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DIVERSIDADE E CARACTERIZACAO DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS
ASSOCIADAS AO FEIJAO-FAVA (Phaseolus lunatus L.) NO AGRESTE PARAIBANO

Gabrielly Ketly Vidal de Oliveira

RESUMO

A baixa produtividade do feijdo fava (Phaseolus lunatus L.) pode ser atribuida ao fato de parte
da producdo ser oriunda de produtores de base familiar sem adocdo de tecnologia. Uma das
tecnologias que pode ser utilizada por estes agricultores € o uso da fixacdo bioldgica do
nitrogénio (FBN). Assim, a busca por fontes naturais de adubos, tais como a FBN no cultivo de
feijdo-fava, apresenta-se como forma de inovacgéo e fortalecimento da economia da agricultura
familiar. Neste contexto, esta pesquisa tem por objetivo estudar a diversidade e caracterizagdo de
bactérias diazotréficas adaptadas as condi¢des edafoclimaticas do municipio de Lagoa Seca, PB,
como fonte alternativa de adubacdo nitrogenada do feijdo-fava cultivado no sistema de
agricultura familiar no agreste paraibano. Para a obtencdo dos isolados bacterianos foram
utilizados dois acessos de feijdo-fava como planta isca (a Orelha de vé e a Eucalipto), ambas
cultivadas pelos agricultores da regido onde esta inserido o presente projeto. O cultivo das plantas
foi realizado no campus I, localizado no municipio de Lagoa Seca, PB, sendo que as duas
variedades de feijao-fava, foram plantadas por meio de semeadura direta, em vasos plasticos com
capacidade para 11 litros. Durante o experimento em todas as areas dos vasos foram retiradas as
ervas espontaneas para que nao houvesse outro tipo de raiz a ndo ser das plantas de feijdo-fava.
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, onde foram dispostos 8
tratamentos em 3 repeticdes. Os nddulos foram contados e colocados em recipientes contendo
silica-gel para retirar o excesso de dgua da lavagem, apds 6 horas os nddulos foram pesados em
balanca de precisdo de 0,001 g, determinando-se assim, a massa fresca, em gramas. Utilizando a
massa fresca dos nddulos dividida pela quantidade de nddulos de cada planta foi calculada a
biomassa especifica dos nédulos, em miligramas. Os dados de massa fresca de nédulos, biomassa
especifica do nédulo foram transformadas pela raiz quadrada. Os solos utilizados no experimento
obtiveram presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio; O solo proveniente da localidade
Almeida apresentou o maior nimero de nddulo, massa fresca e biomassa especifica de nédulos,
seguido dos solos das localidades Concei¢do, Covéo e Imbatba.

Palavras-chave: FBN, microssimbiontes, Rhizobium.
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DIVERSITY AND CHARACTERIZATION OF DIAZOTROPHIC BACTERIA
ASSOCIATED WITH FAVA-BEAN (Phaseolus lunatus L.) NO AGRESTE PARAIBANO

Gabrielly Ketly Vidal de Oliveira

ABSTRACT

The low productivity of fava bean (Phaseolus lunatus L.) can be attributed to the fact that part of
the production comes from family-based producers without technology adoption. One of the
technologies that can be used by these farmers is the use of biological nitrogen fixation (BNF).
Thus, the search for natural sources of fertilizers, such as FBN in bean cultivation, is presented
as a way of innovation and strengthening of the family farming economy. In this context, this
research aims to study the diversity and characterization of diazotrophic bacteria adapted to the
edaphoclimatic conditions of the municipality of Lagoa Seca, PB, as an alternative source of
nitrogen fertilization of the bean fava cultivated in the family farming system in the Paraiba
agreste. In order to obtain the bacterial isolates (grandmother's ear and eucalyptus), two
accessions of fava beans were used as bait plants, both cultivated by farmers in the region where
the present project is inserted. The cultivation of the plants was carried out at Campus I, located
in the municipality of Lagoa Seca, PB, and the two varieties of fava beans were planted by direct
seeding in plastic pots with a capacity of 11 liters. During the experiment in all areas of the vases
the spontaneous herbs were removed so that there was no other type of root except for the bean-
fava plants. The experimental design was a randomized block design, where 8 treatments were
arranged in 3 replicates. The nodules were counted and placed in silica gel containers to remove
excess water from the wash, after 6 hours the nodules were weighed in a 0.001 gram precision
scale, thereby determining the fresh mass in grams. Using the fresh mass of the nodules divided
by the number of nodules of each plant, the biomass specific to the nodules was calculated in
milligrams., and the fresh mass data of nodules, biomass, and nodule were transformed by the
square root. Soils used in the experiment were found to contain nitrogen fixing bacteria; Soil
from the Almeida locality presented the highest number of nodules, fresh mass and specific

biomass of nodules, followed by the soil.

Keywords: FBN; Myrosymbionts, Rhizobium
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1- INTRODUCAO

No Brasil, o feijdo-fava, de acordo com Maquet et al., (1999) é utilizado no consumo na
forma de grdos maduros e secos; sendo considerada a espécie mais importante do género depois
do feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.), € uma leguminosa tropical caracterizada por elevada
diversidade genetica e elevado potencial de producdo, que se adapta as mais diferentes
condicBes ambientais, mas desenvolve-se melhor nos trépicos umidos e quentes.

