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RESUMO GERAL

BASTOS, Rennan do Amaral. Co-inoculacdo de rizébio e bactérias promotoras de
crescimento vegetal em feijoeiro comum. 2016. 101f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia
- Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ, 2016.

O objetivo do trabalho foi avaliar a producdo de biomassa e de gréos em feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris) sob co-inoculagdo de rizobio e bactérias promotoras de crescimento
vegetal. O trabalho foi dividido em trés capitulos. O primeiro teve como objetivo avaliar a
compatibilidade entre rizobio e bactérias promotoras de crescimento e seus efeitos no
crescimento das plantas. Em ensaio em placas de Petri, Azospirillum amazonense e A.
brasilense foram co-inoculados com Rhizobium tropici em trés doses de aplicacdo,
verificando-se auséncia de antagonismo. O experimento em vasos de Leonard teve esquema
fatorial 5x3+3 com oito repetices, composto por cinco bactérias (Bradyrhizobium
diazoefficiens, B. elkanii, Azospirillum amazonense, A. brasilense e Escherichia coli) e trés
doses de aplicacdo (10% 10° e 10° UFC mL™), todas co-inoculadas com R. tropici, e trés
tratamentos adicionais (testemunhas absoluta, nitrogenada, e inoculada com R. tropici). A co-
inoculacdo aumentou a nodulacdo, teor e conteudo de N na parte aérea. O experimento em
vasos com solo teve esquema fatorial 3x2x2+4 com quatro repeticGes, composto por trés
promotores de crescimento (B. diazoefficiens, B. elkanii e A. brasilense), duas doses (10* e
10° UFC mL™), duas fontes de N (R. tropici e N mineral), e quatro tratamentos adicionais
(testemunhas absoluta, nitrogenada, inoculada com rizébio e co-inoculada com
AZOTOTAL®). A inoculagdo com A. brasilense associada a adubacéo nitrogenada aumentou
a producdo de folhas e de parte aérea. O segundo capitulo teve como objetivo avaliar o
crescimento e producdo do feijoeiro sob co-inoculagdo. Foi realizado um experimento em
vasos com solo em esquema fatorial 2x3+4 com oito repeti¢es, combinando a inoculagao de
R. tropici com A. brasilense ou B. diazoefficiens e trés doses de aplicacdo (10, 10° e 108 UFC
mL?), acrescidos das testemunhas absoluta, nitrogenada, inoculada com rizébio e co-
inoculada com AZOTOTAL®. As plantas foram coletadas aos 45 dias apés plantio e na
maturacdo dos graos. As plantas co-inoculadas apresentaram massa de parte aérea, nimero de
vagens, conteido de N na parte aérea, massa de grdos, nimero de grdos e de vagens por
planta, superiores a testemunha inoculada com rizébio. O indice de clorofila Falker foi similar
nos tratamentos co-inoculados e sob adubagéo nitrogenada, mas inferior ao da inoculagédo com
R. tropici. No terceiro capitulo avaliou-se o crescimento e producdo do feijoeiro sob
diferentes estratégias de adubacdo nitrogenada associada a co-inoculagdo. O experimento
consisitu de sete tratamentos com oito repeticGes: testemunha absoluta; inoculagdo com R.
tropici sem aplicagcdo de N; testemunha com N mineral; co-inoculagdo com R. tropici e A.
brasilense sem N ou com 20 kg ha™ de N em semeadura; inoculacdo com R. tropici e 20 kg
ha’ de N em semeadura; inoculacdo com A. brasilense e 20 kg ha™* de N em semeadura. As
plantas foram coletadas aos 45 dias e na maturagdo. A co-inoculagdo combinada com a
adubacdo nitrogenada resultou em maiores valores de massa de folhas, caule, parte aérea,
massa seca de graos, nimero de graos por planta e acimulo de N nas vagens e graos.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. Co-inoculagdo. Crescimento.

vii



GENERAL ABSTRACT

BASTOS, Rennan do Amaral. Co-inoculation of rhizobia and plant growth promoting
bacteria in common bean. 2016. 101p. Dissertation (Master Degree in Agronomy, Soil
Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

The objective of this work was to evaluate the production of biomass and grains in common
bean (Phaseolus vulgaris) in co-inoculation with rhizobia and plant growth promoting
bacteria. The work was divided into three chapters. The first evaluated the compatibility
between rhizobia and plant growth promoting bacteria and their effects on plant growth. In
Petri dishes assay, Azospirillum amazonense and A. brasilense were co-inoculated with
Rhizobium tropici at three application levels, and no antagonism was detected. The
experiment in Leonard jars had a 5x3+3 factorial with eight replications, consisting of five
bacteria (Bradyrhizobium diazoefficiens, B. elkanii, A. amazonense, Azospirillum brasilense
and Escherichia coli) and three application levels (10%, 10° and 10® CFU mL™), all co-
inoculated with R. tropici plus three additional treatments (control, nitrogen, and inoculated
with R. tropici). Co-inoculation increased nodulation, N concentration and content in the
shoot. The experiment in pots with soil had 3x2x2+4 factorial with four replications,
consisting of three growth promoters (B. diazoefficiens, B. elkanii and A. brasilense), two
application levels (10* and 10° CFU mL™), two N sources (R. tropici and mineral N), and four
additional control treatments (absolute control, nitrogen, inoculated with rhizobia and co-
inoculated with AZOTOTAL®). Inoculation with A. brasilense associated with N fertilization
increased the production of leaves and shoots. The second chapter aimed to evaluate the
growth and production of common bean under co-inoculation. An experiment in pots with soil
in a factorial 2x3+4 with 8 repetitions were performed by combining the inoculation of R.
tropici with A. brasilense or B. diazoefficiens in three application levels (10%, 10° and 10°
CFU mL™) plus the control treatments (absolute, nitrogen, inoculated with rhizobia and co-
inoculated with AZOTOTAL®). Four replications were harvested at 45 days after sowing, and
four at grain maturity. Co-inoculated plants showed shoot mass, number of pods, shoot N
content, grain yield, number of seeds and pods per plant higher than the control inoculated
with rhizobia. The leaf chlorophyll Falker index was similar in co-inoculated treatments and
under mineral N fertilization, but lower than the exclusive inoculation R. tropici. In the third
chapter it was evaluated the growth and production of common bean under different strategies
of mineral N fertilization associated with co-inoculation with R. tropici and A. brasilense. The
experiment had seven treatments with four replications: control; inoculation with R. tropici
without N application; control with mineral N; co-inoculation with R. tropici and A.
brasilense without N fertilization or application of 20 kg ha™ of N at sowing; inoculation with
R. tropici and 20 kg ha™ of N at sowing; inoculation with A. brasilense and 20 kg ha™ of N at
sowing. Plants were harvested at 45 days after sowing and at grain maturity. Co-inoculation
combined with the N fertilization resulted in higher mass values of leaves, stem, shoot, dry
mass of grains, number of grains per plant and accumulation of N in pods and grains.

Key words: Phaseolus vulgaris. Co-inoculation. Growth.
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1 INTRODUCAO

A simbiose leguminosa-Rhizobium é conhecida por ser o sistema mais eficiente para
fixacdo bioldgica de N, (BURDMAN et al., 1997), ocorrendo por meio de nodulacdo nas
raizes (MOLLA et al., 2001) onde a bactéria, na forma de bacterdides, converte nitrogénio
atmosférico em amonia, através da nitrogenase (NEVES, 1981; NEVES & RUMIJANEK,
1998), tornando-o disponivel para as rea¢Ges de aminacao (processo pelo qual ions amonio
sdo transferidos para compostos contendo carbono a fim de produzir aminoacidos e outras
substancias organicas contendo nitrogénio) (RAVEN et al., 1996).

O sistema simbiotico desempenha destacada funcdo na agricultura: inoculantes
rizobianos, veiculos que contém estirpes de comprovada especificidade com a planta
hospedeira, tém sido amplamente utilizados em areas de producdo de leguminosas com o
objetivo de atender — parcial ou integralmente — a demanda de N das culturas através da
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN). Giller & Cadisch (1995) se referem ao sucesso em
termos de modificacdo das praticas agricolas decorrentes de pesquisas sobre FBN como
resultante do desenvolvimento e aplicacdo de tais produtos, destacando que sua utilizacéo
permitiu a introducdo de leguminosas em locais onde riz6bios compativeis eram ausentes no
solo. Estima-se que, no mundo, a FBN em 4&reas cultivadas contribua com 32 Tg ano™ de N,
que corresponde a 30% do N produzido na forma de fertilizantes (CANTARELLA, 2007).

Outro grupo de microrganismos benéficos do solo é representado por bactérias
associativas capazes de promover o crescimento das plantas por meio de varios processos
biolégicos (CHAPARRO et al., 2012), conhecidas como bactérias promotoras de crescimento
vegetal (PGPB - plant growth promoting bacteria). Dentre os mecanismos intrinsecos a sua
fisiologia e que destacadamente podem interferir no desenvolvimento das culturas, podem-se
citar: producdo de substéncias reguladoras do crescimento de plantas (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006), aumento da captacdo de nutrientes através da solubilizacdo de fosfatos
inorganicos e de ferro pela producdo de sidero6foros (GLICK et al., 1999; PODILE &
KISHORE, 2006; GALVAO et al., 2010), fixacdo bioldgica de nitrogénio (REIS et al., 2005)
e controle bioldgico contra patdégenos de plantas (SALAMONE et al., 2001).

Apesar de inoculantes de Rhizobium estarem disponiveis para comercializacdo por um
século, s6 recentemente é que a primeiras preparacdes comerciais de PGPBs tém aparecido no
mercado (FAGES, 1992; TANG, 1994; TANG & YANG, 1997; BASHAN, 1998). Os efeitos
da inoculagdo dos promotores de crescimento sobre o desenvolvimento das plantas estio
diretamente ligados a uma série de fatores: concentracdo de inéculo (GERMAN et al., 2000),
tipo de solo (BASHAN, 1998), época de inoculacdo e condi¢cBes ambientais (OKON &
KAPULNIK, 1986), podendo entdo expressar distintas respostas a cultura, em conformidade a
sua tecnologia de aplicagdo ou de agroecossistema. Dentre as técnicas de utilizacdo de
promotores do crescimento, duas tém se destacado: sua associacdo com a adubagdo
nitrogenada mineral e a co-inoculagdo com bacterias do género Rhizobium.

Experimentos recentes, que objetivaram avaliar a efetividade da inoculagédo de PGPBs
em feijoeiro adubado com nitrogénio mineral, demonstram o potencial promissor de
utilizacdo desta técnica para a promog¢do de ganhos em termos de produtividade. Gitti et al.
(2012) observaram que a inoculacdo de Azospirillum brasilense proporcionou incremento de
grios equivalente a 101 kg ha® em comparacdo ao ndo inoculado, demonstrando que a
disponibilizagdo de nitrogénio prontamente solGvel (advindo dos fertilizantes) associado ao
efeito sinérgico das PGPBs é potencialmente favoravel ao feijoeiro.

Inoculantes mistos (combinagdes de microorganismos) que interagem sinergicamente
estdo atualmente sendo elaborados (BASHAN, 1998), ensejando um quadro otimista para a
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industria, pela possibilidade de incorporacdo das PGPBs aos inoculantes rizobianos ja
comercializados e amplamente utilizados em plantios de leguminosas. A técnica alternativa de
co-inoculacdo, também denominada de inoculagdo mista, consiste na utilizacdo de
combinag@es de diferentes microorganismos, aos quais produzem um efeito sinérgico, em que
se superam os resultados produtivos obtidos com os mesmos, quando utilizados na forma
isolada (FERLINI, 2006; BARBARO et al., 2008, 2009), com frequéncia, aumentando o
crescimento e producdo, em comparacdo a inoculacdo isolada, condicionando plantas com
nutrigdo mais equilibrada (BASHAN & HOLGUIN, 1997, BASHAN, 1998).

A co-inoculacdo de PGPBs com rizobios esta se tornando um método préatico para o
desenvolvimento da agricultura sustentdvel, em funcdo dos aumentos de rendimento
observados em comparacdo com inoculacdo com rizobio sozinho (BAI et al., 2002). Segundo
Hungria et al. (2013), considerando-se as principais limitaces para a fixacdo bioldgica de N,
com feijao inoculado com rizobios e os beneficios para o crescimento da cultura atribuido as
PGPBs, a co-inoculagdo com ambos 0s microrganismos pode melhorar o desempenho da
planta em questdo, sendo esta abordagem coerente com as exigéncias modernas de
sustentabilidade agricola, econdmica, social e ambiental (CHAPARRO et al., 2012).

Na atual conjuntura do agronegocio, busca-se elevar a produtividade das lavouras
considerando-se de antemdo os aspectos econdmico e ambiental. Desta forma, justificam-se o
desenvolvimento de tecnologias que contribuam para a reducao do uso de insumos industriais
e proporcionem menores impactos aos recursos naturais. Diante deste cenario, a hipdtese é de
que a co-inoculacédo de rizobio e bactérias promotoras de crescimento vegetal, associados ou
ndo a adubacédo nitrogenada mineral, podem favorecer o crescimento das plantas.

Para testar esta suposicdo, foram conduzidos experimentos em casa de vegetacao,
onde plantas de feijoeiro foram submetidas a co-inoculagdo de rizébio com bactérias
promotoras de crescimento vegetal, de forma isolada ou associada a adubacdo nitrogenada
mineral, tendo como objetivo avaliar as respostas em termos de produgdo de biomassa e
componentes de producéo.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Rizobio: Interacdo Planta-Bactéria e Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio

A fixacgdo bioldgica de nitrogénio (FBN) € um processo em que a molécula de N, na
forma gasosa € incorporada, na forma de amonio, ao metabolismo primério de fixacdo de
nitrogénio, participando da produgdo de proteinas nas plantas (REIS et al., 2010). Apenas uma
parcela relativamente pequena das espécies de procariotos possui a enzima nitrogenase que €
capaz de reduzir o N, para a forma inorganica combinada NH3 que pode entdo, tornar-se
disponivel para plantas e outros organismos, os quais sdo chamados de fixadores de N, ou
diazotréficos, e 0 processo que mediam — a fixacdo bioldgica de N, (FBN) é representado pela
seguinte equacdo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006):

N _Nitrogenase )
N, +8H" + 16 ATP + 8e » 2 NH; + Hy, + 16 ADP + 16 Pi

A enzima nitrogenase é composta por duas unidades basicas: uma ferro-proteina que
coleta a forca redutora e energia e outra ferro-molibdénio, proteina que coleta e reduz o
substrato (Moreira & Siqueira, 2006). Atualmente, sdo conhecidos trés tipos de nitrogenase:
um que possui molibdénio (Mo, nitrogenase-1) e ferro (Fe); outro em que o vanadio (V)
substitui o0 molibdénio (nitrogenase-2); e um terceiro, que s6 tem ferro (nitrogenase-3) (REIS
et al., 2005). A fisiologia dos microrganismos diazotroficos é marcada pelas propriedades
inerentes desta enzima. S&o elas: alta sensibilidade ao oxigénio, necessidade dos metais Fe,
Mo ou V, seus componentes estruturais; suprimento adequado de poder redutor; MgATP para
a sua atividade; ambiente onde o nitrogénio combinado nao esteja disponivel (REIS et al.,
2005).

O estudo de bactérias fixadoras de N, ou diazotréficas associadas as plantas tem
mostrado a ocorréncia de uma grande variedade de microrganismos isolados a partir das mais
diversas familias do reino vegetal, além do solo e dos sistemas aquaticos (REIS &
TEIXEIRA, 2005). A capacidade diazotrofica esta restrita a Bactéria e Archaea, incluindo
cianobactérias e bactérias Gram positivas e Gram negativas (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006).

Na associacdo com leguminosas, a bactéria é denominada comumente de rizobio
(CASSINI & FRANCO, 2013); as plantas formam entdo estruturas especializadas,
denominadas ‘“nodulos”, localizados nas raizes, onde ficam os bacterdides — rizobios
transformados — contendo as enzimas necessarias a fixacdo do N (LOPES, 2007). Embora seja
um processo de reducado, os rizobios demandam oxigénio para outros processos metabdlicos.
O suprimento de oxigénio é feito de forma controlada, com a participacdo da proteina leg-
hemoglobina, que confere aos nddulos efetivos uma tonalidade avermelhada (LOPES, 2007).

“Rizobio” ¢ um termo genérico atribuido a bactérias diazotroficas originalmente
pertencentes a familia Rhizobiaceae (RUMJANEK et al., 2005), que inicialmente incluia
todas as espécies de bactérias que nodulam leguminosas (JORDAN, 1984; MOREIRA, 2008).
O nome rizo6bio originou-se da primeira espécie descrita — Rhizobium leguminosarum de onde
também se derivou o0 nome da primeira familia compreendendo, na época, todas as bactérias
fixadoras de nitrogénio noduliferas em leguminosas conhecidas — Rhizobiaceae (MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006). Hoje, com a descoberta de bacterias que nodulam leguminosas em
outras familias de diversos ramos filogenéticos de Prokaryota, esse nome se tornou
inapropriado, porém é amplamente empregado como termo coletivo e consagrado pelo uso
(MOREIRA, 2008). Segundo Cassini & Franco (2013), os rizébios caracterizam-se pela
capacidade de interacdo com o sistema radicular da planta hospedeira por meio do
desenvolvimento de estruturas altamente especializadas — o nddulo radicular — onde se
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processa a FBN. Essa interacdo representa uma simbiose, ou, mais especificamente, uma
interagdo mutualistica, pois a bactéria se beneficia do suprimento de fotoassimilados ou
carbono organico fornecidos pela planta hospedeira, enquanto a planta recebe o nitrogénio
fixado pelo rizébio microssimbionte na forma amoniacal, assimilando-o em compostos
nitrogenados que podem ser translocados para as suas diferentes partes.

O mérito do primeiro isolamento de bactérias fixadoras de nitrogénio do interior dos
nodulos é creditado a Beijerinck em 1888 que as denominou Bacillus radicicola (MOREIRA,
2008). A origem do epiteto Rhizobium leguminosarum, que Bacillus radicicola substituiu e,
retido até hoje como a primeira espécie de bactéria que nodula leguminosas, € incerta
(YOUNG, 1999; MOREIRA, 2008). Por muito tempo foi creditado a Frank (1890), mas
revisdes recentes corrigiram para Frank (1879), que descreveu a espécie, mas ndo demonstrou
sua capacidade de fixar nitrogénio (MOREIRA, 2008).

O agrupamento dos rizobios foi, inicialmente, baseado em caracteristicas fenotipicas,
principalmente na habilidade de nodular determinadas leguminosas, dando origem ao conceito
de “grupos de inoculag@o cruzada” (FRED et al., 1932; HUNGRIA et al., 1997), baseado no
principio da existéncia de uma especificidade para que ocorra a infeccdo da planta pelas
estirpes bacterianas.

A nomenclatura do grupo rizébio baseada na faixa de hospedeiro mostrou-se cada vez
mais inadequada, exigindo uma profunda revisdo (RUMJANEK et al., 2005). Atualmente, sdo
reconhecidos treze géneros: Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Ensifer
(anteriormente conhecido como Sinorhirobium), Burkholderia, Phyllobacterium, Microvirga,
Azorhizobium, Ochrobactrum, Methylobacterium, Cupriavidus, Devosia e Shinella (WEIR,
2012). A perspectiva diante da alta diversidade identificada nesse grupo de bactéria é que
ainda deverdo ocorrer alteracGes na taxonomia, principalmente nos rizébios que nodulam as
leguminosas tropicais (YOUNG & HAUKKA, 1996; RUMJANEK, 2005).

As bactérias que nodulam o feijoeiro foram  classificadas, inicialmente, como
Rhizobium phaseoli, levando em consideracéo, principalmente, o grupo de inoculagdo cruzada
(HUNGRIA et al., 1997). Com a melhor caracterizacdo fisiologica, bioquimica e genética,
essas bactérias foram reclassificadas, ap6s 50 anos, na espécie Rhizobium leguminosarum bv.
phaseoli (JORDAN, 1984; HUNGRIA et al., 1997). Durante muitos anos, o feijoeiro foi
considerado como uma leguminosa de nodulacdo especifica, sendo nodulado apenas por R.
leguminosarum bv. phaseoli (JORDAN, 1984; MERCANTE et al., 1999). Mais recentemente,
com o avango nas técnicas de biologia molecular e avaliacdo de um grupo maior de isolados
gue nodulam o feijoeiro, proveniente de diferentes regides, foram constatadas caracteristicas
bastante heterogéneas entre estes, permitindo que fossem divididos em dois grupos diferentes,
correspondentes as estirpes Tipo | e Tipo Il (MARTINEZ et al., 1985, 1987, 1988; BROM et
al., 1988; MERCANTE et al., 1999).

