que extrato de nodulos
aléem de ser fonte de rizébios, constitui-se de outros grupos de bactérias, sugerindo uma
interacdo positiva entre esses grupos em beneficio do crescimento da planta.
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Figura 6. Percentagem (%) dos grupos de bactérias obtidos no extrato de nodulos, apds o
sequenciamento do gene 16S RNArr.
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5 CONCLUSOES

Esse trabalho avaliou o desempenho de uma prética alternativa de inoculacdo de
sementes de feijoeiro cv. Ouro Vermelho a base de extratos de nddulos.

A inoculacdo com extrato de nédulos sob condic6es de casa de vegetacdo, é capaz de
promover até os 35 dias apds o plantio, desempenho similar ao inoculante rizobiano em
relacdo aos seguintes parametros: nimero e massa seca de nddulos; teor e N acumulado na
parte aérea.

A concentracdo de bactérias capazes de formar nddulos presentes no extrato de
nodulos é estimada em 2 x 10° células mL™,

Os meios YMA e SF sdo 0s que recuperam maior nimero de isolados do extrato de
nédulos (10° UFC mL™).

Os principais géneros bacterianos presentes no extrato de nddulos: Stenotrophomonas,
Pseudomonas, Acinetobacter, Ochrobactrum, Rhizobium e Sphingobacterium.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse trabalho tém grande importancia na busca de alternativas a
inoculacgéo tradicional, direcionando-se principalmente ao pequeno produtor de feijdo que tem
dificuldade de encontrar o inoculante comercial. O uso da pratica alternativa de inoculacdo a
base de extrato de nddulos pode maximizar a FBN na cultura do feijoeiro, além de favorecer
outras caracteristicas relevantes, ajudando a reduzir custos de producdo e aumentando o lucro
do produtor.

A diversidade bacteriana encontrada sugere que além de fixacdo bioldgica de
nitrogénio devem estar presentes outras caracteristicas capazes de promover o crescimento de
plantas e proporcionar interacdes benéficas entre os microrganismos presentes.

Apesar dos resultados promissores novos estudos em condigdes controladas e em
condi¢des de campo com variacdes de solo, extratos de nddulos e variedades de feijoeiro
devem ser realizados, buscando concretizar e validar essa pratica.
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Anexo A — Solugéo nutritiva de Norris modificada

Tabela 10. Solugéo nutritiva de Norris modificada.

Reagente Quantidade Preparo da solucdo estoque
Solugdo 1 M (87,1 gem 0,5 L de 4gua
KzHPO, 1 mb destilada esterilizada )
KCL 1mL Solu_(;ao 1M (_3_7,26 gem 0,5 L de agua
destilada esterilizada)
Solugdo 1 M (123,23 g em 0,5 L de &gua
MgSO,.7H;0 1 mb destilada esterilizada)
CaS0,.2H,0 0,344 g
H3803 1,43 g
MnS0O,4.H,0...2,03g
Solugéo de ZnS04.7 H,0...0,22 g
micronutrientes para a 0,5 mL CuS04.5H,0...0,08 ¢
solucédo de Norris (NH4)6M070,.4H,0...0,01 g
Completar o volume para 1 L com agua
destilada esterilizada
FeSO4.7H20..5 g
Solucéo de Fe para a 0.5 mL Acido citrico...5 g

solucéo de Norris

Completar o volume para 1 L com agua
destilada esterilizada

Agua destilada
esterilizada

Completar o volume
dellL

Obs. 1 - Para volumes de solugcdo maiores que 1 L multiplicar o volume da solucéo pelo
volume ou massa do reagente listado acima

Obs. 2 - Para o preparo da solucao estoque usar vidraria e dgua esterilizadas
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Anexo B — Como fazer a inoculacéo

