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RESUMO

O feijdo-fava € uma leguminosa produtora de grdos comestiveis com alto valor protéico,
cultivada mundialmente, tendo no Brasil, a regido Nordeste como principal produtora. Nessa
regido, a producdo é feita com baixa utilizacdo de tecnologia, o que resulta em baixos
rendimentos. Entre as tecnologias utilizadas para aumentar a producéo de leguminosas, pode-
se destacar a inoculagdo das sementes com bactérias diazotréficas, com o objetivo de
substituir ou reduzir a adubacdo nitrogenada. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
diversidade de rizbios em simbiose com o feijdo-fava adaptados as condi¢des do Semiérido.
Para a obtencéo dos isolados foram utilizados dois acessos de feijdo-fava (um de crescimento
indeterminado e outro de crescimento determinado) e 12 amostras compostas de solo de
diferentes mesorregiGes dos estados da Paraiba e Pernambuco. As plantas foram cultivadas
em uma area protegida com lona transparente, em delineamento experimental inteiramente
casualizado em esquema fatorial de 12 (solos) x dois (acessos) em vasos de Leonard
adaptados com garrafas PET contendo 1,3 L de areia e 100 mL de solo, com trés repeticdes,
por 55 dias. As variaveis analisadas foram: numero de nédulos (NN), massa fresca de nddulos
(MFN), biomassa especifica dos ndédulos (BEN), massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz
(MSR). Os dados foram submetidos ao teste F e as médias comparadas pelo teste de Scott-
Knott. Dos nédulos coletados foram isoladas bactérias e determinadas suas caracteristicas
morfofisioldégicas em meio de cultura, no laboratério de Microbiologia do Solo da UFRPE
(Recife-PE). Com as caracteristicas dos isolados calculou-se o coeficiente J e realizou o
agrupamento das bactérias. O solo de Alagoa Grande-PB foi 0 que apresentou 0s maiores
valores de NN e MFN, entretanto quando analisada a biomassa especifica dos nédulos néo se
evidenciou diferencas. Para MSR obteve-se diferenca apenas entre 0s acessos. Para MSPA
foram observadas diferencas para ambos os fatores, destacando-se o solo de Alagoa Grande-
PB, e dois solos de vegetacdo nativa, Areia-PB e Garanhuns-PE, sendo estes uma possivel
fonte de estirpes eficientes. O agrupamento das bactérias revelou que o acesso de crescimento
determinado formou 13 grupos, enquanto o0 outro acesso, 24. Analisando-se todas as bactérias
em um unico dendrograma observou-se a formacéo de grupos com as bactérias de cada acesso
separados e também unidos. Os acessos diferem quanto aos grupos de rizobios capazes de

formar simbiose.

Palavras-chave: Phaseolus lunatus, fixacdo bioldgica de nitrogénio, caracterizacao
morfofisiolégica e bactérias diazotroficas.



ABSTRACT

The lima bean is a legume producer of edible grains with high protein value, cultivated
worldwide, having in Brazil, the Northeast region as the main producer. In this region, the
production is made with low use of technology, resulting in low yields. Among the
technologies used to increase the production of legume, we can highlight the inoculation of
seed with diazotrophic bacterias, with the objective of replace or reduce nitrogen fertilization.
The aim of this study was to evaluate the diversity of rhizobia in symbiosis with the lima bean
adapted to semiarid conditions. To obtain the isolated was used 02 accessions of lima bean
(one of indeterminate growth and other of determinate growth) and 12 composite samples of
soil from different mesoregions the states of Paraiba and Pernambuco. Plants were cultived in
a protected area with transparent canvas, in design completely randomized in factorial of 12
(soil) x two (accessions) in Leonard pots adapted with plastic bottle containing 1.3 L of sand
and 100 mL soil, with three replicates, for 55 days. The variables analyzed were: number of
nodules (NN), fresh mass of nodules (MFN), specifies biomass of nodules (BEN), dry mass
of the part aerial (MSPA) and dry mass of root (MSR). Data were analyzed using the F test
and the means compared by the Scott- Knott test. Of the collected nodules were isolated
bacteria and determined their morphological and physiological characteristics in culture
medium, in the laboratory of Soil Microbiology of UFRPE (Recife-PE). With the
characteristics of the isolates was calculated the coefficient J and was performed the grouping
of the bacteria. The soil of Alagoa Grande-PB showed the highest values for NN and MFN,
however when analyzing the specific biomass of nodules no detectable differences. For MSR
obtained only difference between accessions. And for MSPA differences were observed for
both factors, emphasizing the soil of Alagoa Grande-PB, and two soils of native vegetation,
Areia-PB and Garanhuns-PE, these being a possible source of efficient strains. The grouping
of the bacteria showed that accession of growth determined formed 13 groups, while the other
accession, 24. And analyzing all bacteria in one dendrogram were formed groups with
bacteria of each separate accession and also united. Accessions differ in groups of rhizobia

able to form symbiosis.

Keywords: Phaseolus lunatus, biological nitrogen fixation, morphophysiological

characterization and diazotrophic bacteria.
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1 INTRODUCAO

A espécie Phaseolus lunatus L. esta entre as leguminosas produtoras de grdos de
importancia mundial. No nordeste do Brasil é conhecida como fava, entretanto também é
denominada por outros nomes como feijdo-fava, feijdo-de-lima ou fava-de-lima (Santos et al.,
2002). Serrano-Serrano et al. (2010) atribui sua origem como andina, possuindo trés grupos
genéticos distribuidos geograficamente, sendo um andino e dois mesoamericanos.

A cultura do feijdo-fava esté entre as leguminosas produtoras de gréos de importancia
mundial e é explorada comercialmente na América do Norte, América do Sul, Europa, leste e
oeste da Africa e sudeste da Asia (LOPES et al., 2010).

Devido ao seu teor de proteina e demais caracteristicas nutricionais, este grao pode ser
utilizado na alimentacdo humana em substituicdo ao feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.)
que apresenta menor adaptacdo a condi¢des climaticas adversas, tais como altas temperaturas
e déficit hidrico. (VIEIRA, 1992).

