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RESUMO

SANTOS, Dieini Melissa Teles. Inoculacdo de feijdo-mungo (Vigna radiata (L.) Wilczek)
com estirpes comerciais de Bradyrhizobium: avaliacdo da produtividade no municipio de
Campos dos Goytacazes — RJ. 2020. 48f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do
Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica-RJ,
2020.

O feijdo-mungo (Vigna radiata (L.) Wilczek) e parte da base alimentar de varios paises
tropicais e subtropicais em virtude do seu valor proteico, configurando-se como uma alternativa
para a diversificacdo de leguminosas produtoras de grdos no Brasil. O objetivo do presente
estudo foi avaliar o efeito da inoculacdo de sementes de feijdo-mungo com estirpes do grupo
rizobio registradas para feijdo-caupi (V. unguiculata (L.) Walp), soja (Glycine max L.) e feijao
comum (Phaseolus vulgaris L.) na produtividade de gréos. Previamente foi instalado um ensaio
sob condi¢cOes axénicas em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia, Seropédica-RJ, para
selecdo de estirpes eficientes para o feijao-mungo, com doze tratamentos (4 estirpes de feijéo-
caupi, 4 de soja, 3 de feijdo comum e um controle absoluto). As varidveis analisadas foram:
namero de noédulos (NN), massas secas acumuladas de nddulos (MSN), raiz (MSR) e parte
aérea (MSPA). Trés estirpes de feijdo-caupi (BR 3301, BR 3302 e BR 3267) e uma estirpe de
soja (BR 96) foram capazes de formar nédulos no feijdo-mungo e promover a fixagdo bioldgica
de nitrogénio (FBN). Foi realizado um ensaio sob condi¢fes axénicas com niveis crescentes de
N soluvel, visando a determinacdo da dose 6tima para ser aplicada em condi¢des de campo
como controle nitrogenado. A partir dos resultados obtidos para as variaveis analisadas (MSR
e MSPA) estimou-se a dose 6tima de 240 kg N ha™. Foi instalado no campo experimental da
UFRRJ, Campos dos Goytacazes-RJ, um ensaio com seis tratamentos (4 estirpes selecionadas
e controles absoluto e nitrogenado) e quatro repeticGes. As variaveis analisadas foram: NN,
MSN, MSR, MSPA, teor de N na parte aérea e N total acumulado na parte aérea e o rendimento
de grdos. Foram também avaliadas as varidveis associadas a FBN a partir da técnica de
abundancia natural de ®N: teor de N derivado da FBN, N acumulado derivado da FBN, N
acumulado derivado do solo e a eficiéncia nodular. Nas plantas do controle absoluto, a
comunidade bacteriana indigena do solo foi capaz de prover cerca de 18,5 kg N ha* derivado
da FBN, correspondendo aproximadamente a 40% do N total. Ao calcular a particdo da MSPA,
aos 44 dias ap6s emergéncia, proporcional ao N derivado da FBN e ao N derivado do solo,
obtém-se que as plantas inoculadas com a estirpe BR 3302 apresentaram cerca de 50% a mais
de MSPA correspondente ao N derivado do solo em comparacao as plantas do controle absoluto
0 que refletiu no rendimento de grdos. A produtividade do feijdo-mungo inoculado com a
estirpe BR 3302 foi cerca de 18% superior ao controle absoluto e ndo diferiu do tratamento que
recebeu 240 kg N ha. No entanto, como a contribuicio da FBN pela estirpe BR 3302 foi
semelhante ao controle absoluto, o incremento na producdo de gréos resultou principalmente
do aproveitamento do N do solo, sugerindo que essa estirpe apresenta outras caracteristicas de
promogcé&o de crescimento vegetal, além da FBN.

Palavras chave: Vigna radiata (L.) Wilczek. Bradyrhizobium. Fixag&o bioldgica de nitrogénio.
Bactérias promotoras do crescimento vegetal.



ABSTRACT

SANTOS, Dieini Melissa Teles. Inoculation of mung beans (Vigna radiata (L.) Wilczek)
with commercial strains of Bradyrhizobium: grain yield evaluation in the municipality of
Campos dos Goytacazes - RJ. 2020. 48p. Dissertation (Master in Agronomy, Soil Science).
Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica-RJ, 2020.

Mung bean (Vigna radiata (L.) Wilczek) is part of the feeding base of several tropical and
subtropical countries due to their protein content, characterizing an alternative for the
diversification of grain-producing legumes in Brazil. The aim of the present study was to
evaluate the effect of inoculation of mung bean seeds with strains of the rhizobial group
registered for cowpea (V. unguiculata (L.) Walp), soybean (Glycine max L.) and common bean
(Phaseolus vulgaris L.) on grain yield. Initially, a greenhouse trial was previously installed
under axenic conditions at Embrapa Agrobiologia, Seropédica-RJ, for selecting efficient strains
for mung bean inoculation consisting of twelve treatments (4 rhizobial efficient strains for
cowpea, 4 for soybean, 3 for common bean and an absolute control). The variables analyzed
were nodule number (NN), nodule dry mass (NDM), root (RDM) and shoot (SDM) dry masses.
Three cowpea strains (BR 3301, BR 3302 and BR 3267) and one soybean strain (BR 96) were
able to nodulate mung beans and to promote biological nitrogen fixation (FBN). A second
experiment was carried out under axenic conditions with increasing doses of soluble N, in order
to determine the optimal concentration to be applied under field conditions as a nitrogen control.
From the results obtained for the analyzed variables (RDM and SDM), the optimal dose of 240
kg N ha' was defined. A field experimental was installed at UFRRJ, Campos dos Goytacazes-
RJ, composed of six treatments: the 4 selected strains (BR 3301, BR 3302, BR 3267 and BR 96
and an absolute and a nitrogen controls) and four repetitions. The variables analyzed were NN,
NDM, RDM, SDM, shoot N content, shoot total N and grain yield. BNF variables were
evaluated using the *N natural abundance technique: N content derived from BNF, shoot N
derived from FBN, shoot N derived from soil and nodular efficiency. In plants from the absolute
control, the indigenous soil bacterial community was able to provide about 18,5 kg N ha
derived from BNF, corresponding to approximately 40% of the total N. When calculating the
partition of the SDM, at 44 day after emergency, proportional to the N derived from FBN and
to the N derived from soil, it is obtained that plants inoculated with BR 3302 strain presented
about 50% more of SDM corresponding to N derived from soil in comparison to absolute
control plants which reflected in grain yield. Mung bean yield inoculated with BR 3302 strain
was about 18% higher than the absolute control and did not differ from the treatment that
received 240 kg N ha*. However, as the contribution of BNF by BR 3302 strain was similar to
absolute control, the increase in grain yield resulted mainly from soil N, suggesting that this
strain has other promoting plant growth characteristics, than BNF.

Keywords: Vigna radiata (L.) Wilczek. Bradyrhizobium. Biological nitrogen fixation. Plant
growth promoting bacteria.
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1 INTRODUGCAO

O feijao-mungo (Vigna radiata (L.) Wilczek) é uma cultura originaria da india e de alto
consumo no continente asidtico (KHATTAK et al., 2007). Constitui a base alimentar da
populacdo em muitas regides devido seu valor proteico que varia de 21 a 28%, fibras, minerais
e vitaminas (SANGAKKARA & SOMARATNE, 1988). Seu consumo é predominantemente
na forma de brotos (moyashi) e é excelente alternativa para a proteina ndo animal
(MUHAMMAD et al., 2013), no entanto, sua oferta ndo atende a demanda pela populacéo,
sendo predominante a producao em sistemas de agricultura familiar.

A deficiéncia de uma dieta nutricional equilibrada, resulta em ameaca a seguranca
alimentar levando a uma condi¢do denominada “fome oculta”, devido a ingestao insuficiente
de proteinas, vitaminas e minerais como Fe e Zn (KAHANE et al., 2013). Uma alternativa a
esse cenario é diversificacdo dos sistemas de producdo, principalmente em pequenas
propriedades. A inclusdo de culturas marginais favorece de maneira positiva a nutricdo da
populacdo, principalmente de paises em desenvolvimento (JACOBSEN et al.,, 2015).
Diversificar o sistema produtivo garante além melhorar o nivel nutricional populagdo, uma
agricultura mais sustentavel, onde o papel ecossisttmico das leguminosas nesse sistema
contribui para a seguranca alimentar da populacéo e a saude solo (SIDDIQUE et al., 2012).
Porém, as culturas das leguminosas costumam ser menos atraentes quando comparadas a
monoculturas de cereais provenientes do melhoramento genético que visam a maior
produtividade (BEDOUSSAC et al., 2015).

No entanto, culturas secundarias como o feijao-mungo, possuem potencial de producéao
guando associadas a melhorias de praticas agronémicas (SIDDIQUE et al., 2012). Por ser uma
planta resistente a temperaturas mais elevadas e tolerante a estresse hidrico, o feijdo-mungo se
adapta com facilidade em regides de clima tropical e subtropical (ICAR, 2015). No Brasil, a
producdo de feijdo-mungo é incipiente, apesar da cultura mostrar grande potencial agronémico,
crescente tendéncia de aceitacdo e demanda de mercado interno e externo. Sua adaptacdo no
Brasil foi responsiva as condicOes climaticas e de solos em sua maioria de baixa fertilidade
natural, com produtividade variando entre 1,2 a 2,6 Mg ha* de grdos (VIEIRA et al., 2003). No
Brasil, a producdo de leguminosas pulses movimenta o setor agricola. Segundo o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em 2018, a cadeia do feijdo movimentou cerca
de R$ 15,5 bilhdes, a frente do arroz, laranja e fumo, setores fortes e consolidados na
exportacéo.

Segundo a Confederacdo Nacional da Agricultura e Pecuaria do Brasil (CNA) em 2018,
houve um aumento de 22% nas exportaces de feijdo do Brasil, aproximadamente 130 mil
toneladas, sendo & india o maior comprador do grdo. Portanto, diversificar o setor das
leguminosas pulses através da inclusdo de novas culturas visa fortalecer o setor de grdos e
amplia o nicho de mercado (MAPA, 2018). Além de beneficiar o ecossistema, com o aporte de
nitrogénio através da biomassa vegetal que fica sobre o solo apds a colheita de grdos (GUINET
et al., 2020). Segundo Cunha & Campo (2006), a contribuicdo da cultura da soja varia de 20 a
30 kg ha* de nitrogénio, suprindo de forma total ou parcial o N para culturas em sucessao.

Além das condi¢des edafoclimaticas favoraveis, existe no pais uma larga experiéncia
voltada & implementacdo da Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN), que contribui com o
fornecimento total ou parcial de N para as culturas. A exemplo da cultura da soja, a FBN €
responsavel por uma economia anual de US$ 10 bilhdes, devido ao ndo uso ou a reducdo de
adubos nitrogenados (HUNGRIA & MENDES, 2015). A FBN consiste na associagdo entre
plantas e bactérias diazotroficas, exemplos da soja e do feijdo, que possuem uma boa relagdo
simbiotica com bactérias do grupo rizobios, capazes de suprir o nitrogénio exigido pela cultura
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(SILVA JUNIOR et al., 2018; ALCANTARA et al., 2014). Na rizosfera ha uma vasta
diversidade de organismos do grupo rizobio capazes de se associarem e formar nddulos viaveis
a contribuicdo da FBN. No entanto, a inocula¢do com estirpes selecionadas ¢ uma técnica que
visa garantir uma eficiente taxa de fixacdo de nitrogénio atmosférico (CHRISTOPHER et al.,
2017).

A associacdo do feijao-mungo com bactérias do grupo dos rizobios pode propiciar o N
necessario para o desenvolvimento da cultura via FBN, que costuma ser bastante ativo e capaz
de contribuir significativamente para a produtividade de gréos do feijdo-mungo e do feijao-
caupi, ambas espécies do género Vigna (QURESHI, et al., 2017.; MARTINS et al., 2003;
BHUIYAN & MIAN, 2007; FERREIRA et al., 2013; ZILLI et al., 2009). Por ter sido o feijéo-
mungo introduzido recentemente no Brasil, até 0 momento, ndo ha registro no MAPA de
estirpes rizobianas eficientes para a cultura. Tem sido relatado que o feijdo-mungo é capaz de
formar n6dulos com uma ampla faixa de microssimbiontes (RISAL et al., 2012; HAKIM et al.,
2017; CRISTOPHER et al., 2017; WU et al., 2020). No entanto, o comportamento da cultura
nas condicdes edafoclimaticas locais ainda ndo é conhecido, bem como a sobrevivéncia no solo
das estirpes que colonizam os nddulos e a competitividade delas com a microbiota indigena.

Na auséncia de produto que apresente estirpes rizobianas com eficiéncia conhecida para
a inoculacdo de sementes de feijdo-mungo, produtores de grdos tém utilizado inoculantes
recomendados para outras culturas visando aumentar a atividade de FBN. Nesse sentido, passa
a ser urgente a confirmacéo do desempenho dessas estirpes para a cultura, mediante a realizacédo
de experimentos de acordo com as normas definidas na Instrugdo Normativa SDA n° 13, de 24
de marco de 2011 (MAPA), de modo a garantir a producdo de gréos. Caso sejam verificados
resultados favoraveis, esses inoculantes podem ser registrados para a cultura junto ao MAPA,
de modo a acelerar a oferta da tecnologia de inoculacdo para a cultura. Nesse sentido, realizar
estudos testando a capacidade simbiotica de inoculantes registrados e recomendados para outras
culturas otimiza o setor de pulses, onde novas culturas possam se beneficiar da FBN de forma
mais rapida.