O Nordeste brasileiro no ano de 2014 se destacou como um dos maiores produtores (7.416
t. colhidas em 23.697 ha plantados), tendo-se como maiores produtores os estados da Paraiba,
Rio Grande do Norte, Ceara e Pernambuco. Sendo responsavel por aproximadamente 96,56 %
de toda producéo nacional, (IBGE, 2016b).

A baixa produtividade de fava pode ser atribuida ao fato de parte da producéo ser oriunda
de produtores de base familiar, cultivo em consércio sem adoc¢do de tecnologia que vise seu
incremento e a ocorréncia de doencas tem dificultado o cultivo e afetado a qualidade dos grédos
dessa cultura e comprometendo a producdo (SANTOS, 2008). Apesar de rustica, perdas de
producdo consideraveis sdo relatadas para a cultura da fava, principalmente devido a estresses
bioticos e abidticos (SANTOS et al., 2002).

Uma das tecnologias que pode ser utilizada por agricultores de base familiar € o uso da
fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN), que nada mais € do que a utilizacdo de microrganismos
na fixacdo bioldgica de nitrogénio, onde o mais utilizado sdo as bactérias diazotrdficas, tendo
como principal grupo as bactérias denominadas rizobios (ANTUNES, 2010). Ou seja, é 0
processo pelo qual o nitrogénio atmosférico (N2) é convertido em amonia (NH3) e
posteriormente € disponibilizado para as plantas. Vance, (1998) relata que em sistemas
agricolas, talvez 80% do nitrogénio fixado biologicamente venha da simbiose envolvendo
leguminosas e bactérias da familia Rhizobiaceae.

Soares et al., (2006), relatam o feijdo-fava como uma espécie que possibilidade a
interacdo simbidtica com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, também denominados
rizobios, permitindo o0 aumento de rendimento, bem como a facilidade de manejo e diminuicéao
do custo de producédo, alem de economizar combustiveis fosseis utilizados para a producao
industrial de fertilizantes nitrogenados.

O quantitativo de pesquisa sobre bactérias moduladoras de feijdo-fava é bastante relativo,
devido a falta de politicas publicas que visem a aquisi¢do de conhecimento sobre o tema em

tela, no entanto, pode-se obter algumas informacdes sobre pesquisas de SANTOS et al., (2011),
1



o0 qual estudou solos (Argissolo) de dez areas com histérico de cultivo de feijado-fava em duas
regides do Estado do Piaui, onde encontrou 50 estirpes de bactérias pertencentes a trés géneros
de rizébios: Rhizobium, Bradyrhizobium e Mesorhizobium.

Poucos estudos de selecédo de rizobios para o feijdo-fava foram realizados, Antunes et al.,
(2011) avaliaram a eficiéncia de alguns isolados coletados e descritos por Santos (2008) em
vasos com solugdo nutritiva utilizando como critério a massa seca da parte area, neste trabalho
foram encontrados isolados duas vezes mais eficientes que a testemunha utilizada, embora o
resultado positivo, para melhores conclusdes seriam necessarios ensaios em campo e
comparagOes com testemunhas com adubacéo nitrogenada.

De acordo com Araujo et al., (2014) por pertencer a familia das leguminosas, o feijdo-
fava apresenta a capacidade de participar do processo de fixacéo bioldgica do nitrogénio (FBN)
através da simbiose com bactérias genericamente conhecidas por rizébio. Entretanto, os estudos
sobre a simbiose e a bactéria associada ao feijdo-fava séo escassos.

Assim, a busca de fontes naturais de adubos, tais como a fixac&o biologica do nitrogénio
no cultivo de feijdo-fava proporcionando boa resposta agronémica (em termos de crescimento
e desenvolvimento), apresenta-se como forma de inovacdo e fortalecimento da economia da
agricultura familiar, tornando assim, esta pesquisa de suma importancia. Neste contexto o
feijdo-fava mostra-se como a cultura que apresenta todos os aspectos para a adequacao social,
econdmica, cultural, climética, ecol6gica, entre outras, na mesorregido do Agreste da
Borborema.

Nesse contexto objetivou-se estudar a diversidade e caracterizacdo de bactérias
diazotréficas adaptadas as condicGes edafoclimaticas do municipio de Lagoa Seca, PB, como
fonte alternativa de adubacéo nitrogenada no crescimento e desenvolvimento do feijao-fava

(phaseolus lunatus L.) cultivado no sistema de agricultura familiar no agreste paraibano.



2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 - A espeécie Phaseolus lunatus L.

Leguminosa tropical caracterizada por elevada diversidade genética e elevado potencial
de producéo, o feijdo-fava é considerada a espécie mais importante do género depois do feijao
comum (Phaseolus vulgaris L.). Entre os cereais o feijdo-fava apresenta grande importancia
mundial, devido ao seu teor de proteina e demais caracteristicas nutricionais, além de poder ser
utilizado na alimentacdo humana em substituicdo ao feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.)
(VIEIRA, 1992).

E uma hortalica da familia Fabaceae, ¢ uma das quatro espécies do género Phaseolus
explorada comercialmente no mundo. A familia Fabaceae, ¢ uma das maiores entre as
dicotiledbneas, com 643 géneros, retine 18.000 espécies distribuidas em todo 0 mundo, estando
concentrada nas regides tropicais e subtropicais (BROUGHTON et al. 2003).

