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RESUMO

Esse projeto teve como objetivo pesquisar a existéncia de estirpes de rizébios
nativos que promovam a antecipagdo da formacdo de nddulos capazes de fixar
o nitrogénio livre da atmosfera, e, com isso, reduzam a utilizagcdo de fertilizantes
nitrogenados na cultura de feijao. Para sua efetivacéo, o presente estudo foi dividido
em dois experimentos, ambos conduzidos no municipio de Lages, no Estado de
Santa Catarina, sob condi¢cbes distintas no que se referem aos fatores abioticos.
Os tratamentos testados foram resultantes da combinacdo de 6 (seis) niveis
do fator inoculagdo e 7 (sete) niveis do fator genoétipo de feijoeiro, previamente
avaliados quanto a diversidade genética do banco de Germoplasma do Centro
de Ciéncias Agroveterinarias, e uma estirpe comercial recomendada, obtendo-se
um controle sem a aplicacdo de nitrogénio e um controle com aplicagéo desse
nutriente, perfazendo um total de 42 tratamentos. Foi realizada a avaliacdo de
diversos aspectos, tais como nimero de nddulos, massa seca de noédulos, massa
seca da parte aérea e teor de nitrogénio. Os resultados foram submetidos a analise
de variancia, onde constatou-se diferenca significativa de alguns tratamentos com
relacdo a Massa Seca da Parte Aérea (MSPA), provavelmente pela especificidade
da planta hospedeira com a estirpe. Algumas estirpes combinadas com genétipos
tendem a formar nédulos precocemente, aumentando o tempo de fixacdo de N. O
numero de nédulos néo influenciou na MSPA. A nodulagéo das plantas de feijoeiro,
que ndo foram inoculadas nem receberam aplicagdo de N mineral (testemunha
absoluta) foi semelhante a dos demais tratamentos no segundo experimento,
evidenciando a existéncia de elevada populag¢éo nativa de rizdbios simbiontes na
cultura do feijoeiro. Ainda, observou-se que a bactéria B2 teve uma maior influéncia
em relagcdo as outras bactérias testadas.

Palavras-chave: Fixacdo Biolégica de Nitrogénio. Phaseolus vulgaris L.
Antecipacéo de Nodulagéo.



ABSTRACT

The objective of this project was to investigate the existence of native rhizobia
strains that promote the anticipation of the formation of nodules capable of fixing the
available nitrogen from the atmosphere, and thereby reduce the use of nitrogenous
fertilizers in bean crops. In order to accomplish the objective of the present study, this
one was divided into two experiments, both in the Lages city, Santa Catarina State,
under different abiotic conditions. The treatments consisted of the combination of
six levels of factor inoculation within seven levels of factor bean genotype (a total of
42 treatments). Six of the seven rhizobia strains tested were previously evaluated as
to genetic diversity from Germplasm bank of the Agronomy and Veterinary Science
Center, the seventh is a recommended commercial strain. Among the treatments,
there is a control without the use of nitrogen, and a control with application of this
nutrient. It was performed the evaluation of various aspects, such as number of
nodules, nodules dry weight, shoot dry weight and nitrogen content. The results
were submitted to analysis of variance. Significant difference was found a few
treatments with regard to shoot dry weight (SDW), probably due to the specificity
of interaction between the host plant and the rhizobia strain. Some strains with
genotypes combinations tend to form nodules earlier, increasing the nitrogen fixing
time. The number of nodules had no effect on SDW. The nodulation of bean plants,
which were not inoculated or received mineral N application (absolute control)
was similar to the other treatments in one of both experiment carried, showing the
existence of high native population of bean rhizobia symbionts. Furthermore, it
was observed that the bacteria B2 had a greater influence comparing to the others
bacteria tested.

Keywords: Biological Nitrogen Fixation. Phaseolus vulgaris L. Nodulation
Anticipation.
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INTRODUCAO

Diante do cenario nacional atual de produgcdo de feijao, nos deparamos com
muitas dificuldades apresentadas pelos agricultores, principalmente com relacdo ao nivel
tecnologico empregado, fazendo a diferenca na produtividade alcancada. O Brasil ocupa
a terceira posicéo na producédo mundial de feijéo, atras do Myanmar e da india. (EPAGRI/
CEPA, 2014). Alternativas que possam aumentar a produtividade de forma sustentavel
devem ser preconizadas, tais como a reducd@o do uso de fertilizantes nitrogenados pela
adocéao da fixagao biologica de nitrogénio. (PERES, 2014).

O crescimento no consumo, cerca de 1,22% ao ano, no periodo 2009/2010 a
2019/2020, passando de 3,7 milhdes de toneladas para 4,31 milhdes de toneladas. As
projecbes indicam também a possibilidade de importagdo de feijdo nos préximos anos.
Porém, a taxa equivaleria a 161,3 mil toneladas em 2019/2020, quantidade pouco
expressiva. (MAPA, 2015).

O uso de insumos sintéticos esgotam nossos recursos naturais que na maioria
das vezes ndo sdo renovaveis, como é o caso de alguns fertilizantes e as fontes de
petroleo. Além disso, muitos desses insumos contaminam nossas aguas impossibilitando
seu consumo. Em virtude disso, temos a responsabilidade de criar novas ferramentas ou
aprimorar as ja existentes no campo da biotecnologia, para enfrentar limites encontrados
na producéo de alimentos.

A tecnologia de inoculagdo com bactérias fixadoras de N € uma técnica promissora,
porém muito pouco utilizada no feijoeiro, em relagdo a soja. Comparando-se com as
produtividades de milho, arroz e soja, constata-se que a cultura do feijao possui o0 menor
rendimento por unidade de area (CRUSCIOLI, 2003).

Entre os principais fatores limitantes da produtividade da cultura do feijoeiro no Pais,
destacam-se aqueles relacionados ao baixo nivel técnico empregado pelos produtores e
ao cultivo do feijoeiro em solos de baixa fertilidade, especialmente pobres em Nitrogénio
(CABALLERO et al., 1985). Por outro lado, estudos mostram que é possivel que essa
cultura se beneficiar, em condigbes de campo, do processo de fixagdo bioldgica de N,
podendo alcancar produtividade acima de 2.500 kg ha' (HUNGRIA et al., 2000).

As bactérias promotoras de crescimento (ou PGPB-Plant Grownt Promoting Bacteria),
formam um grupo benéfico e heterogéneo de microrganismos que podem ser encontrados
na rizosfera, superficie de raizes ou em associagdo com as mesmas. (PONTES,2014). As
PGPB, sédo capazes de fixar nutrientes como Nitrogénio (JUNIOR et. al, 2015).

O ciclo do feijao em geral é muito curto em relagdo a outras culturas. Segundo
VARGAS et al., (1982), o inicio da nodulagéo no feijdo comum ocorre aos sete dias apos
a emergéncia e, na soja, ocorre na segunda semana ap6s o plantio. Entdo qualquer
antecipacgéo, por mais breve que seja de nodulagéo e fixagdo de N pela planta, aumentara
a eficiéncia do processo, podendo resultar em maior acumulo de nitrogénio na planta e
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consequentemente maior produtividade com menor necessidade de uso de fertilizantes
quimicos.

1.1 HIPOTESES

- Existem genotipos nativos de rizdbios nodulantes no feijoeiro e genétipos crioulos
de feijdo que, combinados, podem promover a antecipagéo de nodulacao;

- A antecipacao de nodulagéo pode representar ganhos no acimulo de N no feijoeiro
pela fixagcao de Nitrogénio.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da interacdo de diferentes gendtipos de bactérias diazotréficas
nodulantes, em acessos crioulos e comerciais de feijoeiro, com relagdo a precocidade de
nodulagdo e acumulo de N na planta.

1.2.2 Objetivos Especificos

-Avaliar a capacidade de estirpes nativas em antecipar a nodulagao no feijoeiro;

-Avaliar a capacidade de genotipos crioulos de feijoeiro em antecipar a nodulagéo;

-Avaliar a eficiéncia de fixacdo de N de estirpes nativas de rizébios e gendtipos
crioulos de feijoeiro.