As estirpes do Tipo | incluiam os isolados com uma estreita faixa de hospedeiros,
maltiplas copias do gene nifH (QUINTO et al., 1982; MARTINEZ et al., 1985) e hibridizagéo
com o gene psi (BORTHAKUR et al., 1985), enquanto as estirpes do Tipo Il apresentavam
uma faixa de hospedeiros mais ampla (incluindo Leucaena leucocephala e Macroptilium
atropurpureum) apresentando uma Unica cépia do gene nifH e ndo hibridizavam com o gene
psi (MARTINEZ et al., 1985, 1988; MERCANTE et al., 1999). Posteriormente, com base em
diversas diferencas fisiologicas e genéticas, as estirpes do Tipo Il foram reclassificadas numa
nova espécie, Rhizobium tropici, sendo divididas em dois grupos IIA e 1IB (MARTINEZ-
ROMERO et al., 1991; MERCANTE et al., 1999). Classificam-se como pertencentes ao
grupo | as bactérias Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli e Rhizobium etli, e como
pertencente ao grupo Il Rhizobium tropici.

A inoculacdo das sementes do feijoeiro com bactérias do género Rhizobium apresenta-
se como uma tecnologia de baixo custo para o fornecimento de nitrogénio as plantas
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(HUNGRIA et al., 1997). Ainda segundo Hungria et al. (1997), estimativas das taxas de FBN
em feijoeiro, obtidas em experimentos de campo conduzidos na América do Sul, América
Central e Africa, variam de 4 a 124 kg ha™ de N e, desta forma, o fornecimento de N via
fixacdo poderia aumentar a produtividade média nacional sem o uso de adubos nitrogenados.

Por muitos anos, as estirpes de rizébio usadas comercialmente para a inoculacéo do
feijoeiro no Brasil pertenciam ao grupo de estirpes Tipo | (R. leguminosarum bv. phaseoli e
R. etli), que, conforme sabemos hoje, apresenta um elevado grau de instabilidade genética.
Isto poderia explicar, pelo menos em parte, a variabilidade nas respostas a inoculacéo do
feijoeiro, com perdas frequentes da eficiéncia simbidtica e, até mesmo, perda de sua
viabilidade em culturas estocadas (SOBERON-CHAVEZ et al., 1986; FLORES et al., 1988;
MARTINEZ-ROMERO et al., 1991; MERCANTE et al., 1999).

De acordo com as sugestdes apresentadas na “VI RELARE — Reunido da Rede de
Laboratorios para a Recomendacdo de Estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium”, realizada
em 1994, apenas as estirpes de R. tropici devem ser recomendadas para inoculagdo de
feijoeiro no Brasil (HUNGRIA & ARAUJO, 1995; MERCANTE et al., 1999). De fato, as
pesquisas tém demonstrado que a inoculacéo do feijoeiro com estirpes de R. tropici representa
um grande potencial para a fixacdo de N, nesta cultura (MERCANTE et al., 1999).

As bactérias definidas como Rhizobium tropici podem ser descritas como aerobicas,
Gram-negativas, com bastonetes flagelados, sem a formacéo de esporos e tamanho de 0,5 a
0,7 pum por 1,5 a 2 um (HUNGRIA et al., 1997), que produzem hipertrofias corticais em
plantas, denominadas nédulos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). As col6nias sdo circulares,
convexas, semitranslucidas e, usualmente, apresentam didmetro de 2 a4 mm em 2 a 4 dias em
meio TY (HUNGRIA et al.,, 1997). O pH 6étimo para crescimento varia de 5 a 7 e 0
crescimento pode ocorrer em temperaturas de até 40°C (HUNGRIA et al., 1997).

A estirpe 11IB CIAT 899 (= ATCC, 49672, = UMR 1899, = SEMIA 4077) foi
designada como estirpe-padrao (“type strain”) e a estirpe representativa do grupo I1A é a CFN
299 (HUNGRIA et al., 1997). A estirpe CIAT 899, assim como as outras do tipo 11B, também
é resistente a metais pesados e aos antibioticos cloranfenicol, espectinomicina, carbenicilina e
estreptomicina (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991) e apresenta maior tolerancia a acidez
(GRAHAM et al., 1994) e a temperaturas elevadas (MERCANTE, 1993; HUNGRIA et al.,
1997). A estirpe CIAT 899 encontra-se registrada, na colecdo da Embrapa Agrobiologia,
como BR 322 e, tem como cddigo oficial SEMIA 4077.

A maioria dos estudos sobre rizébio do feijoeiro foi desenvolvida em laboratérios
europeus, definindo para as bactérias apenas as caracteristicas de R. leguminosarum bv.
phaseoli, dentre as quais a capacidade de nodular exclusivamente o feijoeiro (HUNGRIA et
al., 1997). Esta capacidade, porém, vinha sendo questionada, pois ha relatos de nodulacdo do
feijoeiro com estirpes de R. meliloti (BROMFIELD & BARRAN, 1990), R. fredii
(SADOWSKY et al.,, 1988) e por rizobio isolado de diversas leguminosas florestais
(HUNGRIA et al., 1997). Pode-se citar, entre as espécies de leguminosas florestais, relatos de
estirpes capazes de nodular o feijoeiro e Albizia lebbeck, Cliantus formosus, Clitoria ternatea,
Dalea leporina, Indigofera tinctoria, Gliricidia maculata, Leucaena leococephala,
Lonchocarpus spp., Prosopis chilensis e Sesbania exaltata, entre outras (HUNGRIA et al.,
1997). Algumas estirpes também sdo capazes de nodular forrageiras, como Lotus
corniculatus, adubos verdes, como Canavalia ensiformis e espécies de Vigna
(HERNANDEZ-LUCAS et al., 1995; HUNGRIA et al., 1997). De acordo com Hungria
(1997), é provavel que a natureza promiscua das estirpes que nodulam o feijoeiro, ao
contrario das de soja, possa permitir a manutencdo da infectividade pela nodulacdo de
diversos hospedeiros.

A extraordinaria diversidade genética e fisioldgica encontrada no rizébio do feijoeiro,
em que os limites entre as espécies das popula¢bes nativas ndo foram ainda definidos
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(EARDLY et al., 1985), aliada a capacidade de nodulacdo da planta com relacéo a diferentes
espécies de rizobio, vem evidenciar a elevada variabilidade de resposta a nodulagdo nos
diversos cultivares de feijdo e pode explicar, em alguns pontos, a razdo do insucesso da
utilizacdo de inoculantes rizobianos nessa cultura em campo (CASSINI & FRANCO, 2013).
Assim, as estirpes superiores de rizébios, isto é, estirpes com elevada capacidade de
nodulagéo e fixacdo de nitrogénio, quando utilizadas em plantios de determinadas cultivares
de feijdo, em certas regides, podem nao sobreviver em campo ou, se sobreviverem, nao
conseguem competir com os rizobios nativos, naturalmente mais adaptados as condicoes
locais, havendo, assim, insucesso no seu emprego (CASSINI & FRANCO, 2013). Esse
insucesso pode ser expresso como baixa eficiéncia de fixacdo de nitrogénio, apesar de a planta
apresentar nodulos (CASSINI & FRANCO, 2013).

A julgar pelos dados de comercializagdo de inoculantes, esse produto vem sendo
empregado em apenas 2-3% da area cultivada com feijoeiro (LOPES, 2007). Resultados
obtidos em experimentos com feijoeiro indicam que € grande a possibilidade de substituir
completamente a adubacdo nitrogenada pela inoculacdo (HUNGRIA et al., 2000; LOPES,
2007). Entretanto, a assimilacdo da tecnologia de inoculagcdo do feijoeiro pode, ainda,
demandar tempo. Dentre os motivos mais importantes estd a descrenca da efetividade da
inoculacdo, devido aos resultados de pesquisas anteriores, nas quais foram utilizados
inoculantes produzidos com estirpes de baixa estabilidade genética (LOPES, 2007). Até 1990,
as estirpes recomendadas apresentavam alta instabilidade genética e baixa tolerancia a acidez,
a temperatura elevada e baixa capacidade de nodular em presenca de N (LOPES, 2007). Com
a descoberta de Rhizobium tropici (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991) e com a selegéo de
estirpes mais eficientes, atualmente recomendadas, vem-se acumulando resultados
experimentais positivos com a inoculagédo (LOPES, 2007).

2.2 Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal

Outro grupo de microrganismos benéficos é representado por bactérias associativas
capazes de promover o crescimento das plantas por meio de varios processos, incluindo a
producdo de horménios de crescimento (como auxinas, giberelinas, citocininas e etileno), a
inducdo de resisténcia sistémica a doencas e estresses ambientais, a capacidade de solubilizar
fosfato e, também, de realizar FBN (HUNGRIA et al., 2013).

Esses organismos sdo também chamados de bactérias promotoras do crescimento
vegetal (PGPB — plant growth promoting bacteria) (GALVAO et al., 2010). As PGPBs sé0
consideradas biofertilizantes, quando promovem o crescimento vegetal especificamente
através do aumento da disponibilidade de nutrientes ou do acesso a eles pela planta, pelo do
incremento da &rea superficial da raiz (SOMERS et al., 2004; GALVAO et al., 2010).

Incluem-se nesse grupo varias bactérias de diversos géneros e espécies que vivem na
rizosfera de gramineas sem formar noédulos, proporcionando beneficios para a planta através
da fixacdo do N, produgédo de fitohorménios que estimulam o enraizamento, aumento da
colonizagdo micorrizica e aumento na eficiéncia de absorcdo de nutrientes e,
consequentemente, na produtividade. Espécies desse grupo ocorrem na rizosfera, filosfera e
mesmo no interior dos tecidos das plantas (endofiticas) (LOPES, 2007). Dentre essas
bacterias, destacam-se as pertencentes ao género Azospirillum, utilizadas mundialmente como
inoculantes (HUNGRIA et al., 2013).

O género Azospirillum inclui atualmente seis espécies descritas, mas apenas 5 sao
fixadoras de nitrogénio (REIS et al., 2005). As duas espécies primeiramente classificadas na
década de 70 sdo as mais estudadas, sendo A. brasilense a que acumula 0 maior numero de
publicacdes durante essas Ultimas 3 décadas e pode ser considerada como o modelo de estudo
nessa area de pesquisa (REIS et al., 2005). Bacterias desse género tém sido encontradas em
associacdo com plantas monocotiledéneas e dicotiledéneas, sendo por isso consideradas
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ubiquas (REIS et al., 2005). As espécies A. lipoferum e A. brasilense sdo as mais
frequentemente encontradas colonizando a maioria das plantas de regides tropicais e
temperadas, sendo a maioria dos isolados obtidos de plantas de maior interesse agronémico
como milho, arroz, sorgo e trigo (REIS et al., 2005).

O género Azospirillum compreende seis espécies, A. brasilense e A. lipoferum, A.
amazonense, A. halopraeferens, A. irakense e A. largimobile, caracterizadas com base na
analise fenotipica e genotipica (homologia DNA:DNA e sequencia da rRNA 16S) (REIS et
al., 2005). O sequenciamento da rRNA 16S mostrou a formacgdo de dois grupos distintos: o
primeiro subgrupo ¢é formado pelas espécies A. lipoferum, A. brasilense, A. halopraeferens, A.
largimobile, e as duas primeiras espécies apresentam um alto grau de similaridade genética; o
outro subgrupo é formado pelas espécies A. amazonense e A. irakense (REIS et al., 2005).
Entretanto, por ndo apresentarem caracteristicas genéticas divergentes que justifiguem a
criagdo de novo género, 0s mesmos continuam a fazer parte do género Azospirillum (DEKHIL
etal., 1997; REIS et al., 2005).

2.3 Co-inoculacédo de Rizdbio e Bactérias Promotoras de Crescimento

Considerando-se os efeitos promovidos pelas bactérias em questdo e vislumbrando-se
as perspectivas que sua aplicacdo poderia agregar em termos de crescimento das plantas,
iniciaram-se 0 desenvolvimento de trabalhos com o objetivo de combinar diferentes
microrganismos, mais especificamente as bactérias promotoras de crescimento vegetal e
rizobios, de forma a avaliar as respostas das plantas em termos de desenvolvimento
vegetativo, resisténcia a condicOes de estresse e producéo.

A técnica alternativa de co-inoculacdo ou também denominada de inoculacdo mista
consiste na utilizagdo de combinacdes de diferentes microrganismos, aos quais produzem um
efeito sinérgico, em que se superam os resultados produtivos obtidos com os mesmos, quando
utilizados na forma isolada (BARBARO et al., 2008).

Li & Alexander (1988) conseguiram incrementar a colonizagdo e a nodulagéo de soja,
por meio de co-inoculacdo de Bradyrhizobium diazoefficiens com bactérias do género
Bacillus, produtoras de antibiéticos (FIGUEIREDO et al., 2010). Outros relatos demonstram
efeitos positivos na nodulacdo pela co-inoculagédo de rizébio com outras espécies de bactérias
(FIGUEIREDO et al., 2007; SILVA et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2010). Essa
contribuicdo foi relacionada com a producdo de fitohorménios, pectinase ou sinais
moleculares em Bacillus cereus e outras espécies de microrganismos (FIGUEIREDO et al.,
2010).

Molla et al. (2001), estudando a promogdo de crescimento das raizes e nodulacdo da
soja sob co-inoculacdo de Azospirillum e Bradyrhizobium em condi¢des de laboratodrio,
observaram aumento significativo nos seguintes fatores: crescimento do sistema radicular,
desenvolvimento dos pelos radiculares e elevacdo do nimero e peso de nddulos.

Em trabalho conduzido pela co-inoculagdo de Bradyrhizobium diazoefficiens e
Rhizobium tropici com Azospirillum brasilense, Hungria et al. (2013) obtiveram resultados
satisfatorios em termos de aumento da producdo para as culturas da soja e feijdo.
Considerando as principais limitacfes atuais e potenciais da FBN com a soja e os beneficios
atribuidos a diversas culturas pela inoculacdo com Azospirillum, deduz-se que a co-inoculagdo
com ambos organismos pode melhorar o desempenho das culturas, em uma abordagem que
respeita as demandas atuais de sustentabilidade agricola, econémica, social e ambiental
(HUNGRIA et al., 2013).



2.4 Adubacédo Nitrogenada e Inoculacédo de Leguminosas

A aplicacdo de N mineral nos solos tropicais pode resultar as vezes, em baixa
frequéncia de resposta pela cultura do feijdo (ALMEIDA et al., 2000). O aproveitamento do
nitrogénio usado no adubo é normalmente inferior a 50%, podendo em solos arenosos, atingir
entre 5 a 10 %, devido a grandes perdas por lixiviagéo ou desnitrificacdo (ALMEIDA et al.,
2000).

Nesse contexto, 0 manejo adequado da adubagdo nitrogenada representa uma das
principais dificuldades da cultura do feijoeiro, visto que a aplicacdo de doses excessivas de N,
além de aumentar o custo econdmico, pode promover sérios riscos ao ambiente, e a sua
utilizacdo em quantidade insuficiente pode limitar o seu potencial produtivo, mesmo que
outros fatores de producéo sejam otimizados (SANTOS et al., 2003; PELEGRIN et al., 2009).
No entanto, o feijoeiro, sendo uma leguminosa, apresenta condices de se beneficiar da
associacao simbidtica com Rhizobium, o que contribui significativamente para a economia de
nitrogénio (BASSAN et al., 2001), sendo possivel que essa cultura se beneficie, em condicdes
de campo, do processo de fixagdo bioldgica de N, podendo alcangar produtividade acima de
2.500 kg ha (HUNGRIA et al., 2000).

O nitrogénio € um nutriente cuja presenca ou auséncia afeta a simbiose de varias
formas (PEREIRA, 1982; FERREIRA et al., 2000). Pequenas quantidades de nitrogénio
aplicadas ao solo permitem um aumento no crescimento dos nodulos e maior fixacdo do
nitrogénio, sendo que niveis muito baixos de nitrato no solo podem ser limitantes a atividade
simbidtica (ROSOLEM, 1987; BASSAN et al., 2001). A adicdo de elevados teores de
nitrogénio afeta inicialmente o nimero e peso de nodulos, mas ndo inibe o seu
desenvolvimento e a fixacdo simbiotica de nitrogénio (RUSCHEL & RUSCHEL, 1975;
RUSCHEL & SAITO, 1977; BASSAN et al., 2001).

Diversos trabalhos foram conduzidos com o objetivo de avaliar-se a efetividade da
associacdo entre a inoculacdo do feijoeiro com rizébio e a adubacdo nitrogenada mineral. No
principio das pesquisas do tema em questdo, Franco e Ddbereiner (1967), em experimento
conduzido sob condic¢des de casa de vegetacdo com a finalidade de estudar a especificidade
hospedeira na simbiose de estirpes de Rhizobium phaseoli com variedades de Phaseolus
vulgaris sob a influéncia de varios nutrientes, ja indicavam com seus resultados que algumas
variedades nodulavam mesmo sob adubacdo nitrogenada e que as mesmas poderiam fixar
nitrogénio, aumento a acumulacdo de N total nas plantas.

Em trabalho conduzido por Pelegrin et al. (2009), onde avaliou-se a resposta do
feijoeiro a inoculacdo com rizdbio associada a aplicacdo de N mineral, a adubacdo com 20 kg
ha® de N acrescida de inoculante com a estirpe de R. tropici CIAT 899 possibilitou a
obtencdo de rendimento de grdos na cultura de feijoeiro equivalente a aplicacdo de até 160 kg
ha® de N. No tocante ao aspecto econdmico, os resultados obtidos no ensaio em questio
indicaram que a inoculagéo de rizobio, acrescida da adubag&o com 20 kg ha™ de N no plantio,
propiciou acréscimo de receita liquida semelhante & aplicagdo de 160 kg ha™ de N e superior
ao tratamento com a adubacio de 20 kg ha™ de N, sem o uso do inoculante, evidenciando a
sua importancia para obtencéo de maior rentabilidade na cultura do feijoeiro.

Segundo Bassan et al. (2001), para niveis de produtividade superiores deve-se utilizar
adubacdo com N mineral em cobertura, que deve ser feita no inicio do florescimento, para dar
0 tempo para estabelecimento da simbiose.



