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RESUMO

A cultura do feijdo possui grande importancia econémica e social em todo o pais.
O uso de fertilizantes quimicos, em especial os nitrogenados, sdo os maiores
responsaveis pelos incrementos aos custos de produgao e podem ser danosos ao
meio ambiente. Uma alternativa para diminuigdo do uso de insumos € a utilizagao
das bactérias diazotréficas, capazes de realizar simbiose com leguminosas, dentre
as quais se destacam os rizobios, que sao, atualmente, os géneros mais estudados.
Neste contexto, objetivou-se testar dois isolados de rizobios da Colegdo de
Rizobactérias da UFSC campus Curitibanos. O experimento foi realizado em casa
de vegetacdo da UFSC campus Curitibanos, sendo conduzido em Delineamento
em Blocos Casualizados (DBC), contendo sete tratamentos e oito repeticbes. Os
tratamentos utilizados foram inoculacédo dos isolados de rizobios RBZ14, RBZ15, a
estirpe padrao CIAT 899, associacao entre CIAT899 e RBZ14, associagao entre
CIAT899 e RZB15, associagao entre RBZ14 e RBZ15 e testemunha sem adubacgéo
e inoculagao. Os parametros avaliados foram massas fresca e seca da parte aérea
(9), massas fresca e seca das raizes (g), massas fresca e seca de nodulos (g) e o
teor de nitrogénio foliar (g.kg™'). Todos apresentaram diferengas estatisticas
significativas. De modo geral, resultados mais expressivos foram obtidos com a
inoculacado da estirpe padrao CIAT899.

Palavras-chave: Feijao. Simbiose. Inoculagao.



ABSTRACT

The bean crop has great economic and social importance throughout the country.
The use of chemical fertilizers, especially nitrogen fertilizers, are the largest
responsible for increases in production costs and can be harmful to the environment.
An alternative for reducing the use of inputs is the use of diazotrophic bacteria,
capable of symbiosis with legumes, among which the rhizobia, which are currently
the most studied genera, stand out. In this context, the objective was to test two
rhizobial isolates from the UFSC campus Curitibanos Rhizobacteria Collection. The
experiment was conducted at the vegetation house of UFSC campus Curitibanos
and was conducted in a randomized block design (RBD), containing seven
treatments and eight replications. The treatments used were inoculation of rhizobia
isolates RBZ14, RBZ15, the standard strain CIAT 899, association between
CIAT899 and RBZ14, association between CIAT899 and RZB15, association
between RBZ14 and RBZ15 and control without fertilization and inoculation. The
evaluated parameters were fresh and dry shoot mass (g), fresh and dry root mass
(9), fresh and dry nodule mass (g) and leaf nitrogen content (g.kg-1). All showed
significant statistical differences. In general, more expressive results were obtained
by inoculating the standard strain CIAT899.

Key words: Bean. Symbiosis. Inoculation.
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1 INTRODUGAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € considerado um grao de grande
importancia na alimentagdo humana. Possui alto potencial nutritivo e € uma fonte
basica de proteinas e carboidratos, além de outros nutrientes e minerais como o
ferro (BROUGHTON, 2003). E uma alternativa de alimento, que combinado ao
arroz formam a base da alimentagdo da populagao brasileira (STONE; PEREIRA,
1994; XAVIER et al., 2008).

A producdo da cultura se concentra, essencialmente, nas pequenas
propriedades agricolas do pais (BGE, 2006; CONAB, 2019). O cultivo da
leguminosa nas grandes propriedades se da, ocasionalmente, como uma
possibilidade de ganho a curto prazo, em razdo do seu ciclo reduzido e de acordo
com as variantes do mercado (EPAGRI, 2010). A producdo dessa cultura,
entretanto, se torna oscilante pois requer alto investimento, para formacao
adequada (VIEIRA et al., 2013).

Em virtude do seu ciclo rapido de producdo, a cultura se torna grande
dependente do uso de fertilizantes, pois absorve mais rapidamente os nutrientes
do solo. (GERLACH et al., 2013; MALAVOLTA, 1979). De acordo com Amado et al.
(2002), o principal e mais limitante macronutriente para o desenvolvimento da
cultura € o nitrogénio. O suprimento adequado desse nutriente favorece a alta
atividade fotossintética, o expressivo crescimento vegetativo e a folhas verde-
escuras vigorosas (VIEIRA et al., 2013). Os solos brasileiros, entretanto,
apresentam teores baixos de nitrogénio, variando de 0,05 a 0,30%, sendo assim
insuficientes para suprir a demanda da cultura (BIZARRO, 2008; FRANCO et al.,
2002).

O incremento ou reposi¢ao deste macronutriente ao solo tem ocorrido,
principalmente, por meio da adubacdo mineral (BIZARRO, 2008; SILVA et al.,
2014). Esta forma de adubacgao, além de ser uma fonte de N de custo elevado, pode
sofrer perdas por lixiviagdo e volatilizagdo (OSINAME et al., 1983). As perdas
ocasionadas por esses eventos, frequentemente causam deficiéncias nas plantas
por falta do nutriente e até mesmo, problemas como poluicdo, como a eutrofizacéo
de rios e lagos e implicagdes na camada de ozénio (FARIAS, 2000; WIEGAND et
al., 2016). A eutrofizagdo causa impactos como 0 aumento da contaminagado dos

corpos hidricos por metais e substancias toxicas, o esgotamento do oxigénio



dissolvido e a morte da fauna e flora aquatica (MORAES, 2009; VIEIRA et al.,
2013).