O objetivo geral foi avaliar o efeito das sementes de feijdo-mungo inoculadas com
estirpes comerciais registradas no MAPA para feijdo-caupi (V. unguiculata (L.) Walp), soja
(Glycine max L.) e feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.). Compreendendo os seguintes
objetivos especificos: (1) realizar uma selecao preliminar sob condi¢Ges axénicas com quatro
estirpes de feijdo-caupi (BR 3262, BR 3267, BR 3301 e BR 3302), quatro estirpes de soja (BR
85, BR 86, BR 96 € BR 29) e trés de feijao comum (BR 322, BR 520 e BR 534); (2) determinar
a dose 6tima de nitrogénio mineral sob condi¢des axénicas; (3) determinar a produtividade em
condicdes de campo da cultura do feijado-mungo inoculado com as estirpes eficientes
determinadas no item 1.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Feijdo-mungo (Vigna radiata (L.) Wilczek)

O feijdo-mungo (Vigna radiata (L.) Wilczek) pertencente a familia Fabaceae
(leguminosas) e subfamilia Papilionaseae. Cultura de ciclo anual, porte ereto ou semi-ereto,
varia de 0,30 a 1,50 m de altura, possui pelos em toda sua parte aérea (VIEIRA, 2001), suas
folhas sdo trifolioladas, de cor verde-clara ou verde-escura; possui peciolos longos e foliolos
ovais (VIEIRA & NISHIHARA, 1992).

O inicio da floracao é entre 30 a 49 dias apds o plantio, podendo variar de acordo com
a cultivar e as condicdes climaticas da regido. O florescimento € habito indeterminado podendo
durar algumas semanas (FAO, 2012), as pétalas sdo de coloracdo esverdeadas a amarelo. A
maturacdo das vagens € uniforme, o nimero de vagens por planta varia de 4 a 34 dependendo
das condi¢des edafoclimaticas. As vagens sdo cobertas de pelos, podem conter até 20 sementes
por vagens, seu comprimento pode chegar até 15 cm, de coloracdo marrom ou preta quando
maduras (VIEIRA, 2001). Geralmente as cultivares consumidas na forma de gréos secos sdo de
coloracdo verdes (VIEIRA et al., 2002).

O feijdo-mungo ¢é cultivado principalmente nos meses de verdo. Para que haja uma boa
germinacdo das sementes sdo necessarias elevadas temperaturas que vaiam entre 28 e 30 °C
(POEHLMAN, 1978). A colheita varia entre 60 a 70 dias apds a semeadura, devido ao ciclo
curto é facilmente adaptavel em consércio com rotacdo de cultura, a sua tolerancia a seca e a
altas temperaturas faz com que a cultura seja uma alternativa viadvel aos produtores
(SANGAKKARA & SOMARATNE, 1988). No entanto, o cultivo do feijdo-mungo é
comprometido na presenca de excesso de umidade e salinidade no solo (FAO, 2019). Na
alimentacdo humana o grédo é consumido principalmente na forma de broto de feijdo, o teor de
proteina varia entre 21 a 28% excelente alternativa de proteina ndo animal (MUHAMMAD et
al., 2013), rico em vitamina A, ferro, célcio, zinco, potéssio e fosforo (CHADHA, 2010). O
feijio-mungo possui uma produtividade média de 2000 kg ha™ (LIN, 1999), é nativo da india-
Birmania e é cultivado extensivamente na Asia (KHATTAK et al., 2007). Cerca de 90% da
producdo atual do gréo acontece no sul, leste e sudeste da Asia, sendo a india o maior produtor
e consumidor (NAIR et al., 2013).

A india em 2013 teve uma producdo de feijao-mungo de 1,48 milhdes de toneladas, um
cultivo marcado por uma produtividade extremamente baixa, cerca de 469 kg ha* o que torna
0 pais cada vez mais dependente de importacdes (FAO, 2019). Devido ao crescente aumento
da populacdo e o alto consumo de proteina vegetal, a india demanda grande volume de pulses
gue constitui sua base alimentar.

Segundo a FAOSTAT (2018), a producdo mundial de feijoes foi de 30,4 milhdes de
toneladas, dentre os géneros mais cultivados estdo o Phaseolus e o Vigna que respondem por
cerca de 41%. No ranking dos dez paises mais produtores e feijdo do mundo, a india ocupa o
primeiro lugar seguido do Myanmar, Brasil, EUA, China, Republica Unida da Tanzania,
México, Uganda, Kenya e Ethiopia. Juntos esses dez paises somam 72% da producdo mundial
de feijdes. Ainda segundo a FAOSTAT (2018), na safra de 2018 esses paises foram
responsaveis por cera de 21,8 milhdes de toneladas de feijdes, sendo o Brasil responsavel por
cerca de 3 milhdes de toneladas.

Conforme a projecéo feita pelo MAPA (2016), o Brasil em 2026 chegara a uma area
plantada de 65,6 milhdes de hectares, com producgéo de gréos de 255,3 milhdes de toneladas,
desse total a cadeia do feijdo sera responsavel por 1,8 milhdes de hectares plantados e produgéo
de 3,4 milhdes de toneladas. Dentre as variedades de feijoes mais produzidos na safra de
2018/19, estdo o feijdo comum, feijdo-caupi e feijao preto. O feijado comum representa 62,8%
do volume produzido, cultivado nas trés safras anuais, o feijao-caupi é responsavel por uma
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producdo de 20,8%, cultivado nas regides Norte/Nordeste e Mato Grosso caracteristico da 2°
safra e o feijdo preto responde por 16,4% da producéo e concentra-se na 1° safra na regiao Sul
do pais (CONAB, 2019). Quanto as exportacdes de feijdo, na safra de 2019/20 € possivel que
mantenha a mesma da safra anterior, cerca de 130 mil toneladas, ou que haja uma diminuicéo
devido uma reducdo de areas plantadas com feijao-caupi no Mato Grosso (CONAB, 2019).
Diversificar a cadeia de feijoes através da inclusdo de novas culturas, visa atender o comercio
exterior, principalmente os paises asiaticos onde o feijdo faz parte da dieta nutricional da grande
parte da populacdo (EMBRAPA, 2017).

O papel dessas leguminosas pulses é cada vez mais importante e estratégico para a
seguranca alimentar, devido elevado valor nutricional, alto teor de proteinas, macro e
micronutrientes além de baixos niveis de colesterol e indice glicémico (FAO, 2019). Séo
culturas de baixa exigéncia nutricional e hidrica, seus residuos fornecem nitrogénio ao solo por
meio da simbiose com rizébios contribuindo para o estoque de carbono, e podem ser usadas
para alimentacdo animal (FAO, 1994). Devido a todos os beneficios que as leguminosas pulses
desempenham no sistema, a FAO declarou 2016 como Ano Internacional das Pulses, e o
governo de Burkina Faso prop6s declarar o dia 10 de fevereiro como Dia Mundial das pulses
(FAO, 2017).

No entanto, apesar do papel vital das pulses na sustentabilidade dos sistemas de
producdo, nutricdo humana e animal, os pulses sdo extremamente suscetiveis a doencas, pragas
e ervas daninhas. Segundo a FAO (2019) iniciativas de pesquisas a fim do melhoramento de
novas cultivares de curta duracdo e maiores rendimentos, aumentar o contetdo nutricional,
melhor resisténcia a fatores bioticos e abioticos e maior eficiéncia em aproveitamento dos
nutrientes e agua do solo além da eficiente relagdo com organismos fixadores de N2, séo
estratégias visam além de assegurar alimento para populacdo asseguram também a satde do
solo.

2.2 Contribuicdo das Leguminosas

As leguminosas sdo plantas da familia Fabaceae, usadas na alimentacdo humana na
forma de gréos secos ou brotos e extracdo de dleo, farinha e na forma de ragdo na nutricdo
animal. Na agricultura as leguminosas desempenham papel importante como plantas de
cobertura, quando em rotacédo de culturas (MELO et al., 2011), incrementando cerca de 50 a 70
Mg ha de N no solo proveniente da FBN (HERRIDGE et al., 2008; SILVA JUNIOR, et al.,
2014) que contribuira para o0 aumento do teor de carbono organico no solo.

Sekhon et al. (2007) avaliaram o feijdo-mungo como uma segunda safra apés o ciclo da
batata e o trigo, e observaram que o feijao-mungo é capaz de adicionar ao sistema cerca de 37
kg N ha! que tornara disponivel para a cultura seguinte, o que corresponde a uma economia de
25% de fertilizante nitrogenado. Shah et al. (2003) avaliaram a entrada de N no sistema por
meio da introducdo de leguminosas em rotacdo de culturas de verdo e inverno no Paquistéo, e
observaram que a retencdo de residuos sobre o solo na rotagdo do feijado-mungo e trigo,
aumentou a FBN e saldo positivo no balango do N do feijdo-mungo e o rendimento de ambas
culturas. Alves et al. (2006), ao avaliar a FBN e adubacéo nitrogenada no balanco de N em soja,
milho e algoddo em sistema de plantio direto, observaram gue a soja inoculada com rizobios
proporciona aumento no rendimento de graos e no balanco positivo de N no sistema.

Além do fornecimento de N para os sistemas agricolas, as leguminosas também
fornecem ao solo macro e micronutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas.
Melhorando a agregacéo e estruturacdo do solo através do aporte de matéria organica no solo,
contribuindo para manutencédo da biota e aumento da capacidade de troca de cations (CTC) do
solo (CHAVES, 2001). Em consércio com gramineas promovem estabilizacdo do carbono
organico do solo, através do sequestro de CO> (DONEDA et al., 2012), pois a dinamica do
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carbono e do nitrogénio estdo intimamente associadas. Ao passo que através da economia com
0 ndo uso de forma parcial ou total dos fertilizantes nitrogenados, a FBN em leguminosas
também contribuem para reducéo da emisséo de gases de efeito estufa (GEE) que sdo emitidos
durante o processo de fabricacdo do N mineral (JENSEN et al., 2012).

2.3 Impactos da Adubacédo Nitrogenada

Um dos nutrientes de maior exigéncia pelas plantas € o nitrogénio (CAVALCANTE et
al., 2012). O elemento compde a molécula de clorofila, que por sua vez esta diretamente ligado
ao processo de fotossintese, faz parte dos aminoacidos os quais formam as proteinas e sua
deficiéncia compromete a absorc¢ao de outros nutrientes (LOPES, 1998).

Porém, cerca de 30 a 78% do N dos fertilizantes sintéticos, sdo perdidos na forma de
lixiviacéo e volatilizag&o, respectivamente, desencadeando o fendmeno da eutrofizagdo dos rios
e mares e contribuindo para o aumento do aquecimento global, com a emissédo de GEE na forma
de oxido nitroso (N20) (VIEIRA, 2017). Na agricultura sdo emitidos, principalmente, trés gases
de gases de efeito estufa: carbonico ou didxido de carbono (CO2), metano (CHa) e dxido nitroso
(N20) (FREITAS et al., 2016). A pesar da concentracdo de N-O na atmosfera ser baixa, seu
potencial de aguecimento € 310 vezes superior ao da molécula de CO2 (MAPA, 2019). A
agricultura mundial é responsavel por aproximadamente 80% do total de N.O emitido para
atmosfera, principalmente pelo uso dos fertilizantes nitrogenados (IPCC, 2001).

No Brasil, o setor agricola é responsavel por 80% dos GEE emitidos para a atmosfera,
segundo a Painel Brasileiro de Mudancas Climaticas (PBMC, 2014), e contribui com 95% das
emissdes de N2O provenientes desse setor devido aos processos de nitrificacao e desnitrificagéo
dos fertilizantes sintéticos nitrogenados (CORREA, et al., 2016; FAO, 2015). Entre os anos de
1960 e 2002, o consumo brasileiro de fertilizantes nitrogenados teve um aumento de 30 vezes
mais, com um avango significativo no final dos anos 1990, coincidindo com a ocupagéo das
areas do bioma do cerrado (COSTA et al., 2009). Que por sua vez predomina solos altamente
intemperizados, de baixa fertilidade natural e acidez elevada, sendo assim o uso de fertilizantes
é indispensavel para se obter uma boa produtividade (ANDA, 1994; GOEDERT, 1989).

De acordo com a CONAB (2019) na safra 2018/19, o maior estado produtor de gréos
foi 0 Mato Grosso, com uma producéo de 66.366,2 milhGes de toneladas, considerado o celeiro
de pulses do Brasil. O centro-oeste é responsavel por aproximadamente 46% da producédo de
grdos do pais. Diante da fragilidade dos solos onde se concentra a maior producéo de grao de
pais, o desafio € maximizar os beneficios das leguminosas de grdos, buscando o0 aumentar a
producdo através de tecnologias como o melhoramento genético de plantas, otimizar a
biotecnologia através da inoculacdo de microrganismos fixadores de N2 e promotores de
crescimento vegetal, afim de manter o equilibrio entre a producdo de alimentos e a salde dos
solos dessas areas (TILMAN et al., 2011).

2.4 Contribuicdo da Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

A fixagdo bioldgica de N2 se da a partir da simbiose das leguminosas com bactérias do
género Rhizobium ou Azorhizobium; essas bactérias diazotroficas através da enzima
nitrogenase, sdo capazes de reduzir o N2 da atmosfera em amonia (NH3) ou aminoacidos
(DOBEREINER, 1989), capazes de serem usados pelas plantas. Essas bactérias diazotroficas
sdo encontradas na grande maioria nas raizes na forma de nodulos, cujo interior possui
coloracdo avermelhada por apresentar estruturas contendo leghemoglobina responsavel por
fornecer O para producio de ATP, necessario ao processo de fixacio do N, (DOBEREINER,
1997).



