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RESUMO: Um atributo importante do feijoeiro é a sua capacidade de se associar simbioticamente a rizdbios,
formando nédulos, onde ocorre o processo de fixagdo biolégica do nitrogénio atmosférico. Objetivou-se determinar a
diversidade de rizébios isolados de plantas de feijoeiro coletadas em campos de duas regides do estado de Alagoas:
Agreste e Sertdo, nos municipios de Santana do Ipanema e Arapiraca, respectivamente. Foram avaliadas trés
densidade de semeadura, sendo: 60.000, 120.000 e 180.000 plantas/ hectare, utilizado o delineamento inteiramente
casualizados com trés densidade de semeadura e 6 parcelas. Para a coleta dos nédulos foi demarcado um circulo ao
redor da planta correspondente a area do sistema radicular, utilizou-se um circulo de aproximadamente 15 cm em
volta da planta a uma profundidade cavada de 30 cm. A desinfestagdo foi realizada em cimara asséptica, com todas as
solugdes, dgua e material utilizado sendo previamente esterilizado. O crescimento das coloénias de Rizébio foi
verificado diariamente durante 10 dias, ap6s o crescimento as colonias diferentes foram repicadas para outra placa com
meio de cultura YEM. Os resultados foram submetidos ao teste de Tukey ao nivel de 5%. Foi constatado que quanto
maior a densidade de plantio maior o nimero de colonias identificadas nos nédulos das plantas e que a regido do
sertdo Alagoano apresenta maior capacidade de nodulagio em comparagdo com a regido do Agreste. Em ambas as
areas se observou formagdo 4cida de acido e alcalis. Além disso os isolados do sertdo apresentaram caracteristicas
morfolégicas mais diversas, sugerindo que os microrganismos desta drea apresentam maior adaptagdo as condi¢des
das 4reas estudadas.

PALAVRAS-CHEVE: Alagoas; Feijao; Nitrogénio Atmosférico.

ABSTRACT: An important attribute of the common bean is its ability to symbiotically associate with rhizobia,
forming nodules, where the process of biological correction of atmospheric nitrogen occurs. The objective was to
determine the rhizobia diversity gained from common bean plants collected in fields in two regions of the state of
Alagoas: Agreste and Serto, in the municipalities of Santana do Ipanema and Arapiraca, respectively. Three sowing
density were evaluated, being: 60,000, 120,000 and 180,000 plants/hectare, using a completely randomized design
with three sowing densities and 6 plots. For the collection of nodules, a circle was demarcated around the plant
corresponding to an area of the root system, a circle of approximately 15 cm was used around the plant with a dug
depth of 30 cm. Disinfestation was performed in an aseptic chamber, with all solutions, water and material used being
previously sterilized. The growth of the Rhizobia colonies was verified daily for 10 days, after the growth as different
colonies were raised to another plate with YEM culture medium. The results were discovered at the Tukey test at the
5% level. It was found that the higher the planting density, the greater the number of colonies identified in the plant
nodules and that the region of the Alagoas sertdo presents greater nodulation capacity compared to an Agreste
region. In both areas, acid and alkali formation is observed. In addition, the possibility of the Sertdo more diverse
morphological specialties, suggesting that the microorganisms of this area have a greater adaptation to the conditions
of the studied areas.

KEYWORDS: Alagoas; Beans; Atmospheric Nitrogen.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ terceiro produtor mundial de feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.), por
isso, o feijdo é um dos grios de maior importancia econdmica e social para o pafs
(CONAB, 2019). E consumido em todas as regides do pafs de diversas maneiras ¢ fonte
de protefnas, carboidratos, fibras, ferro, ferro, calcio, magnésio, zinco e vitaminas
(MORAES e MENELAU, 2017).