Introducao
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CULTURA DO FEIJOEIRO

Cultivado por pequenos e grandes produtores, em diversificados sistemas de
producéo e em todas as regides brasileiras, a cultura do feijoeiro comum reveste-se de
grande importancia econdmica e social para o Brasil (EMBRAPA, 2003).

Embora tenha ocorrido uma reducéo no consumo nos Ultimos anos, o feijao comum
(Phaseolus vulgaris L.) ainda é um importante alimento na dieta da populacao brasileira,
sendo considerado a base da alimentag¢do nacional junto com o arroz.

Porém o feijao ocupava o terceiro lugar entre os alimentos mais consumidos e
totalizava 11,2% das quilocalorias ingeridas por dia no Brasil em 1996, (SOARES, 1996),
mas houve alteragdo nesse quadro para o Brasil nos anos seguintes, porém ainda assim,
continua a ter grande valor como fonte proteica na alimentacéo do brasileiro. Possui uma
composicao quimica que torna o seu consumo benéfico sob o ponto de vista nutricional,
possuindo também compostos fendlicos que podem reduzir a incidéncia de doengas
(DINELLI et al., 2006; BENINGER e HOSFIELD, 2003).

Como é uma fonte basica de proteina e carboidratos para grande parcela da
populacgéo brasileira e tem producao oriunda em grande parte da agricultura familiar (65%),
a cultura do feijao tem forte apelo social e econdmico, com interesse exclusivamente no
mercado interno, ja que o Brasil € o maior produtor e consumidor desta leguminosa no
mundo (EPAGRI, 2012).

Considerando a diversidade fisiogréafica do Pais e a adaptacao do feijoeiro a diversas
condigcbes de solo e clima, é possivel explorar a cultura praticamente em todo o pais. Mas
tendo em vista essa variedade climatica e a fertilidade diferente dos solos brasileiros, a
dificuldade de se obter tecnologias que se adaptem em todos os ambientes é grande.

Os produtores mais capitalizados adotam o uso de tecnologia avancada
comercializando grandes quantidades, e obtendo melhores precos, o que os torna menos
sujeitos a ac¢ao de intermediarios e especuladores. (FUSCALDI & PRADO, 2005). Em 2013
Santa Catarina foi destaque na producao de feijao, com volume anual de 101,340 t somente
na primeira safra, ficando apenas atras do estado de Sao Paulo. (IBGE, 2013). E na safra
2014/2015 teve um rendimento médio de 3,546 Kg/ha, porém com produtividade abaixo da
safra de 2013/2014. (EPAGRI, 2015).

No entanto, grande parte da producgéo brasileira esta ligada a pequenas e médias
propriedades, em geral, produtores que utilizam mao de obra familiar com baixo nivel
tecnoldgico, sendo estes responsaveis por grande parte da produgédo nacional, mas com
menores produtividades. (EMBRAPA, 2012). O alto custo dos fertilizantes limita o uso
desses recursos por esses agricultores, ja que o feijao é uma planta com alta exigéncia
nutricional como o nitrogénio. No entanto o feijao preto tem uma participagcéo de 76,2% da
agricultura familiar (CONAB, 2013).

Reviséo Bibliogréafica



No Brasil, ha um enorme contraste nos sistemas de producgéo utilizados para o
cultivo do feijao. De uma lado esta o agricultor familiar, que nao utilizam praticas adequadas
de cultivo e reutilizam os gréos colhidos como sementes por varias geragoes. No extremo
oposto, estao produtores rurais que cultivam o feijoeiro em grandes areas sob irrigacéo e
adotam todas as tecnologias disponiveis (MESQUITA, 2005).

Para ORTEGA (2002), a modernizagédo a qual foi submetida a agropecuaria brasileira
se deu de forma parcial deixando de fora amplos segmentos dos agricultores, principalmente
os familiares. Na Ultima década essa realidade mudou em termos de mecanizacao, mas o
uso de tecnologias como a inoculacao do feijoeiro com rizébio andou em sentido contrario,
provavelmente porque falta a canalizacdo de esforcos da pesquisa e extenséo no sentido
de mostrar a importancia do seu uso. Desse modo, faz-se necessario novos estudos e
ferramentas de manejos que possibilitem aumentar as vantagens ao sistema produtivo
dessa cultura, como também aperfeicoar a selecdo de cultivares adaptadas as condigbes
diversas de forma a otimizar os recursos existentes e alcancar rendimento e renda

satisfatérios para o produtor.

2.2 IMPORTANCIA DO NITROGENIO PARA AS PLANTAS

Nutriente de importancia fundamental para todos os seres vivos, o nitrogénio (N)
pode ser tdo limitante quanto a 4gua para o crescimento e a produtividade das culturas.
Empregado em grandes quantidades na agricultura moderna na forma de fertilizantes
quimicos sintéticos, e para a maior parte das culturas representa o nutriente de custo
mais elevado. E o quarto elemento mais abundante nas plantas, sendo superado apenas
pelo carbono, oxigénio e hidrogénio. E constituinte essencial de aminoacidos, proteinas
e bases nitrogenadas, &cidos nucleicos, horménios e clorofila entre outras moléculas.
(FIGUEIREDO, 2008).

Na natureza o principal repositério de nitrogénio é a atmosfera. Embora parte (78%)
da composicdo da atmosfera terrestre seja representada pelo nitrogénio na forma de
gas Nitrogénio (N,), esse imenso compartimento néo esta disponivel para a maioria dos
vegetais (FIGUEIREDO, 2008).

A excecao se deve a alguns microrganismos capazes de assimilarem o nitrogénio
atmosférico que se apresenta na forma gasosa, para formas combinadas, ja que a forma
atmosférica ndo esté disponivel de forma simples as plantas (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006).

Além do alto custo econémico, o uso de fertilizantes nitrogenados em solos
tropicais tem ainda um custo ambiental adicional. Considera-se que as perdas de adubos
nitrogenados aplicados estdo em torno de 50% sendo ocasionadas principalmente por
lixiviagdo, na forma de nitrato e escorrimento superficial provocado pela agua das chuvas
ou irrigacédo ( PELEGRIN et al., 2002), e quando transferido de um ecossistema para outro
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pode tornar-se um poluente (GROFFMAN, 2000).

2.3 FIXAGAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

A maior parte do nitrogénio, cerca de 94 %, esta imobilizado na crosta terrestre;
quase todo o restante esta na atmosfera, indisponivel para a maior parte dos organismos
vivos. Apenas os microrganismos capazes de sintetizar a enzima nitrogenases podem
transformar o nitrogénio atmosférico (N2) em NH3, forma nitrogenada prontamente
assimilavel para as plantas e outros organismos. A esse processo, da-se o nome de fixagdo
biologica de nitrogénio (FBN). (EMBRAPA, 2015).

As bactérias conhecidas como rizdbios tém a capacidade de induzir a formagéo de
nédulos e fixar o N,em raizes e caules de leguminosas e possuem papel importante na
agricultura sustentavel (FREITAS, 2007).

Géneros de bactérias fixadoras de N como: Rhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium,
apresentam alta diversidade morfoldgica, fisiologica, genética e filogenética. Varias espécies
novas de Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium e Sinorhizobium, vém
sendo descritas nos Ultimos anos, além da descoberta de outros géneros de bactérias
como: Methylobacterium, (Sy et al.,2001); Burkholderia, (Moulin et al., 2001) entre outras
(BARBIERI, 2007).

O processo de fixacdo biolégica de nitrogénio induzido tem a capacidade de
complementar ou até mesmo substituir a adubacgéo nitrogenada auxiliando no aumento
da producéo e consequentemente reducéo dos custos produtivos, diminuindo os impactos
ambientais, melhorando a qualidade do solo contribuindo para a sustentabilidade, ja que
toneladas de fertilizantes nitrogenados deixardo de ser produzidos.

Muitos contestam a baixa produtividade vinculada ao fendmeno de associagao
mutualistica entre leguminosas e estirpes bacterianas, mas com estudos direcionados
bem especificos para cada caso, ha grande possibilidade de um 6timo aproveitamento
dessas ferramentas naturais. Entretanto, essas tecnologias sdo muito dificeis de serem
compreendidas, pois afinal, s&o microrganismos, seres vivos que tem suas preferéncias e
se adaptam diferencialmente a determinados microambientes, temperatura, acidez entre
outros.