Serrano-Serrano et al. (2010) atribui sua origem como andina, possuindo trés grupos
genéticos distribuidos geograficamente, sendo um andino e dois mesoamericanos. Os Estados
Unidos é um dos maiores produtores mundiais, sendo o consumo na forma de gréos verdes em
conserva, enlatados ou congelados.

A importancia econémica e social do feijao-fava, de acordo com Azevedo (2003) se deve
principalmente a sua rusticidade em regides semiaridas do Nordeste do pais, 0 que possibilita
prolongar a colheita em periodo seco.

O Nordeste tem maior destaque na producao, sendo o estado da Paraiba o maior produtor,
onde o feijdo fava € cultivado em quase todas as microrregides, seguido de Rio Grande do
Norte, Ceara e Pernambuco. E considerado como uma importante fonte de proteinas para 0s
agricultores familiares desta regido. Na Paraiba a fava € geralmente cultivada durante a estacdo
chuvosa em consércio com o milho (GUSMAO, 2010).

Em contraste as baixas producdes obtidas na regido Nordeste, alguns trabalhos tém
demonstrado producéo superior a 1.000 kg hat, atingindo resultados superiores a 2.500 kg ha-
! quando utilizada a adubacéo fosfatada (OLIVEIRA et al.2004) e irrigacio (MELO et al.
2009). Acarretando assim a possibilidade de aumento da produtividade da regido por meio de
praticas de manejo da cultura, entre estas, 0 manejo da fertilidade do solo tem se mostrado
promissora (OLIVEIRA et al. 2004; ALVES et al. 2008).

De acordo com os dados do IBGE (2016b), no ano de 2014, o estado da Paraiba produziu

28,39 % da produgéo nacional, com 2.181 t., em 9.127 ha, tendo-se como maior produtor o



municipio de Campina Grande (2.442 ha plantados e 679 t. colhidas). Como um dos estados
mais pobres da federagdo, o estado da Paraiba tem no cultivo do feijdo fava uma relativa
importancia socio-econdmica apresentando um grande potencial para fornecer proteina vegetal
a populacéo, funcionando como uma fonte alternativa de alimento e complementando a renda
dos agricultores familiares, contribuindo economicamente em 2014 com aproximadamente R$
14 milhdes (IBGE, 2016b).

De acordo com Maquetet et. al. (1999) ela adapta-se as mais diferentes condicbes
ambientais, mas desenvolve-se melhor nos trépicos imidos e quentes. Vieira (1992) relata que
esta leguminosa se adéqua melhor em solo areno-argiloso, feértil e bem drenado, tendo bom
rendimento com pH entre 5,6 e 6,8, além de adaptar-se a condi¢des climaticas adversas, tais
como altas temperaturas e déficit hidrico.

Autores como GUIMARAES et al. (2007); LEMOS et al. (2004) e SANTOS et al. (2002)
apresentam como desvantagem ao cultivo desta importante leguminosa a maior tradicdo de
consumo dos feijdes comum (Phaseolus vulgaris L.) e caupi (Vigna unguiculata L.), o paladar
do feijdo-fava e o tempo de cocgdo mais longo, além da falta de cultivares recomendadas para
as condicdes climaticas das regides produtoras.

Segundo Zimmermann e Teixeira (1996), o P. lunatus pode ser identificado como uma
leguminosa de germinacdo epigena; onde as folhas geralmente apresentam coloragdo escura,
mais persistente que em outras espécies do género, mesmo depois do amadurecimento das
vagens; bractéolas pequenas e pontiagudas; vagens bastante compridas e de forma geralmente
oblonga e recurvada, com duas alturas distintas (ventral e dorsal) e nimero de sementes por
vagem variando de duas a quatro. Tais sementes exibem grande variagdo de tamanho e cor de
tegumento (SANTOS et al. 2002).

2.2 - A Variedade Crioula: orelha de v6 (Rajada de vermelho).

Possui semente grande, com o comprimento de 10,57 mm de largura; 5,72 mm de
espessura e 62,840 g (peso médio para 100 sementes); formato eliptico-achatado; tegumento
bicolor bege com rajas pretas; estrofiolo de coloracdo bege-acastanhado. O hilo é opaco,
formato estreito-eliptico, apresenta uma conspicua e fina fenda longitudinal, obscurecida por
uma camada de tecido corticiforme branco, com 3,46 mm de comprimento e 1,36 mm de
largura, em média (NOBRE e BRANDAO JUNIOR, s/d).



2.3 - A Variedade Crioula: Eucalipto.

Apresenta habito de crescimento tipo moita, suas sementes apresentam coloracdo rajada
de bege e preta e sua flor coloracdo branca. O tamanho da vagem é de 1 a 5 cm, apresentando
um numero de 6 a 10 sementes por vagem. Bastante produtiva apresenta um namero de mais
de 100 vagens por planta e seu ciclo é de 90 dias. Suas qualidades s&o: resisténcia a pragas e
doencas, persisténcia aos periodos de seca, vigorosidade e pode ser cultivada em solos arenosos
e de pouca fertilidade (DIAS et al., 2016).

2.4 - Adubo Nitrogenado

Segundo Dias e Fernandes (2006), a amonia anidra € um gas obtido pela reacdo do gas
de sintese, uma mistura na relacdo 1:3 de nitrogénio (N) proveniente do ar com o hidrogénio
(H) de fontes diversas: gas natural, nafta, 6leo combustivel ou de outros derivados de petroleo.
O gés natural é o mais usado e também a melhor fonte de hidrogénio para a producdo de
fertilizantes nitrogenados.