Para evitar tais gastos e consequéncias, tem-se optado pelo uso de
bactérias fixadoras de N2 (diazotréficas) que ao realizar a simbiose absorvem este
elemento do ar e sdo capazes de transformar em NHs. A aménia gerada através
desse processo sera utilizada como suprimento a planta, para que esta transforme
em aminoacidos ou outros compostos que serao utilizados na nutricao nitrogenada
(RUFINI, 2010). O uso das bactérias diazotroficas atraveés da inoculagdo, além da
economia com a reducgao de fertilizantes nitrogenados, tem promovido o aumento
da matéria organica do solo (GUALTER, 2007; BIZARRO, 2008; SANTANA et al.,
2018).

Na regido sul do pais, essa pratica ainda ndo tem seu uso difundido, pelo
fato da simbiose apresentar grande sensibilidade aos fatores ambientais (EPAGRI,
1992; SOUZA, 2018). Pouco sdo os produtos com comprovada eficacia nas
condicdes edaficas presentes na regidao (EPAGRI, 2010). Consideravel esforco tem
sido despendido pela pesquisa no sentido de conhecer esses fatores para poder
permitir ao produtor usufruir dos beneficios da FBN (EPAGRI, 1992; BASTOS,
2016).

Neste sentido, supde-se que a utilizagdo de isolados de rizobios da regido
de Curitibanos possa favorecer a fixagao biolégica de nitrogénio e com isso, reduzir
custos de produgao, diminuindo a quantidade de fertilizantes quimicos ou até,
substituindo totalmente sua utilizacdo. Isto ocorre, pois a fixagdo biolégica do
nitrogénio favorece o desenvolvimento de toda a estrutura da planta e

consequentemente, propicia o incremento na produtividade.

1.1 JUSTIFICATIVA

A pratica da inoculagao, ainda pouco utilizada para a cultura na regiao sul
do pais, busca tornar a planta autossuficiente na obtengéo de nitrogénio (BIZARRO,
2008; EPAGRI, 2010). Para cada cultura sdo encontradas diferentes bactérias
simbidticas. No caso do feijao, as bactérias que comumente realizam simbiose sao
do género Rhizobium (HUNGRIA et al., 2001; MEYER et al., 2015). Entretanto, ha
uma enorme quantidade de espécies, fato que torna necessario pesquisas na area

para a obtengdo de materiais adaptados a cada regido (EPAGRI, 1992; CHAGAS



JUNIOR et al., 2010). Estudos realizados em torno desse assunto demonstram que
a simbiose entre Rhizobium e feijao pode ter resultados muito variaveis (BASSAN
et al.,, 2001; EPAGRI, 2010; VIEIRA et al., 2013; XAVIER et al., 2008).

Os trabalhos existentes apresentam resultados contraditorios, divergindo
entre regides. Em alguns casos (SANTANA et al., 2018) suprindo completamente a
demanda de nitrogénio através da FBN, pois foi efetivo na nodulacdo. Em outros
casos (BASTOS, 2016) nao teve resposta equivalente a adubagéao nitrogenada, nao
recomendando-se a substituicdo. Isso pode ser resultado de interferéncias
edafoclimaticas, condi¢cdes de dificil controle. Para isso, ha a necessidade de
fortalecer os estudos correlacionando dois fatores importantes: a capacidade
adaptativa das bactérias e quais as condi¢gdes edafoclimaticas da regidao de
interesse.

Esse trabalho busca reforgar a importancia da cultura e trazer resultados
sobre inoculagbes mais eficazes, trazendo novos isolados da regido sul do pais,
podendo ser uma alternativa viavel para reduzir custos e ainda aumentar a

produtividade.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia da fixacdo bioldgia de N de isolados de rizobios da

regiao de Curitibanos para o feijoeiro.

1.2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a capacidade de nodulagéo dos isolados;
Comparar eficiéncia dos isolados em relagao a estirpe padrao;

Avaliar a associagao dos isolados entre si e com a estirpe padrao;
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARACTERISTICAS DO CULTIVO NACIONAL DE FEWAO

A cultura do feijao tem grande importancia no cenario mundial, sobretudo nos
paises em desenvolvimento (FAO, 2017). Sua produgéo se da, principalmente, em
pequenas propriedades, sendo uma producao tipificada familiar. E um alimento rico
em ferro, podendo ser comparado a carne vermelha. Por isso, é o principal
responsavel por completar a dieta, principalmente, em estrato social mais carente
(MOURA; CANNIATTI-BRAZACA 2006).

Segundo dados da Conab (2019), o feijao representa 1,69% do total de gréaos
produzido no Brasil, e desse total quase 70% € produzido pela agricultura familiar
(BGE, 2006; CONAB, 2015). O Brasil, apesar de ser um dos maiores produtores
agricolas do mundo, esta em segundo lugar na lista dos paises que mais importam
o grao (FAO, 2013). Parte da necessidade de importagao se da devido ao vagaroso
desenvolvimento e ao baixo nivel de investimento na cultura (EPAGRI, 2010).