No Brasil é cultivada em todas as regides, mas o Nordeste representa 91% da
producdo nacional, apesar da produtividade nesta regido ser inferior a 500 kg ha™ (IBGE,
2012).

O consumo no Brasil ocorre principalmente na forma de grdos verdes cozidos,
também sendo cosumido os grdos secos cozidos (SANTOS et al., 2002). Em contraste as
baixas producbes obtidas na regido Nordeste, alguns trabalhos tém demonstrado producéo
superior a 1000 kg ha™, atingindo resultados superiores a 2500 kg ha™ quando utilizada a
adubacdo fosfatada (OLIVEIRA et al., 2004) e irrigacdo (MELO et al., 2009). Acarretando
assim a possibilidade de aumento da produtividade da regido por meio de praticas de manejo
da cultura, entre estas o manejo da fertilidade do solo tem se mostrado promissora
(OLIVEIRA et al., 2004; ALVES et al., 2008). Dentro do manejo da fertilidade, um dos
nutrientes mais limitantes para a producdo agricola é o nitrogénio, deste modo, por meio da
sua aplicacdo pode-se obter aumento na producdo de fitomassa e de grédos nos cultivos
agricolas, isto devido a participacdo deste elemento nas proteinas, enzimas, coenzimas, acidos
nucleicos e pigmentos (MALAVOLTA, 2006).

O feijao-fava é uma leguminosa que possui capacidade de formar simbiose com
bactérias fixadoras de nitrogénio, denominadas genericamente de rizobios. Santos et al.

(2009a) observaram que a nodulacdo do feijao-fava ocorre antes dos 30 dias apds a
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emergéncia e o periodo de maior nodulacéo e massa dos nddulos ocorre na floracdo entre 45 e
60 dias ap0s a emergéncia.

No Brasil ja existem estirpes de rizébio recomendadas para uma grande quantidade de
culturas agricolas e espécies florestais. Embora, na sua maioria, a utilizacdo desta tecnologia é
baixa devido a pouca difusdo dos inoculantes, forma como é comercializada, uma excecéo é a
cultura da soja, a qual o inoculante é aplicado em grandes areas e com grande sucesso. A
utilizacdo desse inoculante proporciona um produto mais competitivo no mercado e um
agroecossitesma mais sustentavel, ja que had uma grande economia com fertilizantes
nitrogenados soluveis, considerando-se a &rea nacional cultivada com soja, esta chega a
alguns bilhdes de reais (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os solos da regido Nordeste, bem como os encontrados nos estados da Paraiba e
Pernambuco devido a variabilidade de caracteristicas quimicas e fisicas, condi¢des climaticas
e cobertura vegetal possuem uma diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio que
necessitam ser estudadas quanto ao seu potencial de fixacdo, possibilitando assim sua
utilizacdo para a producéo de inoculantes.

A diversidade de rizobios nativos pode ser inicialmente detectada por meio da
avaliacdo das caracteristicas culturais e morfoldgicas, deste modo identificando-se grupos
taxondmicos de microrganismos, permitindo esta técnica boa aproximacgdo em nivel de
género. A partir dos resultados é possivel supor diferencas fisiol6gicas importantes entre
microrganismos, que serdo comprovadas com estudos mais refinados (PELCZAR Jr et al.,
1997).

A riqueza de bactérias fixadoras de nitrogénio em solos do Nordeste ja foi observada
por Martins et al. (1997) em nodulos obtidos de raizes do feijao caupi, e por Santos et al.
(2007) utilizando plantas dos géneros Arachis, Stylosanthes e Aeschynomene.

Entretanto, o conhecimento das bactérias capazes de nodular o feijao-fava nos solos
desta regido é escasso, existindo apenas um estudo no Brasil com solos de dez areas com
historico de cultivo de feijdo-fava em duas regiGes do Estado do Piaui (SANTOS et al., 2011).
E apesar dos solos pertencerem apenas a uma ordem (Argissolo) foram encontradas 50
estirpes de bactérias pertencentes a trés géneros de rizébios Rhizobium, Bradyrhizobium e
Mesorhizobium. Além deste estudo, outros foram realizados em outros paises, sendo dois no
Peru onde foram observadas bactérias do género Rhizobium, Sinorhizobium (ORMENO et al.,
2007), e Bradyrhizobium (ORMENO-ORRILLO et al., 2006) e dois nos Estados Unidos onde

foram relatadas a simbiose com bactérias do género Rhizobium (TRIPLETT et al., 1981) e
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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.
Neste contexto a obtencéo e selecdo de estirpes de rizébios capazes de fixar nitrogénio

associadas ao feijdo-fava constitui a primeira etapa para a formulacdo de um produto
biotecnoldgico e desponta com uma alternativa poderosa para 0 aumento da produtividade

desta importante cultura na regido Nordeste.
Deste modo o objetivo do presente estudo foi avaliar a diversidade de rizobios em

simbiose com o feijdo-fava adaptados as condi¢bes do Semiérido.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FEIJAO-FAVA

A espécie Phaseolus lunatus é conhecida popularmente por diversos nomes, entre eles
fava, feijdo-fava, feijdo-de-lima, bonge, feijol, mangal6-amargo, fava-belém, fava-terra, feijao
espadinho, feijao-farinha, feijdo-favona e feijdo-figado-de-galinha (ANTUNES, 2010).
Serrano-Serrano et al. (2010) atribuiram sua origem como andina, possuindo trés grupos
genéticos distribuidos geograficamente, sendo um andino e dois mesoamericanos. Os centros
mesoamericanos sdo largamente distribuidos numa éarea que vai do México até a Argentina e
Caribe, principalmente em altitudes do nivel do mar até 1600 metros. Ja o centro andino é
restrito ao Equador e Peru. O material de origem mesoamericana é caracterizado pelas suas
sementes pequenas e o0 andino por sementes grandes (BAUDOIN et al., 2004).