3 CAPITULO I

CO-INOCULACAO DE RIZOBIO E BACTERIAS PROMOTORAS DE
CRESCIMENTO VEGETAL EM SEMENTES DE FEIJOEIRO COMUM



3.1 RESUMO

O trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito da co-inoculacdo de Rhizobium e estirpes de
bactérias promotoras de crescimento vegetal sobre o crescimento e nodulacdo do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.), assim como a compatibilidade entre as bactérias. Conduziram-se um
ensaio em ambiente laboratorial e dois experimentos em casa de vegetacdo, na Embrapa
Agrobiologia, em Seropédica, RJ. O ensaio laboratorial, em placas de Petri, teve delineamento
fatorial 2x3x2 com quatro repeti¢cdes, composto por duas bactérias promotoras de crescimento
(Azospirillum amazonense e A. brasilense), co-inoculadas com Rhizobium tropici, trés doses
de aplicacdo (10%, 10° e 108 UFC mL™) e dois meios de cultura (DYGS e NFB). Foi avaliada
a presenca de halo de inibicdo a partir da colénia antagbnica. A. amazonense e A. brasilense
nédo apresentaram acdo antagonista a R. tropici, podendo ser inoculados de forma conjunta. O
experimento em vasos de Leonard teve delineamento completamente casualizado com oito
repeticGes, em fatorial 5x3 composto por cinco bactérias (Bradyrhizobium diazoefficiens, B.
elkanii, Azospirillum amazonense, A. brasilense e Escherichia coli), em trés doses de
aplicagdo (10%, 10° e 10° UFC mL™), todas co-inoculadas com Rhizobium tropici, acrescidos
de trés tratamentos adicionais (testemunha absoluta, testemunha nitrogenada, e inoculacéo
apenas com R. tropici). As plantas foram coletadas aos 35 dias ap6s a semeadura, sendo
determinado o teor de N na parte aérea. A co-inoculacdo de R. tropici com B. diazoefficiens
(10° e 10° UFC mL™), B. elkanii (10°, 10° e 10* UFC mL™), A. amazonense (10%, 10° e 10*
UFC mL™), A. brasilense (10%, 10° e 10* UFC mL™) e E. coli (10% e 10° UFC mL™), aumentou
0 nimero de nédulos; por sua vez, A. amazonense (10° UFC mL™) aumentou a massa de
nodulos, indicando o potencial da co-inoculacdo para a elevacdo da nodulacdo. O teor e
conteddo de N na parte aérea foram aumentados pela dupla inoculagdo. As estirpes co-
inoculadas B. diazoefficiens (108, 10° e 10* UFC mL™), B. elkanii (10® UFC mL™), A.
amazonense (10° e 10* UFC mL™), A. brasilense (10* UFC mL™) e E. coli (10° UFC mL™)
elevaram o conteudo de N na parte aérea em relacdo a testemunha inoculada com R. tropici. O
experimento em vasos com solo teve delineamento em blocos ao acaso com quatro repeticdes,
em fatorial 3x2 composto por trés bactérias (B. diazoefficiens, B. elkanii e A. brasilense), co-
inoculadas com R. tropici, e duas doses de aplicacdo (10* e 10° UFC mL™), acrescidos de
quatro tratamentos adicionais (testemunha nitrogenada, testemunha absoluta, inoculacdo com
R. tropici e inoculacdo com o produto comercial AZOTOTAL®). A inoculagdo de A.
brasilense aumentou a producéo de folhas e de parte aérea na dose 10* UFC mL™ e de caule
na dose 10° UFC mL™. Concluiu-se que a co-inoculagdo, em condigdo estéril, aumentou a
nodulacdo, teor e contetdo de N parte aérea, enquanto em vasos com solo, a inocula¢do com
A. brasilense associada a adubac¢do nitrogenada aumentou a massa de parte aérea.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. Co-inoculagdo. Biomassa.
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3.2 ABSTRACT

This work aimed to assess the effect of co-inoculation of Rhizobium strains and plant growth
promoting bacteria on the nodulation and growth of common bean (Phaseolus vulgaris L.), as
well as the compatibility between these bacteria. An assay in laboratory environment and two
greenhouse experiments were conducted at Embrapa Agrobiologia - Seropédica, RJ. The
laboratory assay in Petri dishes had a 2x3x2 factorial with four replications, consisting of two
growth promoting bacteria (Azospirillum amazonense and A. brasilense), co-inoculated with
Rhizobium tropici, three application rates (10*, 10° and 10 CFU mL™), and two culture media
(DYGS and NFB). The presence of inhibition zone from the antagonistic colony was
evaluated. A. amazonense and A. brasilense showed no antagonistic action with Rhizobium
tropici and may be inoculated together. The experiment in Leonard jars had completely
randomized design with eight replications in 5x3 factorial, consisting of five bacteria
(Bradyrhizobium diazoefficiens, B. elkanii, Azospirillum amazonense, A. brasilense and
Escherichia coli) in three application rates (10%, 10° and 108 CFU mL™), all co-inoculated
with Rhizobium tropici, plus three additional control treatments (absolute, nitrogen and
inoculation only with R. tropici). The plants were collected at 35 days after sowing, and N
content determined in the shoot. Co-inoculation with Rhizobium tropici, Bradyrhizobium
diazoefficiens (10® and 10° CFU mL™), B. elkanii (10%, 10° and 10* CFU mL™), Azospirillum
amazonense (10°, 10° and 104 CFU mL™), A. brasilense (10° 10° and 10* CFU mL™) and
Escherichia coli (10 and 10° CFU mL™) increased the number of nodules, while Azospirillum
amazonense (104 CFU mL™) increased the mass of nodules, indicating the potential of co-
inoculation to increase nodulation. Inoculation with B. diazoefficiens (10%, 10° and 10* CFU
mL™), B. elkanii (10%, 10° and 10* CFU mL™), A. amazonense and B. diazoefficiens (10® and
10° CFU mL™) and E. coli (10® and 10° CFU mL™) increased the N content in the shoot, and
B. diazoefficiens (10° CFU mL™) provided superior values to the N control. The experiment in
pots with soil had randomized block design with four replications in 3x2 factorial consisting
of three bacteria (Bradyrhizobium diazoefficiens, B. elkanii and Azospirillum brasilense), co-
inoculated with Rhizobium tropici, and two application levels (10* and 10° CFU mL™), plus
four additional control treatments (absolute control, nitrogen, inoculation with Rhizobium
tropici and inoculation with the commercial product AZOTOTAL®). Inoculation of A.
brasilense increased the production of leaves and shoots at level 10* CFU mL™ and stem at
level 10° CFU mL™. It is concluded that the co-inoculation in sterile condition increased
nodulation, and N content of shoot, whereas in pots with soil, co-inoculation with A.
brasilense associated with N fertilization increased the mass of shoot.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Co-inoculation. Biomass.
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3.3 INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) é capaz de associar-se simbioticamente a
bactérias conhecidas como rizobios, que utilizam como fonte de nitrogénio o N, atmosferico,
convertendo-o em aménia através da enzima nitrogenase e disponibilizando-o as plantas. Esse
processo bioldgico ocorre em estruturas tipicas e altamente especificas, os nodulos, que séo
formados apos o estabelecimento da simbiose entre 0 microssimbionte e a planta hospedeira
(BRANDAO JUNIOR et al., 2000). Ainda nos nédulos, & aménia sintetizada sio rapidamente
incorporados ions hidrogénio (H"), ocorrendo a transformacdo em ions amonio (NH,") que
sdo distribuidos para a planta hospedeira e incorporados em diversas formas de N organico,
como os ureidos, aminoacidos e amidas (HUNGRIA et al., 2001), sendo esse processo
denominado fixacédo bioldgica de nitrogénio (FBN).

O emprego de estirpes bacterianas eficientes para FBN, quando em simbiose com o
feijoeiro, tem sido considerado como uma tecnologia favoravel ao desenvolvimento
vegetativo das plantas e ao incremento na producao de grdos. Uma das atuais referéncias para
inoculacdo da cultura no Brasil, a estirpe CIAT 899 de Rhizobium tropici, foi descrita pela
primeira vez por Martinez-Romero et al. (1991) e, desde entdo, vem sendo testada, em
diferentes condicdes edafoclimaticas e de manejo, quanto a sua capacidade de fornecer N e
atender a demanda deste nutriente pela cultura do feijoeiro. Esta estirpe é relatada como sendo
geneticamente mais estavel que outras estirpes de rizobio, além de mais tolerante a estresses
como temperaturas elevadas e acidez do meio, sendo mais adaptada as condi¢des de solos
tropicais (GRAHAM, 1992; SOARES et al., 2006).

Assim como as pertencentes ao género Rhizobium, novas bactérias tém sido testadas
ndo apenas quanto a sua capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, mas também em relacéo
a promogdo de crescimento das culturas. As chamadas bactérias promotoras de crescimento
vegetal (PGPBs, ou plant growth promoting bacteria), quando inoculadas, podem contribuir
para 0 crescimento das plantas de diversas maneiras: induzindo a resisténcia das plantas a
doencas e estresses (WANG et al., 2009); promovendo melhorias na nutricdo vegetal,
fornecendo nutrientes especificos para as plantas, principalmente fésforo e ferro, através da
solubilizacdo de fosfatos inorganicos e da producdo de sideroforos (GLICK et al., 1999;
PODILE & KISHERE, 2006; GALVAO et al., 2010); produzindo horménios vegetais ou
reguladores do crescimento vegetal como o &cido indol-acético, giberelinas e citocininas
(CATTELAN, 1999; SILVA et al., 2006) e melhorando a nodulagéo e a fixagcdo de nitrogénio,
por afetar interagdes entre plantas e rizobios (STAJKOVIC et al., 2011).

Os resultados adicionais proprios da inoculacdo de PGPBs, quando associados a
aplicacdo de inoculantes rizobianos, possibilitam otimizar o desenvolvimento da cultura pela
somatdria de seus efeitos a fixagdo bioldgica de nitrogénio, sendo esta técnica denominada de
co-inoculacdo. Resultados de estudos recentes tém demonstrando que a co-inoculagdo de
Rhizobium e PGPBs em diversas leguminosas de interesse agricola resulta em maior
crescimento e produgdo. Na cultura do feijoeiro pode proporcionar, comparativamente as
plantas inoculadas apenas com Rhizobium: aumento na nodulagdo (HUNGRIA et al., 2013);
elevacdo do crescimento e conteado de N e P (STAJKOVIC et al,, 2011), aumento na
quantidade de N fixado e no rendimento de grdos (REMANS et al., 2008).

Resultados positivos decorrentes da utilizacdo de bactérias do género Azospirillum
como promotores de crescimento tém sido amplamente documentados na literatura. A co-
inoculacdo de Azospirillum com Bradyrhizobium em soja melhorou a iniciagdo nodular e o
desenvolvimento da planta (MOLLA et al., 2001), assim como em feijoeiro com Rhizobium,
aumentando a nodulacéo, a fixacao de nitrogénio (BURDMAN et al., 1997) e o rendimento da
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cultura (REMANS et al., 2008). N&o obstante a possibilidade de associacdo entre 0s
diferentes grupos de bactérias, os estudos efetuados tém-se geralmente limitado a
Azospirillum brasilense. Também inexistentes sdo as informacGes inerentes ao emprego de
espécies do género Bradyrhizobium como promotoras de crescimento, sendo seu uso no
Brasil restrito, até este momento, como inoculante rizobiano.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a compatibilidade entre Rhizobium tropici e
bactérias promotoras de crescimento vegetal, e a eficidcia de sua co-inoculacdo para a
nodulagdo, o acimulo de biomassa e de N do feijoeiro comum.
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3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Ensaio em placas

O teste de antagonismo de Rhizobium tropici a Azospirillum amazonense e
Azospirillum brasilense foi realizado pelo método da camada dupla de agar com 3 pontos
equidistantes. As estirpes utilizadas foram CIAT 899 (BR322) de Rhizobium tropici, BR
11.833 de Azospirillum amazonense e Sp 245 (BR 11.005) de Azospirillum brasilense,
pertencentes a Cole¢do de Culturas da Embrapa Agrobiologia.

O ensaio seguiu o delineamento completamente casualizado, com quatro repeticdes,
em esquema fatorial 2x2x3, totalizando 48 placas de Petri, combinando-se dois meios de
cultura (DYGS e NFB), duas bactérias promotoras de crescimento vegetal (A. amazonense e
A. brasilense) e trés doses de aplicagdo das mesmas (10, 10° e 10° UFC mL™).

Os tratamentos oriundos da combinacdo dos niveis desses fatores foram: T1 - R.
tropici e A. amazonense (10® UFC mL™); T2 - R. tropici e A. amazonense (10° UFC mL™); T3
- R. tropici e A. amazonense (10* UFC mL™); T4 - R. tropici e A. brasilense (108 UFC mL™);
T5 - R. tropici e A. brasilense (10° UFC mL™) e T6 - R. tropici e A. brasilense (10* UFC mL

1
).

As PGPBs foram crescidas em meio DYGS liquido (Ddbereiner et al., 1999) com pH
6,8, para A. brasilense, e pH 6,0 para A. amazonense, sob agitacdo e, apds 72 horas, semeadas
individualmente nas placas de Petri, vertidas com 10 mL de meio de cultura DYGS ou NFB,
em trés pontos de 0,5 mm de didmetro equidistantes. Em seguida foram incubadas por 48
horas em estufa a 27 °C.

Abertas e invertidas, as tampas das placas de Petri receberam 5 mL de cloroférmio,
sendo posteriormente fechadas, permitindo a inativacdo bacteriana pela exposicdo das
col6nias aos vapores de cloroférmio por um periodo de 1 hora.

Em seguida, verteu-se uma sobrecamada de 15 mL de meio de cultura TY solido
(DOBEREINER et al., 1999) em estado fundente (50 °C) contendo uma suspensdo de
Rhizobium tropici (CIAT 899) na concentracdo de 10° UFC mL™. Posteriormente, as placas
foram reincubadas por 48 horas em estufa a 27 °C.

A presenca ou auséncia de halo de inibicdo a partir da coldnia antagonica foi avaliada
no segundo dia apos a reincubacao.

3.4.2 Experimento em vasos de Leonard

Um experimento em vasos de Leonard foi montado no delineamento experimental de
blocos ao acaso, em esquema fatorial 5x3+3, totalizando 18 tratamentos, com oito repeticoes
cada. Os fatores avaliados foram a estirpe de bactéria e dose de aplicacdo. Além disso, o
experimento foi acrescido de trés tratamentos adicionais que consistiram na testemunha
nitrogenada, testemunha inoculada com R. tropici (CIAT 899) e testemunha absoluta. O fator
estirpe foi dividido em 5 niveis, a saber as estirpes USDA 110, BR 29, BR 11.833, Sp 245 e
K12 de Bradyrhizobium diazoefficiens, B. elkanii, A. amazonense, A. brasilense e E. coli,
respectivamente, todas co-inoculadas com a CIAT 899. O fator dose de aplicacéo foi dividido
em trés niveis, a saber, as doses de 10%, 10° e 10 UFC mL™.

Os tratamentos consistiram em: T1 - co-inoculagdo de R. tropici e B. diazoefficiens
(108 UFC mL™Y); T2 - co-inoculacdo de R. tropici e B. diazoefficiens (10° UFC mL™); T3 - co-
inoculagdo de R. tropici e B. diazoefficiens (10* UFC mL™); T4 - co-inoculaco de R. tropici e
Bradyrhizobium elkanii (10® UFC mL™); T5 - co-inoculagdo de R. tropici e B. elkanii (10°
UFC mL™); T6 - co-inoculago de R. tropici e B. elkanii (10* UFC mL™); T7 - co-inoculagéo
de R. tropici e Azospirillum amazonense (10® UFC mL™); T8 - co-inoculagéo de R. tropici e
A. amazonense (10° UFC mL™); T9 - co-inoculacéo de R. tropici e A. amazonense (10* UFC
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mL™); T10 - co-inoculagéo de R. tropici e Azospirillum brasilense (10° UFC mL™); T11 - co-
inoculacéo de R. tropici e A. brasilense (10° UFC mL™); T12 - co-inoculagdo de R. tropici e
A. brasilense (10* UFC mL™); T13 - co-inoculacdo de R. tropici e Echerichia coli (108 UFC
mL™); T14 - co-inoculacdo de R. tropici e E. coli (10° UFC mL™); T15 - co-inoculago de R.
tropici e E. coli (10* UFC mL™); T16 - testemunha nitrogenada; T17 - testemunha inoculada
com R. tropici e T18 - testemunha absoluta.

O experimento em vasos de Leonard foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa
Agrobiologia, entre novembro e dezembro de 2014, em conformidade as exigéncias do
Protocolo Oficial para Avaliacdo da Viabilidade e Eficiéncia Agrondmica de Cepas,
Inoculantes e Tecnologias Relacionados ao Processo de Fixagdo Bioldgica do Nitrogénio em
Leguminosas (BRASIL, 2011).

A estirpe de rizobio utilizada foi CIAT 899 (BR 322) de Rhizobium tropici pertencente
a Colecao de Culturas da Embrapa Agrobiologia. A estirpe foi crescida em meio TY liquido
(Ddbereiner et al., 1999) por trés dias sob agitacdo. Apo6s o crescimento, as células foram
centrifugadas a 4.000 g, por 10 min., e lavadas duas vezes em solucdo de 0,55% NaCl. A
densidade otica (DO) dos in6culos foi ajustada para 1.0 em espectrofotdmetro, a 600 nm, de
modo a adequar a concentracdo de células para 108 UFC mL™ conforme determinado em
ensaios prévios de contagem em placas.

As estirpes de bactérias promotoras de crescimento utilizadas foram: USDA 110
(SEMIA 5080, BR 116) de Bradyrhizobium diazoefficiens, BR 29 (SEMIA 5019), de
Bradyrhizobium elkanii, BR 11.833, de Azospirillum amazonense, Sp 245 (BR 11.005), de
Azospirillum brasilense e K 12, de Escherichia coli, pertencentes a Colegdo de Culturas da
Embrapa Agrobiologia. As estirpes de Bradyrhizobium foram crescidas em meio TY
(Ddbereiner et al., 1999) por trés dias sob agitacdo; Azospirillum BR 11.833 e Sp 245 em
meio DYGS (Ddobereiner et al., 1999), respectivamente, com pH 6,0 e 6,8, por 4 dias sob
agitacdo; e a Escherichia coli em meio LB (Dobereiner et al., 1999) por 2 dias sob agitagdo. O
procedimento de lavagem e ajuste da densidade Otica foi 0 mesmo aplicado para a estirpe
CIAT 899. As concentraces correspondentes a 10° e 10* UFC mL™ foram obtidas através de
diluicdo do meio em concentracdo equivalente a 108 UFC mL™ em solucéo salina (0,55%
NaCl).

A cultivar de feijoeiro utilizada foi a Pérola. As sementes foram desinfetadas por 30
segundos em alcool 96° e 2 minutos em perdxido de hidrogénio (30%), seguidos por dez
lavagens em &gua destilada autoclavada.

Para cada vaso de Leonard, foram utilizados 1,5 kg de substrato, com areia lavada e
vermiculita (2:1 v:v). Os vasos foram esterilizados em autoclave por 2 horas a temperatura de
121 °C, por dois dias consecutivos. Os vasos foram dispostos em bancadas na casa de
vegetacdo sob condigdes estéreis. Semearam-se quatro sementes por vaso, desbastando-se
posteriormente para duas plantas aos 5 dias apds a germinacao. Cada semente recebeu 1 mL
de indculo da(s) bactéria(s) no momento do plantio, cobrindo-se entdo com uma camada de 1
cm de areia esterilizada.

Os vasos receberam, semanalmente, 400 mL de solugéo nutritiva de Norris (NORRIS
& T’MANNETIE, 1964) isenta de nitrogénio, com exce¢do da testemunha nitrogenada, que
recebeu dosagens crescentes equivalentes a 10, 15, e 20 mg de N planta™, na forma de
NH4NOg3, na primeira, segunda e subsequentes semanas apos o plantio.

As plantas foram coletadas 35 dias apds a semeadura. O sistema radicular foi lavado e
recuperado juntamente aos nddulos desprendidos com auxilio de peneira de malha de 2 mm,;
ambos foram posteriormente acondicionados em frascos de vidro hermeticamente fechados e
reservados em geladeira, sendo destacados e contados.

A parte aérea e as raizes foram acondicionadas separadamente em sacos de papel,
postas a secar em estufa de circulacdo forcada a 65 °C até atingirem massa constante e
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pesadas para determinacdo do peso de matéria seca. As amostras da parte aérea foram
posteriormente moidas e submetidas a digestdo sulfurica para a determinacdo dos teores de N
pelo método semimicro Kjeldahl, segundo Malavolta et al. (1997); o contetdo de N foi obtido
pelo produto entre a biomassa e o teor de N. Os nodulos foram secos em estufa de circulagéo
forcada a 65 °C até atingirem peso constante para a determinacdo da massa seca.

Alguns nédulos foram coletados para estudo através de microscopia de luz. Trés
amostras de nodulos de cada tratamento foram retiradas das plantas 34 dias apds a semeadura,
e fixadas com solu¢édo de glutaraldeido 2,5% em tampé&o fosfato 50 mM, pH 7,0, por 24 horas
a 4 °C em geladeira. As amostras foram lavadas por quatro vezes em tampéo fosfato e
desidratadas em série alcodlica, sendo passadas por 15 minutos em solugdes crescentes de
alcool etilico e agua destilada (15%, 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%). Em seguida,
foram colocadas em cépsula de gelatina e imersas em resina acilica LR White por 24 horas
em ambiente hermético com vacuo, seguido de polimerizacao a 60°C por 18 horas. O material
foi seccionado em micr6tomo e corado com azul de toluidina em laminas histoldgicas, sendo
visualizado e fotografado em microscopio 6tico.

Figura 1. Visao geral do experimento em vasos de Leonard. Fonte: Rennan Bastos (2014).