O feijdo comum ¢é cultivado em viérios estados, sendo submetido a diferentes
condi¢gdes ambientais como: épocas de semeadura e sistemas de cultivo, podendo ser
cultivado em pequenas propriedades, com baixo uso de insumos e de tecnologia sendo
considerada agricultura de subsisténcia, ou em grandes propriedades, com alta
tecnologia em agricultura empresarial. As diferentes condigdes edafoclimaticas podem
afetar sua produtividade, tais como: a temperatura, precipitagdo pluviométrica e
caracteristicas fisico-quimicas do solo (PEREIRA et al., 2010; PEREIRA et al.,, 2014).

A produgdo do feijdo na regido Semidrida brasileira, pode ser limitada devido
principalmente as chuvas irregularidades, assim como e escassez ou mé qualidade de
fontes agua para irrigacdo. Tendo em vista que altas temperaturas dificultam o
florescimento e desenvolvimento dos grdos, o déficit hidrico pode diminuir o
desenvolvimento, assim como a produg¢do de feijdo, altas temperaturas associada ao
déficit hidrico podem reduzir o niimero de vagens e o enchimento dos grios, reduzindo
assim a produtividade (PEREIRA et al.,, 2014).

O feijjoeiro é uma cultura exigente em fertilidade do solo, e por apresentar
capacidade de se associar a rizébios nativos ou inoculados, realizando a fixagdo biolégica
de nitrogénio, pode diminuir o uso de fertilizante e consequentemente o custo de
produgdo, aumentando a produtividade e diminuindo a poluigdo ambiental (KANEKO et
al. 2010; PEDRAZA et al. 2010; ZILLI et al. 2011). Muitos estudos buscam aumentar a
produtividade de forma satisfatéria e acessivel a muitos agricultores, sendo o inoculante
rizobiano, um dos mais estudados por apresentar bons resultados agrondmicos, ser
economicamente viavel e ecologicamente correto (PEDRAZA et al. 2010).

Um atributo importante do feijoeiro é a sua capacidade de se associar
simbioticamente com bactérias denominadas, coletivamente, rizébios, formando nédulos,

onde ocorre o processo de fixagdo biolégica do nitrogénio atmosférico (FBN), essa
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simbiose beneficia o fornecimento de nitrogénio para o feijoeiro, tendo em vista que esse
¢ o nutriente mais exigido pela planta (BARBOSA e GONZAGA, 2012).

Em regides Semiaridas a deficiencia de N é um dos fatores limitantes da
produtividade agricola, uma das estratégias para manter a produtividade e a gestdo de
um recurso sustentdvel para a agricultura, sem a necessidade do uso de fertilizantes
minerais é o uso de leguminosas associado ao uso de rizébios eficientes e adaptados as
condigdes locais (YAHDJIAN et al., 2011).

De acordo com Amorim et al. (2019) o estudo de isolados de rizébios em solos de
regides produtoras no Nordeste possibilita ampliar o conhecimento sobre a
multiplicidade de bactérias fixadoras de N que nodulam do feijdo. Além disso, as
condi¢oes edafoclimaticas de cada regido influenciam na diversidade dos rizébios.
Informagdes sobre as caracteristicas da populag¢do de rizobiana, bem como sobre sua
associagdo com as leguminosas podem contribuir para definir estratégias que maximize a
fixagdo biol6égica do nitrogénio (GRANGE et al. 2007), servindo com subsidio para a
produgio de inoculante comerciais.

Andlises fenotipicas das bactérias do solo sdo mais rdpidas que as analises
genotipicas, permitindo uma anélise inicial para verificar a diversidade bacteriana do
solo, bem permitem o isolamento de microrganismos que podem ser armazenados e
utilizados para analises posteriores (SANTOS et al., 2007). Com base nisso, objetivou-se
determinar a diversidade de rizébios isolados de plantas de feijoeiro coletadas em campo

em duas regides do estado de Alagoas: Agreste e Sertdo.