Suas folhas sdo trifoliadas e verdes, tendo uma coloracdo, em geral, mais escura que
em outras espécies, mesmo ap0s 0 amadurecimento da vargem. Suas estipulas sdo persistentes
e seu comprimento varia de 1,5 a 2,5 mm. A forma do limbo varia de triangular a lanceolada.
O peciolo possui um comprimento que varia de 1,2 a 1,8 cm, podendo ser glabro ou
pubescente. Os foliolos tém dimensfes que variam de 6-8 x 4-6 cm, podendo ser ovados a
rombicos, deltéides ou deltdide-ovados, membranosos ou subcoriaceos e glabros ou
pubescentes, com base arredondada ou amplamente cunheada e o apice € agudo. A
inflorescéncia € do tipo racemo, podendo ocorrer de diferentes tamanhos, mas na maioria dos
casos maiores que as folhas e com muitas flores. As flores s&o menores que 10 mm e com
cores semelhantes ao do feijdo-comum. A corola tem a coloracdo lilas, rosada a violeta ou
branca. As bracteas possuem de 1 a 2 mm e sdo oblongo-ovaladas. As bractéolas séo
arredondadas e menores que o calice (BEYRA; ARTILES, 2004).

As vargens sdo achatadas, recurvadas, coriaceas, pontiagudas, em alguns casos
deiscentes e contém de duas a quatro sementes. Estas sdo romboides, redondas ou em forma
de rim, e possui uma variada coloracdo do tegumento, sendo branco, verde, cinza, amarelo a
marrom, roseo, vermelho, parpuro, preto ou manchado e sarapintado. O peso de 100 sementes
varia de 30 a 300 gramas, o hilo é oblongo, curto e central, desta estrutura irradiam-se linhas
até o dorso da sementes, caracteristica que distingue o feijdo-fava dos outros feijoes (VIEIRA,
1992).
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O material que € utilizado para o cultivo apresenta-se como uma cultura anual, bianual
ou perene, e possui germinacao epigea (BEYRA; ARTILES, 2004). Podendo ter o habito de
crescimento indeterminado trepador,com o desenvolvimento da gema terminal em uma guia,
ou determinado ando, com o completo desenvolvimento da gema terminal em uma
inflorescéncia (SANTOS et al., 2002). Com relacdo a reproducdo esta planta pode ser
autdgama ou alégama, embora predomina a autogama (BAUDOIN et al., 1998).

Seu cultivo tem melhor desenvolvimento em solos areno-argilosos, férteis e bem
drenados, tendo bom rendimento com pH entre 5,6 e 6,8 (VIEIRA, 1992).

O cultivo ocorre em todas as regides brasileiras, entretanto a regido nordeste apresenta
cerca de 95% da area cultivada (Média do periodo 2006-2010), destacando-se os estados da
Paraiba, Ceard, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Piaui, os quais somam 93% da area
plantada na regido e 88% da area nacional. Na mesma proporcdo encontra-se distribuida a
producdo desta leguminosa, com uma producdo média anual no periodo de 2006-2010 de
14370,2 toneladas na regido Nordeste, sendo a principal produtora, representando 91% da
producdo nacional. Nesta mesma regido a produtividade varia entre 285 e 468,2 kg ha™
(IBGE, 2012).

Uma caracteristica do seu cultivo é o consorcio com outras culturas (mamona,
mandioca e milho) ou espécies arbdreas (LOPES et al., 2010), isto podendo ser relacionado
com o fato de ser realizado em sua maioria (74%) por agricultores com propriedades com area
inferior a 10 ha (IBGE, 2012).

2.2 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

A fixacdo biolégica de N® é um processo com alto gasto de energia, sendo esta
proveniente de carboidratos da planta hospedeira que em troca recebe o nitrogénio fixado,
contudo é uma simbiose muito importante para aumentar a absorcdo de nitrogénio, tendo em
vista a baixa disponibilidade deste elemento nos solos tropicais. A formacéo do nédulo ocorre
apos a bactéria identificar o hospedeiro e entrar a sua raiz, assim colonizando as células do
cortex. Apos a formacdo dos nodulos, as bactérias param de se multiplicar e parte sofre
modificagcdes até se tornarem bacteroides, forma capaz de fixar o N2 por meio da enzima
nitrogenase (FIGUEIREDO et al., 2008).

Entre as condi¢cbes ambientais que afetam a nodulacdo podemos citar temperatura,

umidade, salinidade, acidez e nutrientes (principalmente P e Mo). Além dos fatores
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ambientais, a simbiose também é influenciada pela utilizagdo de agrotoxicos, presenca de
elementos tdxicos, outras praticas de manejo e atividades de mineracdo, bem como
caracteristicas da populacéo nativa de bactérias fixadoras de nitrogénio capazes de nodular a
planta hospedeira (principalmente, tamanho e competitividade) e por fim caracteristicas
intrinsecas da planta hospedeira (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Poucos estudos de selecdo de rizébios 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 solucdo 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 comparacdes com testemunhas com adubacdo nitrogenada.

Thies et al. (1991) demonstraram que a eficiéncia da inoculacdo no feijao-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).

Outro ponto importante a ser destacado é o estudo e a selegdo de estirpes para
diferentes cultivares da cultura alvo, assim tendo-se a garantia da eficiéncia do inoculante.
Isto foi verificado por Freitas et al. (2012) avaliando em campo duas estirpes de rizébios
recomendadas para o feijdo caupi, em diferentes cultivares locais desta espécie nas condicdes
do semiarido nordestino. Neste estudo, para algumas variedades, a maior producdo de graos
foi obtida sem a inoculag&o, assim tendo o inoculante efeito negativo nesta varidvel, devido a
maior adaptacdo dos rizobios nativos a simbiose com as cultivares locais e consequentemente
maior eficiéncia na fixacdo de N. Assim, acredita-se que o0s solos das regides semiaridas
podem ser utilizados como fonte para o isolamento de novas bactérias para a producdo de
inoculantes adaptadas as condicdes desta regido com respostas diferenciadas quando
comparadas com outras bactérias ja recomendadas, mas obtidas de diferentes condicdes
edafoclimaticas. Vieira et al. (2008) também relataram que para o feijoeiro (P. vulgaris),
cultivares de crescimento indeterminado apresentam fixacdo de nitrogénio superior as de
crescimento determinado, tendo em vista 0 maior periodo de crescimento da planta que

possibilita uma maior transferéncia de N para a mesma.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA E CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE SOLO

Foram coletadas 12 amostras compostas de solo na camada de 0-20 cm de
profundidade, em diferentes regides dos estados da Paraiba e Pernambuco buscando-se
abranger diferentes condigdes edafoclimaticas, visando-se assim uma maior diversidade de
bactérias capazes de nodular a cultura de feijdo-fava. As amostras foram compostas por trés
subamostras. As areas de coleta foram selecionadas de acordo com a acessibilidade,
entretanto, foi dada preferéncia a areas com histdrico de cultivo de feijdo-fava ou feijdo-
comum (P. vulgaris L.) e com vegetacdo nativa. Na tabela 1 esta descrito o municipio de
origem das amostras de solo utilizadas na pesquisa, bem como o uso da terra no momento da

coleta.