Durante as diferentes etapas da simbiose entre leguminosas e rizobios, diversos
genes de plantas codificam proteinas chamadas nodulinas, que séo classificadas em
precoces e tardias. (VERMA et al.,1992). A expressao das nodulinas tardias, que participam
da troca metabdlica entre a planta e o microssimbionte coincide com o inicio da fixacéo
de nitrogénio, que é acionada pela nitrogenase expressa no rizébio (Schroder et al.,
1997). Entretanto, o suprimento de N através da adubacdo mineral afeta o processo de
FBN em leguminosas, uma vez que as plantas podem absorver diretamente o N presente
no solo (OLIVEIRA et al., 2004). Por outro lado, o processo pode ocorrer com eficiéncia
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em condi¢cbes de baixa disponibilidade de N no solo (FRANCO & NEVES, 1992), e ha
recomendacdes de uso de pequenas doses de N aplicadas na semeadura (HUNGRIA
et al., 1994) em situagbes particulares, que pode melhorar o crescimento das plantas e
apresentar um efeito sinergistico sobre a nodulacao (TSAI et al., 1993).

Quanto a precocidade de nodulacéo, esta pode nao ser eficiente do ponto de vista
funcional. Aiinoculacédo do feijao-caupi com estirpes eficientes nado resulta necessariamente
em aumento de rendimento. Uma das razdes para o fracasso da inoculagéo, é que existem
diferencas na especificidade simbiética entre cultivares de feijdo-caupi e estirpes de
Bradyrhizobium (XAVIER et al., 2006). Ainda ha o fator de que na grande maioria das
vezes as estirpes inoculadas encontram dificuldade na competicdo com a populagéo nativa,
por sitios de nodulagédo das raizes. Nos solos brasileiros pode ser constatada populagédo
nativa de Rhizobium com grande habilidade em nodular o feijoeiro, contudo com reduzida
eficiéncia quanto a FBN (EMBRAPA 2012).

Existe um consenso geral de que o gendtipo da planta é um fator chave para obtencéo
dos beneficios propiciados por bactérias diazotroficas endofiticas (REIS et al., 2000).
MIRANDA et al., (1990), utilizando 24 genétipos de Panicum maximum, demonstraram que
as plantas diferiam quanto a capacidade de obter N pela fixagédo biolégica, provavelmente,
devido a diferengas dos genétipos na capacidade de associagdo com bactérias diazotréficas.
(BHATTARAI & HESS 1998).

A tecnologia de inoculacdo de sementes de feijado é quase que totalmente
desconhecida pelos produtores e néo é utilizada na maioria, e a maior parte dos trabalhos
de selegdo de estirpes é voltada para o mercado da soja. (MOREIRA e SIQUEIRA, 2008).
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MATERIAL E METODQOS

A pesquisa foi conduzida em Lages, Santa Catarina. O municipio apresenta uma
latitude de 27° 48’ 58” S e uma longitude é de 50° 19’ 34” W, com altitude aproximada de
935 m acima do nivel do mar e com indice pluviométrico anual por volta de 1.700 mm
(SANTA CATARINA, 1986). A temperatura média anual varia de 13,8°C e 15,8°C (EPAGRI,
1998). Segundo a classificagcéo climatica de Képpen-Geiger o clima da regido é do tipo Cfb
(KOTTEK et al, 2006), que apresenta clima temperado Umido, sem uma estacdo de secas
e com verdes quentes.

O projeto constou de dois experimentos. O primeiro em camara de crescimento e o
segundo em casa de vegetagdo, como no seguinte exposto.

3.1 EXPERIMENTO 1

O experimento foi conduzido na cadmara de crescimento da EPAGRI-Lages, com
controle de temperatura na faixa de 25°C e iluminacgéo artificial, e foi desenvolvido em
substrato esterilizado.

O trabalho iniciou pela escolha de 5 genétipos de feijoeiro crioulo comum do Banco
Ativo de Germoplasma de Feijao do CAV (BAF), e duas variedades comerciais, num total
7 genotipos de feijoeiro com ciclos contrastantes de 70 a 90 dias conforme tabela 01. O
proposito foi estudar a relagao simbidtica entre bactérias nativas fixadoras de N atmosférico,
no que diz respeito a antecipagdo de nodulagéo e eficiéncia simbibdtica, avaliando o efeito
da interag@o de diferentes genotipos de bactérias diazotroficas com acessos crioulos e
comerciais de feijoeiro, com relagédo a precocidade de nodulagéo e acimulo de N na planta,
em condi¢des axénicas.

As estirpes bacterianas utilizadas foram coletadas na regido de Urupema (Figura
01), por se tratar de um local sem histérico de inoculagéo, j& que o proprietario afirma
que nunca houve processo de tratamento de sementes |4 cultivadas. O local de coleta
situa-se na area rural deste municipio com latitude 27° 54’ S e longitude 49° 47°'W com
clima subtropical de altitude, e temperatura média anual em torno de 12.5°C. (IBGE 2002).
Segundo a Kdppen e Geiger o clima é classificado como Cfb. A temperatura média anual
em Urupema é 14.1 °C. A média anual de pluviosidade é de 1634 mm.
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Figura 1. Area localizada na zona rural da cidade de Urupema, onde foram coletados os nédulos para
isolamento.

Fonte: Fundagéo Grupo Boticario. Urupema, 2013.

Foram selecionados dez nédulos coletados das raizes de feijoeiro desta area. Todos
colhidos de forma aleatoria de forma a nao ter indicios ou indugbes que puderam levar a
ser selecionados n6dulos melhores e maiores, pois a pequena plantagédo desta propriedade
€ de érea rural e o solo tratado com adubo orgénico sem muitas melhorias, mantendo
as caracteristicas naturais do terreno. Isso contribui para eliminar erros posteriores que
possam afetar a escolha das culturas ja que todas as bactérias colhidas sao nativas. Esses
nédulos foram submetidos a um processo de desinfecgédo, onde foram mergulhados em
alcool 70% (1min.) e hipoclorito de sédio (2,5%) (5min), seguida de cinco lavagens com
agua destilada e esterilizada. Esse processo minimiza ao maximo a eventualidade de
cultivarmos uma bactéria que esteja fora do nédulo e ndo no seu interior. Isso causaria um
falso resultado, pois nem sempre a bactéria n interior do nédulo € a mesma do seu lado

externo.

*BAF  Origem da colecao Nome Comum Ciclo Cor

44 Capéo Alto (SC) Vagem Branca 90 Preto
112 IAPAR (PR) IPR-88 Uirapurd 75 Preto
102 Goiania CNPAF (GO) México 309 70 Preto
36 Séo José do Cerrito (SC) Rasga 85 Preto
50 Lebon Régis (SC) Carioca Brilhante 85 Carioca
121 IAPAR (PR) IAPAR 81 75 Carioca
55 Cunha Pora (SC) Preto 80 Preto

Tabela 1. Genétipos evariedades de feijoeiro.(Phaseolus vulgarisL.) selecionadas para o experimento,
fornecidas pelo banco de sementes do CAV, indicando a origem,e as caracteristicas culturais.

*BAF= Numero da colegdo no banco de Germoplasma do CAV-UDESC, Santa Catarina, Brasil.

BAFs: 112 = Uirapuru e 121 lapar; 81, sdo cultivares comerciais.
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A camara de crescimento onde o experimento foi conduzido é isolada, com
temperatura, e umidade constantes, além da iluminacéo artificial com lampadas de vapor
de sodio e fluorescentes, simulando o foto-periodo natural, com incidéncia de luz por doze
horas e fase escura, doze horas.

Os recipientes para o plantio foram copos plasticos descartaveis novos, de 500 mL,
previamente sanitizados com alcool.

O substrato utilizado constituiu-se de areia média lavada para a remogao do
excesso de impurezas, adicionada com 20% de vermiculita expandida, sendo esse material
esterilizado em autoclave por 60 minutos a temperatura de 121C°.