A produtividade de graos ainda se encontra aquém do potencial produtivo,
oscilando em torno de 2.000 kg, podendo ser resultante de diversos fatores como,
adubacéao deficiente, manejo incorreto do solo, incidéncia de pragas e doengas,
baixa qualidade das sementes e procedéncia desconhecida, manejos culturais
inadequados para a cultura, adversidades climaticas, entre outros (EPAGRI, 1992;
CONAB, 2019).

2.2 IMPORTANCIA DO NITROGENIO PARA A CULTURA DO FEIJOEIRO

Os solos brasileiros sao classificados, em sua maioria, como antigos e
pobres em fertilidade natural (BIZARRO, 2008). A cultura do feijao €, assim como
tantas outras, muito responsiva as boas condi¢des de fertilidade, embora seja muito
cultivada em solos com fertilidade marginal (EPAGRI, 2010). A cultura tem elevada
extracdo de nutrientes do solo, principalmente do nitrogénio (VIEIRA et al., 2013).

A produgao de feijao esta diretamente relacionada com a quantidade de
nitrogénio disponivel, ressaltando que sua absorgdo ocorre durante, praticamente,
todo o ciclo da cultura (AMARO et al., 2002; MALAVOLTA, 1979; VIEIRA et al.,
2013). O feijao absorve aproximadamente 100 kg de N.ha-'! para produzir uma
média de 2000 kg.ha' (EPAGRI, 1992; CONAB 2019). Com isso, a adubacio

nitrogenada da cultura ainda representa um dos seus principais custos de
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producao, sendo esse um dos possiveis entraves da proporcao de area cultivada
em comparagao a outras culturas de grados (AMADO et al., 2002; CONAB, 2015).

Atualmente, a utilizagao de rizébios vem sendo cada vez mais estudada em
feijoeiro para que a fixagdo biologica de nitrogénio possa reduzir ou mesmo,
substituir a adubacao mineral, reduzindo custos e diminuindo perdas que acabam
ocasionando em impactos ecolégicos ndo mensurados (FREIRE FILHO et al.,
2005; SINGH et al., 2013; SANTANA et al., 2018).

2.3 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

O processo de fixagao bioldgica de nitrogénio resulta da transformagéo do
nitrogénio atmosférico (N2) em amobnia (NH3), intermediado pelo complexo
enzimatico nitrogenase, presente em determinados grupos de bactérias. (VIEIRA
et al., 2013). Essa transformacéo é realizada por bactérias do grupo dos rizébios.

Os rizébios sdo bactérias de solo, capazes de realizar simbiose com
leguminosas, formando nédulos e auxiliando na fixagao bioldgica de nitrogénio
(FERNANDES JUNIOR et al., 2012). Essas bactérias captam o N2 atmosférico, o
qual também ocupa os espagos porosos do solo e que, apos a sua redugdo em
formas assimilaveis, podera, entdo, ser utilizado pela planta. Este processo é
tipicamente simbidtico, pois a bactéria passa a fornecer o nitrogénio, do qual a
planta necessita e recebe desta, os carboidratos para sua sobrevivéncia que por
sua vez, serve de fonte de energia para reduzir o N2 do ar a NH3z (MERCANTE et
al., 2011).

Entretanto, esse grupo de bactérias € composto por uma ampla diversidade
taxondmica e fenotipica (VIEIRA et al., 2013). Por este motivo, podem ser
encontrados diversos géneros/espécies adaptados a cada regido e a diferentes
condi¢gbes edafoclimaticas. Para isso, torna-se necessaria a avaliagdo em cada
regido, selecionando isolados capazes de estabelecer relagdes simbioticas em
condigbes edaficas encontradas (CHAGAS JUNIOR, 2010; FLORENTINO et al.,
2010).

2.4 SELECAODE RIZOBIOS MAIS EFICIENTES PARA O FEUAO
O rizébio do feijoeiro € uma bactéria gram- negativa, ou seja, possui parede
celular menos espessa composta por peptidioglicanos, lipoproteinas, membra

externa e lipopolissacarideos que sao responsaveis por dar resisténcia, forma e
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estabilizar a célula. Os rizébios sdo naturalmente encontrados nos solos brasileiros,
e o isolamento pode ocorrer atraves da selecdo dos nodulos de plantas
leguminosas de interesse. Apds a selecéao, realiza-se a extragao dos nédulos e o
procedimento convencional de isolamento em meio de cultivo (VINCENT, 1970;
VIEIRA, 2013).

Atualmente, esse processo de fixagao bioldgica de nitrogénio no feijao é
realizado por diversas bactérias, entre elas as pertencentes a espécie Rhizobium
tropici (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991), compreendendo as estirpes comerciais
SEMIA 4077 (CIAT 899) e SEMIA 4080 (PRF 81) (VIEIRA, 2013). Essa espécie &
considerada geneticamente estavel e tolerante a estresses, tais como temperaturas
elevadas e acidez do meio, sendo adaptada as condigbes de solos tropicais
(GRAHAM, 1992; HUNGRIA et al., 2000).