Tabela 1. Descricdo da origem e forma de uso da terra das amostras de solo utilizadas.
Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.

Municipio Uso da terra

Alagoinha-PB Cultivo de P. lunatus consorciado com milho
Alagoinha-PB Vegetacao nativa

Alagoa Grande-PB Cultivo de P. lunatus consorciado com milho
Areia-PB Cultivo de P. vulgaris

Areia-PB Vegetacao nativa

Garanhus-PE Cultivo de P. lunatus consorciado com milho
Garanhus-PE Vegetagdo nativa

Massaranduba-PB Cultivo de P. lunatus consorciado com milho
Santa Maria da Boa Vista-PE Vegetagdo nativa

Sapé-PB Cultivo de P. lunatus consorciado com milho
Serra Talhado-PE Vegetacao nativa

Sédo José do Egito-PE Vegetacao nativa

Apos a coleta, as amostras foram secas ao ar, destorroadas e peneiradas em malha de

02 mm, sendo uma parte de cada amostra encaminhada para o Laboratorio de Quimica e
Fertilidade do Solo do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba para
analise quanto as caracteristicas quimicas e de fertilidade (Tabela 2) de acordo com a
metodologia de Tedesco et al. (1995). Os valores de pH foram obtidos em agua (1:2,5)
utilizando um potencidmetro com eletrodo combinado, os teores de fosforo (P), potassio (K) e
sodio (Na) foram obtidos utilizando a solugdo extratora de Mehlich-1, a determinacdo do
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H+Al foi realizada com solugdo extratora de acetato de calcio a 0,5 mol L™ em pH 7, e os
valores de célcio (Ca), magneésio (Mg) e aluminio (Al) com solucdo extratora de cloreto de
potassio a 1 mol L™* (KCI 1 mol L) . A quantificagdo da matéria organica foi feita apds
oxidagdo em via Gmida com solucdo de dicromato de potassio a 0,2 mol L™ (K,Cr,0;) em

meio sulfdrico e titulacdo com solugdo de EDTA 0,0125 mol L™.

Tabela 2. Caracterizacdo quimica e de fertilidade das amostras de solo utilizadas para a coleta de
nodulos. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.

Amostra HZOp(T:Z,5) P K" Na" H™+AI" A" ca™ Mg™? SB CTC V M M.O.

T T e — LT ——— %-- gkg”
ALF 5,9 242 2244 004 338 000 36 21 62 96 650 169
ALM 5,3 12,1 1816 007 248 000 19 1,3 37 62 60 0 101

AG 5,9 17,4 1925 0,14 338 000 68 35 109 143 76
AF 6,2 16,3 362,7 0,0/ 322 000 72 45 12,6 158 80
AM 5,8 46 1679 0,09 338 000 63 36 104 13,8 76
GAF 7,0 260,8 4034 0,02 165 000 83 19 112 128 87
GAM 7,3 2818 4215 0,25 1,40 000 7,7 23 112 12,6 89
MA 51 16,2 140,1 0,11 685 025 32 19 55 124 45
SM 6,5 73 761 008 107 000 54 30 87 98 89
AS 7,6 68,7 313,1 0,14 1,07 0,00 89 21 12,0 13,0 92
ST 6,7 20,0 3312 0,06 157 0,00 41 25 75 90 83
SJ 5,6 15,7 116,8 0,04 297 0,00 85 25 113 143 79 0 237

O OO O OO O o o
N
o
[EEN

MO = Matéria organica; SB = Soma de bases (Ca**+Mg"*+K*+Na*); CTC efetiva = Capacidade de troca catidnica
efetiva (SB + AI*"); CTC total = Capacidade de troca catidnica total [SB+ (H'+AI*")]; V = Saturacéo por bases
[(SB/CTC) x 100]; ALF = Alagoinha-PB, cultivo de P. lunatus; ALM = Alagoinha-PB, vegetacdo nativa; AG =
Alagoa Grande- PB, cultivo de P. lunatus; AF = Areia-PB, cultivo de P. vulgaris; AM = Areia-PB, vegetacdo nativa;
GAF = Garanhus-PE, cultivo de P. lunatus ; GAM = Garanhus-PE, vegetacdo nativa; MA = Massaranduba-PB,
cultivo de P. lunatus; SM = Santa Maria da Boa Vista-PE, vegeta¢do nativa; SA = Sapé-PB, cultivo de P. lunatus ;
ST = Serra Talhada-PE, vegetacdo nativa; SJ = S&o José do Egito-PE, vegetacdo nativa.

3.2 CULTIVO DE PLANTAS-ISCAS E COLETA DE NODULOS

Para a obtencdo dos isolados bacterianos foram utilizados dois acessos de feijdo-fava
como planta isca, sendo uma de crescimento indeterminado (denominada popularmente de
“cearense”, de coloracdo do tegumento bege) e outra de crescimento determinado (“faveta ou
fava de moita”, de coloracdo de tegumento branca). O cultivo das plantas foi realizado em
uma propriedade particular no municipio de Sao José do Egito-PE, em vasos Leonard
adaptados com garrafas PET (SANTOS et al., 2009b) com capacidade para 1,5 L, sendo como
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substrato utilizado 1,3 L de areia (lavada e fervida por 2 horas) e 0,1 L da amostra de solo
(fonte de indculo), correspondente ao tratamento. Tendo em vista a pequena quantidade de
solo utilizada nos vasos, semanalmente foram adicionados em cada vaso, 100 mL da solugédo
nutritiva de Norris (NORRIS, 1964) isenta de nitrogénio para suprir a demanda de nutrientes
pela cultura.