As taxas de fixacdo de N2 variam de acordo com o microssimbionte, condigGes
ambientais e hospedeiro. As leguminosas fixam de 25 a 200 kg N ha™* por ciclo de crescimento,
suprindo de 40 a 100% das necessidades de N da planta (VIEIRA, 2017; BARRADAS et al.,
1989), promovendo maior produtividade da cultura (DUQUE et al., 1987). No entanto, o
fornecimento de N na forma mineral inibe a formacao dos nddulos e a fixacdo biolégica do N»
(BRITO et al., 2011). A substituicdo do fertilizante nitrogenado sintéticos pela FBN é uma
estratégia eficaz na reducao dos custos de producéo, fortalecendo a subsisténcia do produtor no
campo, promovendo melhorias na fertilidade do solo e mitigando a emissdo de GEE
(CHERKASOQV et al., 2015).

O Brasil possui reconhecimento mundial na exploracdo da FBN, essa técnica contribui
para uma economia de US$ 10 bilhdes de ddlares anual, devido ao ndo uso de adubos
nitrogenados (HUNGRIA & MENDES, 2015). O papel da FBN na contribuicdo da mitigacéo
de GEE e extremamente importante num contexto mundial, por essa razdo o MAPA, ao lancar
o Plano ABC - Agricultura de Baixa Emissdo de Carbono no ano de 2010, incluiu a FBN como
um dos seus seis pilares para uma agricultura sustentavel, conciliando com o aumento da
producdo de alimentos. A meta do Plano ABC ¢ que, até 2020 a FBN contribuira com uma
reducdo de 10 milhdes de toneladas de CO2 eq (SEEG, 2016). Na agenda de acdo até 2030, a
FBN tera participacdo em 5 dos 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel: 1 - erradicar a
pobreza; 2 - erradicar a fome; 9 - indUstria inovacdo e infraestrutura; 12 - producdo e consumo
sustentavel; 13 - acdo climatica.

Segundo o relatério de 2012 das OrganizagBes das Nacbes Unidas (ONU, 2014), a
populacdo mundial chegara a 9,6 bilhdes de habitantes até 2050, esse aumento populacional
sera maior em paises subdesenvolvidos, a india ocuparéa a primeira posi¢do. Sendo assim, sera
necessario um aumento de producdo, para garantir a seguranca alimentar mundial, e o uso de
tecnologias como a FBN, contribui de forma a suprir a necessidade da populacgéo por alimento
atrelando a sustentabilidade da cadeia de producao.

2.5 Estirpes Registradas para as Culturas do Feijao-caupi, Soja e Feijdo Comum

Na Tabela 1 estédo listadas as bactérias do grupo rizébio registradas no MAPA, de acordo
com a Instrucdo Normativa n° 13, de 25 de margo de 2011, para a producdo de inoculantes no
Brasil que foram utilizadas no presente estudo.

A estirpe BR 3267 (=SEMIA 6462), isolada e selecionada de nddulos do feijao-caupi
coletados em éreas de sequeiro na regido semi-arida do Brasil, foi eficiente em nodular e
contribuir para o aumentou do N total acumulado nos grdos. A estirpe foi capaz de alcancar
nessas areas produtividade de 693 kg ha*, semelhante ao controle nitrogenado que recebeu 50
kg N hat, e elevou cerca de 30% a mais no rendimento de grios quando comparada ao controle
ndo inoculado (MARTINS et al., 2003).

Zilli et al. (2008) registrou a estirpe BR 3262 (=SEMIA 6464) para o feijdo-caupi. Sua
eficiéncia em campo foi avaliada na regido de cerrado e mata alterada da Amazoénia no estado
de Roraima, em experimentos nos anos de 2005 e 2006. Observaram que a estirpe BR 3262
proporcionou aumento do nimero e massa seca de noddulos, e massa seca de parte aérea superior
ao controle ndo inoculado. A estirpe BR 3262 alcangou uma produtividade de 2334 kg ha e
contribuiu para um aumento no rendimento de grdos em 34%, em relacdo ao controle e
semelhante ao tratamento que recebeu 50 kg ha™* de N. A BR 3262 foi a mais efetiva na FBN e
mais indicada como inoculante para promover o aumento da produtividade do feijdo-caupi no
estado de Roraima. Leite et al. (2017) reclassificaram a nivel de espécie as estirpes
recomendadas para o feijdo-caupi, BR 3267 antes B. japonicum para B. yuanmingense e BR
3262 antes B. elkanii para B. pachyrhizi.



Tabela 1 - Lista de bactérias do grupo rizébio registradas para producdo de inoculantes
comerciais no Brasil, para as culturas do feijdo-caupi, soja e feijado comum, e seu local

de origem.
Cultura Nome  Sinonimia  Estirpe Género/Espécie Local de Origeme
Leguminosa Comum SEMIA* Referéncia
Classificacdo  Reclassificacéo
Vigna Feijdo-  UFLA 3- 6461 Bradyrhizobium Bradyrhizobium Amazo6nia, Ji-
unguiculata  caupi 84 (=BR japonicum viridifuturi Parand-RO
(L.) Walp 3302) (LACERDA et al.,
2004).
BR 3267 6462 Bradyrhizobium  Bradyrhizobium  Semi-Arido,
japonicum yuanmingense Nordestino
(MARTINS et al.,
2003).
INPA 3- 6463 Bradyrhizobium Bradyrhizobium Amaz6nia,
11B (=BR japonicum japonicum Manaus-AM
3301) (SOARES, 20064a).
BR 3262 6464 Bradyrhizobium Bradyrhizobium Seropédica-RJ
elkanii pachyrhizi (ZILLI et al.,
2008).
Glycine max  Soja CPAC15 5079 Bradyrhizobium Bradyrhizobium Distrito Federal
(L.) Merrill (=BR 86) japonicum japonicum (VARGAS et al.,
1992).
CPAC 7 5080 Bradyrhizobium Bradyrhizobium Distrito Federal
(=BR 85) japonicum diazoefficiens (VARGAS et al.,
1992).
SEMIA 587 Bradyrhizobium Bradyrhizobium Rio grande do Sul
587 (=BR elkanii elkanii (PERES, 1979).
96)
29 W 5019 Bradyrhizobium Bradyrhizobium Rio de Janeiro
(=BR 29) elkanii elkanii (PERES, 1979).
Phaseolus Feijao CIAT 899 4077 Rhizobium Rhizobium Colémbia
vulgaris L. comum  (=BR 322) tropici tropici (MARTINEZ-
ROMERO et al.,
1991).
PRF 81 4080 Rhizobium Rhizobium Parand
(=BR 520) tropici freirei (HUNGRIA et al.,
2000a).
H12 4088 Rhizobium Rhizobium Distrito Federal
(=BR 534) tropici tropici (MOSTASSO et
al., 2002).

* SEMIA - Sigla da Se¢do de Microbiologia Agricola da Secretaria da Agricultura do Rio Grande do Sul, atual
Centro de Fixacdo Bioldgica do Nitrogénio da FEPAGRO, Secretaria da Ciéncia e Tecnologia. SEMIA foi
registrada no primeiro catalogo de Rhizébio, do International Biological Program, editado pela FAO (SKINNER,
1973; SKERMAN, 1983).

As estirpes BR 3302 (=SEMIA 6461, UFLA 3-84) e BR 3301 (=SEMIA 6463, INPA
3-11B) foram isoladas por Lacerda et al. (2004) e Soares et al. (2006a), respectivamente, na
regido amazonica nos estados de Ronddnia e Manaus, respectivamente, e testada a atividade da
FBN no feijdo-caupi em experimentos de campo em Minas Gerais. Observaram que as estirpes
foram eficientes em nodular o feijdo-caupi em solo da regido da mata atlantica. A produtividade
maxima obtida para os tratamentos inoculados foi de até 1400 kg ha* semelhante ao controle
com 70 kg N ha*. A inoculagdo com as estirpes BR 3302 e BR 3301 foi capaz de contribuir
com aumento de até 30% no rendimento de gréos em relacdo ao controle sem inoculo e sem N.
Em 2019 a estirpe BR 3302 foi reclassificada, antes B. japonicum para B. viridifuturi (COSTA
etal., 2019).



Em 1980 foram recomendadas as primeiras estirpes para producdo de inoculante
comercial para a soja, as BR 29 (=SEMIA 5019, 29 W) e BR 96 (=SEMIA 587), foram isoladas
e sua eficiéncia testada no Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, respectivamente (PERES, 1979).
Desde entdo varios trabalhos mostram sua eficiéncia em nodular a soja e contribuir com
aumento da produtividade (NISHI & HUNGRIA, 1993; NEVES et al., 1985; SANTOS et al.,
1999; HUNGRIA et al., 1997; BOHRER & HUNGRIA, 1998).

Os trabalhos buscando novas estirpes para soja tiveram continuidade, e Vargas et al.
(1992) recomendaram as estirpes BR 85 (=SEMIA 5080, CPAC 7) e BR 86 (=SEMIA 5079,
CPAC 15), isoladas e testadas durante sete anos em solos de Cerrado de primeiro cultivo no
Distrito Federal. Os autores observaram que as estirpes BR 85 e BR 86 alcancaram em meédia
incrementos de produtividade de 447 kg ha? correspondendo a cerca de 25% em relacdo ao
controle ndo inoculado. Enquanto que as estirpes BR 29 e BR 96, até entdo recomendadas para
soja, alcancaram um incremento médio de 189 kg ha™* cerca de 11% em comparagéo ao controle
sem inoculante. Em 2013 a estirpe BR 85 foi reclassificada a nivel de espécie, antes classificada
como B. japonicum apds sua reclassificacdo passou a ser uma B. diazoefficiens (DELAMUTA
etal., 2013). A estirpe BR 322 (=SEMIA 4077, CIAT 899) foi isolada por Martinez-Romero et
al. (1991) na Colémbia. No Brasil é recomendada para o feijdo comum desde 1998, seu
desempenho agronémico foi avaliado em diversos trabalhos (HUNGRIA et al., 2000b;
SOARES et al., 2006b; GONZALEZ et al., 2008; MOREIRA, 2015).

No ano de 2000, durante um programa de selecdo, a estirpe BR 520 (=SEMIA 4080,
PRF 81) foi recomendada como inoculante comercial para a cultura do feijdo comum. A estirpe
BR 520 foi isolada e testada por Hungria et al. (2000a) em ensaios de campo em solos do estado
do Parana. Ao testarem trés estirpes promissoras em nodular a soja, a estirpe BR 520, promoveu
incremento de rendimento de grdos no primeiro ano de 53% e no segundo ano 78% superior ao
controle ndo inoculado e igual ao controle que recebeu aproximadamente 30 kg N hat. Em
2013 foi proposto uma reclassificacdo a nivel de espécie da BR 520, antes Rhizobium tropici e
apos a reclassificagdo passou a ser um Rhizobium freirei (DALL’AGNOL et al., 2013).

Para a estirpe BR 534 (=SEMIA 4088, H 12) seu registro e recomendacao para a cultura
do feijdo comum foi no ano de 2002. Mostasso et al. (2002) avaliaram 36 isolados em
experimentos no cerrado no Distrito Federal e comparam com as estirpes BR 322 e BR 520
indicadas como inoculante para o feijoeiro. Observaram que a estirpe BR 534, apresentou a
produtividade mais alta dentre os tratamentos, cerca de 2600 kg ha, semelhante ao controle
nitrogenado que recebeu 30 kg N hal. O feijdo inoculado com a estirpe BR 534 apresentou
rendimento de grdos de 20 e 9% superior, em relagdo as estirpes BR 322 e BR 520,
respectivamente, e cerca de 37% em compara¢do com controle ndo inoculado.

2.6 Quantificacdo da Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

Para quantificar a contribuicdo do N atmosférico proveniente da atividade da FBN, os
métodos mais usados so a diluicio isotdpica de *N por meio de fertilizantes marcados com
esse isotopo ou através da sua abundancia natural do >N no solo (BODDEY et al., 1995; 2000).
A técnica de abundéncia natural de *°N é comumente a mais utilizada, devido ao menor custo,
além de permitir sua aplicacdo de forma rapida em diferentes sistemas. O N2 atmosférico possui
uma abundancia natural de 0,3663 4tomo% °N e o restante compde cerca de 99,6337 4tomos%
N (MARIOTTI, 1983). O is6topo de °N é extremamente estavel, ou seja, ndo sofre variacoes
independentemente do ponto de coleta em torno do planeta (PEOPLES et al., 1989).

Contudo, nos solos geralmente o N é encontrado com um pequeno enriguecimento
natural de N em relagdo ao N2 do ar, devido a discriminagio isotopica que ocorre durante as
transformagfes do N no sistema solo-planta (BODDEY et al., 2000). Essa fracdo de
enriquecimento é muito pequeno, podendo variar em até 0,005 atomos% de °N, para lidar com
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esses valores emprega-se a unidade delta N que é expressa em partes por mil (%o), deste modo,
cada unidade de delta *°N seria a abundancia natural dividida por mil, resultando em 0,0003663
atomos% °N em excesso (BODDEY et al., 2001). Deste modo, plantas que conseguem suprir
total ou parcialmente sua demanda fisioldgica por N através da FBN, o valor de delta *°N é
proximo de zero, pois a maior contribuicdo do N no tecido vegetal serd proveniente do N>
atmosférico cujo valor é 0,3663 atomos% °N. Em contrapartida, as plantas que ndo fixam N
atmosférico e que estdo na mesma area, o valor de delta >N sera maior devido o N extraido do
solo ser levemente enriquecido com *°N. E importante salientar que geralmente, a distribuicéo
da abundancia natural de >N do solo aumenta em profundidade (URQUIAGA et al., 2012).
Para determinar a contribuicdo do N derivado da FBN (%Ndfa) sdo estimados trés
valores diferentes de abundancia de °N: a de °N da planta fixadora de N, (valor ‘B’), a de °N
derivado do solo (5'°Nref) e a de °N de plantas néo fixadoras que tenham a marcha de absorgéo
de N semelhante aos da planta em avaliagdo (SHEARER & KOHL, 1986). A contribui¢do do
N derivado da FBN em leguminosas varia entre as diferentes espécies do grupo rizobio
(ARAUJO et al., 2019). Guimardes et al. (2008) avaliaram na soja as estirpes recomendadas
para cultura e estimou a contribuicdo do N derivado da atmosfera, e observaram que os valores
médios de ‘B’ das plantas variaram entre estirpes. As médias dos valores ‘B’ de parte aérea e
planta inteira quando inoculada com B. japonicum foram de -1,84 %o ¢ -0,50 %o, enquanto as
inoculadas com B. elkanii apresentaram médias de -3,67 %o ¢ -1,00 %o, respectivamente.