Pode-se transformar a amoénia em nitrato e fazer fertilizantes, como o nitrato de célcio, o
nitrato de aménia, 0 nitrato de potassio, o nitrofosfato; pode-se juntar a aménia com o &cido
fosforico e produzir dois fertilizantes, 0 monoamonio fosfato (MAP) e diamdnio fosfato (DAP);
e se juntar-se o amonio com CO., forma-se a ureia. A ureia foi o primeiro fertilizante
nitrogenado produzido em larga escala. Hoje, a sintese da amdnia e a sintese da ureia sdo
responsaveis por 40% da alimentacdo humana mundial. A sintese da amdnia permitiu que todo
0 nitrogénio fornecido para as plantas fosse veiculado através de fertilizantes (POLIDORO,
2011).

Estudos realizados por Malavolta (2006) comprovaram que dentro do manejo da
fertilidade, o nitrogénio é um dos nutrientes mais limitantes para a producdo agricola, deste
modo, a sua utilizacdo pode possibilitar um incremento na producdo de fitomassa e de gréos
nos cultivos agricolas, isto devido a participacdo deste elemento nas proteinas, enzimas,
coenzimas, acidos nucleicos e pigmentos.

Marschner (1997) relata que a disponibilidade de N no solo depende do balan¢o entre os
processos de mineralizacdo e os de imobilizagdo. Em pastagens tropicais extensivamente
manejadas, sem adubacdo nitrogenada, a disponibilidade de N depende, em grande parte, da
mineralizacdo do N dos residuos vegetais. O balango entre esses processos pode variar com o
tempo e, principalmente, com a natureza do residuo orgédnico em decomposicdo, além de
depender da atividade microbiana do solo (AITA & GIACOMINI, 2007).



No Brasil entre 2003 e 2015, o consumo de fertilizantes passou de 22,8 milhdes de
toneladas para 29,6 milhdes, o que configurou crescimento de 30% no periodo. De acordo com
a previsdao da Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE), entre
2010 e 2020, somente no Brasil, a producdo de alimentos crescera 40%PETROBRAS (2014).

De acordo com a ANDA (2016) as entregas de fertilizantes ao consumidor final
encerraram 0 més de marco de 2016 com 1.727 mil toneladas, registrando queda de 1,9% em
relacdo ao mesmo periodo de 2015, quando foram entregues 1.760 mil toneladas.

Os adubos nitrogenados mais comercializados e utilizados no Brasil sdo a uréia (44 a 46
% de N) e o sulfato de amonio (20 a 21 % de N). O uso dessas fontes apresenta vantagens e
desvantagens. A uréia tem como vantagens menor custo por quilograma, apresenta alta
concentracdo de N, € de facil manipulacéo e causa menor acidificacdo no solo, 0 que a torna
potencialmente superior a outras fontes do ponto de vista econdmico, mas comumente apresenta
maior perda de N por volatilizacio (PRIMAVESI et al., 2004; MARTHA JUNIOR et al., 2004).

Os maiores produtores mundiais de adubo nitrogenado sdo: China, com cerca de 27% da
producdo mundial, india (9%), Russia (8%) e Estados Unidos (8%).No Brasil, apenas a Fafen,
em Laranjeiras (SE) e Camagari (BA), e a Ultrafertil, em Cubatdo (SP) e Araucéria (PR),
fabricam matérias-primas para adubos nitrogenados. A Ultrafertil tem déficit e a Fafen
superavit na producdo de amonia anidra, cujo excedente é vendido para 0 mercado interno. As
importacOes, da ordem de 55%, para cobrir o déficit nacional procedem, principalmente, da
Rassia (nitrogenados e potassicos) e do Canada (fosfatados e potassicos) e da Ucrania (ANDA,
2016).

Sirimarco (2015) relata que o nivel de dependéncia do Brasil quanto a importacdo de
insumos agricolas, inclusive de fertilizantes continua a crescer. Segundo o mesmo, dados
recentes da INTL FCStone apontam que o aumento do consumo de fertilizantes esta
relacionado, em primeira instancia, as importacdes. Ja a producdo doméstica apresenta fraco
crescimento.

Este fato é corroborado por dados estatisticos da ANDA - Associacdo Nacional para a
Difusdo de Adubos (2015), que mostram que no periodo de janeiro a maio de 2015, a producéo
nacional de fertilizantes foi de 3.621 mil toneladas, contra 3.432 mil toneladas do mesmo

periodo do ano anterior, representando aumento de 5,5%.

2.5 - Fixacdo Biologica de Nitrogénio - FBN



A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é o processo pelo qual o nitrogénio atmosférico
(N2) é convertido em amodnia (NH3) e posteriormente € disponibilizado para as plantas.
VANCE, (1998) relata que em sistemas agricolas, talvez 80% do nitrogénio fixado
biologicamente venha da simbiose envolvendo leguminosas e bactérias da familia
Rhizobiaceae.

Na fixacdo bioldgica, o nitrogénio molecular ou dinitrogénio (N2) é transformado em NHs
(amonia) a custas de energia da planta (BURRIS, 1999; TAIZ e ZIEGER, 2004). O complexo
enzima nitrogenase, formado por duas unidades proteicas, a Ferro-proteina (Fe-proteina) e a
Molibdénio-Ferro-proteina (MoFeproteina), € responsavel pela fixacao de nitrogénio no nédulo
(MYLONA et al., 1995; BURRIS, 1999; TAIZ e ZIEGER, 2004).