Em cada vaso foram colocadas trés sementes previamente desinfestadas por 60
segundos em alcool etilico a 70%, 3 minutos em uma solucdo com hipoclorito de sodio a 1%
e em seguida realizada 10 lavagens em agua estéril (HUNGRIA; ARAUJO, 1994). Aos sete
dias ap6s a emergéncia foi realizado o desbaste deixando-se apenas uma planta por vaso.

A coleta do experimento ocorreu aos 55 dias apds emergéncia das plantulas, nesta
ocasido, a parte aérea foi cortada na altura do substrato e a raiz foi separada do substrato com
0 auxilio de agua, em seguida foram coletados todos os nddulos. A parte aérea e a raiz foram
colocadas em sacos de papel identificados e levados para secar em estufa de circulacdo de ar a
65 C, ap6s atingirem peso constante foi determinada a massa seca da parte area e da raiz de
cada planta, em gramas. Os nodulos 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 nddulos, em miligramas.

3.3 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO MORFOFISIOLOGICA DOS RIZOBIOS

Os nédulos coletados foram conservados em recipientes com silica-gel e conduzidos
para o laboratério de Microbiologia do Solo da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(Sede) em Recife — PE, onde cinco nédulos de cada repeticdo, quando existentes, tendo em
vista que algumas repeticbes produziram quantidade inferior a cinco nodulos, foram
reidratados por 12 horas e tratados com uma solucdo de alcool etilico a 70% por um minuto,
para quebrar a tensdo superficial, e com uma solucdo de hipoclorito de sédio a 5% por trés
minutos, para desinfesta-los superficialmente, sendo em seguida, lavados por 10 vezes com
agua estéril para retirar o excesso de hipoclorito. Apos esse tratamento, os nddulos foram
levemente pressionados com uma pinga sobre uma placa de Petri contendo meio YMA

(extrato de levedura, manitol e agar) com corante vermelho do congo.
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As placas foram levadas para BOD regulada a 28°C até o aparecimento de col6nias.
Apos purificagdo, as coldnias que se apresentaram isentas de contaminantes foram repicadas
com uma alca de platina para placas de Petri contendo meio YMA com corante azul de
bromotimol e caracterizadas conforme descrito por Vincent (1970).

Para cada isolado foram avaliadas as seguintes caracteristicas das col6nias: 1) tempo
necessario em dias para o aparecimento de uma colénia; 2) pH do meio ap6s o crescimento
celular,o qual foi determinado pela coloracdo do meio de cultura contendo azul de
bromotimol, os isolados acidificantes tornaram o meio amarelo e os alcalinizantes tornaram o
meio verde azulado e os neutros ndo modificaram a coloragcdo do meio de cultura; 3) tamanho
da colonia em mm; 4) forma da col6nia; 5) borda da coldnia; 6) aparéncia da col6nia
(homogénea ou hetorogénea); 7) transparéncia da col6nia; 8) cor da coldnia (branca, amarela,
creme, incolor e laranja); 9) elevacdo da colénia; 10) producdo de muco; 11) quantidade de
muco (pouco, médio e muito); e 12) elasticidade (observada a partir da formacgdo ou ndo de
fio, no momento da remocdo do muco do meio de cultura com o auxilio da alga de platina).
Apés a caracterizacdo, os isolados foram estocados em tubos de ensaios com o meio YMA
(Vincent, 1970), e ap0s o crescimento das coldnias foi colocada vaselina liquida nos tubos e
estes foram mantidos em temperatura ambiente, as bactérias também foram estocadas no meio

TY (extrato de levedura e triptona) contendo 15% de glicerol a -10° C (freezer).

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

A varidvel nimero de nodulos foi transformada pela equacdo y=log(x+1), e os dados
de massa fresca de nddulos, massa especifica do nédulo e massa seca da parte aérea e da raiz
foram transformadas pela raiz quadrada para ajustamento aos pré-requisitos da analise de
variancia (ANOVA). Os dados transformados foram submetidos a ANOVA utilizando o
programa SISVAR (Ferreira, 2010) e as médias foram comparadas utilizando o teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Os dados da caracterizacdo foram codificados em uma matriz binaria (0 e 1) (Tabela
3), que foi utilizada para calcular o coeficiente de similaridade de Jaccard, com este
coeficiente foi realizado o agrupamento das estirpes por meio do algoritmo UPGMA, e em
seguida construido um dendrograma com a finalidade de separar os grupos de isolados com
maiores similaridades, estas andlises foram realizadas no programa NtsysPC versdo 2.0
(ROHLF, 2000).
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Tabela 3. Codificacdo binaria das caracteristicas morfofisioldgicas dos isolados bacterianos.
Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.

L Valor binério
Caracteristica
0 1
Borda da coldnia Irregular Regular
Elevacéo da colbnia Néo Sim
Transparéncia da colonia Néo Sim
Producédo de muco Néo Sim
Quantidade de muco Ausente e pouca Média e abundante
Aparéncia da colonia Heterogénea Homogénea
Limpa com a al¢a Néo Sim
Elasticidade da coldnia Né&o Sim
Alteracdo do pH do meio Acido Alcalino e neutro
Cor da colbnia Creme Branca, amarela, incolor e laranja
Tempo de crescimento 1e2dias Maior que 2 dias
Tamanho da colonia Até 2 mm Maior que 2 mm
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foi observada interacéo entre as amostras de solo e 0s acessos utilizados, havendo
diferenca apenas entre os solos para as variaveis: numero de nddulos (NN), massa fresca de
nodulos (MFN) e massa seca da parte aérea (MSPA). Entretanto, observando-se 0s acessos,
estes diferiram apenas quanto a massa seca da raiz (MSR) e MSPA (Tabela 4). Todas as
amostras que foram coletados em areas cultivadas com o feijao-fava apresentaram altos
valores de NN, destacando-se com o maior valor a amostra coletada de Alagoa Grande-PB
que teve em média 231 nddulos por planta, em seguida ficaram as outras areas cultivadas com
o feijdo fava e duas amostras de areas de vegetacdo nativa. Estes resultados corroboram com a
ideia de que a presenca da planta hospedeira estd relacionada com a presenca de uma
populacdo de rizobios capaz de formar nddulos com esta mesma espécie (MOREIRA,
SIQUEIRA, 2006).