MATERIAIS E METODOS
Area da Pesquisa

O experimento foi realizado no Campus II da Universidade Estadual de Alagoas,
localizado em Santana do Ipanema (Sertdo), e no Polo Tecnolégico Agroalimentar em
Arapiraca (Agreste) Alagoas. As dreas possuem caracteristicas pedolégicas distintas:
Campus II possui solo areno-argiloso amarelo, e o Polo Tecnol6gico Agroalimentar
possui solo franco-arenoso a argiloso de cor vermelho, ambas com vegetagdo espontanea
como cobertura vegetal do solo antes do inicio do experimento. Foi realizado uma coleta
de solo na profundidade de 20 cm e posteriormente as analises fisico-quimica dos

amostras, cujos resultados encontram-se na tabela 1. Em ambos os campos
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experimentais foram utilizados o sistema de irrigagdio por meio de microasper¢ido

seguindo a metodologia de AZEVEDO e CAIXETA (1986).

Tabela 1-Atributos quimicos do solo, na profundidade de 0 a 0,20 m, antes da instalagdo
do experimento, no Polo Tecnolégico Agroalimentar de Arapiraca e no campus II da

Universidade Estadual de Alagoas, Santana do Ipanema, Alagoas.

pH p Na K Ca Mg Ca+Mg H+AI
Local
(H.O) mgkg cmolc.dm-=
Arapiraca 5,75 4 14 31 1,3 0,4 1,7 1,7
Santana do Ipanema 5,90 5,6 16 387 1,6 0,4 1,9 1,8

O clima de ambas as é4reas, de acordo com a classificagdo de Koppen and Geiger
(1928), é do tipo savana tropical (AW), com precipitagdo média anual de 693 mm em
Santana do Ipanema e 752 mm em Arapiraca, durante o perfiodo do experimento as

temperaturas maximas e minimas foram de 36,6 e 21,2 °C respectivamente.

Plantio do Feijao

O plantio do Phaseolus vulgaris L. cultivar IAC Imperador foi realizado em junho
de 2017, de acordo com o fabricante, esta cultivar apresenta porte semi-ereto e potencial
produtivo de 4.600 kg/ha!, observado em campos de produg¢io no Estado de Sdo Paulo
com ciclo precoce ao redor de 75 dias. Ainda de acordo com o fabricante a cultivar IAC
Imperador é recomendada para a semeadura no Estado de Alagoas na época de inverno.
Recomenda-se o uso de um espagamento entre linhas de 50 cm e de 10 a 12 plantas por
metro linear, totalizando ao redor de 240 mil plantas por hectare.

Foi avaliado trés densidade de semeadura, sendo: G1 - Um grio por cova (60.000
plantas/ hectare), G2 - Dois grdos por cova (120.000 plantas/ hectare) e G3 - Trés
grios por cova (180.000 plantas/ hectare). O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizados com trés densidade de semeadura e 6 parcelas com 30 plantas cada,
totalizando 180 unidades amostrais. A semeadura fol realizada de forma manual, cada

parcela foi constituida por oito fileiras com 5 m de comprimento espagadas em 0,50 m
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entre si. A 4rea util para coleta de dados foi constituida pelas seis fileiras centrais,

desprezando-se 0,5 m de cada uma das extremidades da fileira de semeadura.

Coleta dos Nodulos

Para a coleta dos nédulos, foram descartadas bordaduras da area plantada do
experimento para que fatores externos nio interferissem nos dados. Seis plantas de cada
tratamento foram amostradas, cujos nédulos foram coletados aos 54 dias apds a
germinagdo. Para a coleta dos nédulos foi demarcado um circulo ao redor da planta
correspondente a drea do sistema radicular utilizou-se um circulo de aproximadamente
15 cm em volta da planta a uma profundidade cavada de 30 cm. Removeu-se a terra

cuidadosamente para ndo danificar o sistema radicular.