Figueiredo et al., (2008) relatam que ap6s a formacdo dos nédulos, as bactérias param de
se multiplicar e parte sofre modificacdes até se tornarem bacterdides, forma capaz de fixar o
N2 por meio da enzima nitrogenase.

De acordo com Straliotto e Teixeira (2000) as bactérias denominadas coletivamente de
rizobios, possuem genes de nodulacdo que possibilitam a infeccdo dos pélos radiculares de
espécies de leguminosas, que por sua vez, as abrigam em estruturas especiais chamadas
nodulos. Esta associacao planta/bactéria € tida como simbidtica, onde o rizébio fornece a planta
0 nitrogénio proveniente da fixacdo bioldgica; a planta fornece a bactéria carboidratos
provenientes da fotossintese.

Devido a variabilidade de caracteristicas quimicas e fisicas, condi¢cBes climaticas e
cobertura vegetal, os solos da regido Nordeste, bem como os encontrados nos estados da Paraiba
e Pernambuco, apresentam uma excelente diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio que
necessitam ser estudadas quanto ao seu potencial de fixacao, possibilitando assim sua utilizacéo
para a producdo de inoculantes (NASCIMENTO, 2014).

No entanto, Thies et al. (1991) demonstraram que a eficiéncia da inoculacdo no feijdo-
fava varia entre solos, tendo encontrado maiores respostas a inoculagdo em solos com uma
baixa populacdo de bactérias capazes de nodular a cultura, assim evidenciado a baixa
competitividade das estirpes testadas. A resposta de estirpes em solos do Nordeste também
diferiu, sendo obtido melhor resposta em solos de pH mais neutro e boa disponibilidade de
calcio, magnesio e fosforo (Aguiar et al., 2012).

O quantitativo de pesquisa sobre bactérias moduladoras de feijdo-fava é bastante relativo,
devido a falta de politicas publicas que visem a aquisi¢cdo de conhecimento sobre o tema em

tela, no entanto, pode-se obter algumas informac6es sobre pesquisas de SANTOS et al. (2011),



o0 qual estudou solos (Argissolo) de dez areas com histérico de cultivo de feijado-fava em duas
regides do Estado do Piaui, onde encontrou 50 estirpes de bactérias pertencentes a trés géneros
de rizébios: Rhizobium, Bradyrhizobium e Mesorhizobium.

Poucos estudos de selecdo de rizobios para o feijao-fava foram realizados, Antunes et al.
(2011) avaliaram a eficiéncia de alguns isolados coletados e descritos por Santos (2008) em
vasos com solugdo nutritiva utilizando como critério a massa seca da parte area, neste trabalho
foram encontrados isolados duas vezes mais eficientes que a testemunha utilizada, embora o
resultado positivo, para melhores conclusdes seriam necessarios ensaios em campo e
comparagOes com testemunhas com adubacéo nitrogenada.

Outros estudos foram realizados no Peru, onde foram observadas bactérias do género
Rhizobium, Sinorhizobium (ORMENO et al., 2007), e Bradyrhizobium (ORMENO-ORRILLO
et al., 2006) e nos Estados Unidos onde foram relatadas a simbiose com bactérias do género
Rhizobium (TRIPLETT et al., 1981) e Bradyrhizobium (THIES et al., 1991). Estes dados
demonstram que P. lunatus apresenta baixa especificidade de hospedeiro, ja sendo reportada
simbiose com estirpes de quatro géneros de rizobios.

De acordo com Caballero (s/d) a fixacdo bioldgica do nitrogénio promove varios
beneficios para os cultivos agricolas, dentre os quais se destacam: o menor uso de adubos
nitrogenados, que resulta em economia para 0 produtor; a caracteristica de contribuir para o
auto-fornecimento do nitrogénio utilizado para a formacéo da planta minimiza os impactos do
nitrogénio sobre 0 meio ambiente; o uso de leguminosas como adubos verdes eficientes para
FBN fornece nitrogénio para o solo e melhora suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas;
e 0 aumento de produtividade, especialmente em solos deficientes em nitrogénio disponivel.

Verifica-se que vérias sdo as possibilidades do uso de insumos bioldgicos, entre as quais
se destaca a utilizacdo de bactérias benéficas para a agricultura, como as diazotréficas, as
promotoras de crescimento e 0s xenobiontes. Esses organismos propiciam as culturas
comerciais beneficios referentes a reducao do uso de fertilizantes quimicos, reducao dos danos
causados por doencas, estimulo ao desenvolvimento vegetal e decomposicdo de pesticidas
depositados no solo (PRADELLA et al., 2001).

Entretanto, segundo SANTOS et al., (2002) no Brasil, apesar de ser cultivada em todos
0s estados e de apresentar capacidade de adaptacdo mais ampla que o feijdo- comum, o feijao-
fava ainda tem pouca relevancia, ndo recebendo a devida atencdo por parte dos 6rgéos de
pesquisa e extensdo, o que tem resultado em limitado conhecimento das suas caracteristicas

agrondmicas. Fato este corroborado por Santos (2008) e Araujo et al., (2014), o qual relatam



que pesquisas sobre a FBN em feijdo-fava tem sido raramente realizadas, enquanto que as
pesquisas com género Phaseolus tém enfocado exclusivamente o P. vulgaris, com estirpes de

rizobio recomendadas para uso comercial.