A area cultivada com feijao comum (Phaseolus vulgares) apresentou baixos valores de
NN, o que pode indicar uma baixa populacéo de rizébios neste solo ou uma incompatibilidade
entre as bactérias que nodulam estas duas espécies de feijdo como referenciado por Allen &
Allen (1991). Estes autores consideram os rizobios que nodulam o feijdo caupi, como sendo
0s responsaveis pela nodulagdo do P. lunatus.

Para a MFN foi observada diferenga apenas entre o solo de Alagoa Grande-PB, em
relacdo aos demais solos utilizados no experimento, isto pode ser explicado pela biomassa
especifica dos nédulos (BEN), uma vez que o valor expressivo de NN do solo em destaque
conferiu uma maior MFN, enquanto que nos solos com os menores valores de NN, tiveram
altos valores de BEN, indicando que havia poucos nddulos, mas 0s mesmos eram grandes.
Apesar das diferencas observadas no BEN, ndo foram observadas diferencas para esta
variavel, fato este que esta ligado a grande variancia dos dados mesmo apés a transformacao,
reduzindo assim a sensibilidade do teste de ANOVA do teste de media.

Quanto a MSR foram observadas diferencas apenas entre 0s acessos, tendo 0 acesso
“cearense” o maior valor neste parametro, 0 que pode esta relacionado ao seu habito de
crescimento indeterminado, que gera a necessidade de um maior sistema radicular para uma
melhor sustentacdo no solo e nutricdo da planta. Em contraste com os resultados obtidos,
Santos (2008) utilizando dois solos cultivados com feijdo-fava e dois acessos desta espécie,

obteve diferenca significativa apenas para 0 NN entre os acessos, justificando este resultado
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com a diferenga de tamanho entre as sementes dos mesmos, tendo o material de sementes
grande obtido o maior valor de NN.

A MSPA foi a Unica variavel onde ocorreu diferenca para os dois fatores estudados,
tendo o acesso “cearense” o maior valor deste parametro, fato este também explicado pelo
habito de crescimento. Quanto aos solos, trés areas se destacaram nesse ponto, sendo elas a
area de Alagoa Grande-PB cultivada com feijao-fava e duas areas de vegetacdo nativa, uma
em Garanhuns-PE e outra em Areia-PB, sendo que as duas Ultimas ndo apresentaram altos
valores de NN (Tabela 4). Enquanto, outras areas de vegetacdo nativa que apresentaram altos
valores de matéria organica no solo, ndo tiveram as mesmas respostas no acréscimo de
MSPA, sendo este comportamento, um indicativo que estas areas podem ser possiveis fontes

de bactérias com alta eficiéncia na fixacdo biologica de N (ZILLI et al. 2006).

Tabela 4. Valores médios de nimero de nédulos por planta (NN), massa fresca de nédulos
(MFN), biomassa especifica de nédulos (BEN), massa seca de raiz (MSR) e da parte aérea
(MSPA) de plantas aos 55 dias ap6s a emergéncia obtidos utilizando amostras de solos e dois
acessos de P. lunatus. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.

Solos NN MFN (g) BEN (mg) MSR (g) MSPA (9)
ALF 9333 b 0,17 B 5,03 a 0,59 a 0,89 b
ALM 4383 b 0,19 B 2,93 a 0,67 a 1,25 b
AG 231,17 a 1,21 A 5,15 a 0,66 a 1,78 a
AF 6,33 c 0,22 B 18,96 a 0,84 a 1,26 b
AM 1567 ¢ 0,28 B 6,92 a 0,88 a 1,47 a
GAF 36,67 b 0,38 B 8,28 a 0,65 a 1,06 b
GAM 17,20 b 0,26 B 13,60 a 0,86 a 1,39 a
MA 63,33 b 0,27 B 3,97 a 0,56 a 1,03 b
SM 1,83 c 0,03 b 3,65 a 0,68 a 1,00 b
SA 4567 b 0,48 b 17,06 a 0,74 a 1,07 b
ST 10,17 ¢ 0,19 b 36,64 a 0,72 a 1,11 b
SJ 18,00 ¢ 0,26 b 65,85 a 0,75 a 1,26 b
CV% 52 87 127 14 14
AcCessos
“Faveta” 4169 a 0,36 a 18,63 a 0,57 b 1,13 b
“Cearense” 55,56 a 0,29 a 12,71 a 0,86 a 1,30 a

ALF = Alagoinha-PB, cultivo de P. lunatus; ALM = Alagoinha-PB, vegetacdo nativa; AG = Alagoa Grande- PB,
cultivo de P. lunatus; AF = Areia-PB, cultivo de P. vulgaris; AM = Areia-PB, vegeta¢do nativa; GAF = Garanhus-
PE, cultivo de P. lunatus ; GAM = Garanhus-PE, vegetacdo nativa; MA = Massaranduba-PB, cultivo de P. lunatus;
SM = Santa Maria da Boa Vista-PE, vegetacao nativa; SA = Sapé-PB, cultivo de P. lunatus ; ST = Serra Talhada-
PE, vegetacdo nativa; SJ = Sdo José do Egito-PE, vegetacdo nativa. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-knott ao nivel de 5%.
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Dos nodulos coletados foram isoladas e caracterizadas 588 bactérias, sendo 427
isoladas do acesso “cearense” ¢ 161 do “faveta ou fava de moita”. Destaca-se que € possivel
observar a gquantidade de isolados por amostra de solo e acesso utilizado como planta-isca,
ficando evidente que na maioria dos casos, foram isolados mais estirpes do acesso “cearense”,
e que o solo coletado em Santa Maria da Boa Vista-PE ndo produziu nddulos no acesso

“faveta” impossibilitando o isolamento de bactérias (Tabela 5).