A grande diversidade genética e fisiolégica vista nos rizébios do feijao, em
conjunto com a capacidade de nodulagdo da planta com relacdo as diferentes
especies, evidéncia a variabilidade de resposta a nodulagao nos diversos cultivares
de feijdo. Fato que pode, também, explicar a razdo do insucesso de alguns
inoculantes microbianos para a cultura (VIEIRA et al., 2013; HUNGRIA et al., 2000).

2.5 INOCULACAO DAS SEMENTES

Para a produgéo dos inoculantes, pesquisadores da area da microbiologia
agricola buscam por estirpes cada vez melhores para suprir a necessidade de
fixacdo de N2 das cultivares mais produtivas desenvolvidas (HUNGRIA et al., 2001;
VIEIRA et al., 2013). Para possibilitar a insergdo dessas bactérias na cultura séo
utilizados inoculantes comerciais, sendo eles liquidos ou turfosos.

Os inoculantes devem conter uma populagdo minima de 1 x 10° células por
grama ou mL de inoculante, ter eficiéncia simbidtica comprovada pela Reunido da
Rede de Laboratérios Microbianos de Interesse Agricola (RELARE) e serem
registrados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
(VIEIRRA NETO et al., 2008; VIEIRA et al., 2013).

A inoculagdo padrao para a cultura do feijdo consiste em misturar o
inoculante com a semente e realizar a semeadura em até 24 horas (VIEIRA et al.,
2013; EPAGRI, 1992; HUNGRIA et al., 2001). Apds a germinagao das sementes,
as bactérias entram em contato com as raizes da planta e iniciam a infeccéo

radicular através dos pelos absorventes, formando, posteriormente, os nddulos.
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Dependendo do numero de nddulos ativos e da eficiéncia da FBN, a inoculagao
pode fornecer todo o N do qual o feijso necessita (ARAUJO, 1999 apud MUNHOZ,
2016).

Outro fator de importancia quando se fala em inoculantes é o correto
armazenamento em local refrigerado 4e a correta utilizagao do produto, garantindo
a eficiéncia oferecida pelo material. Os prazos de validade devem ser sempre
respeitados, pois se tratam de microrganismos vivos, os quais podem perder

grande parte de sua eficiéncia apds o fim do periodo recomendado (VIEIRA et al.,
2013).
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetagcdo na Universidade
Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Rurais, localizada na Rodovia
Ulysses Gaboardi Km - 3 na cidade de Curitibanos-SC, entre as coordenadas
geograficas 27°17°05” S e 50°32'05” O.

3.1 PREPARO DOS INOCULOS

Foram preparados, no laboratério de microbiologia da universidade, trés
tubos de ensaio com 5 mL de meio de cultivo Luria Bertani (LB), para servirem de
pré-indculos de cada estirpe ou isolado bacteriano desejado para os tratamentos.
Foram inoculados os isolados RBZ14 e RBZ15, da colacdo de Rizobactérias da
UFSC, e a estirpe padrao CIAT899. Os trés tubos de ensaio, foram mantidos em
estufa a 26°C por 24 horas, para os isolados RBZ14 e RBZ15 e 48h, para a
CIAT899.

Para os indculos, foram preparados 700 ml de meio de cultivo LB. O volume
foi dividido em seis béqueres de 250 ml, com 50 ml (totalizando 300 ml) e em outros
quatro béqueres de 250 ml, com 100 ml (totalizando 400 ml).

Um béquer contendo 100 ml e dois béqueres contendo 50 ml de LB foram

inoculados com 1ml do pré-indculos de cada uma das bactérias (Figura 1).
Figura 1: Preparo do in6culo.

Pré-inéculo para cada bactéria

Indeulo para cada bactéria
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Os in6culos dos isolados RBZ14 e RBZ15 permaneceram por 48 horas na
estufa a 26°C, enquanto o inéculo da estirpe CIAT899 permaneceu 24 horas a
26°C. Para que todos os inoculos dos tratamentos (incluindo as co-inoculagdes),
possuissem o mesmo volume (volume final de 100mL), utilizou-se a seguinte

distribuigcao:
Tratamento 1 (T1) - RBZ14 — Volume de 100ml de LB;
Tratamento 2 (T2) - CIAT899 - Volume de 100ml de LB;
Tratamento 3 (T3) — controle - Volume de 100ml de LB sem inoculagao;
Tratamento 4 (T4) — RBZ15 - Volume de 100ml de LB;

Tratamento 5 (T5) — CIAT899 (Volume de 50ml de LB) +RBZ14 (Volume de
50ml de LB — Co-inoculagao) (Figura 2);

Tratamento 6 (T6) — CIAT899 (Volume de 50ml de LB) +RBZ15 (Volume de
50ml de LB - Co-inoculagao) (Figura 2);

Tratamento 7 (T7) — RBZ14 (Volume de 50ml de LB) + RBZ15 (Volume de 50ml
de LB - Co-inoculagao) (Figura 2);

Figura 2 — In6culos para co-inoculagéo.

A inoculagdo das sementes foi feita no momento da semeadura.