3.4.3 Experimento em vasos com solo

Um experimento em vasos com solo ndo estéril foi montado no delineamento de
blocos casualizados, no esquema fatorial 3x2x2+4, totalizando 16 tratamentos com quatro
repeticGes cada. Os fatores foram a estirpe de bactéria (USDA 110, BR 29 e Sp 245), a dose
aplicada (10* e 10° UFC mL™) e a fonte de N (R. tropici CIAT 899 e N mineral). Além disso,
foram incluidos 4 tratamentos adicionais, a saber: testemunha absoluta, testemunha
nitrogenada, testemunha inoculada com R. tropici e testemunha de co-inoculagéo de R. tropici
com o produto comercial AZOTOTAL®.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia, no

periodo compreendido entre os meses de julho a agosto de 2014, em conformidade as
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exigéncias do Protocolo Oficial para Avaliacdo da Viabilidade e Eficiéncia Agronémica de
Cepas, Inoculantes e Tecnologias Relacionados ao Processo de Fixacdo Bioldgica do
Nitrogénio em Leguminosas (BRASIL, 2011).

O ensaio foi conduzido em vasos com solo, o substrato proveio do horizonte A de um
Argissolo Vermelho Amarelo oriundo da area experimental da Embrapa Agrobiologia,
peneirado em malha de 4 mm. A analise quimica de fertilidade do solo foi realizada segundo a
metodologia descrita pela Embrapa (1997) no Laboratério de Quimica Agricola da Embrapa
Agrobiologia, obtendo-se 0s seguintes resultados: pH de 5,6; P (Mehlich™) de 1,92 mg L™;
A|13+ de 0,08 cmol. dm™; Ca** de 1,98 cmol. dm™; Mg®* de 0,87 cmol. dm~ e K de 26,00 mg
L.

Em cada vaso de 4 kg foi realizada a calagem com a aplicacdo e posterior
homogeneizacdo de 7 g de CaCO; para a neutralizagdo do AI** téxico e fornecimento de Ca*".
Quinze dias ap6s a calagem, os vasos foram adubados com solugbes de nutrientes, nas
sequintes doses: 10 mg kg de Mg, como MgSO,7H,0; 2 mg kg’ de Cu, como
CuS04.5H,0; 1 mg kg™ de Zn, como ZnS04.7H,0; 0,1 mg kg™ de B, como H,BOs; 0,2 mg
kg™ de Mo, como Na;Mo00,.2H,0, 1 mg kg™ de Fe, como Fe-EDTA e 80 mg kg™ de P, na
forma de KH,PO,. Por sua vez, os vasos sob adubagdo nitrogenada receberam 60 mg kg™ de
N, como (NH,4),SO,. Posteriormente, o solo de cada vaso foi homogeneizado. Os tratamentos
co-inoculados ndo foram submetidos a adubacéo nitrogenada mineral.

O plantio foi realizado em julho de 2014; a cultivar utilizada foi a Pérola, sendo
semeadas quatro sementes por vaso com posterior desbaste para duas plantas aos 7 dias ap0s a
emergéncia das plantulas.

Como estirpe de rizobio, foi utilizada a CIAT 899 de Rhizobium tropici, registrada e
recomendada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para a
producdo de inoculantes de feijoeiro comum. As estirpes de promotores de crescimento
testadas foram a SEMIA 5019 (BR 29) de Bradyrhizobium elkanii, SEMIA 5080 (BR 116) de
Bradyrhizobium diazoefficiens e Sp 245 de Azospirillum brasilense. O preparo do inéculo foi
0 mesmo utilizado para o experimento em vasos de Leonard.

As sementes foram desinfestadas por imersao durante 30 segundos em alcool 96° GL e
dois minutos em peroxido de hidrogénio P.A., sendo posteriormente lavadas por dez vezes em
agua destilada esterilizada. Foram semeadas quatro sementes desinfestadas por vaso com
posterior desbaste para duas plantas aos 7 dias ap6s a emergéncia das plantulas. A semeadura
foi realizada em julho de 2014.

No momento do plantio, cada semente foi inoculada com 1 mL do inoculante de R.
tropici € 1 mL da bactéria promotora de crescimento de planta nas concentraces
correspondentes. Os tratamentos que receberam adubacdo nitrogenada ndo foram inoculados
com rizébio e receberam a aplicacdo de 1 mL dos inoculantes com bactérias promotoras de
crescimento. Todas as sementes foram posteriormente cobertas com uma camada de
aproximadamente 1 cm de terra.

As avaliagdes foram realizadas em plantas coletadas aos 45 dias apds o plantio
(florescimento pleno). A parte aérea e as raizes foram acondicionadas separadamente em
sacos de papel, postas a secar em estufa de circulacdo forcada a 65 °C até atingirem massa
constante e pesadas para determinacdo do peso de matéria seca. As amostras da parte aérea
foram posteriormente moidas e submetidas & digestdo sulfirica para a determinacdo dos
teores de N pelo método semimicro Kjeldahl, segundo Malavolta et al. (1997); o contetdo de
N foi obtido pelo produto entre a biomassa e o teor de N. Os nddulos foram secos em estufa
de circulacdo forcada a 65 °C até atingirem peso constante para a determinacdo da massa
seca.
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Figura 2. Visdo geral do experimento em vasos com solo. Fonte: Rennan Bastos (2014).

O sistema radicular foi lavado e recuperado juntamente aos nddulos desprendidos com
auxilio de peneira de malha de 2 mm. Foi determinada a atividade da enzima nitrogenase
através da técnica de reducdo de acetileno. Raizes e nddulos foram colocados em frascos de
vidro de 250 mL hermeticamente fechados; inicialmente foram retirados 30 mL de ar com
auxilio de seringa sendo, posteriormente, aplicados 30 mL de acetileno através de uma seringa
de injecdo. Ap6s um periodo de incubacdo de 30 min, coletou-se uma amostra de 1 mL, sendo
injetado 0,5 mL para leitura da concentracdo de etileno em cromatografia gasosa. Foi
utilizado o cromatdégrafo a gas do modelo Perkin-Elmer L Auto System e Integrador PE
Nelson Modelo 1022 com Detector de lonizacdo de Chama (FID — Flame lonization Detector)
e coluna cromatografica Poropak N. O padrdo de etileno foi determinado, injetando-se no
cromatdgrafo 1,0 mL de etileno puro. Os valores de etileno produzido foram convertidos para
umol C,H, h* planta™, considerados como atividade da nitrogenase. A atividade especifica da
nitrogenase foi calculada através da raz&o entre a atividade da nitrogenase e a massa seca de
nodulos de cada vaso.

As raizes e nodulos foram acondicionados em frascos de vidro hermeticamente
fechados e reservados em geladeira para que se procedesse a contagem do numero de nédulos.
Os nodulos foram destacados e contados e secos em estufa de circulagdo forcada a 65 °C até o
peso constante e pesados.

3.4.4 Andlise estatistica

Na andlise estatistica, adotou-se um esquema fatorial com tratamentos extras,
procedimento descrito por Pimentel Gomes (1990), mas efetuado de forma diferente.
Inicialmente, efetuou-se uma andlise de todos os tratamentos como um unico fator, que
forneceu a soma dos quadrados total do experimento e das repeti¢des. Depois se efetuou uma
analise apenas dos tratamentos inseridos no fatorial, mas como um unico fator; a diferenga das
somas dos quadrados de todos os tratamentos e destes tratamentos do fatorial forneceu a soma

18



dos quadrados dos tratamentos extras. Depois efetuou-se uma analise considerando o esquema
fatorial, que forneceu as somas dos quadrados das fontes de variagcdo do fatorial e de suas
interacdes. Ao final, estas somas dos quadrados foram agrupadas em uma planilha de Excel,
obtendo-se a soma dos quadrados do erro por diferenca.

Para a apresentacdo dos resultados dos experimentos, foi considerado que foram
usados diferentes delineamentos experimentais nos diferentes experimentos, que os efeitos
das interacdes foram pouco significativos, e que os efeitos muito significativos ocorreram nos
tratamentos extras. Sendo assim, as tabelas apresentam as médias de todos os tratamentos, em
uma andlise como um Unico fator. Quando da presenca de algum efeito significativo na
analise fatorial, foram apresentadas tabelas demonstrando apenas estes efeitos significativos.
As médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% por meio do programa ASSISTAT.
Os quadros sindticos da andlise de variancia (com os quadrados médios e as significancias)
também foram apresentados nos Anexos, para guiar a interpretacdo dos resultados.

A Tabela 1 mostra um exemplo deste procedimento, para os dados de conteldo de N
na parte aérea no experimento de vasos de Leonard.

Tabela 1. Demonstrativo do procedimento para obtencdo do quadro de anélise de variancia
em esquema fatorial com tratamentos extras, para os dados de conteddo de N na parte
aérea no experimento de vasos de Leonard.

Analise com 18 tratamentos

FV GL SQ QM F
Repeticéo 7 14.559 2,080 0,86
Tratamento 17 113,497 6,676  2,77**
Erro 119 286,577 2,408
Total 143 414,633
Analise com os 15 tratamentos do fatorial
FV GL SQ QM F
Repeticao 7 7,552 1,079 0,47
Tratamento 14 48,192 3,442 1,50
Erro 98 224,906 2,295
Total 119 280,649
Andlise do fatorial 5x3
FV GL SQ QM F
Repeticao 7 7,552 1,079 0,47
Estirpe 4 27,672 6,918  3,01*
Dose 2 2,237 1,118 0,49
Est x dose 8 18,284 2,285 1,00
Erro 98 224,906 2,295
Total 119 280,649
Anélise do fatorial 5x3 com 3 tratamentos extras
FV GL SQ QM F
Repeticdo 7 14,559 2.080 0,86
Estirpe 4 27,672 6.918 2,87*
Dose 2 2,237 1.118 0,46
Est x dose 8 18,284 2.285 0,95
Trat extra 3 65,305 21.678 9,04**
Erro 119 286,577 2,408
Total 143 414,633

*, **: Significativo aos niveis de 5 e 1% pelo teste F.
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3.5 RESULTADOS
3.5.1 Ensaio em placas

No ensaio em placas, Azospirillum amazonense e Azospirillum brasilense néo
apresentaram acdo antagonista a Rhizobium tropici, em nenhuma das doses ou meios de
cultura testados (Tabela 2).

Tabela 2. Teste de antagonismo de Azospirillum amazonense e Azospirillum brasilense a
Rhizobium tropici em meios de cultura DYGS e NFB, em que (-) = auséncia de
inibicdo e (+) = presenca de inibicao.

Azospirillum amazonense Azospirillum brasilense
DYGS NFB DYGS NFB
10* UFC mL™ - - - -
10°UFC mL™ - - - -
10° UFC mL™ - - - -

3.5.2. Experimento em vasos de Leonard

Os dados da Tabela 30 (no Anexo) apresentam os resultados da analise de variancia
dos dados de acumulo de biomassa e contetido de nitrogénio na parte aérea. A auséncia de
efeito da repeticdo demonstra a correta distribuicdo dos blocos em funcdo das variacdes do
ambiente. Foram observados efeitos significativos para estirpe em relacdo a massa de raiz e
conteddo de N na parte aérea, dose para massa de raiz e dos tratamentos extras para todos 0s
caracteres avaliados. A interacdo estirpe x dose foi significativa a 24% para massa de parte
aerea.

As co-inoculacdes de Rhizobium tropici com Brayrhizobium diazoefficiens (108 e 10°
UFC mL™), Bradyrhizobium elkanii (108 UFC mL™) e Echerichia coli (10* UFC mL™),
proporcionaram aumento de massa de parte aérea comparativamente a testemunha absoluta,
de forma diferente do tratamento inoculado apenas com R. tropici, que ndo diferiu de maneira
significativa dos co-inoculados ou da referida testemunha (Tabela 3).

Nos tratamentos de co-inoculacdo com Azospirillum, ndo houve alteracdes
significativas com relacdo as testemunhas absoluta e inoculada com R. tropici, independente
da dosagem aplicada.

Como pode ser observado na tabela 4, no desdobramento do efeito dos tratamentos
sobre a massa de parte aérea dentro de cada dose, ndo houve diferenca entre as médias dos
tratamentos, assim como entre as trés doses de aplicacao.
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Tabela 3. Massa seca de parte aérea, massa seca de raiz, nimero de nddulos, massa seca de
nodulos e massa seca de 1 nodulo de feijoeiro co-inoculado com rizébio (Rhizobium
tropici) e bactérias promotoras de crescimento vegetal (Bradyrhizobium diazoefficiens, B.
elkanii, Azospirillum amazonense e A. brasilense), sob diferentes doses de inoculante
(10%, 10° e 108 UFC mL™), 35 dias ap6s o plantio, em vasos de Leonard.

Tratamento Massade  Massade Numerode Massade Massadel
parte aérea raiz nédulos nédulos nodulo
—— mg planta*— -planta®- - mg planta™ - — Hg—
Rhizo + B. diazoefficiens (10°) 678 b 341 ab 375a 92 ab 260 cd
Rhizo + B. diazoefficiens (10°) 650 b 293 ab 193 cd 62 ab 349 bc
Rhizo + B. diazoefficiens (10%) 530 bc 282 bc 80 fg 35 bc 423 ab
Rhizo + B. elkanii (10%) 695 b 291 ab 313 ab 73 ab 275 cd
Rhizo + B. elkanii (10°) 511 bc 227 ef 140 de 59 ab 423 ab
Rhizo + B. elkanii (10 471 be 239 de 253 bc 65 ab 257 cd
Rhizo + A. amazonense (10%) 545 bc 257 de 228 bc 93 ab 397 bc
Rhizo + A. amazonense (10°) 507 bc 263 cd 135 de 79 ab 599 ab
Rhizo + A. amazonense (10%) 585 bc 303 ab 286 ab 119a 415 ab
Rhizo + A. brasilense (10%) 520 bc 294 ab 291 ab 70 ab 238 de
Rhizo + A. brasilense (10°) 504 bc 309 ab 327 ab 94 ab 288 cd
Rhizo + A. brasilense (10°) 576 bc 296 ab 377 a 79 ab 197 de
Rhizo + E. coli (10°) 561 bc 370 a 156 de 47 be 317 cd
Rhizo + E. coli (10°) 484 bc 256 de 233 bc 63 ab 287 cd
Rhizo + E. coli (10%) 661 b 286 bc 112 ef 69 ab 659 a
Testemunha nitrogenada 913a 345 ab 0g Oc 00e
Testemunha - R. tropici 490 bc 296 ab 105 fg 50 bc 512 ab
Testemunha absoluta 389 ¢ 206 f 0g Oc 00e
C.V. (%) 34,47 23,36 36,31 57,73 48,28

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

A inoculagdo conjunta de R. tropici e E. coli resultou no maior acimulo de massa de
raizes, porém, ndo diferiu significativamente das co-inoculagdes com as demais estirpes de
promotores de crescimento, da inoculacdo exclusiva com R. tropici e da testemunha
nitrogenada. Nao houve diferenca significativa entre a maioria dos tratamentos co-inoculados
e a testemunha inoculada com R. tropici, entretanto, as co-inoculag()es com B. elkanii (10° e
10* UFC mL™Y), A. amazonense (10° e 10° UFC.mL™) e E. coli (10° UFC mL™) apresentaram
massa de raiz inferior a testemunha rizobiana. As Unicas bactérias que, sob co-inoculacdo, ndo
desfavoreceram o crescimento radicular independentemente da dose de aplicacéo,
comparativamente as testemunhas supracitadas, foram B. diazoefficiens e A. brasilense.

Atraves do desdobramento do efeito dos tratamentos sobre a massa de raiz dentro de
cada dose, observou-se que a co-inoculacdo com B. elkanii apresentou a menor média geral.
Entre as doses, maiores valores foram obtidos a 108 UFC mL™.
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Tabela 4. Massa de parte aérea e raiz de feijoeiro co-inoculado com rizobio (Rhizobium
tropici) e bactérias promotoras de crescimento vegetal (Bradyrhizobium diazoefficiens,
B. elkanii, Azospirillum amazonense e A. brasilense), sob diferentes doses de
inoculante (10%, 10° e 10® UFC mL™), 35 dias ap6s o plantio, em vasos de Leonard.

Tratamento 10°UFCmL™ 10°UFCmL™ 10°UFCmL"'  Média
Massa de parte aérea (mg planta™)
Rhizo + B. diazoefficiens 678 650 530 619
Rhizo + B. elkanii 695 512 471 559
Rhizo + A. amazonense 545 508 585 546
Rhizo + A. brasilense 521 504 577 534
Rhizo + E. coli 562 484 662 569
Média 600 532 565
Massa de raiz (mg planta™)
Rhizo + B. diazoefficiens 342 294 283 306 a
Rhizo + B. elkanii 292 227 239 253 b
Rhizo + A. amazonense 257 264 303 275 ab
Rhizo + A. brasilense 295 310 296 300 a
Rhizo + E. coli 370 256 287 304 a
Média 311 A 270 B 282 AB

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Com relacdo a nodulagdo, a analise de variancia (Tabela 31, em Anexo) demonstrou
que houve efeito significativo das diferentes estirpes para o nimero de nddulos e massa
unitaria de nédulos. Com relacdo a dose, somente 0 numero de nddulos apresentou efeito
significativo. A interacdo envolvendo estirpe x dose foi significativa para niUmero e massa
unitaria de nédulos. Foram observados efeitos significativos para os tratamentos extras em
relacdo a massa de nddulos, nimero de nédulos e massa unitéria de nédulos.

No tocante ao numero de nodulos (Tabela 3), todos os tratamentos co-inoculados
apresentaram ao menos uma dosagem significativamente superior a testemunha apenas
inoculada com Rhizobium tropici. Apenas B. diazoefficiens e E. coli, ambos na dose
equivalente a 10* UFC mL™, ndo foram superiores & testemunha rizobiana. Os tratamentos
sob co-inoculacdo com B. diazoefficiens e B. elkanii apresentaram resultados expressivamente
maiores na dosagem mais elevada (10° UFC mL™), comparativamente as demais. A co-
inoculacdo com as estirpes A. amazonense e A. brasilense, favoreceu a elevacdo do nimero de
nédulos nas trés dosagens (10°, 10° e 10* UFC mL™). Para ambas, hé4 tendéncia de progresso
da nodulagdo sob doses mais baixas de aplicacdo. As médias dos resultados obtidos para cada
tratamento co-inoculado (Tabela 3) demonstraram que a associacdo de R. tropici a A.
brasilense proporcionou, comparativamente aos demais, a formacdo de maior nimero de
nodulos; as médias das doses demonstraram que na mais elevada (10> UFC mL™) houve
maior formacao de nédulos.

Contrastando com os dados relativos ao nimero de nddulos, os referentes a sua massa
demonstraram ndo haver diferencgas significativas entre os tratamentos sob co-inoculagdo de
B. diazoefficiens, B. elkanii, A. brasilense e E. coli com relacdo a testemunha apenas
inoculada com R. tropici, nas trés doses de aplicacdo. Somente a co-inoculagdo com A.
amazonense na dose equivalente a 10* UFC mL™ foi significativamente superior & testemunha
rizobiana. Observa-se, no entanto, clara tendéncia na elevagdo da massa de nddulos nos
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tratamentos co-inoculados; fato evidenciado pela auséncia de significancia destes com relacédo
a dupla inoculagdo com A. amazonense (10* UFC mL™). Comparando-se as médias dos
tratamentos, ndo foram detectadas diferencas significativas entre as trés doses de aplicagéo,
assim como das co-inoculagdes entre si.

Com relagéo aos resultados encontrados para a massa de 1 nddulo, ou seja, para seu
peso unitério, observa-se que a testemunha inoculada com R. tropici foi ou ndo diferente dos
tratamentos co-inoculados. As inoculacdes conjuntas com B. diazoefficiens (10* UFC mL™),
B. elkanii (10° UFC mL™), A. amazonense (10° e 10 UFC mL™) e E. coli (10* UFC mL™) nido
apresentaram diferenca significativa com relagdo a testemunha rizobiana, tendo os demais
tratamentos apresentado resultado inferior a esta. Sob co-inoculagdo com B. diazoefficiens, B.
elkanii, A. amazonense e E. coli, nas doses que favoreceram a formacao de menor nimero de
nodulos, sua massa unitéria foi correspondentemente maior.

Pelo desdobramento dos efeitos dos tratamentos sobre o nimero de nodulos (Tabela
5), observa-se que a média da co-inoculagdo com A. brasilense foi estatisticamente superior a
dos demais tratamentos. Com relacio & dose de aplicagdo, 102 UFC mL™ foi a que
proporcionou maior formacdo de nodulos, sendo significativamente superior as demais. Na
massa unitaria de nddulos, a dupla inoculagdo com A. amazonense apresentou o resultado
mais elevado.