Tabela 5. Numero de estirpes obtidas nas diferentes amostras de solo utilizando
como planta isca dois acessos de P. lunatus. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.

Origem do solo “ , Acessos “ . Total
Faveta Cearense

ALF 12 22 34
ALM 10 8 18
AG 23 54 77
AF 7 28 35
AM 11 23 34
GAF 20 58 78
GAM 13 31 44
MA 18 51 69
SM 0 36 36
SA 27 42 69
ST 18 17 35
SJ 2 57 59
Total 161 427 588

ALF = Alagoinha-PB, cultivo de P. lunatus; ALM = Alagoinha-PB, vegetacdo nativa; AG =
Alagoa Grande- PB, cultivo de P. lunatus; AF = Areia-PB, cultivo de P. vulgaris; AM = Areia-PB,
vegetacdo nativa; GAF = Garanhus-PE, cultivo de P. lunatus ; GAM = Garanhus-PE, vegetacéo
nativa, MA = Massaranduba-PB, cultivo de P. lunatus; SM = Santa Maria da Boa Vista-PE,
vegetacao nativa; SA = Sapé-PB, cultivo de P. lunatus ; ST = Serra Talhada-PE, vegetacdo nativa;
SJ = S&o Jose do Egito-PE, vegetagdo nativa.

Quanto as caracteristicas das colénias predominaram colénias com menos de 02 mm
(Figura 1 A), com excecdo dos solos de Alagoinha e de Sdo José do Egito, ambos com
vegetacdo nativa, onde predominaram coldnias maiores que 02 mm. A maioria das bactérias,
ndo apresentaram elasticidade (91%), com excecdo de trés solos, onde mais de 30% dos
isolados apresentaram elasticidade (Figura 1 B), sendo um no acesso de crescimento
determinado e dois no de crescimento indeterminado. Em relacdo a producéo de muco pelas
bactérias (Figura 1 C), a distribuicdo variou bastante dentro dos solos e entre 0s acessos,

também néo sendo observada uma relagdo entre uma producdo abundante de muco e as areas
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das mesorregides mais secas, sendo que dos trés solos da regido do sertdo (Santa Maria da
Boa Vista, Serra Talhada e S&o José do Egito-PE) apenas um mostrou mais de 20% de
bactérias com producdo abundante de muco. Entretanto, nesta area foram isoladas apenas
duas bactérias. Em sete das 12 amostras, a producdo de muco considerada abundante foi
maior no acesso “faveta”. Em 99% dos isolados no acesso “cearense” as colonias limparam a
placa de petri, quando passada a alga de platina, ndo retornando ou resistindo ao movimento,
enquanto no acesso “faveta” este valor foi de 92%. Constatou-se que 68% dos isolados
alteraram o pH do meio de cultura para a faixa &cida ap06s o0 crescimento bacteriano.
Entretanto, a distribuicdo desta caracteristica diferiu entre os acessos, sendo que 80% das
bactérias isoladas do acesso de crescimento indeterminado apresentou reacdo acida, enquanto
no outro acesso apenas 36% teve esta particularidade, predominando bactérias de reacédo
neutra. Aproximadamente 90% das col6nias de ambos 0s acessos apresentaram bordas

regulares (Figura 1 F).
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Figura 1. Distribuicdo dos isolados dentro dos solos e acessos utilizados (CI = crescimento determinado
e CD = crescimento indeterminado), quanto as caracteristicas: tamanho da col6nia (A), elasticidade da
colénia (B), producdo de muco (C), limpa com a al¢a (D), alteracdo do pH (E) e borda da colnia (F).
Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014..
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Observa-se que dentre os isolados predominaram bactérias de crescimento rapido (<
03 dias), entretanto 98% dos isolados do acesso de crescimento determinado tém esta
caracteristica havendo apenas dois solos com bactérias de crescimento intermediario ou lento,
no outro acesso este valor foi inferior (80%), existindo bactérias de crescimento intermediario
ou lento em todos os solos (Figura 2 A). A maioria das coldnias apresentou elevagéo (Figura
2 B) ocorrendo com maior frequéncia nos isolados do acesso “faveta” (81%), enquanto que
nos isolado do acesso ‘“cearense” apenas 67% apresentaram este comportamento. Por outro
lado, colbnias transparentes apareceram mais nos isolados do acesso de crescimento
indeterminado (18%), existindo cinco amostras do acesso de crescimento determinado onde
ndo foi observada esta caracteristica. As colbnias apresentaram-se homogéneas e com cor
(Figura 2 E) predominante creme (64%) e amarela (25%), embora em alguns solos, também
foram observadas as cores: branca (5%), laranja (1%) e coldnias incolores (5%). A mesma
quantidade de cores ndo foi observada por Santos (2008), que observou a maioria das colonias
com cor branca e aspecto leitoso, e o restante das coldnias transparentes, ndo sendo descritas
col6nias de cor creme ou amarelas que foram cores constantes neste trabalho. Col6nias de cor
amarela sdo citadas como incomum por Hungria (1994), entretanto elas estdo sendo
comumente encontradas em trabalhos com solos do nordeste (SANTOS et al, 2007;
ANDRADE, 2013; NASCIMENTO, 2013).

A colecdo de isolados obtida por Santos (2008) diferiu das descritasneste estudo,
sendo observado que todos os isolados reportados por este autor apresentaram elevacdo, 52%
tiveram crescimento rapido (em até 03 dias) e 48% intermediario (04 e 05 dias), a maioria
produziu uma grande quantidade de muco, existindo apenas uma sem producdo. Quanto a
alteracdo de pH do meio, 0 mesmo autor constatou coldnias com reacdo &cida, entretanto,
observou-se diferenca na proporcdo destas entre os solos, existindo maior quantidade de
bactérias com crescimento intermediario e reacdo alcalina no solo de Nova Esperanca-Pl,
tendo que os valores de colénias com elevacéo, de crescimento intermediario e reacdo alcalina
foram maiores do que os obtidos neste estudo, também ndo ocorrendo o predominio de