2.7 Fatores que Interferem na Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio

Em sistemas naturais varios fatores bidticos e abidticos interferem na eficiéncia
simbiotica das bactérias diazotroficas com a planta hospedeira, o que leva a variacdo da fixagdo
biologica do N atmosférico (FARIA, 2017). Dentre os fatores bidticos a competividade das
bactérias de interesse interfere diretamente no sucesso da FBN (XAVIER et al., 2006). Ao
selecionar uma estirpe para a inoculacéo é necessario considerar que além da eficiéncia em fixar
o N do ar, a bactéria precisa ser eficiente em competir por sitio de nodulagcdo com as bactérias
indigenas do solo (FERNANDES JUNIOR & REIS, 2008). Segundo Aradjo (1995),
competividade ¢ a capacidade que o rizobio tem em sobreviver, crescer e colonizar os sitios de
nodulacdo em relacdo aos rizobios indigenas. Estes sitios sdo aberturas naturais como fissuras
geradas pela emissdo de novas raizes que servirdo como pontos de infec¢do para a bactéria na
planta hospedeira, onde sera formado o corddo de infeccdo em direcdo ao cortex da raiz
(HIRSCH & LAURUE, 1997). Devido a selecdo natural promovida pelas condigfes
edafoclimatias, geralmente os rizobios naturalizados sdo mais competitivos, por isso €
importante que as estirpes de interesse possuam também alta capacidade de competicdo
(STRALIOTTO & RUMJANEK, 1999).

Outro fator bidtico primordial ao sucesso da FBN é a especificidade da planta
hospedeira em relacdo ao microssimbionte, que € a capacidade de uma planta nodular com
ampla gama de microssimbiontes (pouco seletiva) ou com poucos microssimbiontes (altamente
seletiva). Por apresentar baixa especificidade hospedeira, plantdo feijdo mungo estabelece
associacdo com rizébios naturalizados do solo, comprometendo a eficiéncia das estirpes usadas
como inoculantes (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Em relacdo aos fatores abidticos que influenciam no poder competitivo dos rizobios, a
disponibilidade hidrica é fator limitante (SANTOS et al., 2013). Segundo Marino et al. (2007),
a FBN em leguminosas reduz drasticamente em condi¢Oes de estresse hidrico, devido a
modifica¢fes enzimaticas, principalmente na sintese de alguns compostos como a sacarose,
isocitrato desidrogenase e malato; a falta de agua no sistema também provoca desequilibrio no
potencial redox da célula, além de comprometer a sinalizacdo sistémica de feedback de
nitrogénio. De acordo com Larrainzar et al. (2009) e Valentine et al. (2011), o estresse hidrico
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compromete o metabolismo de C, devido a inibicdo da FBN e grandes mudancas no perfil
metabolico dos nddulos, principalmente um acimulo de aminoacidos e carboidratos, o que leva
ao declinio nos niveis de proteinas dos bacterdides envolvidos na FBN e metabolismo de C,
juntamente com uma reducdo dos niveis de sacarose na sintetase 1 da planta, além de
comprometer o metabolismo respiratdrio bacteriano.

Segundo Hungria & Vargas (2000b), outros fatores ambientais que limitam a FBN
principalmente em paises tropicais sdo a acidez dos solos e altas temperaturas.

Para maioria das espeécies de rizobio o aumento do pH do solo favorece a simbiose entre
as bactérias diazotroficas noduliferas em leguminosas (RUFINI et al., 2011; CAMPANHARO
etal., 2010; MIGUEL & MOREIRA, 2001) e algumas espécies sdo mais sensiveis a acidez que
outras. No caso do feijoeiro, a moderada acidez (pH 5,5) aumenta a biossintese de fatores de
nodulacdo (MORON et al., 2005). J4 na soja, a acidez na faixa entre 4,5 e 5,8 afeta a fase de
exsudacao de flavonoides pela planta, o que compromete a sintese dos genes de nodulagao (nod)
pelos rizobios (HUNGRIA & STACEY, 1997). Outro fator relacionado a acidez é o aumento
da concentragio de aluminio trocavel (AI**). Para alguns rizobios a presenca de AI** reduz seu
crescimento e a capacidade de nodulacdo (KEYSER & MUNNS, 1979), em virtude da alteracédo
do perfil proteico, atividade de enzimas proteoliticas e amilase, alteracdo na producéo de
exopolisacarideos e fatores de nodulacio (GRAHAM, 1992; MORON et al., 2005).

A alta temperatura limita a FBN mesmo em condicGes de boa disponibilidade de agua,
em leguminosas cultivadas em temperatura de 40 °C. Sob altas temperaturas, estirpes de rizobio
apresentaram proteinas diferenciadas, e o choque térmico faz com que a sintese de proteina seja
alterada (FERNANDES JUNIOR & REIS, 2008). Outros fatores como a classe textural do solo,
interferem diretamente na fixacdo bioldgica de N.. Diatta et al. (2020) observaram que o0s
valores de N derivado FBN no feijdo-mungo, foram maiores em solos argilosos quando
comparados aos solos arenosos. Outro fator limitante é a fertilidade do solo. Alguns macros e
micronutrientes sao indispensaveis para 0 bom desempenho da planta e dos rizébios. Segundo
Straliotto & Rumjanek (1999) para os rizobios o fosforo esta ligado a formacéo e manutencao
dos nodulos, além de atuar na reducdo de N> em amoOnia, através da transferéncia de energia
para o funcionamento da nitrogenase. Ja o potassio atua no transporte dos ureidos na forma de
alantoato de potassio. O calcio na planta esta relacionado com o crescimento de raizes, que por
sua vez afeta os sitios de nodulacdo, além de atuar na sinalizacdo molecular que resulta na
formagao de nddulos. O papel do Mg na FBN se da de forma indireta, pois constitui a molécula
de clorofila, portanto, afeta a transferéncia de energia no processo de fotossintese. Ja o enxofre
é responsavel por ativar enzimas e coenzimas, além de compor a enzima nitrogenase
(HUNGRIA et al., 2007). Ja a presenca de N para culturas como a soja e feijdo-caupi, mesmo
em doses baixas, pode ter efeito supressor na nodulacdo, pois a simbiose com bactérias
diazotroficas requer dispendioso gasto energético para planta (HUNGRIA et al., 2015;
NTAMBO et al., 2017; ZILLI et al., 2011). No entanto, em outras leguminosas, como o feijdo
comum, dose complementar de N é recomendada para suprir a exigéncia da cultura e aumentar
a produtividade (MWEETWA et al., 2016; HABETE & BURAKA, 2016).

Micronutrientes como molibdénio (Mo), cobalto (Co) e ferro (Fe) também exercem
papel indispensavel ao bom desempenho da FBN. O Mo é constituinte estrutural das enzimas
nitrogenase e a nitrato redutase, sua disponibilidade estimulam a atividade dessas enzimas e,
consequentemente, o acimulo de N na planta (PESSOA et al., 2001; KUBOTA et al., 2008).
Ja o Fe compde a enzima nitrogenase e a leghemoglobina, responsavel por formar uma barreira
protetora da nitrogenase, regulando da passagem do oxigénio para o interior do nodulo
(YEOMAN, 2000). O Co constitui a coenzima cobamida, precursora da leghemoglobina e,
portanto, indispensavel ao bom funcionamento da FBN (CAMPO et al., 1999). De modo geral,
todos os fatores que afetam o crescimento e desenvolvimento da planta afetam também a FBN.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desempenho de Feijao-mungo Inoculado com Estirpes de Bradyrhizobium spp. e
Rhizobium spp.

Foi conduzido ensaio em casa de vegetacdo sob condicGes axénicas na Embrapa
Agrobiologia, no municipio de Seropédica - RJ, em vasos Leonard (VINCENT, 1970) (Figura
1), contendo pedrisco e vermiculita na proporc¢do de 2:1, esterilizados em autoclave a pressdo
de 1 atm e a temperatura de 121 °C por 60 min. O delineamento experimental utilizado foi em
blocos casualizados com 12 tratamentos (11 estipes e controle absoluto) e cinco repeticdes,
totalizando 60 vasos.
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Figura 1 - Feijdo-mungo (09 DAE) inoculado com estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium
em vaso Leonard, com cinco repeticGes, instalado em casa de vegetacdo sob condi¢des
axénicas, na Embrapa Agrobiologia, Seropédica - RJ.

Foram avaliadas as seguintes estirpes registradas no MAPA: quatro estirpes para feijao-
caupi (SEMIA 6463 (=BR 3301) de B. japonicum; SEMIA 6461 (=BR 3302) de B. viridifuturi;
SEMIA 6462 (=BR 3267) de B. yuanmingense; e, SEMIA 6464 (=BR 3262) de B. pachyrhizi),
quatro estirpes para soja (SEMIA 5080 (=BR 85) de B. diazoefficiens; SEMIA 5079 (=BR 86)
de B. japonicum; SEMIA 587 (=BR 96) de B. elkanii; e, SEMIA 5019 (=BR 29) de B. elkanii),
e trés estirpes para feijado comum (SEMIA 4077 (=BR 322) de R. tropici; SEMIA 4088 (=BR
534) de R. tropici; e, SEMIA 4080 (=BR 520) de R. freirei)).

A cultivar de feijdo-mungo utilizada foi a Camaledo. As sementes foram desinfestadas
com éalcool 70% por 60 s, depois emergidas em perdxido de hidrogénio por 3 min e
posteriormente lavadas em agua destilada autoclavada (VINCENT, 1970). Foram usadas cinco
sementes por vaso.

Os isolados foram inoculados em meio de cultura liquido YM - Extrato de levedura e
Manitol (FRED & WAKSMAN, 1928) e incubados em Shaker horizontal a 30 °C e 150 rpm.
Cada estirpe apresentou tempo de crescimento especifico entre trés a sete dias, apresentando
uma concentracdo de 10® unidades formadoras de colonia (UFC). Apds o crescimento, foi
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realizada a inoculagéo utilizando, da suspenséo bacteriana, 1 mL semente™. Aos cinco dias apos
a emergéncia (DAE) foi realizado o desbaste, deixando apenas uma planta vaso™.
Semanalmente a solugéo nutritiva com macro e micronutrientes foi trocada, colocando 300 mL
vaso™ de solucio de Norris (NORRIS & DATE, 1976). Aos 60 DAE foi realizada a coleta. A
parte aérea foi cortada na altura do nd cotiledonar, as raizes foram lavadas e os nddulos foram
destacados e contados. A biomassa aérea, radicular e os nddulos foram levados para secar em
estufa de circulacao forcada com temperatura de 60 °C até atingir massa constante (EMBRAPA,
1997). Posteriormente foram pesadas e avaliado as varidveis: numero de nodulo (NN), massa
seca de nodulos (MSN), massa seca da raiz (MSR) e massa seca de parte aérea (MSPA). A
variavel numero de ndédulo foi transformada em logaritmo (NN+1).

Foi avaliado a normalidade e homogeneidade de variancia dos dados pelos testes de
Shapiro-Wilk e Bartlett (p<0,05), respectivamente, no software R® v.3.6.3 (R CORE TEAM,
2019). Os dados homogéneos e normais foram submetidos a anélise de variancia pelo teste F e
comparado as médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A analise estatistica foi
realizada por meio do programa Sisvar v.5.7® (FERREIRA, 2019).

3.2 Desempenho de Feijao-mungo em Funcao de Diferentes Niveis de Nitrogénio

Foi instalado um experimento em casa de vegetacdo sob condicGes axénicas na Embrapa
Agrobiologia, no municipio de Seropédica - RJ, em vasos Leonard (VINCENT, 1970) (Figura
2), contendo pedrisco e vermiculita na proporc¢do de 2:1, esterilizados em autoclave a pressdo
de 1 atm e a temperatura de 121 °C por 60 min. O delineamento experimental utilizado foi em
blocos casualizados, com sete tratamentos e cinco repeticOes, totalizando 35 vasos. Os
tratamentos foram seis doses de N: 150, 300, 600, 1200, 1800 e 2400 mg N vaso™ na forma de
nitrato de amonio com 35% de nitrogénio e um controle absoluto.
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Figura 2 - Feijdo-mungo (60 DAE) com diferentes niveis de adubagdo nitrogenada em vaso
Leonard, com cinco repeti¢des, instalado em casa de vegetagdo sob condic¢Ges axénicas,
na Embrapa Agrobiologia, Seropédica - RJ.