A andlise de variancia demonstrou diferencas significativas entre as estirpes para o
contetdo de N na parte aérea, da mesma forma que para os tratamentos extras (Tabela 30, em
anexo). O teor de N na parte aérea foi superior nos tratamentos co-inoculados com B.
diazoefficiens e B. elkanii com relacdo a testemunha inoculada apenas com R. tropici, nas trés
doses testadas (Tabela 6). Nos demais tratamentos, a aplicacdo das doses mais elevadas (10°
e 10° UFC mL™Y) em A. amazonense e E. coli também foram significativamente superiores &
referida testemunha, contrariamente ao observado na co-inoculagdo com A. brasilense, que
ndo diferiu da inoculacdo Unica com rizébio. A dose 10° UFC mL™ de B. diazoefficiens
apresentou resultado significativamente superior a testemunha nitrogenada.
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Tabela 5. Massa, nimero e massa unitaria de nodulos de feijoeiro co-inoculado com rizébio
(Rhizobium tropici) e bactérias promotoras do crescimento vegetal (Bradyrhizobium
diazoefficiens, B. elkanii, Azospirillum amazonense e A. brasilense), sob diferentes
doses de inoculante (10%, 10° e 10 UFC mL™), 35 dias ap6s o plantio, em vasosde

Leonard.
Tratamento 10° UFCmL* 10°UFCmL™ 10" UFC mL™ Média
Massa de nodulos (mg planta™)
Rhizo + B. 92 63 36 64
Rhizo + B. elkanii 74 60 66 66
Rhizo + A. amazonense 94 80 120 98
Rhizo + A. brasilense 71 95 80 82
Rhizo + E. coli 48 63 70 60
Média 76 72 74
Ndmero de nédulos (planta™)
Rhizo + B. 376 a 194 b 8lc 217 bc
Rhizo + B. elkanii 314 ab 141b 254 b 236 b
Rhizo + A. amazonense 229 be 136 b 287 ab 217 be
Rhizo + A. brasilense 292 ab 327 a 378 a 332a
Rhizo + E. coli 157 ¢ 234 ab 113 ¢ 168 c
Média 273 A 206 B 222 B
Massa unitaria de nédulo (mg)

Rhizo + B. 261 a 349b 423 b 344 abc
Rhizo + B. elkanii 276 a 423 ab 258 b 319 be
Rhizo + A. amazonense 398 a 600 a 415 b 471 a
Rhizo + A. brasilense 239a 288 b 198 b 242 ¢
Rhizo + E. coli 318 a 288 Db 659 a 422 ab
Média 298 390 391

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.
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Tabela 6. Teor e contetdo de N na parte aérea de feijoeiro co-inoculado com rizébio
(Rhizobium tropici) e bactérias promotoras do crescimento vegetal (Bradyrhizobium
diazoefficiens, B. elkanii, Azospirillum amazonense e A. brasilense), sob diferentes
doses de inoculante (10*, 10° e 10° UFC mL™), 35 dias apés o plantio, em vasos de

Leonard.
Tratamento Teor de N na parte aérea  Contetido de N na parte
aerea
mg g™ mg planta™
Rhizo + B. diazoefficiens (10°) 20,95 ab 14,39 ab
Rhizo + B. diazoefficiens (10°) 22,77 a 15,48 ab
Rhizo + B. diazoefficiens (10%) 21,95 ab 11,75 ab
Rhizo + B. elkanii (10°) 19,41 bc 13,47 ab
Rhizo + B. elkanii (10°) 18,81 bc 9,67 cd
Rhizo + B. elkanii (10 19,10 be 9,02 cd
Rhizo + A. amazonense (10°) 19,28 bc 10,52 bc
Rhizo + A. amazonense (10°) 19,03 bc 9,74 cd
Rhizo + A. amazonense (10%) 17,43 cd 10,02 be
Rhizo + A. brasilense (10°%) 18,02 cd 9,33 cd
Rhizo + A. brasilense (10°) 17,82 cd 9,011 cd
Rhizo + A. brasilense (10%) 17,56 cd 10,03 bc
Rhizo + E. coli (10°) 18,56 bc 10,42 bc
Rhizo + E. coli (10° 20,05 ab 9,57 cd
Rhizo + E. coli (10%) 18,17 cd 12,84 ab
Testemunha nitrogenada 18,52 bc 17,12 a
Testemunha - R. tropici 16,81 d 8,28 de
Testemunha absoluta 12,57 e 4,92 e
C.V. (%) 16,15 45,01

Meédias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

As plantas co-inoculadas com B. diazoefficiens acumularam quantidades
significativamente superiores de N na parte aérea para as trés doses aplicadas, quando
comparada a testemunha inoculada com R. tropici, ndo diferindo, porém, da testemunha
nitrogenada; B. elkanni também apresentou 0 mesmo comportamento, porém somente para a
dose mais elevada. Ambas as espécies de Azospirillum apresentaram resultados superiores a
testemunha inoculada com R. tropici, A. amazonense nas doses 10° e 10* UFC mL™ e A.
brasilense apenas sob 10* UFC mL™. A co-inoculagdo com E. coli, por sua vez, também foi
superior a tnica aplicacdo de R. tropici, nas dosagens 10° e 10* UFC mL™. Em média, 0 maior
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acumulo de N na parte aérea foi alcancado pela co-inoculacdo com B. diazoefficiens (Tabela
7).

Tabela 7. Conteudo de nitrogénio na parte aérea de feijoeiro co-inoculado com rizébio
(Rhizobium tropici) e bactérias promotoras do crescimento vegetal (Bradyrhizobium
diazoefficiens, B. elkanii, Azospirillum amazonense e A. brasilense), sob diferentes
doses de inoculante (10, 10° e 10° UFC mL™), 35 dias ap6s o plantio, em vasos de

Leonard.
Tratamento 10°UFC mL™* 10°UFCmL™* 10*UFCmL™ Média
Contetdo de N na parte aérea (mg planta™)

Rhizo + B. diazoefficiens 144 155 118 139a
Rhizo + B. elkanii 135 97 90 107 b
Rhizo + A. amazonense 105 97 100 101 b
Rhizo + A. brasilense 93 90 100 95b
Rhizo + E. coli 104 96 129 110 b
Média 116 107 107

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

A microscopia 6tica dos noédulos formados pela co-inoculagdo de R. tropici com A.
brasilense, B. diazoefficiens, B. elkanii e E. coli, ndo mostrou anormalidades (Figura 3). As
células infectadas pelas bactérias promotoras de crescimento vegetal ndo apresentaram
dessemelhancas as da testemunha inoculada com R. tropici. N&o obstante, menores
quantidades de células infectadas foram observadas na co-inoculagdo com E. coli,
comparativamente a testemunha inoculada com rizobio. Também ndo foram observadas
diferencas na estrutura dos nédulos.
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Figura 3. Microscopia Otica de se¢des longitudinais de nddulos de feijoeiro com quatro
semanas de idade sob co-inoculagdo de R. tropici com A. brasilense, B. diazoefficiens,
B. elkanii e E. coli. (A) Feixe vascular de nddulo da testemunha inoculada com
Rhizobium tropici. (B) Células infectadas em nodulo de testemunha inoculada com R.
tropici. (C) e (D) Células de nddulo co-inoculado com R. tropici e Bradyrhizobium
diazoefficiens (ci, células infectadas; cni, células ndo infectadas). (E) Células de
nodulo co-inoculado com R. tropici e Bradyrhizobium elkanii. (F) Feixe vascular de
nodulo co-inoculado com R. tropici e B. elkanii. (G) Células de nddulo co-inoculados
com R. tropici e Azospirillum brasilense. (H) Feixe vascular de nédulo co-inoculado
com R. tropici e E. coli. (I) Células de nédulo co-inoculado com R. tropici e E. coli.

3.5.3 Experimento em vasos com solo

Na anélise de variancia dos componentes de biomassa, houve interagdo significativa
entre os fatores N mineral e dose, para conteddo de N no caule, e entre estirpe e dose, para
contetdo de N na folha e contetdo de N na parte aérea (Tabela 32, em Anexo). Com relagéo
aos fatores isolados, massa de parte aérea, massa de folha, contetdo de N na folha, contetido
de N no caule e conteddo de N na parte aérea foram afetados de modo significativo pelo fator
N mineral e tratamentos extras, mas ndo apresentaram significancia para os fatores estirpe e
dose.

A Tabela 8 apresenta os resultados referentes a producao de biomassa de parte aérea e
raiz para os tratamentos inoculados com promotores de crescimento e rizobio ou sob
associacao a adubac&o nitrogenada mineral em condicdo ndo estéril. Em relacdo & massa de
folhas, caule, parte aérea e raiz, ndo houve diferenca significativa entre as co-inoculagdes
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avaliadas em relagdo a testemunha inoculada apenas com rizébio. De maneira geral, as médias
dos tratamentos co-inoculados foram inferiores a da testemunha em questao.

Tabela 8. Massa de folhas, massa de caule, massa de parte aérea e massa de raiz de feijoeiro
co-inoculado com rizébio (Rhizobium tropici) e bactérias promotoras de crescimento
vegetal (Bradyrhizobium elkanii, B. diazoefficiens e Azospirillum brasilense) nas
sementes, sob diferentes doses de inoculante (10* e 10° UFC mL™), 45 dias apds o
plantio, em vasos com solo néo esterelizado.

Tratamento Massa de Massa de Massa de Massa de
folhas caule parte aérea raiz
g planta™
Rhizo + B. elkanii (10% 351c 1,97d 548 ¢ 0,88 b
Rhizo + B. diazoefficiens (10%) 4,20 c 2,25d 6,45 C 1,29 b
Rhizo + A. brasilense (10%) 4,06 ¢ 2,01d 6,07 c 1,45b
Rhizo + B. elkanii (10°%) 413¢c 2,02 d 6,15 ¢ 1,17b
Rhizo + B. diazoefficiens (10°)  3,61c¢ 1,71d 5,32 ¢ 1,42 b
Rhizo + A. brasilense (10°) 4,10c 1,98d 6,08 c 1,33b
N + B. elkanii (10 6,71 ab 3,25 ab 9,96 ab 4,25a
N + B. diazoefficiens (10%) 6,57 ab 3,33 ab 9,91 ab 4,35a
N + A. brasilense (10% 7,11a 3,81 ab 10,92 a 3,94 a
N + B. elkanii (10°) 6,42 ab 3,52 ab 9,95 ab 4,26 a
N + B. diazoefficiens (10°) 6,40 ab 3,03¢ 9,43 ab 4,48 a
N + A. brasilense (10°) 6,45 ab 3,88 a 10,33 ab 3,65a
Testemunha nitrogenada 573b 3,16 bc 8,90 b 411a
Testemunha absoluta 0,30d 0,07 e 0,37d 0,74 b
Testemunha - R. tropici 4,36 ¢C 2,08 d 6,45 ¢ 1,57 b
Testemunha - AZOTOTAL® 4,36 C 2,38d 6,75 ¢ 1,40 b
C.V. (%) 12,73 17,04 12,65 29,40

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

A massa seca de folha, caule, raiz e de parte aérea foi expressivamente influenciada pela
aplicacdo de N mineral (Tabela 8), como pode ser observado pela comparacdo entre 0s
resultados expressos pelos tratamentos inoculados com PGPBs de forma associada a
adubacdo, com relacdo aos co-inoculados e, especialmente, a testemunha absoluta.

A inoculacdo de Azospirillum brasilense associada a adubacgdo nitrogenada mineral
aumentou a massa de folhas na dose 10° UFC mL™ e de caule na dose 10° UFC mL™,
comparativamente a testemunha nitrogenada, apresentando incrementos em termos de massa
de parte aérea equivalentes a 15,02 e 7,87%, respectivamente. No entanto, somente o
tratamento inoculado na dose 10* UFC mL™ apresentou resultado superior a testemunha
nitrogenada para massa de folhas e massa de parte aérea.

Na andlise de variancia da nodulacéo (Tabela 33, em anexo), a interacéo entre os fatores
estirpe e dose nao foi significativa para as variaveis massa de nodulos e nimero de nodulos.
Considerando-se os fatores de forma isolada, apenas os tratamentos extras tiveram efeito
significativo para as variaveis estudadas, enquanto que os fatores estirpe e dose ndo
resultaram efeito.
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O numero e massa de nodulos, importantes fatores que interferem diretamente no
potencial de fixagdo bioldgica de nitrogénio, ndo foram alterados pela co-inoculacdo (Tabela
9). Em relacdo as plantas que receberam adubacdo nitrogenada mineral, observou-se que a
nodulagéo foi insipiente.

No tocante & massa de 1 nodulo, que corresponde a relacdo entre seu peso e nimero,
ndo se observaram diferencas significativas entre os tratamentos sob co-inoculagdo e as
testemunhas inoculada com rizébio e absoluta (Tabela 9).

Tabela 9. NUumero de nddulos, massa de nddulos e massa de 1 nddulo de feijoeiro co-
inoculado com rizébio (Rhizobium tropici) e bactérias promotoras de crescimento
vegetal (Bradyrhizobium elkanii, B. diazoefficiens e Azospirillum brasilense) nas
sementes, sob diferentes doses de inoculante (10* e 10° UFC mL™), 45 dias apés o
plantio, em vasos com solo néo esterelizado.

Tratamento NUmero de Massa de Massa de 1
nodulos nodulos nodulo
-planta’- - mgplanta®- —pg—

Rhizo + B. elkanii (10%) 422,00 b 300,25 b 722 ab
Rhizo + B. diazoefficiens (10%) 528 ab 405 a 777 ab
Rhizo + A. brasilense (10 484 ab 380 ab 812 ab
Rhizo + B. elkanii (10°) 493 ab 344 ab 713 ab
Rhizo + B. diazoefficiens (10°) 457 ab 313 b 689 ab
Rhizo + A. brasilense (10°) 419 b 349 ab 827 ab
N + B. elkanii (10%) 0,00c 0,00c 0,00c
N + B. diazoefficiens (10%) 0,00c 0,00c 0,00c
N + A. brasilense (10%) 0,00 c 0,00 ¢ 0,00 ¢
N + B. elkanii (10°) 0,00c 0,00c 0,00c
N + B. diazoefficiens (10°) 0,00c 0,00c 0,00c
N + A. brasilense (10°) 0,00 c 0,00 c 0,00 ¢
Testemunha nitrogenada 0,00c 0,00c 0,00c
Testemunha absoluta 12,16 ¢ 11,00 ¢ 610 b
Testemunha - R. tropici 429 ab 375 ab 805 a
Testemunha - AZOTOTAL® 552 a 417 a 787 ab
C.V. (%) 33,02 30,76 38,16

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Com relacdo as medias da massa de nodulos, detectou-se diferenca significativa
apenas para o tratamento co-inoculado com B. diazoefficiens na dose 10* UFC mL™ (Tabela
10).
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Tabela 10. Massa de nddulos de feijoeiro co-inoculado com rizébio (Rhizobium tropici) e

bactérias promotoras do crescimento vegetal (Bradyrhizobium diazoefficiens, B.
elkanii, Azospirillum brasilense), sob diferentes doses de inoculante (10* e 10° UFC

mL™), 45 dias ap6s o plantio, em vasos com solo ndo esterilizado.

Tratamento 10" UFCmL™*  10° UFC mL™ Média
mg planta™
Rhizo + B. elkanii 300 b 345a 323
Rhizo + B. diazoefficiens 406 a 314 a 360
Rhizo + A. brasilense 381 ab 349a 365
Média 362 336

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Embora tenham sido observadas respostas distintas entre os tratamentos, ndo houve
diferenga significativa da atividade de nitrogenase e nitrogenase especifica (Tabela 11),
devido inclusive ao elevado coeficiente de variacdo, que pode ser atribuido a alta
heterogeneidade dos nddulos nas parcelas experimentais ou, como observaram Koch et al.
(1967), Ruschel & Ruschel (1975), Ladha et al. (1986) e Pessoa et al. (2001), em funcdo da
grande variacgdo para os resultados obtidos pela técnica de reducdo de acetileno.

Tabela 11. Atividade de nitrogenase no sistema radicular e atividade especifica da

nitrogenase de plantas de feijoeiro co-inoculado com rizébio (Rhizobium tropici) e
bactérias promotoras de crescimento vegetal (Bradyrhizobium elkanii, B.
diazoefficiens e Azospirillum brasilense) nas sementes, sob diferentes doses de
inoculante (10* e 10° UFC mL™), 45 dias apés o plantio, em vasos com solo nio
esterilizado.

Tratamento Nitrogenase Nitrogenase especifica

— pmol CoHsh planta®— — pmol g nédulo™ —

Rhizo + B. elkanii (10%) 1,789 2,752
Rhizo + B. diazoefficiens (10%) 1,800 2,190
Rhizo + A. brasilense (10% 2,651 2,776
Rhizo + B. elkanii (10° 1,041 1,696
Rhizo + B. diazoefficiens (10°) 3,202 5,60

Rhizo + A. brasilense (10°) 0,568 0,959
Testemunha absoluta 0,004 0,077
Testemunha — R. tropici 1,175 0,248
Testemunha - AZOTOTAL® 0,191 0,232
C.V. (%) 179,39 174,66

Em ambiente ndo estéril, o teor e contelido de N na folha e no caule (Tabela 12) nédo
apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos co-inoculados e a testemunha
inoculada com R. tropici, da mesma forma que entre os tratamentos sob adubagéo mineral e
inoculacdo com PGPBs em relacédo a testemunha nitrogenada.
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No tocante ao teor de N na folha, a testemunha rizobiana e os tratamentos co-
inoculados (& excecdo de A. brasilense - 10* UFC mL™), ndo diferiram daqueles que
receberam adubacdo. De forma contraria, com relacdo ao contetdo de N nas folhas, nenhum
tratamento sob dupla inoculagdo com R. tropici e PGPBs se igualou aos que receberam N
mineral.

Os resultados obtidos para o teor e contetdo de N no caule indicaram que, de maneira
geral, os tratamentos sob co-inoculagédo, assim como a testemunha inoculada com R. tropici,
apresentaram médias inferiores aos que foram adubados com N mineral.

Tabela 12. Teor de N na parte aérea e conteudo de N na parte aérea de feijoeiro co-inoculado
com rizébio (Rhizobium tropici) e bactérias promotoras de crescimento vegetal
(Bradyrhizobium elkanii, B. diazoefficiens e Azospirillum brasilense) nas sementes,
sob diferente s doses de inoculante (10%, 10° e 108 UFC mL™), 45 dias ap6s o plantio,
em vasos com solo néo estéril.

Tratamento Teorde N Conteudode N Teorde N Conteudo de N
na folha na folha no caule no caule
—mgg'— -mgplanta’- —mgg'— -mgplanta’-
Rhizo + B. elkanii (10%) 38,1ab 133 bc 16,2 cd 34c
Rhizo + B. diazoefficiens (10*) 40,5 ab 160 bc 146d 33¢
Rhizo + A. brasilense (10% 28,5 bc 113 ¢ 23,1 ab 48 c
Rhizo + B. elkanii (10°) 40,8 a 163 Db 18,1 bc 353 ¢
Rhizo + B. diazoefficiens (10°) 44,7 a 156 bc 17,6 bc 30c
Rhizo + A. brasilense (10°) 34,0 ab 138 bc 15,8 cd 32¢
N + B. elkanii (10%) 38,7 ab 259 a 25,3 ab 81b
N + B. diazoefficiens (10%) 44,3 a 289 a 29,0a 98 ab
N + A. brasilense (10%) 40,3 ab 286 a 24,3 ab 93 ab
N + B. elkanii (10°) 43,1a 276 a 289 a 102 ab
N + B. diazoefficiens (10°) 42,4 a 270 a 295a 90 b
N + A. brasilense (10°) 41,3 a 263 a 289a 112 a
Test. nitrogenada 44,8 a 272 a 299 a 98 ab
Test. absoluta 241c 7d 20,0 bc 3d
Test. - R. tropici 35,9 ab 153 bc 17,8 bc 39¢
Test. - AZOTOTAL® 38,4 ab 168 b 15,4 cd 37c
C.V. (%) 18,58 15,80 21,65 22,57

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

As médias dos tratamentos demonstraram que a co-inoculagdo com B. diazoefficiens
foi significativamente superior as demais para conteido de N na folha na dose 10* UFC mL™
(Tabela 13). Na mesma dosagem, a co-inocula¢do com B. elkanii apresentou resultado inferior
aos demais tratamentos para conteido de N na parte aérea.
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Tabela 13. Conteudo de nitrogénio na folha e na parte aérea de feijoeiro co-inoculado com
rizébio (Rhizobium tropici) e bactérias promotoras do crescimento vegetal
(Bradyrhizobium diazoefficiens, B. elkanii, Azospirillum brasilense), sob diferentes
doses de inoculante (10* e 10° UFC mL™), 45 dias ap6s o plantio, em vasos com solo

ndo estéril.
Tratamento 10*UFC mL™  10° UFC mL* Média
Contetdo de N na folha (mg planta™)
Rhizo + B. elkanii 392 b 440 a 416
Rhizo + B. diazoefficiens 449 a 427 a 438
Rhizo + A. brasilense 434 ab 401 a 418
Média 425 423
Contetdo de N na parte aérea (mg planta™)

Rhizo + B. elkanii 505 b 576 a 541
Rhizo + B. diazoefficiens 580 a 547 a 564
Rhizo + A. brasilense 575a 545a 560
Média 553 556

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

32



3.6 DISCUSSAO
3.6.1 Ensaio em placas

Nas interacGes entre PGPBs e rizobios, pode haver efeitos sinérgicos ou antagonistas
(DUBEY, 1996; DEY et al., 2004). No antagonismo, um dos microrganismos diminui o
crescimento do outro, geralmente pela producdo de substancias toxicas (SOTTERO et al.,
2006). Neste ensaio, observou-se que Azospirillum amazonense e Azospirillum brasilense ndo
apresentaram acao antagonista a Rhizobium tropici, em nenhuma das doses avaliadas nos dois
meios de cultura testados nas placas (Tabela 2). Nao foram observados halos de inibicdo de R.
tropici crescidos sobre as colonias dos promotores de crescimento.