Isolamento dos Rizébios

As plantas foram colocadas em sacos pldsticos, levadas para o laboratério e
lavadas com agua de potavel corrente, cuidadosamente sobre uma peneira (malha de 2,0
mm), para evitar que as raizes e os nédulos fossem perdidos. Em seguida as raizes foram
secas com papel toalha e a partir deste momento foram retirados os nédulos,

desidratados e mantidos em tubo a vacuo com silica gel até o isolamento.

Desinfestacio e Isolamento do N6dulos

A Reidratagdo dos nédulos seguiu a metodologia de Hungria e Aratjo (1994),
onde os nédulos foram colocados em frascos com 4dgua destilada autoclavada e mantidos
em refrigerador por uma noite. A desinfestagio foi realizada em camara asséptica, com
todas as solugdes, dgua e material utilizado sendo previamente esterilizado. Os nédulos
foram imersos em por 60 segundos em édlcool a 90%, com o objetivo de quebrar a tensdo

superficial e remover bolhas de ar no tecido. Em seguida, os nédulos foram transferidos
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para um recipiente com hipoclorito de sédio a 1% por 2 minutos, e posteriormente foram
lavados em dgua destilada esterilizada por 6 vezes.

Para o isolamento foram utilizados materiais estéreis e realizado em camara de
fluxo laminar em condig¢des assépticas. Apds a ultima lavagem, cada nédulo foi isolado
em uma placa de Petri, sendo amassado com o térceps e o liquido oriundo do nédulo foi
riscado nas placas de Petri contendo meio YEM (Extrato de Levedura Manitol Agar)

com vermelho congo.

Verificacido do crescimento e Anilise Estatistica

O crescimento das coldnias de Rizébio foi verificado diariamente durante 10 dias,
apds o crescimento, as colonias diferentes foram repicadas das placas contendo meio
YEM e vermelho congo para outra placa com meio de cultura YEM com azul de
bromotimol. Essas coldnias diferentes foram quantificadas e caracterizadas quanto a sua
tenologia, as seguintes caracteristicas: forma, borda, elevagdo, margem e modificagdo do
pH do meio (HUNGRIA e SILVA, 2011). Os resultados foram submetidos ao teste de
Tukey ao nivel de 5 % através do software SISVAR (FERREIRA, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas culturais e fenotipicas das espécies bacterianas capazes de formar
nédulos no Phaseolus Vulgaris, fornecem informagdes necessdarias para sua identificagio,
agrupamento e verificar a adaptagdo ecolégica as diferentes condi¢des ambientais
(BATZLI et al., 1992; MARTINS et al., 1997).

Quanto maior a densidade de semeadura maior o niimero de coldnias encontradas
no isolamento dos nédulos nas duas areas de cultivo (Arapiraca — Tabela 2 e Santana de
Ipanema — Tabela 3), indicando que a densidade populacional de leguminosa influencia a
densidade de rizébios coletados do solo. O plantio de 2 ou 3 graos por cova resultaram
em maior ndmero de colonias de rizobios, foram encontrados 608 e 668 coldnias,
respectivamente em Arapiraca (Tabela 2) e 1953 e 2031 coldnias, respectivamente em
Santana de Ipanema (Tabela 3). Demostrando que as caracteristicas da comunidade sdo

varidveis de acordo com as condi¢des em que sdo expostas corroborando com o exposto
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por Santos et al. (2007), onde observaram que a presenca de leguminosa na érea

influencia a composi¢do da comunidade de rizébio no solo.

Tabela 2- Contagem de Rhizobium ssp na cultura do feijdio comum em Arapiraca,

Alagoas.