A cultivar de feijdo-mungo utilizada foi a Camale&o. O plantio foi realizado colocando
cinco sementes por vaso. As sementes foram desinfestadas com alcool 70% por 60 s, depois
emergidas em peroxido de hidrogénio por trés min e lavadas em &gua destilada autoclavada
(VINCENT, 1970). Aos cinco DAE foi realizado o desbaste, deixando uma planta por vaso.
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Semanalmente a solugéo nutritiva com macro e micronutrientes foi trocada, colocando 300 mL
vaso™ de solugdo de Norris (NORRIS & DATE, 1976). As doses de N foram fracionadas e a
adubacdo realizada semanalmente.

Aos 60 DAE foi realizada a coleta. A parte aérea foi cortada na altura do né cotiledonar,
as raizes foram lavadas e levadas para secar em estufa com temperatura de 60 °C até massa
constante (EMBRAPA, 1997). As variaveis analisadas foram: massa seca da raiz (MSR) e
massa seca de parte aérea (MSPA).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e, quando detectados efeitos
significativos pelo teste F, a 5% de probabilidade, foram ajustadas equacOes de regresséo,
adotando-se 0 modelo quadratico. As andlises estatisticas foram realizadas por meio do
programa Sisvar v.5.7® (FERREIRA, 2019).

3.3 Avaliacéo do Potencial das Estirpes de Bradyrhizobium spp. em Campo

O experimento foi instalado na &rea experimental da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, campus Campos dos Goytacazes - RJ, no dia 14 de fevereiro de 2020, em area de
solo classificado como Cambissolo Haplico (EMBRAPA, 1997). A area experimental esta
localizada nas coordenadas geograficas de 21°48°10.81”S e 41°17°43.14”0, com elevagdo de
10,0 m acima do nivel do mar. Segundo a classificacdo de Kdppen - Geiger, é tropical (Aw),
com inverno seco e verdo quente (KOPPEN, 1948). As temperaturas maximas e minimas, bem
como a precipitacdo, durante a conducdo do experimento séo apresentadas na Figura 3.

Instituto Nacional de Meteorologia — INMET
Estacdo: Campos dos Goytacazes (A607)-2020
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Figura 3 - Precipitagéo pluvial total mensal (mm), temperatura maxima e minima média mensal
(°C) durante a conducdo do experimento em condi¢fes de campo em Campos dos
Goytacazes - RJ. Fonte INMET, 2020.

O experimento foi conduzido em delineamento blocos casualizados, com 6 tratamentos
e 4 repeticOes totalizando 24 parcelas. As parcelas experimentais tiveram dimensao de 4,0 m
de largura por 6,0 m de comprimento, distanciadas em 1,0 m entre si com 8 linhas espacadas
em 0,50 m.

Os tratamentos utilizados foram quatro estirpes, selecionadas a partir do ensaio
conduzido em casa de vegetacédo, sendo trés estirpes de feijdo-caupi (BR 3302, BR 3301 e BR
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3267) e uma estirpe de soja (BR 96). Foram utilizados dois controles, um controle nitrogenado
que recebeu 240 kg de N ha' e um controle absoluto (sem inoculagio e sem adubac&o
nitrogenada).

A fertilidade da area de plantio foi analisada na linha e entrelinha, na profundidade de
0-20 cm (Anexo 1). Seguindo a recomendac&o para a cultura do feijao-caupi, de acordo com o
Freire et al. (2013), ndo houve necessidade de correcdao da acidez do solo. Foi realizado uma
adubagdo na linha de semeadura, com 50 kg P2Os ha™* no plantio, 50 kg K20 ha* e 240 kg N
ha! ambos fracionados !5 aos 7 DAE e ?/5 no inicio da floragdo aos 23 DAE. Somente as
parcelas do tratamento nitrogenado receberam a adubagdo com N mineral.

Foram utilizadas sementes de uma variedade local de feijdo-mungo resultante de
cultivos sucessivos por varios anos, a partir de uma introducéo feita na Embrapa Agrobiologia
na década de 1980. As sementes estdo disponiveis no Sistema Integrado de Producéo
Agroecoldgica — “Fazendinha Km 47 (Seropédica - RJ), situada a Rua B, 1048, Ecologia,
Seropédica/RJ, Rodovia BR 465, CEP 23890-000, telefone +55(21) 2682-1082. As sementes
apresentaram cerca de 99% de germinacéo.

A semeadura foi realizada de forma manual, totalizando 15 sementes por metro linear
com espacamento entre linhas de 0,50 m (720 plantas parcela™) e uma densidade populacional
de 300.000 plantas ha™.

Os inoculantes turfosos foram preparados no Laboratério de Ecologia Microbiana
(LEMI) da Embrapa Agrobiologia — RJ, contendo 10® células g, de acordo com a
recomendacdo da Rede de laboratérios para recomendacdo, padronizacdo e difusdo de
tecnologia de inoculantes microbianos de interesse agricola (RELARE, 2007). As sementes
(2.880 sementes tratamento™) foram inoculadas no dia do plantio com 30 g de inoculante
turfoso suspensas em 10 mL de agua. Como tratos culturais, foram realizadas duas capinas
manuais, sendo a primeira aos 19 DAE e a segunda aos 68 DAE e irrigacdo por aspersdo apos
trés dias de estiagem.

As variaveis analisadas na primeira coleta aos 23 DAE foram: NN, MSN e MSPA.
Foram coletadas cinco plantas na altura do n6 cotiledonar cova™ parcela’ na segunda linha a
partir de 1,0 m da extremidade (Figura 4). As raizes foram lavadas e os nddulos foram
destacados, contados e levados para secar em estufa de circulacdo forcada a 65 °C até atingir
massa constante (EMBRAPA, 1997), juntamente com as raizes e parte aérea, para pesagem e
determinacdo de massa seca. A variavel nimero de nodulos foi transformada em logaritmo
(NN+1).

Na segunda coleta realizada aos 44 DAE, entre a floragdo e o inicio de enchimento de
grdos foram avaliadas as variaveis: MSPA, teor de N, N total acumulado na parte aérea, teor de
N derivado da FBN, N acumulado derivado da FBN e N acumulado derivado do solo, eficiéncia
nodular e a particdo do N na MSPA. Foram coletadas cinco plantas cova™ parcela® na segunda
linha a partir de 2,50 m da extremidade (Figura 5). A biomassa aérea foi cortada na altura do
nd cotiledonar, levada para casa de vegetacdo para reduzir a umidade e em seguida,
acondicionada em estufa de circulacdo forcada a 60 °C até atingir massa constante (EMBRAPA,
1997), para determinagdo da massa seca.
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Fonte: Dieini Melissa T. Santos

Figura 4 - Coleta de plantas aos 23 DAE para determinacdo da nodulacéo de feijdo-mungo na
area experimental da UFRRJ campus Campos dos Goytacazes - RJ.

Foram coletadas plantas testemunhas, ndo fixadoras de N2 que se estabeleceram dentro
das parcelas: tiririca (Cyperus haspan), pé-de-galinha (Eleusine indica) e capim-annoni
(Eragrotis plana).

O teor de N pelo foi determinado pelo método Kjeldahl e Dumas (RIBEIRO, 2010), N
total acumulado na parte aérea calculado pela formula: teor de N x MSPA / 100.

O teor de N derivado da FBN foi determinado por meio da técnica de abundéancia natural
de °N a partir de amostras pesadas e moidas em moinho de faca. A determinacéo do N total na
biomassa aérea do feijao-mungo e abundancia natural de >N (OKITO et al., 2004), usou uma
massa de razao isotdpica de fluxo continuo pelo espectrémetro (Finnigan Delta Plus ou massa
Delta V espectrdmetro Finnigan MAT, Bremen, Alemanha) acoplado a saida de um Costech
(modelo ECS4010) no Laboratério John M. Day de Isétopos Estaveis da Embrapa
Agrobiologia, de acordo com Ramos et al. (2001). O isétopo de °N foi mensurado através da
diferenca do nimero de atomos de °N para N, usando o ar atmosférico com padrdo (JUNK
& SVEC, 1958; MARIOTTI et al., 1981).

Para o calculo da estimativa da FBN, por meio da abundancia natural, utiliza-se a
seguinte expressdo %Ndfa de SHEARER & KOHL (1986):

VeNdf: §'°N da planta de referéncia - §'°N da planta fixadora de N, 100
a= X
’ 8N da planta de referéncia - B

5'°N da planta de referéncia — Valor de 3°N do solo obtido através de plantas néo fixadoras,
utilizadas como testemunha e coletadas dentro da area experimental;
31°N da planta fixadora de N, — Valor de 5'°N da planta fixadora de Ny;
B — Valor da discriminagéo isotépica de °N, sendo B a proporcio de °N da planta fixadora
crescida totalmente dependente da FBN.

O N acumulado derivado da FBN foi calculado pela formula: teor de N derivado da
FBN x N total acumulado / 100, e N acumulado derivado do solo: N total acumulado - N
acumulado derivado da FBN. A eficiéncia nodular foi determinada a partir do N acumulado
derivado da FBN pelo NN. A particdo do N (derivado da FBN:derivado do solo) na MSPA foi
calculada pelas formulas: teor de N derivado da FBN x MSPA / 100 (MSPA derivada da FBN)
e MSPA - MSPA derivada da FBN (MSPA derivada do solo).
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Fonte: Dieini Melissa T. Santos

Figura5 - Coleta de plantas de feijao-mungo entre floracao e enchimento de gréos aos 44 DAE,
na area experimental da UFRRJ campus Campos dos Goytacazes - RJ.

O rendimento de grdos foi avaliado na terceira coleta aos 71 DAE, quando
aproximadamente 99% das vagens estavam em ponto de colheita. Foi demarcada uma area util
de 1,0 m?2 dentro da &rea da parcela (Figura 6). As plantas foram cortadas na altura do nd
cotiledonar, levadas para casa de vegetacdo e distribuidas sobre as bancadas para reduzir a
umidade inicial das folhas. As vagens foram destacadas da parte aérea e debulhados. Os graos
foram acondicionados em estufa de circulacdo forcada a 65 °C até massa constante
(EMBRAPA, 1997) e corrigida a umidade para 13%. A produtividade foi determinada a partir
da massa seca de 100 gréos.
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Figura 6 - Coleta de rendimento de gréos de feijao-mungo aos 71 DAE, na area experimental
da UFRRJ campus Campos dos Goytacazes - RJ.

Foi avaliado a normalidade e homogeneidade de variancia dos dados pelos testes de
Shapiro-Wilk e Bartlett (p<0,05), respectivamente, no software R® v.3.6.3 (R CORE TEAM,
2019). Os dados homogéneos e normais foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e
comparado as médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A anélise estatistica foi
realizada por meio do programa Sisvar v.5.7® (FERREIRA, 2019).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecdo de Estirpes Registradas no MAPA para Inoculacdo do Feijao-mungo sob
Condigdes Controladas

Em experimento conduzido em casa de vegetacao, a estirpe BR 3302 proporcionou ao
feijdo-mungo ndimero de nddulos, massa seca de nodulos, massa seca de raiz e massa seca da
parte aérea significativamente superiores aos demais tratamentos (Tabela 2). As estirpes BR
3302, BR 96 e BR 3301 apresentaram numero de nddulos, massa seca de nodulos e massa seca
de parte aérea, significativamente superior aos demais tratamentos, inclusive o controle
absoluto (Tabela 2). Nas plantas ndo inoculadas (controle absoluto) ndo foi observada a
presenca de nodulos, indicando que a manipulagdo das plantas foi adequada, garantindo a néo
contaminagdo com estirpes rizobianas.

As plantas inoculadas com a estirpe BR 3302 apresentaram em relagdo ao controle
absoluto, aproximadamente 5 e 2,5 vezes os valores de massa seca de parte aérea e de raiz,
respectivamente. As estirpes BR 96 e BR 3301 também mostraram diferencas significativas
para massa seca de parte aérea, cerca de 3 vezes em relacdo ao controle absoluto.

Estudos com foco na atividade da FBN ja realizados com feijdo-mungo, sdo bastante
incipientes e apresentam resultados limitados a respeito das estirpes bacterianas que possam
promover a nodulacdo e a fixagdo de N2 para a cultura. Resultados sob condi¢des axénicas
mostram a capacidade de associacdes entre o feijdo-mungo e varias espécies rizobianas,
sugerindo que a espécie apresenta baixa especificidade em relacdo ao microssimbionte (RISAL
etal., 2012; CRISTOPHER et al., 2017; WU et al., 2020).

Em condicBes de campo, estudos na Etiopia revelaram que V. radiata e V. unguiculata
sdo noduladas por diversos grupos de estirpes do género Bradyrhizobium (DEGEFU et al.,
2018). Tem sido apontado também, que a atividade de FBN nos nddulos de feijdo-mungo pode
ser altamente eficiente, respondendo por uma fracdo representativa do N para a cultura
(DIATTA et al., 2020; CRISTOPHER et al., 2017; WU et al., 2020; HAKIM et al., 2017). Um
estudo de feijdo-mungo consorciado com milho, calculou que 78% do N era derivado da
atmosfera (SENARATNE et al., 1995). Essas caracteristicas sdo comuns também ao feijao-
caupi, onde a FBN pode disponibilizar todo o N para a cultura, dispensando completamente a
aplicacdo de fertilizante nitrogenado (MARTINS et al., 2003; ZILLI et al., 2009; BODDEY et
al., 2016; LEITE et al., 2017; JARAMILLO et al., 2013; ROCHA et al., 2020).