A desinfec¢do das sementes antes do plantio foi feita mergulhando as mesmas em
alcool 70% (1min.) e hipoclorito de sédio (2,5%) (5min), seguida de cinco lavagens com
agua esterilizada para a remoc¢éao de possiveis residuos da limpeza das sementes.

As bactérias selecionadas para o experimento foram colocadas para crescer em
meio levedura manitol, por trés dias em incubadora orbital, com controle de temperatura,
até formar uma solucgéo turva, indicativo visual de um bom crescimento bacteriano. Feito
isso, esse caldo foi inoculado em meio YMA (VINCENT, 1970), e feito o isolamento e
obtencéo de culturas puras de bactérias em meio. As estirpes foram caracterizadas quanto
a producgéo de muco, transparéncia, cor, tamanho, borda, elevacéo e crescimento, aos trés
e cinco dias de crescimento (VINCENT, 1970). Também foi observada, a partir do quinto
dia de crescimento, a acidificacdo ou alcalinizagédo do meio YMA modificado, que continha
o indicador de pH azul de bromotimol (VINCENT, 1970), e Vermelho Congo em placas de
Petry, e colocados na BOD para crescimento com temperatura de 28°C.

Depois de isoladas as col6nias, procedeu-se a descricdo das mesmas, baseando-se
nas seguintes caracteristicas: taxa de crescimento, medida pelo tempo de aparecimento
de colbnias isoladas (rapido: 2 a 3 dias; intermediario: 4 a 5 dias; lento: 6 a 10); diametro
médio das coldnias isoladas (< Tmm, 1 a 2 mm e > 2 mm); modificacdo do pH do meio, em
meio de cultura azul de bromotimol, producdao de goma (baixa, média e alta) e coloracao
das colbnias (SOARES et al., 2006)

Como existem estirpes de crescimento rapido e de crescimento lento, observou-se
a formacgéo de colbnias dia a dia, para a definicdo suas caracteristicas morfofisiolégicas.
A partir destas caracteristicas foram escolhidas as estirpes que mais se desenvolveram
e assumiram caracteristicas que pudessem levar a producdo de um inoculante para
o0 experimento. Na tabela abaixo, estdo ordenadas as bactérias que fizeram parte da
producao de placas de Petry, e que ap0s essa produ¢édo, com base em suas caracteristicas,
foram selecionadas trés que foram , devidamente identificadas e armazenadas em local
refrigerado para posterior multiplicagdo em forma de inoculante liquido, e o restante
descartado como mostra a tabela 2.
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Céd Forma Transpar. Elevacz. Dm  Taxa.cresc. Borda pH* Goma

B1 P T Cx 1 R L N +
B3 P T Cx 2 R L A +
B5 C (e} Cx 2 R L A ++
B6 C (0] Cx 5 R L A ++
B7 C O Cx 3 R L A ++
B8 C T Cx 3 R L A ++
B9 C (0] Cx 3 R | B ++
B10 C T Cx 2 R L N ++

Tabela 2. Caracteristicas morfofisiologicas dos Isolados bacterianos nodulantes em feijoeiro
selecionados a partir de plantas isca de feijao.

B* Simbolo dado ao nddulo do feijao selecionado aleatoriamente.
**pH Corante azul bromotimol

F-Forma C-Circular P-Puntiforme I-Irregular, Tr-Transparéncia O-Opaca T-Translucida E-Elevagao Cc

Concava Cx-Convexa Cn-Conica A-Achatada Dm -Didmetro médio das colénias em mm. TX-Taxa

de crescimento R-Rapido (até trés dias) L-Lento (de trés a sete dias). B-Borda L-Lisa I- Irregular. pH-

Alteracdo do pH A-Acido B-Basico,N-Neutro, com 3 e 7 dias. M-Produgdo de goma M+ -No produz

fio M++ -Produz pouco fio M+++ Produz muita goma M++++-Produz fio muito abundante a ponto de
escorrer na placa.

Das dez estirpes colocadas para crescimento, foram selecionadas trés, por chamar
a atencéo para caracteristicas de Rizhobium, pois estas sao fixadoras de nitrogénio em
leguminosas. As estirpes sofreram processos de selegdo segundo (FARIA, 2003).

Foram observadas forma, transparéncia, elevagédo da coldnia, tamanho da coldnia,
producdo de muco, opacidade, tempo de crescimento. As estirpes selecionadas foram
nomeadas provisoriamente de B1, B2 e B3.Uma quarta estirpe de origem comercial
Rizhobium tropici, foi incluida no experimento para possivel comparacdo com as nativas
e controles. Foram incluidos um controle absoluto, e outro controle sem inoculagdo e
com adicao de N. Todas essas 6 variantes foram atribuidas (inoculadas ou ndo) ha sete
variedades de feijoeiro citadas anteriormente totalizando 42 tratamentos. O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, e os tratamentos testados sé@o
resultantes da combinacédo de 6 niveis do fator inoculagcdo e 7 niveis do fator gendtipo
de feijoeiro, perfazendo um total de 42 tratamentos, com 16 repeticdes, totalizando 672
unidades amostrais.

O inoculante sélido turfoso utilizado contém a estirpe comercial Rhizobium tropici,
estirpe SEMIA 4080, com garantia de concentragdo de 2x10°ufc/g™ Em seguida foram
colocadas duas sementes em cada vaso, e inoculado 1mL do produto por semente. Aos
trés (dias apds a emergéncia, DAE), foi realizado o desbaste deixando-se uma planta por
vaso. As plantas permaneceram na camara de crescimento e foram regadas diariamente
com 4gua destilada e autoclavada, tomando cuidado para que todos os vasos recebessem
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a mesma quantidade de 4gua, e uma vez por semana, regadas com solugéo nutritiva livre
de N (SOMASERAGAN & HOBEN,1985).

Aos 5 DAE foi iniciada a retirada das plantas,uma por tratamento, verificando-se a
existéncia ou auséncia de nodulos radiculares. As Ultimas seis repeticdes foram colhidas
apos 35 dias e armazenadas para efetuar as anélises como: Massa seca de nodulos, (MSN)
namero de nédulos, (NN) massa seca da parte aérea, (MSPA) teor de nitrogénio acumulado
(N Total) e célculo da eficiéncia simbiotica relativa. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia, e o programa utilizado foi o Statisoft Statistic v7.2011.

F y .

Figura 2. Vasos esterilizados, instalados com substrato (areia+vermiculita) autoclavados, prontos para
a semeadura.

Fonte: O proprio autor. Lages, 2014.

Figura 3. Imagem do experimento 1 ja implantado com alguns dias de emergéncia com iluminagao
artificial e fatores climaticos controlados.

Fonte: O proéprio autor. Lages, 2014.

No quinto dia ap6s a emergéncia de 50% +1 das plantas, iniciou-se o processo de
colheita das amostras para a verificagdo da presencga ou auséncia de nodulos, e se positivo,
verificando sua colorag@o que indica possivel presenca de leghemoglobina, indicativo de
fixacdo de N. Esse processo foi inteiramente visual com a ajuda de lupa quando necessario.
Apos feita a leitura, essa amostras foram descartadas. Esse processo se repetiu dia apds
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dia até restarem as Ultimas seis amostras que foram utilizadas para as analises fisico
quimicas mencionadas anteriormente. A parte aérea foi acondicionada em sacos de papel
e seca em estufa com temperatura de 60 °C, até peso constante, para determinagcéao
da MSPA, massa seca da parte aérea, e acumulo de N total. As raizes foram lavadas
e armazenadas em sacos plasticos e congeladas para posterior contagem de noédulos.
Quanto a avaliagdo, os mesmos foram retirados e secos em estufa para determinagéo da
massa seca de nédulos (MSN).

As variaveis das andlises fisicas correspondem a contagem dos nodulos de cada
raiz, das seis repeticdes que restaram no final do experimento, ou seja, nimero de nédulos
por planta (NNP), massa seca de nddulos por planta (MSNP), e também a massa seca da
parte aérea (MSPA). A metodologia utilizada para a determinacdo do nitrogénio total foi
Kjeldahl (MALAVOLTA et al., 1989).