3.2 PREPARO DAS SEMENTES

As sementes de feijao carioca utilizadas foram da cultivar TAA DAMA. Essa
cultivar oferece sementes de 6tima qualidade, com longa duragdo de cor clara no
grao, possuem alto potencial produtivo, habito de crescimento indeterminado e ciclo
de 89 dias, garantindo assim o fator de qualidade para o experimento (NUNES,
2017).
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As sementes foram, previamente, desinfestadas por imersdo em alcool
70% por 1 minuto, imersdo em hipoclorito de sodio (NaOCI) a 3%, por 1,5 minutos
e por fim, realizou-se a lavagem das sementes 10 vezes em agua destilada
esterilizada (CALAZANS et al, 2010). Posteriormente, realizou-se a contagem e
separagao das sementes, para obter 30 para cada tratamento.

Cada grupo de 30 sementes foi colocado nos in6culos de cada tratamento,

onde ficaram 30 minutos no fluxo laminar, para ndo haver contaminagao.

3. 3 IMPLANTACAO DO EXPERIMENTO / DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Em seguida, o material foi levado do laboratério de microbiologia para a
casa de vegetacao para semear os vasos Leonard (EMRAPA, 2011). Esses foram
previamente preenchidos com substrato areia:vermiculita (1:2) e esterilizados.
Cada vaso recebeu trés sementes. A semeadura foi realizada manualmente, no dia
14 de dezembro de 2018, com auxiio de materiais esterilizados, para a

manipulagao das sementes (Figura 3).

O =

Figura 3. Semeadura do feijao TAA DAMA em vasos Leonard.
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Fonte: Propria (2019).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com

sete tratamentos e oito repeticdes, totalizando 56 unidades experimentais,
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constituidas por cada vasos Leonard. Os vasos receberam reposi¢cdo constante de
agua destilada e autoclavada, e apds a queda dos cotilédones receberam solugao

nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), semanalmente.

3.4 COLETA E AVALIACAO

Aos 35 dias ap6s a emergéncia, as plantas foram coletadas, separando-se
as raizes da parte aérea no ponto de inser¢ao cotiledonar (Figuras 4, 5 e 6). Os
nodulos destacados das raizes foram separados. A massa umida de parte aérea,
raizes e nédulos foi determinada por pesagem. Esses materiais foram secos em
estufa (60°C) até atingir massa constante e em seguida pesados, para
determinacdo de massas secas. A parte aérea foi moida, para a posterior,
determinacao de Nfoliar pelo método de Kjeldahl (TEDESCO et al., 1995).

Figura 4. Material antes da coleta, aos 35 dias apds a emergéncia.
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Figura 5. Coleta do material e avaliagdo das plantas.
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Fonte: Prépria (2019).

Figura 6. Separacao das amostras, em parte aérea, raiz e nédulos.

- Propria (2019).

Todos os dados foram submetidos a andlise de varidncia e quando
significativo, as médias dos tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott,
a 5% de probabilidade, utilizando o software R Core Team (2017) (Em ANEXO,
Tabela 4).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o desenvolvimento do experimento, houve uma falha mecéanica no
sistema de ventilagdo da casa de vegetagcédo, o que ocasionou um excesso de
temperatura em seu interior (aproximadamente 40 graus Celsius), por dois dias,
afetando o andamento do experimento.

Observou-se que os trés tratamentos com a estirpe CIAT 899 apresentaram
resultados significativamente superiores em todos os parametros avaliados (Tabela
1, 2, 3 e 4). Os tratamentos com os isolados RBZ14 e RBZ15, separadamente,
apresentaram respostas inferiores. Possivelmente, pelo fato dos rizébios isolados
utilizados no experimento serem adaptados a condi¢cdes edaficas de regides de
altitude. A cidade apresenta caracteristicas de clima serrano, com temperaturas
amenas e chuvas bem distribuidas (CLIMATE-DATA, 2019). Por este motivo, os
isolados foram provavelmente afetados pela sensibilidade a temperaturas altas.

Os materiais que receberam a co-inoculagcdo com a estirpe CIAT 899
resistiram de forma mais evidente ao excesso de temperatura, ocorrido na casa de
vegetacao. A espécie Rhizobium tropici, utilizada como tratamento padréo (estirpe
CIAT 899), foi isolada na Colébmbia. Essa espécie € mais resistente a condi¢des de
estresses ambientais, como excessos de temperatura e condi¢gdes de solos mais
acidos, comuns em regides tropicais (FERREIRA, 2010; GRAHAM, 1992;
HUNGRIA et al., 2000). Possivelmente, devido a isso resistiu melhor que os
isolados as condigdes ocorridas.

A selecao de estirpes de rizdbios adaptaveis a temperaturas elevadas da
regido semi-arida ampliou as chances de sucesso para o aumento da produtividade
de graos (XAVIER et al., 2007). Hungria et al. (1993) também relataram que a
utilizagdo de estirpes isoladas em regides de temperaturas elevadas tem sido
descrita como uma rica fonte de recursos genéticos, com potencial de FBN para a
cultura do feijoeiro. Entretanto, materiais muito resistentes a condigdes extremas
para a cultura, ndo tém apresentado resultados satisfatérios em regiées de climas
amenos, como a regido de Curitibanos (EPAGRI, 2010), desestimulando o uso de
inoculagao.