Estudar efeitos antagbnicos e sinérgicos, especialmente entre os chamados
microorganismos benéficos, é crucial (BETHLENFALVAY et al., 1985) e ainda que 0s testes
de antagonismo in vitro nem sempre apresentem o mesmo resultado in vivo (FREITAS &
PIZZINATTO, 1991), podem ser utilizados como um indicativo da potencial interacdo das
bactérias. A auséncia de inibicdo apresentada neste ensaio pode indicar a possibilidade de
aplicacdo dos géneros bacterianos em questdo simultaneamente, sem causar insucesso na co-
inoculacdo, o que poderia facilitar o processo industrial de producéo de inoculantes.

3.6.2 Ensaio em vasos de Leonard

Comparando os resultados de massa seca de parte aérea dentre as testemunhas
inoculada com rizobio e absoluta, ndo foi observada diferenca significativa; diversos
experimentos sob condicéo estéril na cultura do feijoeiro mostraram resultados semelhantes a
este. Souza et al. (2011) ndo detectaram diferencas significativas entre a testemunha apenas
inoculada com R. tropici (CIAT 899) e a testemunha absoluta; da mesma forma, Soares et al.
(2006), testando a eficiéncia agrondmica de rizobios, observaram que a estirpe CIAT 899 nédo
fora capaz de elevar a producdo de massa seca acima do encontrado no tratamento sob
auséncia de inoculacdo. O quadro em questdo demonstra o potencial de aplicacdo da técnica
de associacdo das estirpes de Bradyrhizobium a R. tropici, que foram capazes de incrementar
a producdo de massa seca de parte aérea em comparacdo a testemunha absoluta,
especialmente na cultura do feijoeiro, onde os resultados experimentais evidenciam baixa
habilidade para acréscimos em termos de biomassa quando apenas sob inoculacgéo rizobiana.

Nos tratamentos sob co-inoculagdo com Azospirillum, ndo houve alteracdes
significativas com relacdo as testemunhas absoluta e inoculada com R. tropici, tanto para
estirpe quanto para doses de aplicacdo. Este resultado esta de acordo com o encontrado por
Burdman et al. (1997), que observaram inibicdo do crescimento do feijoeiro co-inoculado
com A. brasilense e R. tropici (CIAT 899) durante a fase de pré-florescimento, em
comparagdo com a inoculacdo com rizobio sozinho. Esta inibi¢cdo poderia ser causada por
deformac6es morfologicas no desenvolvimento radicular (VOLPIN & KAPULNIK, 1994),
mas também pode ser devida a uma maior atribuicdo de fotossintatos para o aumento do
numero de nodulos (BURDMAN et al., 1997). Os resultados deste experimento indicaram
que, para este género, o potencial de elevacdo da massa de parte aérea € inferior ao
encontrado pela co-inoculagdo com Bradyrhizobium.

Diversos trabalhos realizados com isolados de B. diazoefficiens sob inoculagdo em
feijoeiro comum, como os efetuados por Ishizawa (1954) e Graham & Parker (1964),
relataram que a bactéria em questdo pode nodular a planta. Michiels et al. (1998)
demonstraram a possibilidade de o feijoeiro comum perceber sinais de nodulacdo de muitos
rizébios, incluindo Bradyrhizobium diazoefficiens, tendo esta bactéria sido capaz de produzir

em torno de 150 nodulos por planta, porém inefetivos para fixacdo bioldgica de nitrogénio.
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Em trabalho realizado por Boiero (2007), foi detectado que B. diazoefficiens, é capaz de
sintetizar fitormonios e regular o crescimento das plantas. Desta forma, pode-se sugerir que o
aumento da nodulacdo seja capaz de favorecer 0s respectivos incrementos em termos de
matéria seca de parte aérea, como demonstram os resultados deste experimento.

A co-inoculagdo com as estirpes A. amazonense e A. brasilense, favoreceu a elevacao
do nimero de nédulos nas plantas nas trés dosagens (108, 10° e 10* UFC mL™). Para ambas,
hd tendéncia de progresso da nodulagdo sob doses mais baixas de aplicacdo. Segundo
Burdman et al. (1997), citado por Dobbelaere et al. (2001), o crescimento da planta pelo efeito
promotor de Azospirillum é dependente de sua concentracdo no inoculante, sendo possivel
determinar-se a dosagem 6tima, que para este caso correspondeu a 10* UFC mL™. Este
resultado € concordante com o encontrado por Hungria et al. (2013), que observaram reducéo
dos beneficios provocados por Azospirillum quando doses mais elevadas foram empregadas.

Diversos estudos tém demonstrado a efetividade da co-inoculacdo de Rhizobium e
Azospirillum e seus respectivos efeitos sobre o desenvolvimento nodular em feijdo, sugerindo
gue o promotor de crescimento pode estimular o aumento do numero de raizes laterais e de
pelos radiculares (OKON & KAPULNIK, 1986), nodulacdo antecipada e aumento da
susceptibilidade da raiz a nodulagdo com Rhizobium (OKON et al., 1995), proporcionando
maior nimero de sitios ativos e acesso a nodulacéo por estirpes rizobianas (DEY et al., 2004).
Burdman et al. (1998) verificaram que a inoculacédo de feijoeiro comum com A. brasilense, na
auséncia de Rhizobium, resultou na producédo de exsudados radiculares nas raizes de plantulas
com 6 dias de idade, com maior capacidade para induzir a expressdo do gene NOD, em
comparacdo aos exsudados do controle ndo inoculado. Sob co-inoculagdo, Dardanelli et al.
(2008) verificaram que a inoculacdo com A. brasilense é capaz de prolongar a sinalizacdo das
raizes para Rhizobium tropici (CIAT 899) pela maior producao de flavondides, favorecendo,
consequentemente, a nodulacgéo das plantas.

Com relacdo aos resultados encontrados para a massa de 1 nodulo, ou seja, para seu
peso unitario, observa-se que a testemunha inoculada com R. tropici foi ou ndo diferente dos
tratamentos co-inoculados. Sob co-inoculacdo com B. diazoefficiens, B. elkanii, A.
amazonense e E. coli, nas doses que favoreceram a formacdo de menor nimero de nddulos,
sua massa unitaria foi correspondentemente maior. Este comportamento pode estar ligado a
particdo de carbono na planta, indicando que a elevacdo da densidade de nddulos e
consequente aumento na demanda por fotossintatos resultou na formacdo de nédulos menores.

A elevacdo do nimero de nédulos na planta provocada pela co-inoculagdo pode ter
limitado o crescimento destas estruturas em funcdo das alteracBes na relacdo fonte/dreno,
onde a producdo de fotoassimilados ndo foi capaz de atender a demanda gerada. Resultados
de particdo de carbono obtidos por Herridge & Pate (1977) registraram o significativo
requerimento de fotoassimilados exigidos para a manutencdo da respiracdo e producdo de
matéria de seca em nodulos em feijdo caupi. Sato et al. (1999), por sua vez, estudando o efeito
do fornecimento de fotoassimilados sobre caracteristicas dos n6dulos em soja, demonstraram
que a reducdo do tamanho dos nédulos pode ser causada pelo efeito secundario do excesso de
nodulagéo, possivelmente devido a competicao entre os proprios nodulos.

Ensaios com o objetivo de testar a nodulacdo e fixacdo de nitrogénio em feijoeiro
comum comprovaram que sua inoculacdo com B. diazoefficiens (MICHIELS et al., 1998) ou
B. elkanii (ORMENO, dados ndo publicados; MARTINEZ-ROMERO et al., 2003) pode
contribuir efetivamente para a formacdo de nddulos nas plantas, porém, ineficientes para
FBN. Segundo Kan et al. (2007), durante o processo de infeccdo e formagdo dos nddulos, €
provavel que bactérias oportunistas penetrem juntamente com as noduliferas no tecido
vegetal. Neste contexto, considerando a significativa promogdo da nodulagdo pelas duas
estirpes de Bradyrhizobium testadas e a possibilidade de R. tropici comportar-se como uma
bactéria oportunista colonizando os nodulos, é possivel inferir que este quadro possa
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contribuir para a elevacdo da taxa de FBN e, consequentemente, com o teor e acimulo de
nitrogénio nas plantas.

Tomados em conjunto com a observacdo de que as plantas ndo-noduladas formam
mais pélos radiculares e nas raizes laterais (PLAZINSKI & ROLFE 1985), sugere-se que,
quando co-inoculado com Rhizobium, Azospirillum estimula a formacdo de células
epidérmicas que se tornam células ciliadas nas raizes infectadas, ou cria locais de infecgéo
adicionais que mais tarde sdo ocupados por rizobios (PLAZINSKI & ROLFE 1985;
TCHEBOTAR et al.,, 1998), o que poderia contribuir para fixacdo de N e consequente
elevacdo do acumulo de N nos tecidos da planta.

Diversos resultados experimentais demonstraram efeitos positivos da co-inoculagéo de
rizobios e PGPBs sobre o contetdo total de N em diversas leguminosas, tais como amendoim
(BADAWI et al., 2011), soja (GROPPA et al., 1998), feijao guandu (TILAK et al., 2006),
feijao alado (IRUTHAYATHAS et al., 1983), grdo de bico (ELKOCA et al., 2008), entre
outros. Segundo Volpin & Kapulnik (1994), esta resposta na acumulacdo de N em plantas
duplamente inoculadas pode ser atribuida a nodulacdo antecipada, aumento do numero de
nddulos, maiores taxas de fixacdo de N e uma melhoria geral do desenvolvimento radicular.

3.6.3 Ensaio em vasos com solo

Em relacdo a massa de folhas, caule, parte aérea e raiz, ndo houve diferenca
significativa entre as co-inocula¢des avaliadas em relacdo a testemunha inoculada apenas com
rizobio. De maneira geral, as médias dos tratamentos co-inoculados foram inferiores & da
testemunha em questdo, concordando com Burdman et al. (1997), que avaliando a co-
inoculagdo com rizobio e Azospirillum brasilense verificou inibicdo do crescimento das
plantas em comparacdo com a inoculacdo com rizébio sozinho, resultando em reducéo
relativa de matéria seca da planta.

Del Gallo & Fabrini (1991) observaram que enquanto a inoculagdo Unica de
Azospirillum brasilense aumentou em aproximadamente 6 vezes a massa seca de parte aérea
em grdo de bico, quando co-inoculado com Rhizobium leguminosarum, seu efeito parecia ser
inibido, provavelmente devido a problemas de concorréncia na superficie radicular. De
maneira semelhante, Kumar Rao & Patil (1976) ndo detectaram diferenca na producdo de
matéria seca em soja, entre a inoculagdo com rizobio sozinho e Rhizobium co-inoculado com
Azotobacter no crescimento de plantas a nivel de campo.

Avaliando os resultados da co-inoculacdo na cultura do feijoeiro através da aplicacdo
de Azospirillum brasilense em sulcos e de Rhizobium tropici nas sementes, Hungria et al.
(2013) notaram aumento de producédo de grdos em compara¢do com a inoculagdo com rizébio
exclusivamente, no entanto, quando ambas as bactérias foram co-inoculadas nas sementes
obteve-se produtividade inferior a testemunha que apenas recebera rizébio. Um dos
problemas seria o fato de que 0s microrganismos introduzidos nem sempre sdo capazes de se
mover do local de inoculacdo a semente, para se estabelecerem efetivamente na rizosfera e no
rizoplano (SOTTERO et al., 2006). Os resultados nem sempre sdo positivos, e se questiona se
0 numero de resultados negativos ou sem efeito ndo estaria subestimado, uma vez que a
tendéncia é ndo publica-los (Moreira & Siqueira, 2006), desfavorecendo a otimizagdo das
pesquisas relacionadas a interagdo planta-microrganismos.

Os efeitos dos promotores de crescimento sobre as plantas sdo constantemente
relacionados ao desenvolvimento do sistema radicular, como demonstram diversos resultados
obtidos sob co-inoculagéo de Rhizobium spp. com Pseudomonas spp. (KUMAR et al., 2001;
EGAMBERDIEVA et al., 2010), Chryseobacterium balustinum (ESTEVEZ et al. 2008),
Azospirillum spp. (DARDANELLI et al., 2008), entre outros. Neste experimento ndo foram
verificadas diferengas significativas na massa de raiz entre as plantas co-inoculadas em
relacdo a testemunha que apenas recebeu rizobio, reforcando a tese que a co-inoculacéo de
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rizobio e PGPBs de maneira simultanea nas sementes pode desfavorecer o crescimento das
plantas em funcdo de algum mecanismo ainda nédo totalmente elucidado. Para Molla et al.
(2001), que observaram declinio no estimulo ao crescimento radicular em raizes de soja sob
co-inoculacdo de A. brasilense e B. diazoefficiens, este comportamento poderia ser atribuido a
competicdo para sobrevivéncia. A inconstancia dos resultados é um assunto bastante citado
por diversos autores, pois nem sempre as rizobactérias repetem sua atuagdo como promotoras
de crescimento, mesmo em testes realizados em condicGes semelhantes (CHANWAY et al.,
2000).

A massa seca de folhas, caule, parte aérea e raiz foi expressivamente influenciada pela
aplicacdo de N mineral, como pode ser observado pela comparagdo entre os resultados
expressos pelos tratamentos inoculados com PGPBs de forma associada a adubacdo com
relagdo aos co-inoculados e, especialmente, a testemunha absoluta. Correspondendo ao
nutriente que mais limita o crescimento das plantas, o N pode incrementar expressivamente o
acumulo de biomassa na planta. O N tem extrema importancia na matéria seca, por se tratar
de constituinte da molécula de clorofila e, portanto, tem influéncia na fotossintese e promove
0 crescimento vegetativo do feijoeiro (SILVEIRA & DAMASCENO, 1993).

Os efeitos significativamente superiores apresentados na inoculacdo de Azospirillum
brasilense associada & adubagdo nitrogenada mineral em termos de massa de folhas (10* UFC
mL™), de caule (10° UFC mL™) e parte aérea (10* UFC mL™) comparativamente & testemunha
nitrogenada podem ser derivados de diversos fatores inerentes a sua fisiologia. Resultados
experimentais demonstraram que as bactérias deste género sdo capazes de produzir os
fitormonios auxina (CROZIER et al., 1988), citocinina (STRZELCZYK et al., 1994),
giberelina (BOTTINI et al., 1989) e acido indolacético (SPAEPEN et al., 2008), além de
aumentar o nimero de pelos radiculares (BURDMAN et al., 1996), elevar a quantidade de N
fixado (YADEGARI et al., 2010) e solubilizar fosfato (RODRIGUEZ et al., 2004). Tal
cenario demonstra a diversidade de mecanismos capazes de favorecer o crescimento das
plantas, os quais, sob acdo sinérgica ou de forma isolada, poderiam estar relacionados aos
incrementos de biomassa observados neste experimento.

O numero e massa de nodulos, importantes fatores que interferem diretamente no
potencial de fixacdo biologica de nitrogénio, ndo foram alterados pela co-inoculacdo (Tabela
9). Isto vai ao encontro das observagdes de Plasinski & Rolfe (1985) de que a co-inoculagdo
tanto pode estimular como inibir a formacdo e o crescimento de nddulos em um sistema
simbidtico, dependendo das concentragdes e tempo de inoculacdo. Em relacdo as plantas que
receberam adubacdo nitrogenada mineral, observou-se que a nodulacdo foi insipiente. Tal
resposta esta de acordo com os resultados encontrados por Peres et al. (1994), que observaram
incrementos significativos na nodulacdo de feijoeiro em trés ensaios quando utilizada a
inoculagdo com estirpes comerciais de rizobios, para a cultivar Carioca, e diminuicdo da
nodulacdo com a aplicacdo de N mineral.

Pelegrin et al. (2009) verificaram tendéncia de diminui¢do da nodulagdo (nimero e
matéria seca de noddulos) conforme o aumento da dose de N aplicada. Segundo Mercante et al.
(1993), em condicdes de alta disponibilidade de N, de origem mineral ou proveniente da
mineralizacdo da matéria organica do solo, o feijoeiro prefere 0 N combinado e ndo nodula ou
para a fixagdo se ja esta nodulado. Kanayama & Yakamoto (1991) confirmaram a existéncia
de um efeito deletério provocado por um composto formando na presenca de N, a nitrosil-
leghemoglobina, que inibe a sintese e atividade da leghemoglobina.

No tocante & massa de 1 nédulo, que corresponde a relagdo entre seu peso e nimero,
ndo se observaram diferencas significativas entre os tratamentos sob co-inoculacdo e as
testemunhas inoculada com rizébio e absoluta (Tabela 9), demonstrando que as PGPBs nédo
influiram sobre este aspecto e que as bactérias noduliferas nativas foram capazes de expressar
resultados semelhantes ao rizobio utilizado para inoculacdo (CIAT 899 = R. tropici). Este
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resultado pode estar relacionado a nodulacéo pelas bactérias presentes no solo. O sucesso do
estabelecimento e da recém introducdo de rizobios em um solo é influenciado pela populacéo
microbiana nativa, o que pode causar quer um efeito competitivo ou sinérgico ao Rhizobium
utilizado (IRUTHAYATHAS et al., 1983).

No tocante ao teor de N na folha, a testemunha rizobiana e os tratamentos co-
inoculados (& excecdo de A. brasilense - 10* UFC mL™), ndo diferiram daqueles que
receberam adubacdo, indicando que a associagdo simbidtica combinada ou ndo aos efeitos das
PGPBs é capaz de favorecer a nutricdo nitrogenada da planta de forma equiparada a adubacgéo
mineral. No Brasil, a faixa critica € um dos métodos utilizados para diagnose do estado
nutricional das plantas (ASSIS, 2012) e, para o feijoeiro, a mais empregada para avaliar-se o
teor de N foliar foi a proposta por Wilcox & Fageria (1976), que indicaram como adequados
valores entre 28,0 e 60,0 g N kg™. Neste sentido, observa-se que todos os tratamentos, &
excecdo da testemunha absoluta, foram capazes de se enquadrar no intervalo em questdo. De
forma contréria, com relacdo ao contedo de N nas folhas, nenhum tratamento sob dupla
inoculacdo com R. tropici e PGPBs se igualou aos que receberam N mineral.
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3.7 CONCLUSOES

Azospirillum amazonense e Azospirillum brasilense ndo apresentaram agdo antagonista
a Rhizobium tropici.

A co-inoculacgdo, em condicdo esteril, foi capaz de aumentar a nodulacdo em todos os
tratamentos. As estirpes de B. diazoefficiens e B. elkanii na dosagem (10® UFC mL™)
proporcionaram os resultados mais elevados em termos de nimero de nddulos. Nas doses que
favoreceram a formacdo de menor nimero de nddulos, sua massa unitaria foi
correspondentemente maior. Os tratamentos co-inoculados elevaram o teor de N na parte
aérea, com excecdo de A. brasilense, sendo a dose 10° UFC mL™ de B. diazoefficiens superior
a testemunha nitrogenada. Todas as estirpes co-inoculadas elevaram o contetdo de N na parte
aérea comparativamente a testemunha rizobiana.