Tratamento N° de Colénias (UFC)" Caracteristicas morfolégicas™ pH”
Gl 513 b Circular, filamentosa, achatada, ondulada Acida
e Inteira
G2 608 a Circular, filamentosa, achatada, ondulada Acida
e Inteira
Gs 668 a Circular, filamentosa, achatada, ondulada Acida
e Inteira
Total 1789
CV (%) 8,75

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

**Formas=Circular e filamentosa; Elevacdo=Achatada; Margem= Ondulada; Bordas= Inteiras; pH
(Formagdo de 4cido e élcalis) = Acida

Houve uma grande diferenca na quantidade de colonias identificadas para as duas
areas, sendo que no experimento conduzido em Santana do Ipanema (tabela 3) foram
identificadas um nimero de coldnias 67,31% a mais que em comparagio ao conduzido em
Arapiraca (tabela 2). Um fator que pode ter interferido para essa diferenca foi o teor de
téstoro no solo de Arapiraca ter sido menor (4 e 5,5 dm™) do que o encontrado em
Santana do Ipanema, respectivamente (tabela 1). O fésforo é muito importante, pois
melhora a nodulagdo, associagdo simbidtica entre o rizébio e planta hospedeira e
consequentemente melhora a fixa¢do de No (NYOKI e NDAKIDEMI, 2013).

Os isolados da area de Arapiraca (Tabela 2) apresentaram formas circulares e
filamentosas com elevagdo achatada e bordos filamentosos, fisiologicamente, ja os
isolados de Santana de Ipanema (Tabela 3) apresentaram formas circular, filamentosa e
puntiforme com presenga de elevagdes achatadas e convexas, margens onduladas e
lobadas, além de bordas irregulares. Quando comparamos as duas dreas estudadas,
verificamos que as colonias de rizébios isoladas proveniente do Arapiraca - Agreste
(tabela 2) as caracteristicas fenolégicas que as colonias apresentaram nio variavam
dependendo da densidade de plantas/ hectare. Entretanto, na 4rea de Santana de
Ipanema - Sertdo (Tabela 3), houve maior variagdo nas caracteristicas morfolégicas

apresentadas pelos rizébios de acordo com a densidade de germinagéo.
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Tabela 3: Contagem de Rhizobium ssp na cultura do feijdo comum em Santana do
Ipanema, sertdo Alagoano.

Tratamento N°de Coldnias pH**
(UFC)” Caracteristicas morfol6gicas™
Gl 1488 b Circular, filamentosa, puntiforme, Acida

achatada, ondulada, lobada, borda inteira

G2 1953 a Circular, filamentosa, rizoide, achatada, Acida
borda irregular

Gs 2031 a Circular, filamentosa, achatada, convexa, Acida
ondulada e irregular

Total 5472

CV (%) 9,12

*Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

**Formas = Circular, irregular, rizoide, puntiforme e filamentosa; Elevacio = Achatada, convexa;
Margem = Ondulada, lobada; Bordas= Inteira e irregular; pH (Formagéo de acido e alcalis) = Acida.

Houve uma maior diversidade de caracteristicas bacterianas na area do agreste
em comparagdo a 4area do sertdo, podendo indicar uma influéncia nas condi¢des
ambientas na diversidade rizobiana no solo. De acordo com Martins et al. (1997) a forma
das colonias isoladas é varidvel de acordo com o dia em que o trabalho é conduzido,
sendo influenciada especialmente pela consisténcia do muco produzido, uma vez que
estas podem se apresentar de forma circular a irregular, alterando-se de acordo com a
intensidade da coalescéncia do muco. Para os autores, normalmente as estripes de
rizébios, independente da forma das colonias apresentam borda lisa ou inteira.

Resultados semelhante ao do presente estudo foram obtidos em trabalho
conduzido por Medeiros et al. (2009) com o feijdo-caupi cultivado no Rio Grande do
Norte, foi observado que a maioria das bordas observadas foram inteiras, seguida por
irregular, sendo que as formas de maior expressio foram circular e irregular.