3.2 EXPERIMENTO 2

Um segundo experimento foi instalado, com o objetivo de avaliar o efeito da interagao
de diferentes genoétipos de bactérias diazotroficas nodulantes, em acessos crioulos e
comerciais de feijoeiro, com relagéo a precocidade de nodulagéo e acimulo de N na planta,
em condi¢des de solo natural.

O experimento 2 foi realizado no Campus da UDESC, Lages, no més de janeiro
de 2015, em casa de vegetacéo, onde foi utilizado um solo coletado do préprio Campus
descrito por (PERTILE 2011), como sendo um Cambissolo Himico alitico (EMBRAPA
2006). O experimento foi conduzido em vasos com solo peneirado e misturado com 30%
de areia media, num total de 3Kg de substrato, e pH corrigido com um grama de calcério
Filler e com um grama de superfosfato triplo e dois gramas de cloreto de potassio por
vaso, obedecendo as recomendacdes de adubacdo. Foram instalados novamente os
42 tratamentos com dez repeticdes cada, sendo as sete primeiras para verificagdo da
presenca de nbdulos, e as trés ultimas colhidas apés trinta e cinco dias para avaliagéo de
numero de nodulos por planta (NNP), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca
de nddulos (MSN), e nitrogénio total absorvido (NT) e eficiéncia simbidtica. O processo
de amostragem e avaliacdes, segue 0s mesmos procedimentos do primeiro experimento.
Nesse experimento o solo nédo foi esterilizado mantendo suas caracteristicas biolégicas
intactas. Foi utilizado um sistema de irrigag@o automatico que manteve o solo devidamente
umedecido durante todo o experimento. Possiveis pragas foram controladas por catacéo,
néo sendo utilizado nenhum tipo de herbicida, inseticida ou fungicida.
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Figura 04. Experimento 2 instalado com 25 dias. Tratamentos separados por cores, para melhor
identificacéo.

Fonte: O proprio autor. Lages, 2015.
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RESULTADO E DISCUSSOES

4.1 EXPERIMENTO 1

Dentre as bactérias isoladas de nédulos radiculares de feijoeiro testadas, foram
escolhidas trés, com caracteristicas contrastantes para avaliar a formagédo de nédulos e

fixacdo biolégica de nitrogénio.

Bactéria Forma Ttransp. Elevacdo Diametro Taxa Cresc. borda pH Goma

B1 C T Cx 2 R L N ++
B2 C (0] Cx 3 R | B ++
B3 C T Cx 3 R L A ++

Tabela 3. Caracteristicas morfofisiol6gicas dos Isolados bacterianos nodulantes em feijoeiro
selecionados a partir de plantas iscas de feijao.

B* Identificagédo da estirpe bacteriana selecionada para o experimento. **pH Corante azul bromotimol

Legenda: F-Forma C-Circular P-Puntiforme I-Irregular, Tr-Transparéncia O-Opaca T-Translucida

E-Elevacao Cc Cdncava Cx-Convexa Cn-Cénica A-Achatada Dm -Diametro médio das colénias em

mm. TX-Taxa de crescimento R-Rapido (até trés dias) L-Lento (de trés a sete dias). B-Borda L-Lisa

I- Irregular. pH- Alteracdo do pH A-Acido B-Basico, N-Neutro, com 3 e 7 dias. M-Producdo de Goma

M+-N&o produz fio M++-Produz pouco fio M+++ Produz muito muco M++++-Produz fio muito abundante
a ponto de escorrer na placa.

No experimento 1 com areia e vermiculita, e condicbes ambientais controladas,
todos os tratamentos que passaram pelo processo de inoculacdo nodularam, sendo que
apos o 5° DAE 60,61% das amostras diarias continham nédulos, apés o quinto dia em que
50%+1 das amostras haviam emergido. Isso significa que 11 dias ap6s a semeadura os
tratamentos :B2(G2), B2(G5) e B2(G6) continham nddulos com sinais de leghemoglobina.
Algumas plantas tiveram noédulos ja bem evidentes, enquanto alguns tratamentos
apresentaram nodulos de 1 a 2 mm de didametro e com coloragéo branca semelhante a
raiz, enquanto que os genoétipos inoculados com a bactéria B2 tiveram mais eficacia com
relacéo a fixacdo a partir do quinto dia, corroborando com a massa seca e numero de
nédulos. O genotipo (G5), Carioca Brilhante, com ciclo de 85 dias e (G6) IAPAR 81 com
75 dias levaram vantagem em relagéo aos outros, provavelmente devido a especificidade
entre 0 macro e micro simbionte. Vale ressaltar que neste experimento ndo houve
competicdo por recursos e sitios de fixacdo, pois o substrato foi esterilizado ndo havendo
estirpes nativas. Segundo HUNGRIA (et al., 1994), o conhecimento do inicio da nodulagéo
e, consequentemente, da FBN torna-se importante, pois, ap6s a inoculagéo e o inicio da
FBN, pode ocorrer deficiéncia de N devido a falta de sincroniza¢do entre o esgotamento
das reservas de N dos cotilédones e o inicio da nodulagéo.
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TRATAMENTO

Dias apos emergéncia das plantulas

6

7

8

9

10

B1 G1

B1 G2

B1G3

+leg

B1 G4

+leg

B1 G5

+leg

B1 G6

+leg

B1 G7

+leg

B2 G1

B2 G2

B2 G3

B2 G4

+leg

B2 G5

+leg

B2 G6

B2 G7

B3 G1

+leg

B3 G2

+leg

B3 G3

B3 G4

+leg

B3 G5

+leg

B3 G6

B3 G7

+leg

BC G1

Tratamento

Dias apos emerg

éncia de

plantas

6

7

8

9

10

BC G2

BC G3

BC G4

+leg

BC G5

+leg

BC G6

+leg

BC G7

+leg

TCN G1

TCN G2

TCN G3

TCN G4

TCN G5

TCN G6

TCN G7

TSN G1

TSN G2
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TSN G3 +

TSN G4
TSN G5 +
TSN G6 +
TSN G7 +

Percentual %

60,71 21,43 7,15 3,57 3,57 3,57

Quadro 01. Tempo de inicio de nodulagdo das combinagdes, Isolado bactéria x Genétipo de feijao, em
dias, contabilizados ap6s a emergéncia e percentual da presenga de nodulos.

+ . Presenca de nodulo
+ leg. Presenca de nddulo com sinais de leghemoglobina.

Gendtipos de feijoeiro: G1- Vagem Branca, G2- IPR-88 Uirapurd, G3- México 309, G4- Rasga, G5-
Carioca Brilhante, G6- IAPAR 81, G7- Preto.

Genotipos de Bactéria:B1, B2 e B3, isolados de bactérias nativas, BC, Bactéria Comercial recomendada,
TCN, Controle com nitrogénio e TSN, controle absoluto.

A nodulacdo precoce e manutencdo de nodulos efetivos durante o florescimento do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) podem favorecer a fixag&o biologica do N,, nessa cultura
(ARAUJO, et al 1996)