Lacerda et al. (2004) e Soares et al. (2006a) isolaram as estirpes BR 3302 e BR 3301 na
regido amazonica nos estados de Rondbnia e Manaus, respectivamente, e testaram sua
eficiéncia no feijao-caupi em experimentos de campo em Minas Gerais. Os autores observaram
que as estirpes amazonicas, apesar de serem adaptadas a condic¢Oes de elevadas temperaturas e
solos predominantemente acidos, foram eficientes em nodular o feijdo-caupi em solos da regido
da mata atlantica. A produtividade maxima obtida para os tratamentos inoculados foi de até
1400 kg hal, semelhante ao controle com 70 kg N ha’. As estirpes BR 3302 e BR 3301 sdo
capazes de proporcionar aumentos de até 30% no rendimento de grdos em relacéo ao controle
sem indculo e sem N. Em um ensaio no estado do Piaui, regido Nordeste brasileira, Costa et al.
(2011) inocularam sementes de feijao-caupi com as estirpes amazonicas. Os autores
observaram que ambas as estirpes foram eficientes, respondendo por aumentos de 30 a 70% no
rendimento da cultura em regido sequeira. Os melhores resultados foram obtidos a partir da
inoculagdo com a estirpe BR 3301 que alcancou 1600 kg ha de produtividade, semelhante ao
tratamento nitrogenado. Em funcdo dos resultados obtidos, a estirpe foi recomendada pelos
autores para a inoculagéo de feijdo-caupi cultivado na regido Nordeste. Além dos resultados em
feijdo-caupi, essas estirpes também nodulam o feijado-mungo.
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Tabela 2 - Numero de nédulos (NN), massa seca de ndédulos (MSN), massa seca de raiz (MSR)
e massa seca de parte aérea (MSPA) de plantas de feijao-mungo (60 DAE) em casa de
vegetacdo, em Seropédica - RJ.

NN* MSN MSR MSPA

Tratamento . 1 1 1
--namero planta*-- --mgplanta?--  -------meeo- g plantat --------------

BR 3302 49a 138 a 0,294 a 0,930a
BR 96 70 a 98 b 0,178 bc 0,582 b
BR 3301 72a 89b 0,200 ab 0,590 b
BR 3262 2b 6c¢ 0,122 bc 0,222 c
BR 3267 1b 3c 0,114 be 0,212 ¢
BR 29 3b 15¢ 0,138 bc 0,264 c
BR 85 Ob Oc 0,126 bc 0,182 ¢
BR 86 0b Oc 0,114 be 0,190 c
BR 322 Ob Oc 0,110 be 0,174 c
BR 534 Ob Oc 0,110 bc 0,204 ¢
BR 520 0b Oc 0,094 c 0,180 c
Controle absoluto 0b Oc 0,112 bc 0,188 ¢
CV (%) 31,48 56,47 30,37 32,50

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). *A comparag¢do das médias de NN foi obtida por log (NN+1).

O potencial das estirpes BR 3267 e BR 3262 em promover a atividade de FBN para a
cultura do feijdo-caupi é bem reconhecido. A estirpe BR 3267, isolada e selecionada de nodulos
do feijdo-caupi coletados em areas de sequeiro na regido semi-arida do Brasil, é capaz de
alcancar nessas areas produtividade de 693 kg ha, semelhante ao controle nitrogenado que
recebeu 50 kg N ha, e cerca de 30% a mais no rendimento de grdos quando comparada ao
controle ndo inoculado (MARTINS et al., 2003). Ainda na regido nordeste, Almeida et al.
(2010) observaram que além da BR 3267, as estirpes BR 3262 e BR 3301 tiveram rendimento
de gréos iguais ao tratamento com 50 kg N ha, suprindo nesse nivel a necessidade de N da
cultura. Resultados semelhantes também foram encontrados por Ferreira et al. (2013) e Marinho
et al. (2014).

Na regido amazodnica, Melo & Zilli (2009) e Zilli et al. (2009) avaliaram as estirpes BR
3267 e BR 3262 em cinco cultivares de feijao-caupi em condigdes de casa de vegetagéo e
campo, encontraram resultados semelhantes aos estudos supracitados em areas das regides
nordeste do Brasil. A inoculagdo contribuiu com o equivalente a 50 kg N ha, promovendo
aumento de aproximadamente 30% no rendimento de grdos em relacdo ao controle absoluto.

Além dos estudos que mostram a eficiéncia simbiética entre Bradyrhizobium e feijao-
caupi em diferentes condicGes edafoclimaticas do Brasil, Boddey et al. (2016) testaram as cepas
brasileiras BR 3267, BR 3262, BR 3302 e BR 3301 na cv. BRS Guariba em solos da regido
Norte de Mogcambique e de Gana. Os resultados encontrados foram semelhantes aos do Brasil.
No primeiro ensaio, a capacidade produtiva da cultura inoculada com as cepas BR 3267 e BR
3262 dobrou em relacdo ao controle. A produtividade média do feijdo-caupi inoculado com
ambas as estirpes foi de 2000 kg ha*, superando os tratamentos com N. No segundo ensaio, 0
aumento do rendimento de gréos variou de 40 a 60% para a cepa BR 3267, que contribuiu com
produtividade maior do que os tratamentos com 40 e 80 kg N ha™.

Ao contrério do observado para as estirpes amazénicas (BR 3301 e BR 3302), as estirpes
BR 3267 e BR 3262 apresentaram uma baixa eficiencia simbidtica em feijao-mungo.

Em relacdo a estirpe BR 96 isolada de nddulos de soja no Rio Grande do Sul em 1967,
Santos et al. (1999) observaram que houve um incremento de nimero de nddulos, massa seca
de raiz e parte aérea nos tratamentos inoculados, concluindo que a estirpe foi superior aos
demais tratamentos. Hungria et al. (1997) ao inocular a soja combinando as estirpes BR 96 e
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BR 85, observaram que o rendimento de gréos da cultura foi semelhante ao controle positivo
que recebeu 200 kg N ha*, em solos dos estados do Parana, Goias e Maranh&o.

Zilli et al. (2011) avaliaram em condicGes controladas a contribuicdo de estirpes
registradas no MAPA para a soja no feijao-caupi, constatando que a estirpe BR 96 apresentou
eficiéncia nodular, massa seca de parte aérea e N total iguais as estirpes BR 3262 e BR 3267
recomendadas para a cultura do feijdo-caupi. Para a massa de parte aérea e N total acumulado,
a estirpe BR 96 foi semelhante ao tratamento que recebeu 50 kg N ha, apresentando um
acréscimo de 86 e 96% para as respectivas variaveis em relacdo ao controle, sugerindo que essa
estirpe pode ser uma alternativa eficiente para incrementar a fixagdo bioldgica de N na cultura
do feijdo-caupi.

Além da soja e do feijdo-caupi, a estirpe BR 96 foi capaz de nodular o feijao-mungo no
experimento realizado sob condic¢des axénicas (Tabela 2).

Os resultados apresentados na Tabela 2 caracterizam dois grupos de estirpes: as que sao
capazes de nodular e fixar o N atmosférico no feijdo-mungo (BR 3302, BR 3301 e BR 96) e as
demais estirpes testadas que ndo conseguiram proporcionar uma nodulagdo significativa e
tiveram um comportamento semelhante ao controle. Entre as estirpes do segundo grupo, trés
induziram a formacdo de poucos nddulos que ndo resultaram em aumento significativo de
massa seca de parte aérea: duas estirpes de feijao-caupi (BR 3267 e BR 3262) e uma estirpe de
soja (BR 29). As estirpes BR 3267 e BR 3262 registradas para o feijao-caupi apresentaram
respostas similares entre si para todas as variaveis.

4.2 Avaliacéo do Feijdo-mungo em Funcao de Diferentes Doses de Nitrogénio

Para determinar uma dose 6tima de adubacéo mineral nitrogenada para o feijdo-mungo,
foi instalado um ensaio em casa de vegetacdo com diferentes doses de N (Figura 7). Observou-
se que o feijdo-mungo responde a niveis crescentes de N mineral conforme j& havia sido
relatado por Razzaque et al. (2015). A dose de 1200 mg N planta™, igual a 240 kg N ha'
calculada a partir de uma densidade populacional de 200.000 plantas ha*, proporcionou maiores
incrementos de massa seca de raiz, cerca de 88%, e de parte aérea, em torno de 97%, quando
comparada ao controle absoluto, segundo Figuras 8 e 9, respectivamente. Respostas
semelhantes foram também encontradas por Duque & Pessanha (1990), ao avaliar o
comportamento de dez cultivares de feijdo-mungo, que observaram uma média de N total na
parte aérea das plantas de aproximadamente 1200 mg N planta™.
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Controle 150 mg 1800 mg pmm 2400 mg
absoluto | N planta?! N planta’! N planta!

Fonte: Dieini Melissa T. Santos

Figura 7 - Crescimento vegetativo de plantas de feijao-mungo (60 DAE) em funcdo de
diferentes niveis de fertilizante nitrogenado (mg planta) sob condicbes axénicas
(Seropédica — RJ).
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Figura 8 - Massa seca de raiz (g planta®) de plantas de feijdo-mungo (60 DAE) em funcéo de
diferentes niveis de fertilizante nitrogenado (mg planta) sob condicGes axénicas

(Seropédica — RJ). Dados submetidos a analise de variancia (p<0,05) e regressao
ajustados ao modelo quadratico.
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Figura 9 - Massa seca de parte aérea (g planta™) de plantas de feijio-mungo (60 DAE) em
funcdo de diferentes niveis de fertilizante nitrogenado (mg planta™®) sob condices
axénicas (Seropédica — RJ). Dados submetidos a andlise de varidncia (p<0,05) e
regressao ajustados ao modelo quadratico.

4.3 Avaliacéo do Potencial das Estirpes Selecionadas de Bradyrhizobium para Inoculacao
do Feijdo-mungo em Condicdes de Campo

A partir dos ensaios realizados em casa de vegetacdo, foi implantado um experimento
em condi¢bes de campo com as estirpes selecionadas, consideradas promissoras para a
inoculagéo do feijdo-mungo: BR 3302, BR 3301, BR 96 e BR 3267. N&o houve diferenga
significativa no namero de nodulos em resposta a inoculacdo com as estirpes testadas (Tabela
3). Tanto as plantas inoculadas como as plantas do controle absoluto apresentaram em média
44 nbdulos planta®, o que sugere uma boa nodulagdo e a presenca de uma alta populacgéo de
estirpes nodulantes indigenas no solo, que foram responsaveis pela nodulacéo das plantas nao
inoculadas. Ja nas raizes das plantas que receberam 240 kg N ha, houve uma tendéncia de
reducdo na nodulagdo para cerca de 25 nodulos planta™.

Os tratamentos inoculados com as estirpes BR 96 e BR 3302 aumentaram cerca de 3
vezes a massa seca de nddulos em comparacao ao tratamento nitrogenado. Os dados indicam o
efeito supressor do N na nodulagéo do feijao-mungo (Tabela 3) e seguem a tendéncia observada
para 0 numero de nodulos. Respostas semelhantes foram encontrados para o feijdo-caupi, em
um ensaio realizado por Chagas Junior et al. (2010a) avaliando estirpes de Bradyrhizobium
registradas para a cultura. Os autores observaram que a dose de 50 kg N ha* suprimiu a
nodulacéo em até 99% em relacdo aos tratamentos inoculados. Xavier et al. (2008) conduziram
um ensaio avaliando a nodulagéo no feijéo-caupi nas doses de 0, 20, 40, 80 e 160 kg N ha,
observando que doses acima de 20 kg N ha™* tem efeito supressor na nodulagdo do feijdo-caupi.
Respostas semelhantes também foram encontradas por Zilli et al. (2011), Melo & Zilli (2009)
e Martins et al. (2013).

Em outras leguminosas a presenca de N também promove a reducéo da nodulagdo. Em
soja a aplicagdo de 200 kg N ha reduziu de 35 a 75% a massa de nédulos quando comparada
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aos tratamentos inoculados com estirpes rizobianas (MENDES et al., 2008; NTAMBO et al.,
2017; CAMPOS & GNATTA, 2006; ZILLI et al., 2010). O nivel da contribuicdo de N
proveniente da FBN pode ser afetado de forma significativa em resposta ao teor de N disponivel
no solo. Na cultura da soja, a partir de ensaio realizado por Viera Neto et al. (2008), discute-se
que apesar de alguns estudos recomendarem a aplicacdo de doses de N na fase inicial da cultura,
principalmente apos o cultivo de plantas ndo leguminosas, mesmo doses consideradas baixas,
entre 20 a 40 kg N ha, podem reduzir drasticamente a nodulagdo e ndo contribuem para o
aumento da produtividade.

Tabela 3 - Numero de nodulos (NN) e massa seca de nodulos (MSN) de plantas de feijao-
mungo (23 DAE) em campo (Campos dos Goytacazes — RJ).

NN* MSN
Tratamento nodulo planta®-------  —-emeee- mg planta? -------—-
BR 96 49,3 1115a
BR 3302 43,1 96,0 a
BR 3267 44,1 92,8 ab
BR 3301 37,6 80,2 ab
Controle absoluto 454 91,3ab
Controle nitrogenado 25,4 31,7b
CV (%) 10,89 32,99
ns**

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). *A comparagdo das médias de NN foi obtido por logNN. **ns — ndo significativo.

Em contrapartida, estudos realizados com o feijao-mungo relatam que a adubacdo com
fertilizante nitrogenado, em baixos niveis, promove aumento da nodulagdo contribuindo para o
desenvolvimento inicial da cultura. Em um ensaio conduzido com feijdo-mungo no Paquist&o,
Malik et al. (2014) avaliaram a inoculagcdo com misturas de estirpes de rizobios combinadas as
doses de 12,5, 19 e 25 kg uréia ha e composto organico (800 kg ha) com 1,96% N. A mistura
de rizébios com composto e 19 kg uréia ha* promoveu incremento de 46% na nodulagéo, 48%
na massa fresca, 50% massa seca de nodulo e 25% no rendimento de grdos em relacdo ao
tratamento nitrogenado.