Recentemente, um trabalho realizado em campo com os mesmos isolados
da regidao de Curitibanos demonstraram uma resposta mais significativa com o

isolado RBZ15, o qual obteve resultados até superiores ao da estirpe padrdao CIAT



20

899 (ARONI et al, 2019). Com isso, sugere-se que fatores ambientais, como
excesso de temperatura, podem ocasionar falha na fixagao biolégica de nitrogénio
realizada através da simbiose. Temperaturas elevadas, superiores a 34°C, sao
limitantes para o desenvolvimento de rizobios, pois os plasmideos que carregam
0s genes simbidticos podem ser perdidos (XAVIER et al., 2007). Mais estudos na
area descreveram a redugao dos ndédulos em quantidade, tamanho e conteudo de
leghemoglobina, quando submetidas a altas temperaturas, embora outros fatores,
além da temperatura, estivessem também envolvidos, afetando diretamente nos
resultados de desenvolvimento da planta (DART; MERCER, 1965; VIEIRA et al.,
2013).

4.1 AVALIACAO DA INOCULACAO NA PLANTA.
4.1.1 Efeito na parte aérea

Constatou-se que houve diferenga significativa em relagdo a massa da
parte aérea, tanto fresca quanto seca, entre os tratamentos (Tabela 1). Apesar do
coeficiente de variagdo estar com valores altos, fato comum quando se trabalha

com microrganismos.

Tabela 1 — Efeito da inoculagdo na parte aérea de feijao comum.

Tratamentos Massa da Parte Aérea Massa da Parte Aérea Seca
Fresca (g) (MPAF) (9) (MPAS)

Controle (T1) 6.83 b 1.09 b
RBZ14 (T2) 7.64 b 1.50 b
RBz15 (T3) 4.76 b 0.86 b
CIAT899 (T4) 21.48 a* 4.30 a
CIAT899+RBZ14 (T5) 17.08 a 3.62 a
CIAT899+RBZ15 (T6) 15.95 a 3.29 a
RBZ14+RBZ15 (T7) 4.21b 0.77 b
CV (%) 34,26 30,78

*Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott knott a
5% de probabilidade.
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Os tratamentos T4, T5 e T6 apresentaram as maiores massas da parte
aérea, demonstrando a promogdo do crescimento vegetal e melhor
desenvolvimento da planta com a utlizacdo do inoculante padrdo. Outros
experimentos também realizados em casa de vegetagédo, apresentaram isolados
de rizébios como uma alternativa eficaz na promocgéo de crescimento vegetal em
feijoeiro (CERQUEIRA et al., 2015; FARIAS et al., 2012). Tais resultados mostraram
que além da fixagao biolégica de nitrogénio, esses isolados podem ser também
responsaveis pela producédo de acido indolacético (AlA), o qual teve relagao direta
com o crescimento de raiz e desenvolvimento de parte aérea (KUDOYAROVA et
al., 1997; LIU, 2010; MEYER et al., 2015).

Em condigdes de climas tropicais, isolados como o da CIAT899, tem bom
potencial de desenvolvimento em plantas, pois estes isolados sdo adaptados a
temperaturas mais elevada e condi¢gbes climaticas mais extremas, bem como
caracterizados pela elevada produgao de AIA (GRAHAM, 1992; HUNGRIA et al.,
2000; LISOT, 2017). O excesso de temperatura ocorrido por dois dias no
experimento, pode ter afetado o desenvolvimento dos isolados, bactérias mais
sensiveis, reduzindo seu possivel potencial bioldgico. Os tratamentos CIAT899, e
os isolados em co-inoculagdo com a mesma, permaneceram nodulados e se
desenvolvendo adequadamente (Figura 7), demonstrando ainda, que nao houve

interferéncia competitiva e alelopatica entre os isolados e a bactéria padrao.



Figura 7. Diferencas de coloragao na parte foliar dos tratamentos.
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Fonte: Prépria (2019).

As plantas de feijoeiro inoculadas apenas com os isolados RBZ14 e RBZ15,
separadamente, e em co-inoculagédo (RBZ14 + RBZ15), bem como o tratamento
controle, demonstraram sintomas visuais de deficiéncia de N, apresentando
desenvolvimento insuficiente e folhas cloréticas, apesar de testes laboratoriais nao

terem sido realizados para confirmagao (EPAGRI, 2010). A utilizagdo dos isolados

separadamente ou associados (RBZ14+ RBZ15), apresentoram respostas

estatisticamente semelhantes ao tratamento testemunha, sem o uso de inoculagao.
Esses resultados demonstraram que os isolados ndo foram efetivos na promocéao
de crescimento vegetal. Assim como apresentado por Bastos (2016), que obteve
resultados inferiores com isolados de rizébios em comparagdo com tratamentos

nitrogenados e ndo recomendou o uso exclusivo de isolados de rizdbios.

22
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4.1.2 Efeito no sistema radicular.