Dos 28 tratamentos que receberam inoculante,17 apresentaram nédulos no quinto
DAE. (Quadro 01). No entanto, apenas trés apresentaram sinais de leghemoglobina.
B2(G3), B2(G6) e B2(G7). As bactérias B1 e B2 em sua maioria nodularam precocemente
em relagdo as outras, e com a vantagem dos noOdulos estarem rosados, sendo essa
caracteristica, uma evidéncia de fixagdo sobre os outros tratamentos. Isso se deve
provavelmente a especificidade que faz com que a planta sinalize, e a bactéria detecte
estes sinais precocemente em relagdo as outras. No entanto os gendtipos G1 e G2
combinados com a bactéria 1 ndo apresentaram nédulos até o ultimo dia de verificagéo.
Bactérias simbitticas nem sempre tem afinidade com varios gendtipos.Mossoré (2006)
observou a formacao de nddulos 7 dias ap6s a emergéncia, fase inicial do processo de
nodulagdo. Ter n6dulos com 5 dias € uma indicagcdo de uma 6tima interagédo (simbiose)
entre 0 microssimbionte e a planta. O tratamento B2(G3) teve nodulagdo rosada com 5
DAE, e o tratamento B2(G4) com 9 DAE, ou seja, a mesma bactéria que nodulou com
5 DAE, com uma variedade de feijoeiro, neste caso o G3, ndo apresentou a mesma
precocidade de nodulagdo com outro genétipo, (G4). Outro exemplo sdo os gendtipos G1
e G2 citados anteriormente. Isso se deve a um possivel atraso na troca de sinais com a
bactéria no G4 com 9 DAE, mostrando que estas ndo possuem a mesma especificidade
para todas as variedades da espécie de feijoeiro estudada. Os tratamentos B1(G5), B3(G1)
e B3(G2), tiveram seus primeiros nédulos com dez dias ap6s a emergéncia 10(DAE). O
fato da bactéria B3 ter esse resultado era até esperado ja que todos os tratamentos nao
foram significativos do ponto de vista de antecipagdo de nodulagédo. Porém a bactéria B1
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teve nodulag@o precoce com seis dias ap6s a emergéncia 6(DAE), mas com o genoétipo
G5 com dez dias. A antecipacgéo foi um dos tdpicos mais importantes desse trabalho e é
mostrada no quadro 01 para possivel comparacao entre os tratamentos. No quadro 02 mais
adiante constatamos diferencas discrepantes se comparadas ao experimento 1. No entanto
a bactéria B1 teve um maior destaque pois teve sua nodulagdo antecipada em relagédo
as outras. A seguir vimos o grafico que mostra a relagdo entre genétipos de bactérias e

gendtipos de feijoeiro e sua massa seca.

TSN

e G 15 i 150 199 59 50 16y
]
B

TCN

BC

Interagdo bactéria x gendtipo
B3

B2

Bl

BB 2R D D3 B 33 3 e ke e ke e b b tente

Grafico 1. Relagéo entre genétipos de bactérias e genoétipos de feijoeiro com relagdo a massa seca da
parte aérea (MSPA).

LEGENDA: (MSPA) — Massa seca da parte aérea em (mg.planta™).2013.

Genotipos de feijoeiro: G1- Vagem Branca, G2- IPR-88 Uirapurt, G3- México 309, G4- Rasga, G5-
Carioca Brilhante, G6- IAPAR 81, G7- Preto.

Genotipos de Bactéria:B1, B2 e B3, isolados de bactérias nativas, BC, Bactéria Comercial recomendada,
TCN, Controle com nitrogénio e TSN, controle absoluto

Os resultados do grafico 01 indicam que ouve diferenca entre as combinacdes das
bactérias e os gendtipos. A bactéria B1 teve destaque, principalmente nos gendtipos, G3,
G5, G6 e G7. A bactéria comercial teve resultados semelhantes para o (G3, G4, G5 e
G7.) Ja para o restante dos outros tratamentos se mostrou com resultados inferiores. O
tratamento com N,400mg ficou abaixo das bactérias B1, 800 mg e B2, 850 mg.
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Grafico 2. Média de numero de nodulos por bactéria e controle com nitrogénio e sem nitrogénio, em
feijoeiro.

NN-NUmero de nédulos por bactéria, Unid- Quantidade de nédulos.

Genotipos de Bactéria:B1, B2 e B3, isolados de bactérias nativas, BC, Bactéria Comercial
recomendada.2014.

O fator bactéria ndo obteve diferenca quanto a quantidade de nédulos, (Grafico 02),
pois independente da bactéria utilizada, a quantidade de nédulos obedeceu a um padréo,
néo mostrando diferenca. Relacionando os graficos 1 e 2 nota-se que o nUmero de noédulos
expressos no grafico 02 nao influenciou na massa seca da parte aérea do grafico 01, pois
os resultados de massa seca da parte aérea ndo condizem com o nimero de nédulos.
Pressupde -se que a quantidade de nédulos ndo esta diretamente relacionada com a
massa seca da parte aérea.

Nos estudos da FBN muita atencéo tem sido dada a selecdo do microssimbionte,
sendo a selecao de estirpes o principal recurso para a otimizagéo da fixagao do nitrogénio.
Por outro lado, a selecdo de cultivares para essa finalidade ndo tem sido muito utilizada.
(ALCANTARA, 2009).

i

BC
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Tratame

bl b1 b b b1 bl b2 b2 b2 b2 b2 b2 b7 hmh}bi‘h)h] b3 be be b be be be be
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i

g
:

300 |00

Grafico 3. Relagéo entre genoétipos de bactérias e gendtipos de feijoeiro com relagdo a nimero de
nddulos por planta (NNP).

NNP-NUmero de nédulos por planta, Unid- Genoétipos de feijoeiro: G1- Vagem Branca, G2- IPR-88
Uirapura, G3- México 309, G4- Rasga, G5- Carioca Brilhante, G6- IAPAR 81, G7- Preto. Genobtipos de
Bactéria:B1, B2 e B3, isolados de bactérias nativas, BC, Bactéria Comercial recomendada.2014.
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Comparando a média de numero de nodulos do grafico 3 com a massa seca da
parte aérea, grafico 1 percebe-se que o maior numero de ndédulos ndo necessariamente
influenciou na massa seca da parte aérea, visto que tratamentos com numero de nédulos
estatisticamente menor, tiveram aumento da massa seca , enquanto tratamentos com maior
namero de nédulos tiveram massa seca menor em relagdo aos outros, exceto o tratamento
B2(G5) Carioca Brilhante, em que o nimero de nédulos acompanhou o rendimento da
massa seca da parte aérea. De forma geral, para este experimento o nUmero de nédulos
ndo afetou a quantidade de massa seca da parte aérea. O mesmo acontece quando
analisamos o grafico 4 onde a massa seca de nddulos néo influenciou na massa seca da

parte aérea.

Tratamentos

bl bl b1 bl bl bl bl b2 b2 b2 b2 b2 b2 b2 b3 b3 b3 b3 b3 b3 b3 be be be be be be be

W

00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

(mg.planta-1)

Gréfico 4. Médias de massa seca de nodulos (mg planta), para as combinagées de genbtipos de
bactérias e de plantas.

MSNP- Massa seca de nédulos por planta Unid- Genétipos de feijoeiro: G1- Vagem Branca, G2- IPR-88
Uirapurd, G3- México 309, G4- Rasga, G5- Carioca Brilhante, G6- IAPAR 81, G7- Preto. Genobtipos de
Bactéria:B1, B2 e B3, isolados de bactérias nativas, BC, Bactéria Comercial recomendada.2014.

No grafico 04 vimos que B3(G7), B3(G6) e B3(G3) obtiveram a maior massa seca
de nddulos deste experimento, porém conforme o quadro 01, os sinais de leghemoglobina
apareceram com 9 (DAE) para B3(G3) e 8 dias para B3(G6), sendo que para o tratamento
B3(G7) ndo houve sinais de leg até o 10 DAE. Isso pode indicar alta capacidade de
infeccdo independente da efetividade da associagdo, uma vez que mesmo formando
massa seca de nédulos consideravel, e nodulando aos 5 DAE, o mesmo nao teve sinais de
leghemoglobina até o décimo dia de verificacdo. Aradjo fez um estudo semelhante, onde
observou diferencgas significativas entre as sete cultivares de feijoeiro, no comportamento
simbiotico. (ARAUJO, et al 1996).

Pelo fato do solo ser esterilizado neste experimento devemos desconsiderar uma
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possivel competicdo entre estirpes inoculadas e diversas estirpes nativas que podem ter
contribuido para uma alta massa seca de nddulos por planta como vimos no gréfico 04.
A massa seca consideravel pode ser resultado de uma boa afinidade de bactérias com
0s genotipos de feijoeiro que quando combinadas promovem a infeccdo da planta e
posteriormente a atividade das nodulinas comeca a ser eficiente até que nos primeiros
dias apds a emergéncia notam-se estruturas circulares infestadas de bactérias comumente
chamadas de rizobios. Essas estruturas aumentam de tamanho e massa, até que se
tornem visiveis a olho nu e comecem na maioria das vezes a fixar nitrogénio atmosférico

como mostra o grafico 05.
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Grafico 5. Médias de Nitrogénio acumulado (NT) em (mg.planta), para as combinagdes de genétipos de
bactérias e de genétipos de feijoeiro.