3-METODOLOGIA

3.1- Area de estudo
Localizacao geografica do municipio.

O presente estudo foi realizado no municipio de Lagoa Seca, PB, area territorial de
109.342 kmz, com as seguintes coordenadas geograficas: Latitude 07° 10' 15" S e Longitude
35°51' 13" W e Altitude: 634m. Figura 1.

Figura 1: Localizacdo de Lagoa Seca, no Estado da Paraiba.

3.2 - Coleta e caracterizagdo das amostras de solo.

Foram coletadas 20 amostras compostas de solo na camada de 0-20 cm de profundidade,
nas localidades: Almeida, Conceicdo, Covao e Imbauba, todas localizadas no municipio de
Lagoa Seca, visando assim, uma maior diversidade de bactérias capazes de nodular a cultura de

feijdo-fava. As amostras foram compostas por trés sub-amostras.

3.3 - Cultivo de plantas-iscas e coleta de noédulos.

Para a obtencdo dos isolados bacterianos foram utilizados dois acessos de feijdo-fava
como planta isca, sendo uma de crescimento indeterminado (denominada popularmente de
“Orelha de v6”, de colorag@o do tegumento bege e com rajas vermelhas — Figura 2A) e outra
de crescimento determinado (“Eucalipto”, de coloracdo de tegumento bege e hilo branco —

Figura 2B), ambas cultivadas pelos agricultores da regido onde esta inserido o presente projeto.
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Figura 2A —Feijdo-fava Orelha de vo Vermelha Figura 2B —Feijao-fava eucalipto.

As areas de coleta foram selecionadas de acordo com o trabalho realizado por Barbosa et
al., (2009) que em seus estudos consideraram estas quatro localidades inseridas em uma regiao
agroecoldgica da agricultura de subsisténcia, sendo areas de cultivo de feijao-comum (P.
vulgaris L.) e os agricultores foram selecionados apos visita ao Sindicato dos Trabalhadores

Rurais de Lagoa Seca, para saber quem e onde se plantava feijao-fava no municipio. Figura 3.
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Figura 3: Localizacéo das areas de coleta de solo abrangendo as localidades: Almeida, Conceicéo, Covao
e Imbadba. Lagoa Seca, PB. 2017.

O cultivo das plantas foi realizado no campus 11, localizado no municipio de Lagoa Seca,
PB, sendo que as duas variedades de feijdo-fava, foram plantadas por meio de semeadura direta,
em vasos plasticos com capacidade para 11 litros, tendo-se de 3 a 4 sementes por vaso e
profundidade de semeadura de 2,5 a 5,0 centimetros.

Para que ndo ocorresse a contaminagdo com as sementes a serem plantadas, seguir-se a

recomendacdo de Hungria e Aradjo (1994) que recomenda que as mesmas sejam previamente
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desinfestadas por 60 segundos em alcool etilico a 70%, 3 minutos em uma solu¢do com
hipoclorito de s6dio a 1% e em seguida realizada 10 lavagens em &gua estéril.

Aos 15 dias apos germinacdo foram efetuados os desbastes, deixando-se a planta mais
vigorosa. Néo foi efetuada adubacdo organica e quimica, para que ndo ocorresse interferéncia
na provavel nodulagéo.

Os tratos cultuais foram efetuados de forma manual com auxilio de uma pazinha de jardim
e conducdo em sistema de sequeiro, sendo que, quando houve condicdes de déficit hidrico,
foram realizadas as irrigacGes com auxilio de um regador para manter a cultura em condicdes
hidricas satisfatorias.

Durante o experimento em todas as areas dos vasos foram retiradas as ervas espontaneas
para que ndo houvesse outro tipo de raiz a ndo ser das plantas de feijao-fava.

O experimento foi conduzido em um esquema fatorial de 2 X 4, onde o primeiro fator
corresponde as variedade crioulas de feijdo-fava e o segundo fator corresponde as quatro
localidades onde foram coletados os solos, disposto em um delineamento em blocos
casualizados com trés repeticGes, tendo-se 0s seguintes tratamentos: T1=variedades de feijao-
fava orelha de vé + localidade Almeida; T2=variedades de feijdo-fava orelha de vé + localidade
Conceigdo; T3=variedades de feijao-fava orelha de vo + localidade Covdo; T4=variedades de
feijdo-fava orelha de vé + localidade Imbalba; T5=variedades de feijao-fava eucalipto +
localidade Almeida; T6=variedades de feijao-fava eucalipto + localidade Conceicéo;
T7=variedades de feijdo-fava eucalipto + localidade Covédo e T8=variedades de feijdo-fava
eucalipto + localidade Imbauba.

Foram feitas coletas dos dados aos 90 dias apds germinacédo. As plantas foram coletadas,
“lavadas” e acondicionadas em sacos de papel e seguiram para o laboratorio de
microbiologia/fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias e Ambientais da UEPB em Lagoa
Seca, PB.

Os nddulos foram contados e colocados em recipientes contendo silica-gel para retirar o
excesso de adgua da lavagem, ap6s 6 horas os nddulos foram pesados em balanca de precisdo de
0,001 g, determinando-se assim, a massa fresca, em miligramas. Utilizando a massa fresca dos
nodulos dividida pela quantidade de nddulos de cada planta foi calculada a biomassa especifica

dos nodulos, em miligramas.