1. Misturar 200 a 300 mL (um copo de requeijdo) de &gua ao contetdo do pacote (250g) até
formar uma pasta homogénea.
2. Misturar esta pasta com as sementes até que todas elas sejam envolvidas por uma camada
uniforme de inoculante. Para melhorar a aderéncia, tem sido recomendado substituir a agua
por uma solucdo agucarada, preparada dissolvendo-se sete colheres de sopa de agUcar cristal
em um litro de 4gua. Todo esse procedimento deve ser feito & sombra.
3. Espalhar as sementes e deixar secar em um lugar sombreado, fresco e arejado. Sementes
assim inoculadas podem ser plantadas até o dia seguinte ao da inoculagdo; caso contrario as
sementes devem ser reinoculadas.
4. Cada dose de 250 g (agua + inoculante) deve ser usada para as seguintes quantidades de
sementes, conforme seu tamanho:
e Sementes pequenas: 10 Kg (estilozantes, desmodium, alfafa, trevo, Acacia mangium,
etc);
e Sementes médias: 20 Kg (calopog6nio, soja perene, mimosas, leucena, gliricidia,
siratro, centrosema, Calliandra spp., etc);
e Sementes grandes: 50 Kg (soja, feijdo-caupi, amendoim, guandu, ervilha, fava, eritrina
(mulungu), mucuna, feijdo-de-porco, etc.) Para soja e feijdo, recomenda-se usar até o
dobro da dosagem, ou seja, 500 g de inoculante.
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Anexo C — Meios de Cultura

Tabela 11. Meio DYGS (Dextrose Yeast Extract).

Reagente Quantidade
Acido glutamico 159
Acido malico 2,09
Extrato de levedura 209
Dextrose 2049
K,HPO, 059
MgS0,.7H,0 059
Peptona bacterioldgica 159
Agar 15,0 g
Completar com 1 L de &gua destilada

Tabela 12. Meio LB (Luria-Bertani).

Reagente Quantidade
Extrato de levedura 500
NaCl 10,0g
Triptona 10,0 g
Agar 15,0 g
Completar com 1 L de agua destilada

Tabela 13. Meio KB (King B).

Reagente Quantidade
Glicerol 10,0 g
K2HPO, 159
MgS0..7H,0 159
Peptona 20,09
Agar 15,0 g
Completar com 1 L de agua destilada

Tabela 14. Meio SF (Solubilizacdo de Fésforo) modificado.

Reagente Quantidade
Dextrose 20,09
Extrato de levedura 2,09¢g
Cag(PO4)2 2,0 g

Agar 15,0 g

Completar com 1 L de agua destilada
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Tabela 15. Meio YMA (Yeast Extract Mannitol Agar) com azul de bromotimol.

Reagente Quantidade
Extrato de levedura 049
K2HPO, (solucdo a 10%) 1,0 mL
KH,PO4 (solucdo a 10%) 4,0 mL
Manitol (solugéo a 10%) 10,0 g
MgSO,.7H,0 (solugéo a 10%) 2,0 mL
NaCl (solucéo a 10%) 1,0 mL
Azul de bromotimol (0,5% em 0,2N de KOH) 5,0 mL
Agar 15,0 g
Completar com 1 L de &gua destilada

Tabela 16. Meio TBNR.

Reagente Quantidade
Biotina (solucdo a 0,1%) 1,0 mL
Dextrose 10,0g
Extrato de levedura 109
FeCl;.6H,0 (solucéo a 1%) 1,0 mL
MgSQO,.7H,0 (solucdo a 1%) 2,0 mL
Na;Mo00,.2H,0 (solucdo a 1%) 0,5mL
NaOH 2N 2,0 mL
Solucéo de micronutrientes de Norris modificada 1,0 mL
Tiamina (solucéo a 0,1%) 1,0 mL
Azul de bromotimol 2,0 mL
Agar 12,0 g

Completar com 1 L de agua destilada
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Anexo D — Bactérias de extrato de nddulos

Figura 8. Isolado 3K — Meio KB.
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Meio LB.

Figura 9. Isolado L3

Meio SF.

Figura 10. Isolado S3
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Figura 12. Isolado 1L — Meio LB.
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