NNT- Nitrogénio total acumulado. (mg.planta’) Genotipos de feijoeiro: G1- Vagem Branca, G2- IPR-88
Uirapuru, G3- México 309, G4- Rasga, G5- Carioca Brilhante, G6- IAPAR 81, G7- Preto. Genotipos de
Bactéria:B1, B2 e B3, isolados de bactérias nativas, BC, Bactéria Comercial recomendada.2014.

O nitrogénio acumulado é um parametro importantissimo na avaliagcao da eficiéncia
dos tratamentos, porém ndo pode ser utilizado como Unica informacdo a ser utilizada
para tal. No experimento 1 o acumulo de N na parte aérea da planta teve destaque
para o tratamento com nitrogénio TCN(G2) IPR-88 Uirapurt e B2(G4) Rasga. A bactéria
recomendada BC obteve resultados intermediarios para os genotipos, sendo inferiores ao
tratamento com B2, porém superiores a B1 e B3.
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4.2 EXPERIMENTO 2

No experimento 2 a nodulagéo precoce também foi evidente tendo em vista que o
solo néo foi esterilizado e que as condicbes ambientais foram preservadas. O quadro 02
demonstra o tempo de nodulacdo de cada tratamento.

(DAE) 5 6 7 8 9
TRATAMENTO
B1 G1 +
B1 G2 +leg
B1G3 +
B1 G4 +leg
B1 G5 +leg
B1 G6 +leg
B1 G7 +
B2 G1 +
B2 G2 + +leg
B2 G3 +leg
B2 G4 +leg
B2 G5 +leg
B2 G6 +leg
Tratamento Dias apoés emergéncia de plantas
6 7 8 9

B2 G7 +
B3 G1 +
B3 G2 +
B3 G3 +
B3 G4 + +leg
B3 G5
B3 G6 + +leg
B3 G7 +
BC G1 + +leg
BC G2 +
BC G3 +leg
BC G4 +
BC G5 +leg
BC G6 +
BC G7 +
TCN G1 +
TCN G2 +
TCN G3 +
TCN G4 +
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TCN G5 +

TCN G6 +

TCN G7 +

TSN G1 +

TSN G2 +
TSN G3 +

TSN G4 +

TSN G5 +
TSN G6 +

TSN G7 +

Percentual % 40,47 | 30,95 2,38 11,91 14,29

Quadro 2. Contagem do tempo de inicio de nodulagéo por tratamento, com ou sem a presenca de
leghemoglobina, Bactéria x Genétipo de feijdo, em dias, contabilizados apés a emergéncia (DAE) e
percentual da presenga de nédulos do experimento 2

+ . Presenca de nodulo
+ leg. Presencga de nédulo com sinais de leghemoglobina.

Genotipos de feijoeiro: G1- Vagem Branca, G2- IPR-88 Uirapurt, G3- México 309, G4- Rasga, G5-
Carioca Brilhante, G6- IAPAR 81, G7- Preto.

Genotipos de Bactéria:B1, B2 e B3, isolados de bactérias nativas, BC, Bactéria Comercial recomendada,
TCN, Controle com nitrogénio e TSN, controle absoluto.

Verificou-se grande quantidade de tratamentos com formagcdo de nddulos
precocemente. No entanto poucos tratamentos, B1(G4), B1(G5), B1(G6) e BC(G5),
apresentaram nodulos na cor rosa no 5 (DAE). Pela primeira vez a estirpe comercial
aparece nodulando precocemente junto com as nativas. A bactéria B3 foi a que menos
formou nodulagéo rosada nos primeiros dias (DAE),aparecendo somente no oitavo dia ap6s
a emergéncia 8(DAE) se comparado a B1 e B2, fato que ja foi observado no experimento
1. Caracteristicas morfofisioldgicas como: acidificacdo do meio foi observada na bactéria
B3.A estirpe comercial ainda aprece no sétimo e oitavo dia com os genétipos G1 e G3
respectivamente. A bactéria B1 apesar de nodular precocemente nos genoétipos citados
anteriormente conseguiu nodulagdo rosada somente com nove dias ap6s a emergéncia
9(DAE) com o genoétipo G2. Os tratamentos que tiveram nodulagdo precoce e rosada
podem ter uma alta especificidade com a planta, obtendo maior éxito na antecipacao e
posteriormente na fixacéo de nitrogénio.

A antecipacdo da nodulacdo das plantas de feijoeiro que ndo foram inoculadas
nem receberam aplicacdo de N mineral, quadro 02 (testemunha absoluta) foi similar a
dos demais tratamentos no segundo experimento evidenciando a existéncia de elevada
populacado nativa de rizobios do feijoeiro no experimento 2. No entanto essas estirpes
ndo apresentaram sinais de leghemoglobina nos dois experimentos, pelo menos até o
ultimo dia de verificacdo, 10(DAE) e 9(DAE), respectivamente, podendo ser explicado
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pelo baixo numero de células, ou pela baixa especificidade com a planta hospedeira. Isso
pode demonstrar que ndo € a quantidade de nédulos que indica presenca de nitrogénio
acumulado e sim a sua eficacia em acumular nitrogénio.

200.00
150.00

z
Z 100.00

50.00 |+’ |+’
0.00
b3 bc ten tsn

bl b2
Bactéria

Gréfico 6. Média de nimero de nodulos por bactéria e controle com nitrogénio e sem nitrogénio, em
feijoeiro.

NN-Numero de nédulos por bactéria, Unid- Quantidade de nodulos.

Genoétipos de Bactéria:B1, B2 e B3, isolados de bactérias nativas, BC, Bactéria Comercial
recomendada.2014

Além dos fatores ambientais, estas interacdes entre as estirpes empregadas
nos inoculantes, quando misturadas, e com os microrganismos do solo, incluindo os
diazotréficos nativos, podem originar efeitos negativos, comprometendo a sobrevivéncia,
o estabelecimento e as propriedades simbibticas dessas estirpes de rizébios no campo.
(HASSAN et al, 2004).

Analisando separadamente a formacao de nédulos no grafico 06, obtemos uma
vantagem da bactéria B1 em relagéo as outras. Ja o controle absoluto TSN teve numero de
néduos superiores a bactéria comercial evidenciando a alta populagéo nativa. CASTILLEJA
& ROSKOSKI, (1983), em varios estudos concluiu que em condi¢ées de campo, quando
se comparada nodulacdo de diferentes cultivares de feijdo caupi por estirpes nativas,
se observa uma variabilidade ainda maior do que aquela determinada em condi¢cbes
controladas.

MSN
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Bactéria

Gréfico 7. Massa seca de nodulos por tratamento em feijoeiro (mgplanta).

MSN- Massa seca de nédulos, (mg.planta™). Genoétipos de Bactéria: B1, B2 e B3, isolados de bactérias
nativas, BC, Bactéria Comercial recomendada. E Tcn:Tratamento com N e Tsn: Tratamento sem N.2014.
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No gréafico 07, temos destaque para a B2, que em sua média se mostrou acima
das outras, independente do genétipo. Isso mostra uma certa facilidade em manter
relagbes simbidticas com gendtipos . A B1 e B3 tiveram resultados superiores a bactéria
recomendada e controles. A alta especificidade entre bactérias e genétipos pode ter levado
a planta a produzir ambiente propicio a infecgdo/nodulagéo, promovendo sitios de fixagdo
para obtencdo de N. A adubacgéo nitrogenada ndo obteve resultado na massa seca de
nédulos superior nem igual aos tratamentos com bactérias nativas, grafico 07. XAVIER, et
al (2005), afirma que a adubacédo nitrogenada prejudica a nodulacdo e ndo proporciona
aumentos significativos na matéria seca das plantas em comparagéo com a fixacao biologica
de N, Porém apesar da grande capacidade de obter N a partir da FBN, estudos mostram
que a inoculagéo do feijao Caupi com estirpes eficientes ndo resultam necessariamente em
aumento de rendimento, fato que se deve principalmente a baixa especificidade da bactéria
com o gendtipo (XAVIER apud BRITO et al.2011).
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Grafico 8. Relagdo da massa seca da parte aérea, entre genoétipos de bactérias e genoétipos de feijoeiro.
(MSPA mg planta).