Para o sistema radicular, observou-se também diferencas estatisticas entre
os tratamentos. Os tratamentos CIAT899 e RBZ15+CIAT899 tiveram destaque com
as melhores médias em relagdo a massa de raiz. Essa variavel pode ter relacao
com a produgao de AlA (PATTEN; GLICK, 2002). Considerado o fito horménio mais
importante entre as auxinas (MARCHIORO, 2005), funciona como uma importante
molécula sinal dentro das células dos vegetais, estimulando o crescimento radicular
pelo alongamento e diviséo celular e estimulando o aumento do numero de pelos
radiculares, conferindo a planta, melhor capacidade de absorgdao de nutrientes e
agua do solo (CERQUEIRA et al., 2015; YANG et al., 2009). Como demonstrados
por Lisot (2017) os isolados testados nesse experimento apresentaram producao

de AlA significativas, bem como a bactéria padréo.

Tabela 2. Efeito da inoculacédo em raizes de feijdo comum.

Tratamentos Massa Fresca de Raiz (g) Massa Seca de Raiz (g)

(MFR) (MSR)

Controle (T1) 1215 b 0.84 b
RBZ14 (T2) 11.68 b 0.70 b
RBZ15 (T3) 11.91b 0.68 b
CIAT899 (T4) 17.27 a 144 a
CIAT899+RBZ14 (T5) 12.85 b 0.99 b
CIAT899+RBZ15 (T6) 14.40 a 0.94 b
RBZ14+RBZ15 (T7) 11.83 b 0.70 b
CV (%) 23,67 40,23

*Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott knott a
5% de probabilidade.

O isolado RBZ15 em co-inoculagao com a CIAT 899 apresentou resultados
de MFR estatisticamente semelhantes ao da CIAT 899 solteira, ou seja, nao
interferiu no potencial de promoc¢ao de crescimento da estirpe CIAT 899. Apesar da
producdo de AIA realizada por ambos os isolados, como apresentado por Lisot

(2017), esses nao demonstraram resultados significativos na promocéo de
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crescimento de raiz, sendo classificados estatisticamente, no mesmo grupo do

tratamento controle, sem inoculacao.

4.2 AVALIACAO DA NODULACAO

A partir dos nédulos presentes em cada tratamento, pdde-se observar o
efeito simbidtico que os isolados tiveram com a cultura. Os tratamentos CIAT 899,
CIAT899+RBZ14 e CIAT899+RBZ15 apresentaram massas de nodulos
semelhantes estatisticamente (Figura 10). Ou seja, os isolados em co-inoculagao
nao afetaram o papel da estirpe padrdo CIAT 899, pois esses mantiveram os
resultados que a estirpe obteve sozinha. Entretanto, ndo estimularam aumento
como o esperado, possivelmente, devido ao periodo de temperatura alta a que

foram expostas.

Tabela 3. Massa de nddulos formados pela inoculagdo em feijao comum.

Massa de Nodulos Frescos Massa de Nodulos Secos

Tratamentos (g) (MNF) (g) (MNS)

Controle (T1) Ob Ob
RBZ14 (T2) 1.31b 0.16 b

RBZ15 (T3) 0b 0b
CIAT899 (T4) 4.69 a 0.57 a
CIAT899+RBZ14 (T5) 4.87 a 0.50 a
CIAT899+RBZ15 (T6) 447 a 0.47 a
RBZ14+RBZ15 (T7) 0.05 b 0.02 b
CV (%) 42,38 39,24

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott knott a
5% de probabilidade.

Os trés tratamentos T4, T5 e T6 apresentaram as maiores médias de
massas de ndédulos, como nas variaveis massas da parte aérea. Esse fato deve ser
considerado importante na promog¢ao do crescimento vegetal, visto que uma
nodulagéo eficiente é responsavel por grande parte do fornecimento de N a planta.
Essa afirmagao € confirmada por Meyer et al. (2015), quando testaram diversos
isolados de rizobios em comparativo a estirpe padrao CIAT899 e demonstraram

que os tratamentos que tiveram as maiores médias de massas da parte aérea,
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foram os mesmos materiais com resultados superiores em nodulagao. A nodulacao
eficiente apresenta nédulos grandes e com adequada quantidade de
leghemoglobina, fazendo com que os nédulos apresentem, internamente,

coloragdo rosa ou avermelhada, demonstrando a atividade na FBN (Figura 8).

99+RBZ15.

L

Figura 8. Nodulos viaveis do tratamento CIAT8

Fonte: Prépria (2019).

Os tratamentos Controle e RBZ15 ndo apresentaram formacgéo de nédulos,
sendo o primeiro justificado pela auséncia de inoculagdo, e o segundo,
possivelmente, por haver sido afetado pelo excesso de temperatura na casa-de-
vegetagdo. O isolado RBZ15, como apresentado por Lisot (2017), apresentou
formacao de nodulos em condigbes de casa-de-vegetacdo. Entretanto, o isolado
nao apresentou formag¢ao de nddulos, possivelmente, quando exposto ao excesso
de temperatura. Além dos resultados de Lisot (2017), o trabalho realizado por Aroni
et al. (2019) demonstrou que o isolado apresentou nodulagdo eficiente em
condigbes de campo.