3.4 - Variaveis analisadas
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Para o estudo da influéncia das variedades e solos de diferentes localidades na nodulagao
de bactérias fixadoras de nitrogénio, optou-se por estudar o nimero de nddulos por planta

(NNP), massa fresca de nddulos (MFN) e biomassa especifica de nédulos (BEN).

3.5 Analises Estatisticas

A variavel nimero de nodulos foi transformada pela equacéo y=log(x+1), e os dados de
massa fresca de nodulos e biomassa especifica dos nddulos foram transformadas pela raiz
quadrada para ajustamento aos pré-requisitos da andlise de variancia (ANOVA). Os dados
transformados foram submetidos & ANOVA utilizando o software estatistico ASSISTAT
versdo 7.6 beta (SILVA E AZEVEDO, 2009). Para comparacao de médias foi utilizando o teste
de Tuckey (p < 0,05).
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs 90 dias de cultivo das variedades de feijdo-fava, a orelha de vo vermelha e a
Eucalipto, foram feitas as andlises destrutivas, onde foram coletados os nddulos dos rizobios
presentes em cada solo das localidades selecionadas. Os dados coletados em relacdo as variaveis
estudas, foram submetidos a anélise de variancia e plotados na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores médios de nimero de nddulos por planta (NNP), massa fresca de nodulos
(MFN) e biomassa especifica de nddulos (BEN), encontrados em duas variedades de feijao-
fava cultivados em quatro tipos de localidades. Lagoa Seca, PB. 2017.

Quadrado Médio

NNP MFN BEM
Fonte de Variacéo N N - e ——— mg planta ! ------------
Variedades (V) 1890,38 * 13200,01 * 2196,89 *
Locais (L) 810,38 * 12458,70 * 712,27 *
Interacdo V x L 18854,38 * 518336,43 * 20589,94 *
(Tratamentos) (8697,80) * 229369,34 * 9443,36 *
Residuo 94,88 1022,30 44,01
CV% 9,93 9,71 9,79

*Significativo 5% de probabilidade; ns- ndo significativo, DMS = diferenca minima significativa, CV
= coeficiente de variagao.

Percebe-se na Tabela 1, que o nimero de nédulos por planta (NNP), massa fresca de
nddulos (MFN) e biomassa especifica de ndédulos (BEM), apresentaram diferenca significativa,
tanto para variedades, quanto para os locais (solos). Quando do estudo do efeito da interagéo,
houve significancia para 0 mesmo, indicando que os efeitos das variedades interferem nos solos
dos locais utilizados no experimento, apontando para uma variedade beneficiar estas variaveis
dentro dos solos das localidades; como também, os solos interferem de forma benéfica nas
variedades, influenciando os resultados das varidveis em estudo.

De acordo com Banzato & Kronka (1989), quando a interacdo apresentar significancia,
deve-se proceder o desdobramento da mesma, para o estudo de cada fator de forma isolada.

No efeito da interacdo entre variedades e locais, em relacdo a nimero de nddulos por
planta, observa-se a Tabela 2, que os solos provenientes dos locais Almeida e Covéo
influenciaram a variedade Eucalipto, proporcionando diferenca significativa quando comparada
com a variedade Orelha de v0. No entanto, os solos provenientes das localidades Conceigéo e
Imbadba, proporcionaram maior numero de nddulos para a variedade Orelha de vo em relagéo
a variedade Eucalipto, sendo a mesma uma diferenca estatisticamente significativa.

Para o estudo de cada variedade em relacdo aos solos, percebe-se na Tabela 2 que para a

variedade Orelha de v@, o solo proveniente da localidade Conceicdo, superou os demais solos,
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e 0 solo proveniente da localidade Imbatba superou os solos das localidades Almeida e Covéo.
Para a variedade Eucalipto, os solos provenientes das localidades Almeida e Covéo
diferenciaram-se dos solos das localidades Conceicao e Imbauba.

Tabela 2 - Numero de Nodulos por Planta (NNP), encontrados em duas variedades de feijao-
fava cultivados em quatro tipos de localidades. Lagoa Seca, PB. 2017.

Variedades/Locais Almeida Conceicao Covéo Imbauba
Orelha de Vo 52bC 152a A 36 bC 117aB
Eucalipto 163aA 62 bB 154a A 49bB

Nas colunas, letras minusculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05%).
Nas linhas, letras maiusculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05%).

Na Tabela 3, encontra-se as médias para massa fresca de nédulos, quando do estudo da
interacdo entre variedade e locais. Observa-se que os solos provenientes dos locais Almeida e
Covéo influenciaram a variedade Eucalipto, proporcionando diferenca significativa quando
comparada com a variedade Orelha de v4. No entanto, os solos provenientes das localidades
Conceicéo e Imbauba, proporcionaram maior massa fresca de nddulos para a variedade Orelha
de vO em relacdo a variedade Eucalipto, sendo a mesma uma diferenca estatisticamente
significativa.

A variedade Orelha de v apresentou maior massa fresca de nédulos, quando cultivado
em solo proveniente da localidade Conceicéo, diferenciando-se estatisticamente das demais. O
solo proveniente da localidade Imbadba proporcionou diferenca significativa em relacdo aos
solos das localidades Almeida e Covao. A performance da variedade Eucalipto foi influenciada
quando do seu cultivo em solos provenientes das localidades Almeida e Covéo, tendo-se uma
superacdo significativa quando comparados com os solos das localidades Conceicao e Imbauba.