MSPA-Massa seca da parte aérea (mg.planta') Genétipos de feijoeiro: G1- Vagem Branca, G2- IPR-88
Uirapurd, G3- México 309, G4- Rasga, G5- Carioca Brilhante, G6- IAPAR 81, G7- Preto. Genotipos de
Bactéria:B1, B2 e B3, isolados de bactérias nativas, BC, Bactéria Comercial recomendada.2014
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A interagdo do grafico 8 demonstra a bactéria B2, como simbionte quase que
uniforme para os genétipos G2, IAPAR(PR) Uirapurl, com ciclo de 75 dias (G3),Goiania
CNPAF(GO) México 309, com ciclo de 70 dias, (G4), S&o José do Cerrito (SC), Rasga
com ciclo de 85 dias, (G6), IAPAR(PR) IAPAR 81, com ciclo de 75 dias e (G7),Cunha
Pora(SC),Preto com ciclo de 80 dias, oferecendo vantagem quanto a fixagdo, pois ciclos
curtos precisam fixar N o quanto antes, pois tem pouco tempo de fixagéo.

A bactéria B1 teve alta afinidade com os geno6tipos G5, Lebon Régis (SC) Carioca
Brilhante com ciclo de 85 dias e G6, IAPAR(PR) IAPAR 81, com ciclo de 75 dias, obtendo a
melhor antecipagéo, conforme quadro 02, e maior massa seca da parte aérea, juntamente
com B2( G6) conforme grafico 08.

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
B1 4.6 aB 4.2bB 6.7 aB 36bB 6.2aB 10.3aA 5.0bB
B1 6.6 aA 8.3 aA 5.9 aA 93aA b55aA 81aA 87aA

Tabela 4. Teor de N total acumulado (mg.planta™') referente aos tratamentos com bactérias x genétipos
de feijoeiro, incluindo os controles.

LEGENDA: Nas colunas em minUscula, temos os inoculantes B1,B2 e B3, Estirpes nativas, BC,

inoculante comercial, TCN, Testemunha com nitrogénio, e TSN, testemunha sem nitrogénio. Nas linhas

em mailscula temos os genétipos de feijoeiro: G1- Vagem Branca, G2- IPR-88 Uirapuru, G3- México

309, G4- Rasga, G5- Carioca Brilhante, G6- IAPAR 81, G7- Preto. Médias na coluna e na linha seguidas
por letras iguais néo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste e Scott-Knott.

Considerando apenas o fator inoculante, todos tiveram um acdmulo de N significativo.
No entanto quando a interacédo é considerada, a Bactéria B2(inoculante), teve o melhor
resultado em quantidade de tratamentos com alto acimulo de N ficando em primeiro lugar
com todos os 7 genotipos. De forma geral, com exceg¢édo do controle sem nitrogénio, o
acumulo de N no experimento 2 variou bastante. Chama-se ateng¢éo para o controle sem
nitrogénio tabela 04, que teve maior acimulo nos genétipos (G3) e (G5) evidenciando alta
simbiose de bactérias nativas do substrato usado no experimento.
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Bi  1032aB 277.0cA 1025aB 89.1bB  1087aB 140.1aB 1306 aB

B 113.0aC  480.4aA 1242aC 223.1aB 620aD  150.8aC  148.4aC

B3  840aB 3487bA 580aB  1324bB  67.4aB  758bB  103.9aB

BC  1088aB 2570cA 732aB  1450bB 720aB  965bB  1149aB

TCN  100.0aA 100.0dA 100.0aA 100.0bA  1000aA  100.0bA  100.0 aA
TSN ___849aB  388.6DA 95528  147.6bB  748aB  881bB 1144238

Tabela 5. Eficiéncia Simbibtica da interacdo bactéria X Genétipo de feijoeiro.

LEGENDA: Nas colunas em minuscula, temos os inoculantes B1, B2 e B3, Estirpes nativas, BC,

inoculante comercial, TCN, Testemunha com nitrogénio, e TSN, testemunha sem nitrogénio. Nas linhas

em mailscula temos os genétipos de feijoeiro: G1-Vagem Branca, G2-IPR-88 Uirapuru, G3-México 309,

G4-Rasga, G5-Carioca Brilhante, G6-IAPAR 81, G7-Preto. Médias na coluna e na linha seguidas por
letras iguais néo diferem entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

O indice de eficiéncia simbiotica obteve variagéo significativa entre os tratamentos.
A interacdo controle sem nitrogénio com o gendétipo 2 mostrou-se mais eficiente do que
muitos tratamentos, como a adubagdo com N. (HUNGRIA,et al,(1997), relataram que a
nodulacéo das raizes supre as necessidades das plantas, devendo-se evitar a adubacao
nitrogenada, pois inibe a formagéo dos nédulos e a fixacao biolégica de N.Bactérias nativas
presentes no solo, certamente nodularam e fixaram mais nitrogénio nessa combinagé&o.

A eficiéncia mais significativa de todas foi a interagcdo B2 com o gen6tipo(G2)IPR
88Uirapuru com ciclo de 75 dias,que obteve maior eficiéncia comparando com os demais.
Isso mostra a importéancia do melhoramento genético de sementes, visto que neste
experimento o inicio denodulagao influenciou diretamentena fixacéo de N pela planta.

HUNGRIA et al (2000), comparando a eficiéncia de novos isolados de rizobio para
o feijoeiro no estado do Paran4, juntamente com estirpes de Rhizobium tropici, verificaram
que a inoculacdo proporcionou acréscimo de até 900 kg' no rendimento de gréos,
em relacdo ao controle sem inoculacdo e sem adubacdo com N, e que a maioria dos
rendimentos obtidos por meio da inoculagéo foi semelhante ao do controle que recebeu
completa adubacgéo nitrogenada.

Para GONZALEZ,(2008), aprocura por diversidadegenética e eficiéncia de fixacao
de nitrogénio de novas estirpes continua sendoobjeto de pesquisa.

Os fatores fisiologicos e ambientais podem afetar a nodulagéo,tais como acidez,
componentes quimicos do solo, niveis de N entre outros (STRALIOTTO,2000).

Entendemos que a atividade de nodulagdo esta relacionada a muitos fatores.
A adaptacado as condicdes ambientais e a regulacdo génica do conjunto planta bactéria
exigeum conhecimento dos mecanismos genéticos envolvidos nesta resposta. Para utilizar
estas informagdes na sele¢éo de combinagdes simbibdticas melhores adaptadas a diferentes
regides, é proposto queos projetos deselecao de bactérias fixadoras de N, sdodesafios das
novas pesquisas.
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CONCLUSAO

De forma geral, a maioria das estirpes nativas utilizadas nesse experimento foram
mais eficientes que as recomendadas quando combinadas com determinados genétipos
independente das condi¢des dos dois experimentos.

Apesar de todos os isolados utilizados neste trabalho apresentarem algumas de
suas combinagdes com melhor acimulo de nitrogénio em relagdo as demais, a bactéria B2
obteve maior nimero de tratamentos com essa caracteristica.

O gendétipo comercial (G2) BAF-112 IAPAR (PR) Uirapurd com ciclo de 88 dias
combinado com a Bactéria B2, obteve maior eficiéncia simbiotica, mostrando a importancia
da melhoria genética empregada nesta cultivar.
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E natural de Lages- Santa Catarina. Formado em Biologia, especializado
em gestdo ambiental e mestre em Ciéncia do solo pela Universidade de Santa
Catarina UDESC. Admirador da natureza, fascinado pela ciéncia, sempre
preocupado com os impactos antrdpicos, procura através desta obra, minimizar
esses impactos através de métodos de cultivo com menor uso de fertilizantes,
utilizando microrganismos endémicos que possam vir a substitui-los totalmente.

Esta ardua pesquisa de 3 anos mostra que, com vontade podemos nos
superar como jamais imagindvamos. Este volume pode inspirar pessoas a tentar
através da pesquisa, substituir ou aprimorar maneiras mais sustentaveis de

produzir alimento utilizando recursos renovaveis alinhados com a biotecnologia.
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