Anwar et al. (2018) realizaram um experimento de campo com feijdo-mungo
fornecendo diferentes niveis de fertilizante nitrogenado mineral e organico. Constataram que o
tratamento que recebeu a dose de 30 kg N ha™ e o tratamento com 5 t ha! de esterco de aves,
apresentaram a maior taxa de nodulagdo, o que corresponde a um aumento de 23 e 26%,
respectivamente, em relacdo ao controle que ndo recebeu adubacédo. O tratamento com 30 kg N
ha! e o tratamento com 5 t ha® de esterco de aves, proporcionaram aumentos de 32 e 39% no
rendimento de graos respectivamente, quando comparados ao controle.

Razzaque et al. (2016), avaliando dez gendtipos de feijado-mungo e seis niveis de N,
correspondendo a 0, 20, 40, 60, 80 e 100 kg N ha*, concluiram que a dose de 40 kg N ha*
estimulou maior nodulacdo e produtividade no feijado-mungo. Os resultados sugerem que a
cultura necessita de uma dose de N mineral na fase inicial, pois as bactérias nesse estadio
vegetativo da cultura sdo incapazes de contribuir eficientemente com a FBN. No entanto, doses
acima desse valor (40 kg N ha?) reduziram a nodulagio da planta, pois a fixacdo do N
atmosférico depende de uma alta taxa de carboidratos o que torna o processo dispendioso
energeticamente em oposicdo a absorcdo do N mineral. Nesse mesmo sentido, respostas
semelhantes também foram encontradas por Christopher et al. (2017). Argawa & Tsigie (2017)
também observaram 0 mesmo comportamento para o feijdo comum. Mweetwa et al. (2016) e
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Habete & Buraka (2016) ao avaliarem niveis de fertilizante nitrogenado nas doses de 0, 20, 40,
60, 80 e 100 kg N ha, observaram que as doses entre 20 e 40 kg N ha* tiveram maior nodulag&o
no feijdo comum, correspondendo a 68 e 57%, respectivamente, em relagéo ao controle sem N,
e que nas doses acima de 40 kg N ha houve uma drastica reducio no nimero de nédulos nas
raizes do feijoeiro.

Ainda em relacéo a variavel nimero de nddulos em campo, embora nao tenha mostrado
diferenca significativa, a nodulagéo das plantas do controle absoluto indica uma alta populagéo
de rizébios naturalizados estabelecidas no solo (Tabela 3). A avaliacdo da nodulacdo em
amostras de campo costuma ser limitada pela perda de nddulos durante a coleta e pela
dificuldade de se obter uma quantidade de raizes representativa (ARAUJO et al., 2019). Nas
condicBes do estudo, o feijao-mungo demonstrou capacidade de formar associagdo simbiotica
com uma gama de microssimbiontes em uma area onde nao ha historico recente de plantio de
feijdo-mungo. Resultados semelhante também foram observados por Risal et al. (2012) e Hakim
etal. (2017).

Embora numerosos, visualmente, os nddulos do controle absoluto eram, na sua maioria,
menores do que os das plantas inoculadas (Figura 10), o que pode ser um indicativo de baixa
eficiéncia, observando-se nessas plantas que a maior contribuicdo advém do N derivado do
solo, cerca de 23 kg N ha, conforme apresentado na Tabela 5.

Fonte: Dieini Melissa T. Santos

Controle absoluto

Figura 10 - Nddulos em raizes de feijao-mungo (23 DAE) nas plantas controle absoluto e
inoculada com a estirpe BR 96, em campo (Campos dos Goytacazes — RJ).

As estirpes BR 96 e BR 3302 apresentaram valores superiores de massa seca de nédulos
quando comparadas ao controle nitrogenado (Tabela 3), ndo sendo observada diferenga
significativa entre os demais tratamentos (BR 3267, BR 3301 e controle absoluto). Quanto a
massa seca de raiz, também ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos, contudo, os valores variaram de cerca de 90 a 160 kg ha* (Figura 11B). No entanto,
observa-se uma tendéncia (a nivel de 7% de probabilidade) em relagdo ao controle nitrogenado
que foi cerca de 40% superior ao tratamento inoculado com a estirpe BR 3301 e controle
absoluto. A massa seca de raiz, assim como 0 numero de nodulos, sdo variaveis que sofrem
muita interferéncia das condicdes fisicas do solo. Tanto a textura, quanto a compactacdo do
solo, dificultam a remogdo do sistema radicular, resultando em coleta parcial das raizes.
Portanto, sdo passiveis de alta variabilidade (ARAUJO et al., 2019).

A maior massa seca de parte aérea na primeira coleta, aos 23 DAE, correspondeu ao
controle nitrogenado que apresentou 986,6 kg ha de biomassa, cerca de 44% superior ao
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controle absoluto com 555,8 kg hal. Quanto aos demais tratamentos nio houve diferenca
significativa (Figura 11A). A massa seca de parte aérea do controle nitrogenado na segunda
coleta, aos 44 DAE, foi superior em cerca de 56%, em relagcdo a média das massas secas do
feijdo-mungo inoculado com as estirpes BR 3267, BR 3301 e o controle absoluto (Figura 11C).
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Figura 11 - Massa seca de parte aérea (MSPA) (Figura 11A) e massa seca de raiz (MSR)
(Figura 11B) na 12 coleta aos 23 DAE e massa seca de parte aérea (MSPA) (Figura 11C)
na 22 coleta aos 44 DAE, de feijdo-mungo inoculado com estipes de Bradyrhizobium
em condicBGes de campo (Campos dos Goytacazes — RJ). Médias seguidas de letras
diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV (%) da
MSPA e MSR na 12 coleta, 26,99 e 26,92, respectivamente, e da MSPA na 22 coleta,
14,59; p da MSPA e MSR na 12 coleta, 0,0487 e 0,0544, respectivamente, e MSPA na
28 coleta, 0,0013.

Resposta semelhante foi observada em um ensaio conduzido por Bhuiyan & Mian
(2007) com variedades de feijao-mungo em Bangladesh, onde as estirpes de Bradyrhizobium
promoveram incremento de 55% na nodulagédo e 27% na biomassa de parte aérea em relacéo
ao controle.

Em relacdo ao teor de N determinado pelo método de Kjeldahl, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos inoculados e o controle absoluto, e todos os tratamentos foram
semelhantes & aplicacio de 240 kg N ha. A diferenca do N total acumulado na parte aérea do
controle nitrogenado em relagdo ao controle absoluto foi de 46,69 kg ha™*. Ainda em relagio ao
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N total acumulado, as estirpes BR 96 e BR 3302, foram capazes de suprir 40,69 e 34,86%,
respectivamente, do valor encontrado para o controle nitrogenado (Tabela 4).

Tabela 4 - Massa seca de parte aérea (MSPA), teor de N e N total acumulado (NT) na parte
aerea do feijdo-mungo (44 DAE) em campo (Campos dos Goytacazes — RJ).

MSPA Teor N NT

Tratamento kg hal--—-e- e 0f commmmee e kg hal---—---
BR 96 2479,3 ab 2,96 73,97 ab

BR 3302 23473 ab 2,99 71,25 ab

BR 3267 1992,7 b 3,06 61,15b

BR 3301 1854,2 b 2,71 50,47 b
Controle absoluto 18029 b 3,04 54,97 b
Controle nitrogenado 29410a 3,40 100,66 a

CV (%) 14,59 10,73 21,17

ns*

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). *ns — ndo significativo.

Na Tabela 5 estéo apresentados os quatro tratamentos inoculados e contro absoluto. Nas
varidveis massa seca e teor de N de parte aérea ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos inoculados e o controle absoluto. O teor de N foi determinado pelo método Dumas
durante a analise de abundancia natural de *°N.

Ao observar a variavel N total sem o controle nitrogenado, apenas entre os tratamentos
que receberam inoculantes, observa-se que a BR 96 foi superior em cerca de 36% a BR 3301 e
semelhante aos demais inoculantes e ao controle absoluto (Tabela 5). Os resultados obtidos s&o
semelhantes aos obtidos por Zilli et al. (2011), que mostraram que a inoculacdo do feijao-caupi
com a estirpe BR 96, uma estirpe originalmente isolada de nddulos de soja, resultou em
acumulo total de N na biomassa aérea semelhante as estirpes BR 3267 e BR 3262, registradas
para o feijao-caupi.

Tabela 5 - Massa seca de parte aérea (MSPA), teor de N, N total acumulado (NT), teor de N
derivado da FBN (Ndfa), N acumulado derivado da FBN (NAc-dfa) e N acumulado
derivado do solo (NAc-ref) na parte aérea do feijdo-mungo (44 DAE) em campo
(Campos dos Goytacazes — RJ).

MSPA Teor N NT Ndfa NAc-dfa NAc-ref
Tratamento B Y RS 7 U 47 1 S /S — P S —
BR 96 2479,3 2,51 62,03 a 57,12 ab 35,27 a 26,75 ab
BR 3302 2347,3 2,47 58,74 ab 35,75b 20,88 b 37,86a
BR 3267 1992,7 2,53 50,58 ab 57,02 ab 28,68 ab 21,90b
BR 3301 1854,2 2,16 40,21b 66,15 a 26,25 ab 13,96 b
Controle absoluto 1802,9 2,32 41,93 ab 44,27 ab 18,54 b 23,38ab
CV (%) 15,87 8,39 18,16 20,11 22,27 28,25

ns* ns*

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). *ns — ndo significativo.

Em relacdo ao teor de N derivado do ar, observa-se que a estirpe BR 3301 apresentou
maior eficiéncia em relacdo a estirpe BR 3302. Shah et al. (2003) observaram no Paquistdo uma
grande variacdo de N acumulado no feijao-mungo derivado da fixacdo do N atmosfeérico, de 47
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a 100%, correspondendo em média a 35 kg N ha?l. Nos resultados apresentados nessa
dissertacdo, os valores de N derivado da atmosfera mostraram uma tendéncia semelhante,
variando de 33 a 66%, em resposta a estirpe inoculante. As plantas do controle absoluto
noduladas pela populacdo de rizobios nativos proveram cerca de 45% do N, provavelmente
como resultado da alta nodulagdo (como visto na Tabela 3) e que apresentam uma eficiéncia
semelhante aos das estirpes comerciais BR 96 e BR 3267. O feijdo-mungo tem sido
caracterizado como uma planta que ndo apresenta especificidade em relagdo ao
microssimbionte e é colonizada por uma ampla gama de bactérias nodulantes, o que pode
explicar a alta nodulacéo pelas plantas do controle absoluto em uma &rea sem historico recente
de feijdo-mungo. Resultados semelhantes foram reportados por Hakim et al. (2017) e Cristopher
et al. (2017), que observaram que o feijdo-mungo possui baixa especificidade hospedeira.

Resultados semelhantes foram observados para o feijdo-caupi, que também € capaz de
formar nodulos com diversas estirpes de rizobios, também considerada uma planta menos
seletiva do que a soja, bem como é comum que plantas ndo inoculadas estejam bem noduladas
(MARTINS et al., 2003; GUIMARAES et al., 2012; FERREIRA et al., 2019; CHAGAS
JUNIOR et al., 2010b; FARIAS et al., 2016). Michiels et al. (1998) observaram que o feijao
comum também é uma espécie ndo seletiva, dependendo do genoétipo cerca de 80 a 90% dos
rizobios foram capazes de nodular o feijoeiro, no entanto, esses nodulos ndo foram eficientes
quanto a atividade da FBN.

Quando se considera o N acumulado derivado da FBN, o maior valor foi observado para
BR 96, que diferiu estatisticamente do controle absoluto e da BR 3302.

Os dados apresentados na Tabela 5 estdo de acordo com a estimativa da eficiéncia
nodular apresentada na Figura 12, que indica que nodulos das plantas do controle absoluto
apresentaram baixa eficiéncia na atividade da FBN. A estirpe BR 96 apresentou eficiéncia
nodular superior aos tratamentos BR 3302 e controle absoluto e semelhante as estirpes BR 3301
e BR 3267. Os resultados obtidos s&o corroborados por Zilli et al. (2011), que ao inocular a
estirpe BR 96 em feijdo-caupi, observaram que sua eficiéncia nodular foi semelhante as das
estirpes BR 3267 e BR 3262, que sdo registradas para cultura.
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Figura 12 - Eficiéncia nodular (NAc-dfa/NN) de feijdo-mungo inoculado com estipes de
Bradyrhizobium em campo (Campos dos Goytacazes — RJ). Médias seguidas de letras
diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV (%)
21,82; p 0,0121. A comparacdo das médias da variavel Eficiéncia Nodular foi obtida
por NAc-dfa logNN™,

Em estudo de Wu et al. (2020), uma estirpe de B. guangdongense isolada de nédulos de
amendoim foi capaz de nodular o feijdo-mungo, promover incrementos em massa fresca de
nodulo e parte aérea e elevar o conteddo de clorofila das plantas. Costa et al. (2014) avaliaram
no Piaui a resposta do feijao-caupi cv. BRS Guariba a inoculagdo com seis estirpes rizobianas,
um tratamento com 70 kg N ha* e um controle n&o inoculado, e observaram que o desempenho
das plantas controle foi igual aos tratamentos que receberam inoculantes em relacdo aos
parametros agronémicos avaliados. O rendimento de grdos do controle foi de 892 kg ha?,
resultado semelhante & inoculagio com a estirpe BR 3302 (848 kg ha*) e 42, 72 e 65% superior
as BR 3301, BR 3267 e BR 3262, respectivamente; todas as estirpes citadas sao registradas para
o feijdo-caupi. Respostas semelhantes também foram encontrados por Marinho et al. (2014),
Guedes et al. (2010) e Cavalcante et al. (2017).