Tabela 3 -Massa Fresca de Ndédulos (MFN) encontrados em duas variedades de feijdo-fava
cultivados em quatro tipos de localidades. Lagoa Seca, PB. 2017.

Variedades/Locais Almeida Conceicdo Covéo Imbadba
Orelha de Vo 83,52bC 591,00a A 51,23 b C 498,14aB
Eucalipto 693,58 a A 9163 bB 548,48a A 77,82b B

Nas colunas, letras mindsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05%).
Nas linhas, letras maiusculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05%).

Os valores médios em relacdo a biomassa especifica de nddulos, encontra-se na Tabela
4. Analisando-se a mesma, verifica-se que os solos provenientes das localidades Almeida e
Covéo influenciaram a variedade Eucalipto, proporcionando diferenca significativa quando

comparados com a variedade Orelha de v0. J& os solos provenientes das localidades Conceigéo
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e Imbadba, exerceram influéncia significativa para a Orelha de vo, superando a variedade
Eucalipto nesta varidvel analisada.

Em relacdo ao estudo de cada variedade dentro dos solos provenientes das localidades em
estudo, percebe-se que a variedade Orelha de vO apresentou maior biomassa especifica de
nodulos, quando cultivado nos solos provenientes das localidades Concei¢do e Imbatba,
diferenciando-se estatisticamente das demais. A variedade Eucalipto obteve a maior biomassa
especifica de nddulos, quando cultivado no solo proveniente da localidade Almeida, o que
proporcionou uma diferenca significativa quando comparado aos demais solos. Quando se
cultivou, a mesma, no solo proveniente da localidade Covéo, houve-se uma diferenca
estatistica, quando se compara com os solos das localidades Conceigdo e Imbauba.

Tabela 4 - Biomassa Especifica de nédulos (BEN) encontrados em duas variedades de feijao-
fava cultivados em quatro tipos de localidades. Lagoa Seca, PB. 2017.

Variedades/Locais Almeida Conceicéo Covéo Imbadba
Orelha de V6 17,01bB 104,57 a A 12,44 b B 98,74a A
Eucalipto 148,96 a A 2345 b C 121,01aB 1588b C

Nas colunas, letras mintsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05%).
Nas linhas, letras maiudsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05%).

O solo como habitat natural das bactérias, exerce grande influéncia em qualidade
(diversidade) e quantidade de colbnias de bactérias fixadoras de nitrogénio. Assim, as
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas, atuam diretamente nas populacdes de bactérias em
diferentes tipos de solo.

Ranjard & Richaume (2001), relatam que as populacGes de bactérias variam de acordo
com a estrutura do solo, pois segundo estes, esta propriedade fisica do solo tem papel
fundamental na organizacdo das comunidades microbianas, pois observaram que mais de 80%
das bactérias se localizam em microporos de microagregados estaveis do solo, medindo 2-20
pm. Fato este corroborado por Mummey & Stahl (2001), os quais afirmam que as comunidades
microbianas no solo variam até mesmo em funcdo da posicdo no microagregado.

Estudos conduzidos por Lambais et al. (2005) relacionam que a fracdo granulométrica do
solo atuam diretamente na estrutura das comunidade microbianas a qual 0os microrganismos
estdo associados, pois a maior parte da diversidade bacteriana esta associada as fraces silte e
argila, quando comparado a fracdo areia, sugerindo que as estruturas das comunidades
bacterianas sdo particula-especificas.

Gelsomino et al. (1999), estudaram comunidades bacterianas de 16 tipos de solo,

provenientes de areas geogréaficas diferentes e concluiram que solos mais similares tendem a
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selecionar comunidades bacterianas mais similares, sugerindo que o tipo de solo é o fator
preponderante na organizagdo das comunidades microbianas.

Comparando a influéncia do tipo de solo, cultivar e estagio de desenvolvimento de plantas
de milho na estrutura das comunidades de bactérias da rizosfera, Chiarini et al. (1998),
concluiram que o maior efeito sobre a organizacdo dessas comunidades era exercido pelo tipo
de solo e que o genotipo da planta ndo tinha efeito significativo.

Outro fator que podera ter contribuido para influenciar os resultados encontrados na
presente pesquisa é o estado nutricional do solo, que segundo Lambais et al., (2005), 0 mesmo
pode afetar a diversidade e estrutura das comunidades microbianas, fato este corroborado por
estudos conduzidos por Kim et al. (2002); Girvan et al. (2003); Banu et al. (2004) e Leckie et
al. (2004), os quais relatam que tanto a quantidade quanto a qualidade da matéria organica do
solo podem afetar significativamente a diversidade microbiana e a estrutura de suas
comunidades.

Estes estudos corroboram com a presente pesquisa, pois ao se comparar o quantitativo de
nodulos encontrados nos quatro diferentes tipos de solo utilizados no experimento, os solos da
localidade Almeida e Covéo, possuem caracteristicas de solo argilo-arenoso, provavelmente

este fato tenha influenciado nos resultados obtidos.
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5- CONCLUSOES

- A variedade Eucalipto foi a melhor planta isca para nodulacéo;

- A variedade Orelha de v, apresentou melhor presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio,
quando cultivada em solos provenientes das localidades Conceicdo e Imbalba;

- O solo proveniente da localidade Almeida propicia 0 maior nimero de nddulo, massa fresca

e biomassa especifica de nodulos, seguido dos solos das localidades Conceigdo, Covéo e

Imbauba.
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