A sobrevivéncia das células de rizobios inoculadas, sdo severamente
afetadas de acordo com a temperatura (VIEIRA et al., 2013). Estudos
demonstraram que a temperatura 6tima desses microrganismos esta entre 28 e
31°C. Entretanto, algumas estipes, apresentaram-se resistentes a temperaturas de
até 45°C (SOUZA, 2018). As estirpes ou isolados mais sensiveis podem perder sua
eficiéncia na nodulagdo ou até mesmo na quantificagdo de fixagdo bioldgica de

nitrogénio, pois sofrem uma séria alteracdo nos genes especificos de nodulagao
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(genes nod) presentes no plasmideo dos rizdbios do feijoeiro (SOUZA, 2018;
VIEIRA et al., 2013).

As formagdes nodulares sao eficientes por, aproximadamente, 15 a 20 dias
ap6s a emergéncia das plantas (VIEIRA et al., 2013). Apos esse periodo, a
capacidade de fixacao decresce acentuadamente, exigindo uma remobilizacdo do
N dos tecidos da planta. Sendo assim, a contribuicdo da fixacédo € util desde o inicio
do ciclo até o periodo de floragdo, momento em que a maioria dos nédulos perde
eficacia (EPAGRI, 1992; EPAGRI, 2010; VIEIRA et al., 2013).

4.3 TEOR DE NITROGENIO FOLIAR

Para o nitrogénio foliar, pode-se observar que as plantas que tiveram
inoculagdo com a estirpe CIAT 899 apresentaram maior teor de nitrogénio (Figura
9). Os resultados apresentaram diferengas significativas, variando de 6,6 g.kg™' até
29,7 g.kg™'. Segundo Dourado Neto e Fancelli (2000), os teores criticos de N na folha
do feijoeiro comum variam entre 20,0 a 30,0 g kg-'. O fornecimento de N é muito
importante para o crescimento das plantas, pois ele esta envolvido em diversos
processos fisioldgicos, tais como fotossintese, respiragdo, desenvolvimento e
atividade das raizes, absorgao idnica de outros nutrientes, diferenciacao celular e
genética (MARSCHNER, 2012; TAlZ; ZEIGER, 2013).
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Figura 9. Teor de N foliar.
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Grupos relativos a média de g.kg-1 do teor de N foliar dos tratamentos, sendo os que
apresentaram melhores médias seguidos da letra a.

O isolado RBZ15 pode ter sofrido alteragdes moleculares, que resultaram
na falha de eficiéncia, visto que esse nao apresentou formacao de nddulos,
resultando, também, no antagonismo em relagdo ao isolado da RBZ14. Os dois
isolados em co-inoculagdo apresentaram efeito antagbnico, possivelmente, por
algum processo de competicdo que acabou afetando a fixagdo de nitrogénio. Talvez
pelo fato de ambas serem nativas de solos da mesma regido, e por apresentarem
caracteristicas fisioldgicas semelhantes. Quando co-inoculados com a CIAT 899 nao
apresentaram efeito antagénico.

De acordo com os resultados apresentados pode-se constatar que a relagao
entre a efetiva nodulagdo ocasionada pela bactéria e os parametros de
desenvolvimento da planta estdo diretamente relacionados. Assim como
apresentado por Nascimento et al., (2010), que descreveram que para uma escolha
adequada do isolado, deve-se considerar, principalmente, a capacidade de
desenvolvimento saudavel da parte aérea da planta, pois esta representa,
principalmente, a capacidade simbiotica entre a cultivar e o isolado, o qual sera

grande responsavel pela efetividade na produgéo.
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5 CONCLUSAO

Com base nos dados apresentados, pode-se concluir que o isolado
CIAT899, demonstrou-se eficiente na promogao de crescimento da espécie vegetal
em estudo, mesmo em condi¢cdes adversas.

Os isolados RBZ14 e RBZ15 nao apresentaram resultados significativos na
promogao de crescimento vegetal. No entanto, devido ao excesso de temperatura
no periodo de realizacdo do experimento, possivelmente, houve inibigdo na agao

dos isolados, necessitando novos testes.
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ANEXO - Dados gerais do experimento
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Variaveis agrondbmicas em diferentes tratamentos de inoculagao em feijoeiro.

Massa Massa da
Massa Massa Mzsesa de I\I/:I’Z?_tsea Parte Nitrogénio
Tratamentos | de Raiz de Raiz N6dulos Noédulos Aérea da Aérea da Foliar
@) Seca (g) (@) Secos | pnta (g) | Planta (9’kg)
(9) Seca (9)

RBZ14 11.68 b 0.70 b 131b | 0.16b 764 Db 150 b 14.3 b
CIAT899 | 17.27 a 1.44 a 469 a 0.57 a 21.48 a 430 a 29.7 a
Controle 12.15 b 0.84 b Ob Ob 6.83 b 1.09 b 139 b
RBZ15 11.91b 0.68 b Ob Ob 476 b 0.86 b 97c
C:Qggff" 1285b | 099b | 487a | 050a | 17.08a 3.62 a 194 a
CIAT899+
RBZ15 14.40 a 0.94 b 4.47 a 0.47 a 15.95 a 3.29 a 259 a
RBBZQ;‘;R 11.83b | 070b | 005b | 0.02b | 421b 077 b 6.6C
CV (%) 23,67 40,23 42,38 39,24 34,26 30,78 59,30

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-knott a

5% de significancia.