col6nias de reacdo alcalina em nenhum dos solos estudados.
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Figura 2. Distribuigéo dos isolados dentro dos solos e acessos utilizados (CI = crescimento determinado
e CD = crescimento indeterminado), quanto as caracteristicas: tempo de crescimento (A), elevacdo da
coldnia (B), transparéncia da coldnia (C), aparéncia da coldnia (D) e cor da coldnia (E). Serra Talhada-
PE, UFRPE/UAST, 2014.
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Com base nas caracteristicas descritas anteriormente do acesso “cearense” foi
construido o dendrograma (Figura 3), no qual pode-se observar que a um nivel de 60% de
similaridade pelo coeficiente de Jaccard, as 427 bactérias formaram 24 grupos, tendo alguns
uma unica bactéria e outros de mais de 100 bactérias. Além disso, existem bactérias de solos
distintos que apresentam bactérias com 100% de similaridade. Este valor é muito superior ao
obtido por Santos (2008), que foi de 05 grupos ao nivel de 64% de similaridade, sendo este
valor explicado pela maior quantidade e maior area de abrangéncia (diferentes mesorregides)
das amostras de solos utilizadas no presente experimento.

No dendrograma do acesso “faveta” (Figura 4), mostra que as 161 bactérias formaram
13 grupos com similaridade de 60%, igualmente ao observado no dendrograma anterior
(Figura 3) no qual existem grupos de uma unica bactéria e grupos de grandes quantidades de
individuos, neste caso mais de 50.

Para comparar a diversidade dos dois acessos foi construido o dendrograma (Figura 5)
com todos os isolados. Nele s&o observados 26 grupos com 60% de similaridade, deste modo
tem-se cinco grupos formados apenas por bactérias isoladas do acesso de crescimento
determinado, 12 do acesso de crescimento indeterminado e nove de ambos 0s acessos. Assim,
as bacterias do acesso de crescimento indeterminado apresentaram maior diversidade quanto
as caracteristicas morfofisioldgicas, e embora menos diverso, o outro grupo, destaca-se por
formar grupos isolados indicando que os acessos possuem especificidade diferente quanto as
bactérias formadoras de nédulos. A especificidade entre estirpes e acessos foi observada para
o feijdo caupi por Xavier et al. (2006), os quais destacaram que 0S acessos brasileiros
resultaram numa maior taxa de ocupacdo dos nédulos que os oriundo do EUA e Nigéria,
sendo este fato relacionado a origem das estirpes utilizadas no experimento, que foram
isoladas de solos do nordeste. Igualmente, Franco et al. (2002) obtiveram diferenca no
potencial de nodulacdo de cultivares de feijdo comum entre os conjuntos génicos andino e
meso-americano, porém ndo foi evidenciada restricdo da nodulacao.

Por meio das andlises utilizadas é possivel uma visualizacdo de grupos com
caracteristicas distintas, mas sdo necessarios estudos complementares com ferramentas da
biologia molecular para uma classificacdo mais detalhadas das bactérias, podendo-se chegar
ao nivel de espécie. Desde modo a caracterizagdo morfofisioldgica das bactérias permite uma
analise prévia da diversidade e a formacdo dos grupos que serdo utilizados para reducdo da
guantidade de estirpes a serem submetidas aos métodos moleculares que apresentam um alto

custo.
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Figura 3. Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo de
UPGMA dos isolados de P. lunatus, acesso “cearense”. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.
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Figura 4. Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo de
UPGMA dos isolados de P. lunatus, acesso “faveta”. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST,
2014.
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Figura 5. Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo de UPGMA
de todos os isolados de P. lunatus obtidos. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.

34



5 CONCLUSOES

Os solos cultivados originalmente, com a espécie utilizada como planta isca foram o0s

que apresentaram o maior numero de nodulos por planta.

O acesso de feijdo-fava de crescimento indeterminado (“cearense”) foi 0 que forneceu

a maior diversidade de bactérias isoladas.
Os acessos utilizados nesta pesquisa diferem no reconhecimento de grupos de rizobios

capazes de formar simbiose, tendo o acesso com habito de crescimento determinado

(“faveta’) maior especificidade hospedeira.
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Figura 1A - Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo

de UPGMA dos isolados de P. lunatus obtidos na amostra de Areia-PB com cultivo de P.

vulgares. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.
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Figura 2A - Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo

de UPGMA dos isolados de P. lunatus obtidos na amostra de Alagoa Grande-PB com cultivo
de P. lunatus. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.
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Figura 3A - Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo
de UPGMA dos isolados de P. lunatus obtidos na amostra de Alagoinha-PB com cultivo de P.
lunatus. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.
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Figura 4A - Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo
de UPGMA dos isolados de P. lunatus obtidos na amostra de Alagoinha-PB com cobertura de
vegetacdo nativa. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.
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Figura 5A - Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo
de UPGMA dos isolados de P. lunatus obtidos na amostra de Areia-PB com cobertura de
vegetacdo nativa. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.
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Figura 6A - Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo

de UPGMA dos isolados de P. lunatus obtidos na amostra de Garanhus-PE com cultivo de P.

lunatus. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.
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Figura 7A - Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo
de UPGMA dos isolados de P. lunatus obtidos na amostra de Garanhus-PE com cobertura de
vegetacdo nativa. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.
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Figura 8A - Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo

de UPGMA dos isolados de P. lunatus obtidos na amostra de Massaranduba-PB com cultivo

de P. lunatus. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.
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Figura 9A - Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo
de UPGMA dos isolados de P. lunatus obtidos na amostra de Santa Maria da Boa Vista-PE
com cobertura de vegetacao nativa. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.
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de UPGMA dos isolados de P. lunatus obtidos na amostra de Sapé-PB com cultivo de P.

Figura 10A - Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo
lunatus. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.
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Figura 11A - Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo
de UPGMA dos isolados de P. lunatus obtidos na amostra de Sdo José do Egito-PE com
cobertura de vegetacédo nativa. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.
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Figura 12A - Dendrograma de similaridade construido com o indice de Jaccard e o algoritmo

de UPGMA dos isolados de P. lunatus obtidos na amostra de Serra Talhada-PE com

cobertura de vegetacdo nativa. Serra Talhada-PE, UFRPE/UAST, 2014.
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