A co-inoculagdo nas sementes de rizébio e bactérias promotoras do crescimento
vegetal, em vasos com solo ndo estéril, ndo promoveu aumento da producdo de massa seca de
parte aérea e raiz. A inoculacdo de A. brasilense associada a adubagdo nitrogenada mineral
aumentou a massa de folhas (10* UFC mL™), de caule (10° UFC mL™) e de parte aérea (10*
UFC mL . A inoculacéo de R. tropici de forma combinada ou ndo aos efeitos das PGPBs
elevou o teor de N nas folhas.
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4 CAPITULO 11

ACUMULO DE BIOMASSA, TEORES DE CLOROFILA E
COMPONENTES DE PRODUCAO DE FEIJOEIRO SOB CO-
INOCULACAO DE RI1ZOBIO E BACTERIAS PROMOTORAS DE
CRESCIMENTO VEGETAL
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4.1 RESUMO

O crescimento e producdo do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) podem ser favorecidos pelo
efeito sinérgico proporcionado pela co-inoculagdo de Rhizobium com bactérias promotoras de
crescimento vegetal. Com o objetivo de avaliar o desenvolvimento vegetativo e producéo do
feijoeiro em resposta a co-inoculagdo de rizobio e bactérias promotoras de crescimento
vegetal, conduziu-se um experimento em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia, em
Seropédica, RJ. O experimento foi realizado em esquema fatorial 2x3+4 com 8 repeticoes,
resultante da combinagdo da co-inoculacdo de Rhizobium tropici com duas bactérias
(Azospirillum brasilense ou Bradyrhizobium diazoefficiens) em trés doses de aplicagdo (10°
10° e 10® UFC mL™), acrescidos das testemunhas absoluta, nitrogenada, inoculada com R.
tropici e co-inoculada com AZOTOTAL®, em vasos com 12 kg de terra proveniente do
horizonte A de um Planossolo Haplico. Quatro repeticbes foram coletadas aos 45 dias ap6s o
plantio (DAP), e as plantas foram separadas em folhas, caule, vagens, raiz e nddulos, sendo
determinado o teor e conteudo de N da parte aérea. Entre a segunda e a sétima semana de
crescimento, foi determinado o indice de clorofila Falker através de clorofildmetro portatil.
As demais quatro repeticdes foram coletadas ap6s a senescéncia das plantas (76 DAP), sendo
o material vegetal separado em vagens e grdos, tendo-se determinado o teor de N e o0s
componentes de producdo. As plantas co-inoculadas com R. tropici e A. brasilense
apresentaram massa de parte aérea superior a testemunha inoculada com rizbio nas doses 10°
e 108 UFC mL™, enquanto com B. diazoefficiens tal resultado se repetiu para as doses 10* e
10® UFC mL™. O nimero de vagens por planta aos 45 DAP aumentou em funcdo da co-
inoculagdo, nas doses de 10° e 10° UFC mL™ para A. brasilense e de 10* UFC mL™ para B.
diazoefficiens. A co-inoculacéo elevou o contetdo de N na parte aérea, em relacdo ao controle
rizobiano, em 9,23% para A. brasilense (108 UFC mL™), 11,45% para B. diazoefficiens (10*
UFC mL™) e 12% para AZOTOTAL®, néo sendo detectada diferenca significativa destes em
relacdo aos controles com N mineral ou inoculado com R. tropici. B. diazoefficiens (10* UFC
mL™), A. brasilense (10° e 108 UFC mL™) e AZOTOTAL® elevaram o niimero de vagens
acima do controle com rizébio. A massa de graos foi 8,3% superior a testemunha rizobiana
em funcdo da co-inoculacdo com A. brasilense (10° UFC mL™) e 6,1% com B. diazoefficiens
(10* UFC mL™). A inoculag&o apenas com R. tropici resultou em menores niimero de gréos e
de vagens por planta dentre os tratamentos avaliados. Houve incremento de 15 grdos por
planta (10,8%) com a dupla inoculagdo com A. brasilense (10* UFC mL™) e de 4 vagens por
planta (13,9%) para B. diazoefficiens (10 UFC mL™), comparativamente ao controle
rizobiano. A co-inoculagdo com A. brasilense e B. diazoefficiens foi capaz de proporcionar
incrementos no indice de clorofila equipardveis aos obtidos pela adubacdo nitrogenada
mineral, ndo obstante, inferiores ao da inoculagéo exclusiva de R. tropici.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. Co-inoculagéo. Crescimento de plantas.
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4.2 ABSTRACT

The growth and yield of common bean (Phaseolus vulgaris L.) may be favored by the
synergistic effect provided by the co-inoculation of Rhizobium bacteria with plant growth
promoting bacteria (PGPBSs). In order to evaluate the vegetative development and production
of common bean in response to the co-inoculation of Rhizobium and PGPBs, an experiment
was conducted in greenhouse at Embrapa Agrobiologia, in Seropédica, RJ. The experiment
had a 2x3+4 factorial with eight replications, combining the inoculation of Rhizobium tropici
with Azospirillum brasilense or Bradyrhizobium diazoefficiens, in three application levels
(10%, 10° and 10® CFU mL™), plus four control treatments (absolute, nitrogen, inoculated with
rhizobia and co-inoculated with AZOTOTAL®), in pots with 12 kg of soil from the A horizon
of a Haplic Planosol. Four replications were harvested at 45 days after planting (DAP), and
plants were separated into leaves, stems, pods, roots and nodules, and the shoot N content was
determined. Between the second and seventh week of growth, Falker chlorophyll content was
determined by through chlorophyll. The other replications were collected after plant
senescence (76 DAS), and plant material were separated in pods and grains, and the N content
and yield components were determined. Co-inoculated plants with R. tropici and A. brasilense
showed higher shoot mass than the control inoculated with rhizobia at levels 10° and 10° CFU
mL, while with B. diazoefficiens this result occurred at levels 10* and 108 UFC mL™. The
number of pods per plant increased at 45 DAP with the co-inoculation, at levels of 10° and
10® CFU mL™ for A. brasilense and 10* CFU mL™ to B. diazoefficiens. Simultaneous
inoculation of Rhizobium and PGPBs increased the N content in shoot, as compared to
rizobium control, in 9.23% for A. brasilense (10% CFU ml™), 11.45% for B. diazoefficiens (10*
CFU mL™) and 12% for AZOTOTAL®, without significant differences in relation to the
controls with mineral N or inoculated with R. tropici. B. diazoefficiens (10* CFU mL™), A.
brasilense (10° and 10° CFU ml™) and AZOTOTAL® raised the number of pods above the
control with rhizobia. The mass of grains was 8.3% higher than the rizobium control due to
co-inoculation with A. brasilense (10° CFU mL™) and 6.1% for B. diazoefficiens (10* CFU
mL™). Inoculation with only R. tropici resulted in the lowest values for number of seeds and
pods per plant among evaluated treatments. There was an increase of 15 grains per plant
(10.8%) with the double inoculation with A. brasilense (10* CFU mL™) and 4 pods per plant
(13.9%) to B. diazoefficiens (10 CFU mL™) compared to the rizobium control. The co-
inoculation with B. diazoefficiens and A. brasilense was able to provide increases in
chlorophyll content comparable to those obtained by the mineral N fertilization although
inferior to the exclusive inoculation with R. tropici.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Co-inoculation. Plant growth.
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4.3 INTRODUCAO

O crescimento das plantas pode ser beneficiado por sua inoculagdo com um grupo de
microrganismos conhecido como bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPBs, do
inglés plant growth promotiong bacteria). Algumas dessas rizobactérias, quando inoculadas
na semente ou no solo, ttm a capacidade de promover o crescimento vegetal através de
diferentes mecanismos, podendo apresentar efeito sinergistico com a fixag¢do simbiotica do
nitrogénio (CATTELAN, 1999) quando aplicadas na forma de co-inoculagdo com bactérias
do grupo dos rizébios.

As leguminosas tém a vantagem de que, em simbiose com 0s rizébios do solo, podem
obter N por meio da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (PANKIEVICZ et al., 2015).
Porém, a contribuicdo dessa simbiose pode ser incrementada por meio da co-inoculacdo de
PGPBs, através de mecanismos diversos. Dentre estes, pode-se destacar: capacidade de
produzir ou modificar a concentracdo de reguladores de crescimento como o0 4&cido
indolacético, giberelina, citocininas e etileno (ARSHAD & FRANKENBERGER, 1993;
GLICK, 1995; AHMAD et al., 2008); solubilizacdo de fosfato inorganico e mineralizacédo de
fosfato orgénico, o que torna o fosforo disponivel para as plantas (KRASILNIKOV, 1961,
GAUR & OSTWAL, 1972; SUBBA RAO, 1982; RODRIGUEZ & FRAGA, 1999);
resisténcia sisttmica adquirida, por preparar a planta para a ativacdo potencial de vérias
respostas de defesa celular, que sdo posteriormente induzidas sob o ataque de patdgenos
(CONRATH et al., 2006; NIU et al.,, 2011); suavizar o estresse salino nas plantas,
contribuindo significativamente para a resolugcdo dos problemas de producdo causados pela
alta salinidade (EGAMBERDIEVA & LUGTENBERG, 2013), entre outros.

Segundo Naveed et al. (2015), a aplicacdo apropriada de rizébios em conjunto com
PGPBs pode aumentar expressivamente a produtividade das culturas, sendo que o uso de uma
combinacdo compativel, eficiente e eficaz com o rizébio ndo sé seria capaz de suprimir ou
eliminar o efeito de outras cepas da rizosfera, mas também de estimular o desenvolvimento
radicular e, consequentemente, a nodulacdo, o crescimento e rendimento das leguminosas
inoculadas.

Na época de formacdo das vagens, a planta diminui o fluxo de carboidratos para os
nodulos (LAWN et al., 1974) e, desta forma, ainda ha preocupacdes sobre a capacidade de
fixacdo de nitrogénio bioldgico para aumentar o crescimento das plantas e a produtividade da
cultura (HUNGRIA et al., 2013). Diante desta realidade, hd uma demanda crescente por
alternativas que possibilitem incrementos de crescimento do feijoeiro sob fixacdo bioldgica,
como a apresentada pela integracdo da inoculacdo de rizébio e PGPBs. Embora a quantidade
de N fixado ndo seja tdo grande como a mensurada na endosimbiose, grandes aumentos em
termos de rendimento, foram relatados em condic¢des de campo (DOBBELAERE et al., 2001;
VESSEY, 2003; BHATTACHARYYA & JHA, 2012). Diversos trabalhos descreveram
beneficios decorrentes da co-inoculagdo de Rhizobium e promotores de crescimento ao
feijoeiro, na forma de incremento de matéria seca (YADEGARI et al., 2010), nodulagéo
(FIGUEIREDO et al., 2007), acumulacéo de N e P (STAJKOVIC et al., 2011) e rendimento
da cultura (REMANS et al., 2008) demonstrando a potencialidade de aplicacdo da técnica em
questéo.

Mishra et al. (2014) relataram que, além de proporcionar aumento em termos de
biomassa e rendimento, a co-inoculacdo de Pseudomonas spp. e Rhizobium leguminosarum
em feijoeiro foi capaz de elevar o teor de clorofila total das plantas. O N é um componente
responsavel por vérias reacdes nas plantas, além de fazer parte da estrutura de clorofila,
enzimas e proteinas (ZUFFO et al., 2015). A melhor oferta de N para a planta como um
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resultado da co-inoculacdo pode aumentar a sintese de cloroplasto (BASET MIA et al., 2010),
0 que pode proporcionar um melhor crescimento da planta (ROJAS-TAPIAS et al., 2014) e,
consequentemente, contribuir para a elevacao da produtividade da cultura.

Dentro deste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da co-
inoculacdo de Rhizobium tropici e PGPBs (Azospirillum brasilense e Bradyrhizobium
diazoefficiens) em feijoeiro comum, em relagdo a producdo de biomassa, teores de clorofila e
componentes de producéo.
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4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Condigdes experimentais

O experimento em vasos com solo foi montado em delineamento experimental de
blocos casualizados, com dez tratamentos e oito repeticdes, totalizando 80 vasos. Os fatores
avaliados foram a estirpe de bactéria (Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110 e
Azospirillum brasilense Sp 245) e dose de aplicacdo (10%, 10° e 10® UFC mL™), acrescidos de
quatro tratamentos adicionais que consistiram na testemunha nitrogenada, testemunha
inoculada com Rhizobium tropici (CIAT 899), testemunha absoluta e testemunha co-
inoculada com AZOTOTAL®.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia, entre
0s meses de outubro a dezembro de 2014, em conformidade as exigéncias do Protocolo
Oficial para Avaliacdo da Viabilidade e Eficiéncia Agrondmica de Cepas, Inoculantes e
Tecnologias Relacionados ao Processo de Fixagdo Bioldgica do Nitrogénio em Leguminosas
(BRASIL, 2011).

Os vasos foram preenchidos com 12 kg terra proveniente do horizonte A de um
Planossolo Héaplico oriundo da area experimental da Embrapa Agrobiologia, peneirado em
malha de 4 mm. A anélise quimica de fertilidade do solo foi realizada segundo a metodologia
descrita pela Embrapa (1997), no Laboratério de Quimica Agricola da Embrapa Agrobiologia
e mostrou os seguintes valores: pH em agua de 5,04; MO de 68,0 g kg™*; P de 4,61 g kg';
AI**, Ca®" e Mg®* de 0,18; 0,74 e 0,40 cmol, dm™. Os vasos foram incubados por um periodo
de 45 dias, através da adicio de 36 g (3,0 g kg™ de solo) de palha de milho triturada, de forma
a imobilizar o N.

Ap06s o periodo de incubagdo, em cada vaso foi realizada a calagem com a aplicacédo e
homogeneizagdo de 7 g de CaCO; para a neutralizagdo do AI** téxico e fornecimento de Ca**.
Quinze dias apds a calagem, os vasos foram adubados com solugdes de nutrientes, nas
sequintes doses: 10 mg kg de Mg, como MgSO.7H,O; 2 mg kg’ de Cu, como
CuS0,4.5H,0; 1 mg kg™ de Zn, como ZnS04.7H,0; 0,1 mg kg™ de B, como H,BOs; 0,2 mg
kg™ de Mo, como Na;M00,.2H,0, 1 mg kg™ de Fe, como Fe-EDTA e 80 mg kg™ de P, na
forma de KH,PO,. Por sua vez, os vasos sob adubacio nitrogenada receberam 80 g kg™ de N
(plantio) e 40 g kg™ (cobertura), como CO(NH,),. Posteriormente, todos os vasos foram
homogeneizados por revolvimento do solo.

A estirpe de rizobio utilizada foi a CIAT 899 (SEMIA 4077, BR 322) de Rhizobium
tropici, recomendada como inoculante comercial do feijoeiro no Brasil. As estirpes de
bactérias promotoras de crescimento utilizadas foram a USDA 110 (SEMIA 5080, BR 116)
de Bradyrhizobium diazoefficiens e a Sp 245 (BR 11.005) de Azospirillum brasilense,
pertencentes a Colecéo de Culturas da Embrapa Agrobiologia.

A estirpe de Rhizobium foi crescida em meio TY liquido (Ddbereiner et al., 1999), por
trés dias, a temperatura de 30°C e agitacdo de 150 RPM. As células foram centrifugadas a
4.000 x g por 10 min., a 4°C, e posteriormente lavadas por trés vezes em solucéo 0,55% NaCl
seguindo o mesmo procedimento de centrifugacdo. Posteriormente, a densidade Optica da
suspensao de células foi ajustada em espectrofotdmetro para 1.0 (A = 600 nm), correspondente
a aproximadamente 108 UFC mL™.

A estirpe de Bradyrhizobium foi crescida em meio TY (Dobereiner et al., 1999), por
quatro dias, e a estirpe Sp 245 em meio DYGS (Ddébereiner et al., 1999) com pH 6,8 por dois
dias, ambas a temperatura de 30°C e sob agitagéo de 150 RPM. O procedimento de lavagem e
ajuste da densidade otica foi 0 mesmo aplicado para a estirpe CIAT 899. As concentracGes
correspondentes a 10° e 10* UFC mL™ foram obtidas através de diluicdo do meio em
concentracao equivalente a 10 UFC mL™ em solug&o salina (0,55% NaCl).
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A cultivar de feijoeiro utilizada foi a Pérola. As sementes foram desinfetadas por 30
segundos em alcool 96° e 2 minutos em perdxido de hidrogénio (30%), seguidos por dez
lavagens em agua destilada autoclavada. A semeadura foi realizada em 12 de setembro de
2014. Foram semeadas quatro sementes por vaso com posterior desbaste para duas plantas aos
7 dias apds a emergéncia das plantulas.

No momento do plantio, cada semente foi inoculada com 1 mL do inoculante de R.
tropici e, doze dias apds a emergéncia, as plantulas receberam, no solo, 1 mL da bactéria
promotora de crescimento nas concentragdes correspondentes. O tratamento que recebeu a
adubacdo nitrogenada e a testemunha absoluta ndo foram inoculados com rizébio. Todas as
sementes foram posteriormente cobertas com uma camada de aproximadamente 1 cm de terra.

Figura 4. Visdo geral do experimento aos 46 dias ap6s o plantio. Fonte: Rennan Bastos
(2014).
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Figura 5. Visdo geral do experimento aos 64 dias ap6s o plantio. Fonte: Rennan Bastos
(2014).

4.4.2 Coletas e determinagdes

Foram efetuadas duas coletas, a primeira aos 45 DAP (dias ap0s o plantio) e a segunda
no final do ciclo da cultura (ap6s a senescéncia das plantas); para cada coleta utilizaram-se
quatro repetices. Na primeira coleta, a parte aérea foi dividida em folhas, caule e vagens. As
vagens foram contadas e, posteriormente, juntamente as demais partes, acondicionadas
separadamente em sacos de papel e postas a secar em estufa de circulacdo forgada a 65 °C até
atingirem massa constante e serem pesadas para determinacdo do peso de matéria seca. As
amostras da parte aérea foram moidas e submetidas a digestdo sulfurica para a determinacao
dos teores de N pelo método semimicro Kjeldahl, segundo Malavolta et al. (1997); o conteildo
de N foi obtido pelo produto entre a biomassa e o teor de N.

O sistema radicular foi lavado e recuperado juntamente aos nddulos desprendidos com
auxilio de peneira de malha de 2 mm; ambos foram posteriormente acondicionados em
frascos de vidro hermeticamente fechados e reservados em geladeira para que se procedesse a
contagem do numero de nodulos. Em seguida, os nodulos foram destacados e contados e,
juntamente as raizes, secos em estufa de circulacdo forcada a 65°C até atingirem peso
constante para a determinacdo da massa seca.

No periodo compreendido entre a segunda e a sétima semana de crescimento, foram
quantificados os indices de clorofila (a, b e total) expressos em unidade pelo indice de
Clorofila Falker através de clorofildbmetro portatil (ClorofiLOG CFL 1030 Falker, Porto
Alegre, RS, Brasil), entre 8 e 10 horas da manhd, tomando-se para tal a segunda folha
trifoliolada completamente desenvolvida nas duas plantas do vaso.

As demais quatro repeticGes foram coletadas ap6s a maturidade fisiologica, atingida aos
76 DAP (dias ap6s o plantio). As plantas foram cortadas rente ao solo, sendo as raizes
recuperadas com auxilio de uma peneira e as vagens contadas e trilhadas manualmente para a
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separacdo, contagem e pesagem dos graos. Cada parte vegetal foi seca em estufa e pesada.
Foram determinados os componentes de producdo nimero de vagens por planta, nimero de
grédos por vagem, massa de 1 gréo e indice de colheita (razéo entre a massa das sementes € a
massa total de parte aérea). Os gréos foram moidos e submetidos a digestéo sulfarica para a
determinacdo dos teores de N pelo método semimicro Kjeldahl, segundo Malavolta et al.
(1997); o contetido de N foi obtido pelo produto entre a biomassa e o teor de N.