No entanto, em outras condic¢Oes, células rizobianas naturalizadas adaptadas as
condicGes edafoclimaticas formaram nodulos eficientes e contribuiram com a atividade da FBN
tanto quanto as estirpes comerciais. Cristopher et al. (2017) compararam a contribuicdo da FBN
no feijdo-mungo derivado da inoculagdo por uma estirpe comercial registrada para o feijao-
caupi, como aquelas provenientes de populacGes indigenas. Os autores observaram que a
nodulacdo das plantas controle foi tdo eficiente na fixagdo do N atmosférico quanto a estirpe
comercial. No entanto, os autores ressaltam que, apesar dos resultados, a inoculagdo com uma
estirpe comercial garante produtividade e seguranga ao agricultor.

Outras leguminosas também apresentaram respostas semelhantes em relacéo as plantas
controle ndo inoculadas. O feijdo comum também se beneficia da atividade das populacdes
rizobianas indigenas. Galli-Terasawa et al. (2003) observaram que em solos do cerrado as
estirpes indigenas sdo tdo competitivas que desempenham um papel no solo de efeito tampao
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biolégico e muitas vezes as estirpes inoculadas ndo conseguem competir pela ocupacdo do
nodulo.

De acordo com Neves & Hungria (1987) a eficiéncia dos nddulos dos rizébios é refletida
em aumento no rendimento de grdos. No entanto, quando avaliado o rendimento de gréos do
feijdo-mungo (Figura 13), observa-se que ndo necessariamente a estirpe BR 96, que apresentou
maior eficiéncia nodular, foi a que apresentou o maior rendimento de gréos.

A maior produtividade resultou da inoculacdo da estirpe BR 3302, com
aproximadamente 2840 kg grdos ha*, semelhante ao controle nitrogenado, com 3000 kg ha?,
que diferiram dos tratamentos controle absoluto e BR 3301. A estirpe BR 3302 apresentou
rendimento de grios superior, cerca de 36 e 18% em relacdo & BR 3301 (1805 kg hal) e ao
controle absoluto (2326 kg ha'l), respectivamente. Ou seja, a inoculacéo das sementes de feijao-
mungo com a estirpe BR 3302 eleva a produtividade em cerca de 500 kg ha™* em relagdo ao
controle absoluto.
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Figura 13 - Rendimento de grdos (72 DAE) de feijao-mungo inoculado com estipes de
Bradyrhizobium em campo (Campos dos Goytacazes — RJ). Médias seguidas de letras
diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). CV (%)
8,20; p 0,000.

As estirpes BR 96 e BR 3267 promoveram um rendimento de grdos superior em
aproximadamente 25% em relacdo a BR 3301, no entanto, ndo houve diferenca significativa
em relacdo ao controle absoluto. Resultados de Bhuiyan & Mian (2007) para a inoculacéo de
sementes de feijdo-mungo com estirpes de Bradyrhizobium, mostraram que a inoculagéo
promoveu um incremento no rendimento de grdos de 980 kg ha™* em relagdo ao controle ndo
inoculado, que teve produtividade de 770 kg ha™. Apesar da diferenca na produtividade das
plantas controle observada no nosso experimento, que foi cerca de 2330 kg de grdos ha?, os
incrementos observados nos tratamentos com inoculagdo com as melhores estirpes foram
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semelhantes, em torno de 25% em relac&o ao controle absoluto.

Na Figura 14, apresenta-se a particdo da biomassa aérea correspondente ao N derivado
da FBN e ao N derivado do solo aos 44 DAE. A massa seca acumulada na parte aérea relativa
ao N derivado da FBN mostrou aumento significativo a partir da inoculacdo com a estirpe BR
96, cerca de 40 e 43%, em relacdo a inoculacdo com a estirpe BR 3302 e ao controle absoluto,
respectivamente. Ndo houve diferenca significativa entre o tratamento com a estirpe BR 3302
e o controle absoluto. Em contrapartida, as plantas inoculadas com a estirpe BR 3302 foram as
que mais se beneficiaram com o acimulo de N na parte aérea derivado do solo, cerca de 58 e
43% superior em termos de biomassa acumulada em relagdo a inoculacdo com as estirpes BR
3301 e BR 3267.

Atraveés do teor de matéria organica apresentado na anélise de solo (Anexo 1), € possivel
estimar um valor aproximado do teor de N no solo, o que correspondeu a cerca de 2,8 t N ha™.
Possivelmente as plantas inoculadas com a estirpe BR 3302 aproveitaram dessa reserva de N
do solo de forma mais eficiente do que as inoculadas com as demais estirpes, talvez por algum
mecanismo de promocao do crescimento, como aumento da &rea radicular, por exemplo, que
possa ter contribuido para o desenvolvimento da parte aérea.
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Figura 14 - Particdo de massa seca de parte aérea correspondente ao nitrogénio derivado da
FBN (MSPA Ndfa) e ao nitrogénio derivado do solo (MSPA Nref) de feijdo-mungo (44
DAE), inoculado com estipes de Bradyrhizobium em campo (Campos dos Goytacazes
—RJ). Médias seguidas de letras diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05). CV (%) 22,10 e 26,57 para Ndfa e Nref, respectivamente; p 0,0167
e 0,0085 para Ndfa e Nref, respectivamente.

Argawa & Tsigie (2017), ao avaliarem a atividade da FBN em feijdo comum, os autores
afirmam que solos de alta fertilidade natural resultam em maior inducéo de nimero de nédulos
e refletem em maior rendimento de gréos, quando comparados a solos de baixa fertilidade.
Dessa forma é possivel inferir que outras leguminosas, entre elas o feijdo-mungo, possam
também aproveitar da fertilidade do solo de modo a maximizar a atividade da FBN.

Diatta et al. (2020) afirmam que a fixacdo de N atmosférico no feijdo-mungo é
influenciada, tanto pelo gendtipo da planta, quanto pela classe textural do solo. Os autores
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observaram que os valores de N derivado da FBN e do N derivado do solo na parte érea foram
maiores em solos argilosos quando comparados aos solos arenosos. Ao contrario do presente
estudo, onde avaliamos 4 estirpes de Bradyrhizobium, Diatta et al. (2020) s6 usaram um
inoculante rizobiano, portanto nao foi avaliado o efeito do tipo de inoculante.

Usando os valores do N derivado da FBN e do N derivado do solo obtido para massa
seca de parte aérea aos 44 DAE, foi realizada uma estimativa para a particdo da massa seca de
gréos. N&o foi observada diferenca significativa entre os quatro tratamentos inoculados e o
controle absoluto, na massa seca de graos relativa ao N derivado da FBN. No entanto, em
relagdo a massa seca de grdos relativa ao N derivado do solo, observou-se que a estirpe BR
3302 foi superior significativamente a inoculacdo com a estirpe BR 3301, cerca de 67%. N&o
houve diferenca significativa entre a estirpe BR 3302 e o controle absoluto, embora a
produtividade decorrente da inoculagdo com a estirpe BR 3302 tenha sido cerca de 18%
superior as plantas controle (Figura 13).

Esses resultados ndo consideram que durante a floracdo até o enchimento de gréos
ocorre translocacdo de N na planta. Segundo Neves & Hungria (1987) ocorre transferéncia de
ureideos do xilema para o floema, seguida pela translocacdo do floema para gréos e apices em
crescimento. No feijdo-caupi, essa transferéncia foi em torno de 28% do nitrogénio total da
semente, enquanto na soja, o transporte do xilema forneceu 52% do N nos gréos.

Até o inicio do enchimento de gréos (44 DAE), a estirpe que mais fixou o N do ar foi a
BR 96. Entretanto, isso ndo refletiu em aumento de produtividade, talvez porque nas condigdes
do experimento a estirpe ndo tenha conseguido expressar seu potencial em virtude da presenca
de N no solo. Ja a estirpe BR 3302 foi menos eficiente em fixar o N atmosférico em comparacéo
a estirpe BR 96, mas capaz de aproveitar melhor o N do solo, uma tendéncia observada nas
coletas realizadas aos 44 e 72 DAE, o que resultou em um maior rendimento de gréos.

A partir dos resultados obtidos nesse ensaio realizado em solo predominantemente
argiloso, com presenca de matéria organica, pode-se sugerir a presenca de duas atividades
principais associadas as estirpes de Bradyrhizobium testadas: 1) predominancia da atividade de
FBN, como observado para a estirpe BR 96 e 2) predominancia da atividade promotora do
crescimento vegetal voltada ao aproveitamento do N do solo, atribuida & estirpe BR 3302. E
possivel que um inoculante misto contendo essas duas estirpes, onde uma complementa a outra,
apresente vantagens em termos de aproveitar diferentes condi¢des locais. Nas condi¢es do
experimento, a estirpe BR 96 forneceu maior contribuicdo do N derivado do ar até o inicio da
floracdo e enchimento de gréos e, ap6s esse periodo, a estirpe BR 3302 contribuiu com o N
derivado do solo através de um mecanismo de promocao do crescimento. A acdo concatenada
com essas duas estirpes pode contribuir para 0 maior rendimento de graos do feijao-mungo, o
que precisa ser objeto de novos experimentos. Curiosamente, Diatta et al. (2020) observaram
que os resultados da inoculacdo eram melhores nos solos argilosos, utilizando somente um
inoculante que, no entanto, continha duas estirpes de Bradyrhizobium e duas estirpes de
Rhizobium. Vale considerar a possibilidade de que algo semelhante tenha ocorrido nas plantas
dos solos argilosos.

De acordo com Velazquez et al. (2019), as bactérias do grupo rizdbio, além da
contribuicdo da FBN, também apresentam varias atividades de promogéo de crescimento, como
por exemplo, solubilizacdo de fosfatos, acido indolacético e ACC deaminase, que vem sendo
estudadas em plantas oleaginosas, cereais e hortalicas. Essas atividades provavelmente também
devem ser expressas em leguminosas, talvez de forma concomitante com a fixa¢do do N
atmosferico. Nesse sentido, mais estudos sdo necessarios de modo a desvendar o papel da
estirpe BR 3302 na promocao do crescimento vegetal.

Estudos com feijdo-caupi revelam o comportamento da estirpe BR 3302 que vai além
da habilidade em fixar o N do ar. A estirpe revela capacidade de realizar processos adicionais
como 0 crescimento vegetal, através da indugdo de fitormonio, além da resisténcia a
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antibidticos, o que resulta em maior poder competitivo em relagdo & microbiota naturalizada
(OLIVEIRA-LONGATTI et al., 2013). Efeitos como solubilizacdo de P e Ca em solos tropicais
também mostram a versatilidade da estirpe BR 3302 e seu potencial em contribuir com a
melhoria da nutricdo das plantas, o que faz com que a estirpe BR 3302 tenha um melhor
desempenho a diferentes condi¢des edafoclimaticas (MARRA et al., 2011).

O controle absoluto indica que o feijdo-mungo é uma planta ndo seletiva em relacao ao
microssimbionte, pois apresentou numero de nddulos abundante, mas que ndo refletiram em
ganho de produtividade da cultura quando comparados a estirpe BR 3302, podendo inferir que,
apesar de haver uma populacdo indigena de rizébios capaz de nodular o feijdo-mungo, estes
formam nodulos amplamente ineficazes em fixar o N atmosférico.

A estirpe BR 3301 que apresentou a maior eficiéncia em condig¢des axénicas e 0 maior
teor de N derivado do ar nas condi¢des de campo, foi a estirpe que exibiu 0 menor rendimento
de gréos de feijdo-mungo. Thilakarathna & Raizada (2017) sugerem que a ineficiéncia dos
rizobios pode estar relacionado ao baixo poder competitivo da bactéria com a populagédo de
rizobios naturalizados, ou mesmo esta pode ser sensivel a fatores edafoclimaticos da regido.

31



5 CONCLUSOES

Dentre os inoculos testados, as estirpes BR 3301, BR 3302 e BR 3267 registradas para
feijdo-caupi e a BR 96 registrada para soja sdo capazes de nodular o feijdo-mungo.

A estirpe BR 96 apresenta o maior contetdo de N derivado da fixa¢do do N atmosférico
e a maior eficiéncia nodular, ambas as variaveis superiores ao controle absoluto.

A estirpe BR 3302 € capaz de promover aumento na produtividade de gréos de feijao-

mungo de cerca 18% em relagdo ao controle absoluto e n&o diferiu significativamente do
tratamento que recebeu 240 kg N ha™.
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7 ANEXO

Resultados de atributos da andlise quimica e de relagdes para amostra de terra, coletada
na profundidade de 0-20 cm, em solo Cambissolo Haplico no campus da UFRRJ no municipio

de Campos dos Goytacazes — RJ.

1 - Resultados dos atributos quimicos.

pH PO KO Ca Mg Al H+AI Na C MO®
agua ---- mg dms3 ---- cmolc dm? -%-- -gdmd-
Linha 59 27 105 4,48 2,8 0,05 4,15 0,31 1,63 28,1

Entrelinha 5,9 19 121 4,60 2,6

0,04 3,41 0,27 1,69 29,1

(MExtrator: Carolina do Norte. @Matéria organica do solo: digestdo imida (Walkley-Black).

2 - Resultados das relages.

SB T t m \Y
———————————————————— cmolc dm? -- %
Linha 7,9 12,0 7,9 0,6 65,4
Entrelinha 7,8 11,2 7,8 0,5 69,5
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