Na drea estudada de Arapiraca (Sertdo), 100% cresceram até o 3° dia, e
apresentaram crescimento rapido, ja as colonias identificadas em Santana do Ipanema
(Agreste) 85% cresceram até o 2° dia e todas foram identificadas até o 4° dia. Em
pesquisas conduzidas por JORDAN (1984) cerca de 90% dos isolados formaram colénias
em até 2 dias de crescimento a 28°C, o que caracteriza estirpes de crescimento rapido.

O crescimento rdpido sugere uma adaptagdo dos isolados as condigdes

ambientais, uma vez que enfrentam desafios no meio de cultivo como o déficit hidrico e
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uso de agroquimicos, fazendo com que os microrganismos necessitem dessa evolugdo
para a sobrevivéncia (MARTINS et al. 1997).

Esses dados corroboram com os dados de Figueiredo et al. (1996), tendo em vista
que que o solo de Arapiraca apresentou pH de 5,75 (Tabela 1) e isolados com hébito de
crescimento rapido e o solo de Santana do Ipanema apresentou pH de 5,9 (tabela 1),
ambos apresentaram uma leve acidez, transitando para pH neutro. Para Figueiredo et al.
(1996) a ocorréncia de rizébio de crescimento lento ou répido parece estar relacionada a
aspectos relacionados com a variagdo do pH dos solos, esses autores isolaram rizébios de
caupi, em amostras de solos da Zona da Mata e da regido semidrida de Pernambuco e
constataram que 90% dos isolados da regido semidrida apresentaram crescimento répido,
enquanto 100% dos isolados da Zona da Mata mostraram crescimento lento.

Quanto a formacdo de acido e alcalis dos isolado de ambas as areas se verificou
reagdo acida. Os rizobios que acidificam o meio sdo mais eficientes na infec¢ido e
apresentam maior especificidade hospedeira, colonizam solos neutros a alcalinos
(NORRIS, 1965), enquanto os rizébios de crescimento lento que alcalinizam o meio sédo
uma forma ancestral e estdo associados a leguminosas tropicais que apresentam baixa
eficiéncia (MARTINS et al. 1997).

De acordo com Amorim et al. (2019) caracter{sticas fisiolégicas de acidificag¢do do
meio sdo indicativas de bactérias que indicam estabilidade ao ambiente 4cido do solo.
Sendo assim, a presenca de isolados com adaptagdo a acidez talvez represente um
potencial para a selecdo de estirpes. Para os atores, o crescimento rdpido como o
encontrado para os isolados favorece a sobrevivéncia mais duradora, pois esse potencial
pode indicar que os isolados possam estar mais adaptados as condi¢des edafoclimaticas
da regido.

Os resultados apresentados estdo de acordo com diversos trabalhos que
observaram a predominancia de rizébios de crescimento rapido em regides aridas, sendo
uma estratégia de sobrevivéncia, por se multiplicarem rapidamente, em um curto espago
de tempo umido, apresentando maior tolerancia a seca que as bactérias de crescimento
lento, o que explicaria sua maior frequéncia nos solos das regides semiaridas (VAN
GESTEL et al. 1991; SPRENT, 1994, MARTINS, 1997, MEDEIROS et al. 20009;
BARROS et al. 2019).
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CONCLUSAO

Os solos apresentam alta capacidade para a producdo de coldnias de rizébios,
demostrando a potencialidade para a produgdo do feijdo na regido de forma sustentével e
econdmica.

A densidade de plantio do feijdo-comum influencia o nimero de coldnias isoladas
dos nédulos e influenciou as caracteristicas fenotipicas para o solo de Santana do
Ipanema.

Os isolados apresentaram caracteristicas de adapta¢do a condigdes ambientais
adversas como, apresentar hébito de crescimento répido e acidificar o meio de cultura,
indicando que as bactérias ali presentes podem ser eficazes quando utilizadas como
inoculante, para esta cultura e condigdes ambientais semelhantes.

Porém ainda se faz necessario testes bioquimicos para a identificagdo de quais

espécies estdo presentes naturalmente nesses solos.
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