4.4.3 Analises estatisticas

Os dados de biomassa, nodulagéo, teor e contetdo de N, indice de clorofila Falker e
componentes de producdo, foram submetidos a andlise de variancia considerando-se um
experimento em blocos ao acaso. As médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5%
por meio do programa de estatistica ASSISTAT.
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4.5 RESULTADOS

Aos 45 dias apbs o plantio (DAP), no estaddio R7 (inicio de formacdo das vagens), as
co-inoculacdes com Azospirillum brasilense (10 UFC mL™), Bradyrhizobium diazoefficiens
(10 UFC mL™) e AZOTOTALS®, apresentaram massa de folhas significativamente igual ao
tratamento sob adubacdo nitrogenada (Tabela 14), entretanto, ndo diferiram da testemunha
rizobiana. Em termos percentuais, este acréscimo na massa de folhas em relagdo a aplicacdo
Unica de R. tropici corresponde a 9,66, 9,75 e 11,63% para os tratamentos de co-inoculacéo
com A. brasilense, B. diazoefficiens e AZOTOTAL?®, respectivamente. Os demais tratamentos
co-inoculados apresentaram médias significativamente inferiores a testemunha nitrogenada.

Em termos de massa seca de caule, ndo foi detectada diferenca significativa entre as
testemunhas absoluta e rizobiana. Os tratamentos co-inoculados, com excegdo de A.
brasilense (10 UFC mL™), apresentaram resultados significativamente superiores a
testemunha apenas inoculada com R. tropici e similares ao adubado com N mineral.

A co-inoculacdo ndo promoveu aumento significativo na massa seca das vagens
coletadas aos 45 dias ap06s a semeadura (DAP). Nenhum tratamento diferiu da testemunha
inoculada com rizobio, sendo este resultado, assim como o da testemunha absoluta, inferior ao
apresentado pela adubada com N mineral. Nesta coleta, apenas as inocula¢@es conjuntas de R.
tropici com A. brasilense (10° UFC mL™) e AZOTOTAL® proporcionaram elevacio da massa
de vagens, que mesmo nao diferindo significativamente do controle rizobiano, foram capazes
de se equiparar a adubacdo mineral.

Com relacdo aos resultados de massa seca de parte aérea, a testemunha rizobiana e 0s
tratamentos co-inoculados ndo diferiram significativamente entre si. As médias das
inoculagbes com duas estirpes foram significativamente inferiores a apresentada pela
adubacdo mineral e superiores a testemunha absoluta. Ressalta-se que os resultados de todos
0s tratamentos co-inoculados, mesmo na auséncia de diferenga significativa, foram superiores
a inoculacdo isolada de R. tropici. Em média, a inoculagdo dos promotores de crescimento na
dose mais elevada (10 UFC mL™) foi a que proporcionou maior incremento de massa de
parte aérea, percentualmente equivalente a 11,26% para A. brasilense e 12,50% para B.
diazoefficiens em relagdo a aplicacdo exclusiva de R. tropici.

A massa seca total das plantas co-inoculadas com B. diazoefficiens (10° UFC mL™) e
AZOTOTAL® foram significativamente superiores & da testemunha rizobiana. Os demais
tratamentos apresentaram meédias significativamente iguais ao inoculado apenas com R.
trocipi.

O ndmero de vagens formadas nos tratamentos de co-inoculagdo com B. diazoefficiens
(10 UFC mL™), A. brasilense (10° e 108 UFC mL™) e AZOTOTALE® foi significativamente
superior aquele da testemunha inoculada com R. tropici e igual ao do tratamento sob
adubacdo mineral. A menor média registrada foi a da testemunha absoluta (35 vagens),
apenas duas a menos que o controle rizobiano (37 vagens).

Os resultados do teor de N na folha mostraram que ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos co-inoculados e as testemunhas (Tabela 16). Em relagdo ao conteudo de
N, a media da testemunha absoluta foi inferior as demais, sendo as co-inoculagdes
significativamente iguais ao controle inoculado com R. tropici, excetuando B. diazoefficiens
(10° UFC mL™). As co-inoculagdes ndo diferiram significativamente do tratamento adubado
com N mineral, novamente & excegdo de B. diazoefficiens (10° UFC mL™).
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Tabela 14. Massa seca de folhas, massa seca de caule, massa seca de vagens, massa seca de parte aérea, massa seca de raiz e nimero de vagens de
feijoeiro co-inoculado com rizébio (Rhizobium tropici = Rhizo) e bactérias promotoras de crescimento vegetal (A. brasilense = Azo e B.
diazoefficiens = Brady) sob trés doses de aplicacéo (10*, 10° e 10° UFC mL™) aos 45 dias ap6s o plantio.

Tratamento Massade Massade Massade Massade Massade Massa Namero
folhas caule vagens  parte aérea raiz total de vagens
g planta™
Rhizo + Azo 10* 12,07 b 7,71 bc 2,38 b 22,18 b 2,02 bc 24,20 c 42 bc
Rhizo + Brady 10* 12,36 b 8.60 ab 240b 23,37 b 2,30ab 25,67 bc 48 ab
Rhizo + Azo 10° 12,02 b 824ab  3,28ab 23,55 b 243ab 25,98 bc 46 ab
Rhizo + Brady 10° 1191 b 7,86 ab 2,77hb 22,55 b 2,34ab 24,90 bc 42 bc
Rhizo + Azo 10° 12,82ab  8.82ab 252b 24,20 b 2,60ab 26,80 bc 46 ab
Rhizo + Brady 10° 13,05 ab 8.48 ab 2,93 b 24,47 b 2,77 ab 27,25 b 42 bc
Test. absoluta 9,74 c 7,00 d 2,38b 19,12 ¢ 1,76 ¢ 20,88d 35d
Test. nitrogenada 13,92 a 9,20a 4,12 a 27,25 a 2,86 a 30,12 a 53 a
Test. - R. tropici 11,69 b 7,35cd 2,70 b 21,75 b 2,51 ab 24,27 C 37 cd
Rhizo + AZOTOTAL®  12,83ab  8,26ab  3,36ab 24,46 b 265ab  27,11b 46 ab
C.V. (%) 7,49 10,15 23,16 7,07 19,80 6,78 13,25

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

49



Na comparacdo entre os tratamentos, ndo foi observada diferenca significativa no
namero de nédulos por planta e massa de nédulos (Tabela 15). Com relacdo a massa de 1
nodulo, a testemunha absoluta apresentou valor superior aos demais.

Tabela 15. Numero de nédulos, massa de nddulos e massa de 1 nodulo de feijoeiro co-
inoculado com rizébio (Rhizobium tropici = Rhizo) e bactérias promotoras de
crescimento vegetal (A. brasilense = Azo e B. diazoefficiens = Brady) sob trés doses
de aplicacéo (10%, 10° e 10® UFC mL™) aos 45 dias apés o plantio.

Tratamento NUmero de Massa de Massa de 1
nodulos nodulos nodulo

— planta™ - mg planta™ — ug—
Rhizo + Azo 10 159 a 286 a 1760 b
Rhizo + Brady 10* 177 a 242 a 1846 b
Rhizo + Azo 10° 123 a 248 a 1841 b
Rhizo + Brady 10° 175 a 288 a 1632 b
Rhizo + Azo 10° 271 a 423 a 2004 b
Rhizo + Brady 10° 110a 225a 2050 b
Test. absoluta 80 a 236 a 3088 a
Test. nitrogenada 223 a 484 a 2151 b
Test. - R. tropici 153 a 216 a 1546 b
Rhizo + AZOTOTAL® 75a 163 a 1998 b
C.V. (%) 83,37 64,75 27,70

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Com relacdo ao contetdo de N na parte aérea, a testemunha rizobiana apresentou
resultado inferior a testemunha sob adubacdo mineral. Os tratamentos co-inoculados nédo
diferiram significativamente da inoculacdo exclusiva de R. tropici, porém, da mesma forma,
apresentaram médias estatisticamente equiparadas aquela apresentada pela adubagdo mineral,
com excecdo de B. diazoefficiens (10° UFC mL™).

Aos 45 DAP, periodo correspondente ao inicio da fase reprodutiva, a testemunha
nitrogenada acumulou a maior quantidade de N nas vagens. Ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os tratamentos co-inoculados e as testemunhas rizobiana e absoluta. No
entanto, a co-inoculagdo com o produto comercial AZOTOTAL® apresentou resultado
ambiguo, n&o diferindo da testemunha nitrogenada.
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Tabela 16. Teor e conteudo de N na folha, caule, parte aérea e vagem de feijoeiro co-inoculado com rizébio (R. tropici = Rhizo) e bactérias
promotoras de crescimento vegetal (A. brasilense = Azo e B. diazoefficiens = Brady) sob trés doses de aplicacdo (10%, 10° e 10° UFC mL™)
aos 45 dias apos o plantio.

Tratamento Teorde N Conteltdode TeordeN Contetdode TeordeN  Conteudode  TeordeN  Conteudo de
na folha N na folha no caule N no caule na parte N na parte navagem N navagem
aérea aérea
—mgg'— -mgplanta® -mgg’- -mgplanta’ —mgg'— -mgplanta’- —mgg'— -mgplanta’
Rhizo + Azo 10 40,0 ab 484 ab 16,9 a 130 a 56,9 ab 615 ab 399a 94D
Rhizo + Brady 10 435 a 513 ab 17,4 a 149 a 61,0 a 663 ab 37,0 ab 91b
Rhizo + Azo 10° 38,9 ab 484 ab 15,6 a 129 a 54,6 ab 613 ab 344D 113 b
Rhizo + Brady 10° 333b 398 bc 16,0 a 127 a 49,4 b 525 cd 38,0 ab 105 b
Rhizo + Azo 10° 39,1ab 513 ab 150a 133 a 54,2 ab 647 ab 39,5a 100 b
Rhizo + Brady 10° 38,4 ab 498 ab 18,6 a 156 a 57,0 ab 654 ab 38,2 ab 112 b
Test. absoluta 39,7 ab 388 ¢ 16,5a 115a 56,2 ab 504d 39,5a 93b
Test. nitrogenada 41,6 ab 579 a 16,7 a 154 a 58,3 ab 733a 394 a 163 a
Test. - R. tropici 39,5ab 462 ab 170a 125a 56,6 ab 587 bc 39,5a 103 b
Rhizo + AZOTOTAL® 41,5 ab 533 a 16,2 a 133 a 57,7 ab 667 ab 39,5a 132 ab
C.V. (%) 13,10 14,82 15,95 20,20 10,46 13,00 7,01 23,92

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.
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Ao final do ciclo da cultura, na determinacao dos componentes de producéo, verificou-
se que a massa de vagens ndo foi alterada significativamente pela co-inoculagéo,
comparativamente aos controles inoculado, ndo inoculado e sob adubacdo nitrogenada
mineral (Tabela 17). No entanto, ao se considerar apenas a massa de graos, pdde-se observar
que hé diferenca significativa entre as testemunhas inoculada com R. tropici e adubada com N
mineral e que os tratamentos co-inoculados, apesar de néo diferirem da testemunha rizobiana,
foram capazes de se equiparar a adubacdo mineral e foram superiores ao tratamento co-
inoculado com o produto comercial AZOTOTAL®.

Houve incremento significativo do nimero de gréos por planta nos tratamentos sob
dupla inocula¢do, comparativamente & inoculagdo com somente uma estirpe. A inoculacdo
apenas com R. tropici resultou na menor média de grdos produzidos dentre os tratamentos
avaliados e, mesmo néo diferindo significativamente deste, os co-inoculados novamente se
igualaram & adubac&o nitrogenada mineral. A dupla inoculagdo com A. brasilense (10* UFC
mL™) foi significativamente superior ao controle de R. tropici.

No que se refere ao numero de vagens, novamente o tratamento apenas inoculado com
rizobio apresentou a menor média, porém, ndo diferiu da testemunha nitrogenada. As co-
inoculagdes com B. diazoefficiens (10 UFC mL™) e o produto comercial AZOTOTAL®
apresentaram resultados significativamente superiores a testemunha rizobiana. Os demais
tratamentos co-inoculados, assim como a testemunha absoluta, foram ambiguos, ndo diferindo
da aplicagdo Unica de rizébio ou de N mineral.
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Tabela 17. Producéo de grdos, componentes de producdo e indice de colheita de feijoeiro co-inoculado com rizébio (R. tropici = Rhizo) e bactérias
promotoras de crescimento vegetal (A. brasilense = Azo e B. diazoefficiens = Brady) sob trés doses de aplicagdo (10%, 10° e 108 UFC mL™).

Tratamento Massa de Massa de gréos Numero de Numero de Numero de Massa de 100 indice de
vagens graos vagens gréos por gréos colheita
vagem
—gplanta'— —gplanta’— -gréosplanta® - planta™- —qg— mg g™
Rhizo + Azo 10* 55,77 ab 44,43 ab 138a 3lab 4,44 a 29,05 ab 142 a
Rhizo + Brady 10* 58,16 a 46,28 ab 134 ab 32a 4,15a 30,87 a 147 a
Rhizo + Azo 10° 59,26 a 47,38 ab 136 ab 3lab 4,34 a 30,80 ab 160 a
Rhizo + Brady 10° 56,61 ab 45,63 ab 130 ab 28 ab 4,53 a 30,89 a 170 a
Rhizo + Azo 10° 43,06 b 44,06 ab 132 ab 3lab 4,19 a 29,77 ab 142 a
Rhizo + Brady 10° 57,32 a 45,49 ab 134 ab 31ab 4,27 a 30,13 ab 153 a
Test. absoluta 55,61 ab 43,63 ab 130 ab 28 ab 4,59 a 29,76 ab 136 a
Test. nitrogenada 60,06 a 48,29 a 142 a 31ab 451 a 30,01 ab 143 a
Test. - R. tropici 55,77 ab 43,45 bc 123 Db 28 b 4,42 a 30,06 ab 142 a
Rhizo + AZOTOTAL® 53,15 ab 42,22 ¢ 131 ab 32a 4,14 a 28,33 b 145a
C.V. (%) 15,12 6,31 6,68 8,05 10,56 4,97 15,48

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.
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N&o foram detectadas diferencas significativas entre os tratamentos avaliados para o
teor e contetido de N nos grdos (Tabela 18). Contudo, os valores mais elevados de acimulo de
N nos gréos foram detectados no tratamento sob co-inoculacdo com B. diazoefficiens (10*
UFC mL™), onde observou-se um acréscimo equivalente a 11,95% do contetido de N em
relacdo a média da testemunha rizobiana.

Tabela 18. Teor e conteddo de N nos grdos de feijoeiro co-inoculado com rizoébio (R. tropici
= Rhizo) e bactérias promotoras de crescimento vegetal (A. brasilense = Azo e B.
diazoefficiens = Brady) sob trés doses de aplicacdo (10*, 10° e 10® UFC mL™).

Tratamento Teor de Nnos Conteudo de N
graos NOS graos
—mgg'— -mgplanta™-
Rhizo + Azo 10* 36,6 a 1415 a
Rhizo + Brady 10* 35,8 a 1440 a
Rhizo + Azo 10° 34,4 a 1418 a
Rhizo + Brady 10° 33,0a 1310 a
Rhizo + Azo 10° 349a 1337 a
Rhizo + Brady 10° 343a 1359 a
Test. absoluta 33,1a 1259 a
Test. nitrogenada 34,2a 1438 a
Test. - R. tropici 339a 1286 a
Rhizo + AZOTOTAL® 35,7a 1308 a
C.V. (%) 6,48 8,43

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan a 5%.

Em termos de indice de clorofila Falker (ICF), correspondente as médias dos
tratamentos nas seis primeiras semanas apés o plantio (Figura 6), a inoculacdo com R. tropici
foi capaz de se igualar a aplicagdo de N mineral. Dentre os tratamentos avaliados, a
testemunha rizobiana apresentou a maior média para clorofila a, b e ab.

A respeito da clorofila a, os tratamentos co-inoculados com A. brasilense (10%, 10° e
10® UFC mL™) e B. diazoefficiens (10* UFC mL™) n&o diferiram significativamente das
testemunhas nitrogenada e rizobiana. O tratamento sob co-inoculagdo com o produto
comercial AZOTOTAL® obteve média equiparada a testemunha absoluta. Para clorofila b, as
co-inoculagdes equipararam-se aos controles rizobiano e adubado com N mineral, a excecéo
de AZOTOTAL® que, assim como a co-inoculacdo com B. diazoefficiens (10° UFC mL™Y),
ndo diferiram significativamente da testemunha absoluta.

A maior média do ICF para clorofila total, foi a registrada pela testemunha rizobiana,
que superou o tratamento sob adubacdo mineral. As co-inoculagdes ndo diferiram
significativamente da testemunha inoculada com R. tropici, com excecdo de B. diazoefficiens
(10° UFC mL™) e AZOTOTAL®, que ndo apresentaram diferenca significativa da testemunha
absoluta.
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Figura 6. Variagdo média do Indice de Clorofila Falker para os teores de clorofila a, b e ab
em folhas de feijoeiro co-inoculadas com rizébio e bactérias promotoras de
crescimento vegetal.
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A variacdo temporal do ICF para os valores de clorofila a (Tabela 19) indicou que até
21 dias apds a semeadura (DAP) a testemunha nitrogenada sobressaiu as médias dos demais
tratamentos. Na quarta semana apés o plantio, os ICFs das co-inoculacdes e da testemunha
rizobiana igualaram-se a aplicagdo de N mineral, entretanto, ainda ndo de forma
significativamente diferente da testemunha absoluta. Aos 35 DAP, as médias dos tratamentos
co-inoculados e da testemunha inoculada com R. tropici foram superiores as demais, ndo
obstante o tratamento co-inoculado com AZOTOTAL® néo ser significativamente diferente
da testemunha nitrogenada. Nesta fase, foi registrado o méaximo ICF (38,91), na co-inoculagao
com A. brasilense (10° UFC mL™). Iniciado o estadio fenolégico R7 (inicio de formacao das
vagens), que ocorreu na sexta semana apos o plantio, a testemunha inoculada com R. tropici
manteve o maior ICF, significativamente superior a absoluta e nitrogenada, ndo diferindo dos
tratamentos co-inoculados, exceto B. diazoefficiens (10° UFC mL™). No inicio do estadio R8
(enchimento das vagens), as médias de ICF igualaram-se.

Tabela 19. Variacio temporal do indice de Clorofila Falker para os teores de clorofila a em
folhas de feijoeiro co-inoculado com rizébio (R. tropici = Rhizo) e bactérias
promotoras de crescimento vegetal (A. brasilense = Azo e B. diazoefficiens = Brady)
sob trés doses de aplicagdo (10%, 10° e 108 UFC mL™).

Tratamento Dias ap6s a semeadura
14 21 28 35 42 49

Rhizo + Azo 10* 26,64bc 30,40b 36,93ab 38,63ab 34,83ab 29,07 a
Rhizo + Brady 10* 26,92bc 30,34b 3756ab 39,16ab 36,10ab 26,86 ab
Rhizo + Azo 10° 27,08b 31,94b 36,8lab 38,9lab 36,16ab 28,16 ab
Rhizo + Brady 10° 27,03bc 30,90b 37,00ab 38,47ab 34,01bc 19,56b
Rhizo + Azo 10° 27,76 b  30,68b 37,84a 38,38ab 34,74ab 27,57 ab
Rhizo + Brady 10° 26,44bc 3199b 36,46ab 38,08ab 34,80ab 22,33ab
Test. absoluta 26,81 bc 31,00b 3549b 36,78d 32,21d 25,07ab
Test. nitrogenada 29,70a 36,42a 3791a 36,78cd 33,19cd 23,65ab
Test. - R. tropici 27,55b 31,17b 3768ab 39,69a 36,66a 28,05ab
Rhizo + AZOTOTAL® 2553c¢c 31,31b 36,04ab 37,64bc 34,63ab 21,53ab
C.V. (%) 7,07 9,44 7,36 5,94 8,35 31,34

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Na tabela 20 esta apresentada a variacdo temporal do ICF para os teores de clorofila b.
Na quarta semana da avaliacdo (28 DAP), os tratamentos co-inoculados, excetuando
AZOTOTAL®, se igualaram as testemunhas rizobiana e adubada com N mineral.
Posteriormente, nas medigdes de ICF entre 35 e 42 DAP os tratamentos co-inoculados com B.
diazoefficiens e A. brasilense foram significativamente superiores a testemunha nitrogenada.
Somente na Ultima avaliacdo (49 DAP), com a queda do indice de clorofila, os tratamentos
equipararam-se.
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Tabela 20. Variagdo temporal do indice de Clorofila Falker para os teores de clorofila b em
folhas de feijoeiro co-inoculado com rizébio (R. tropici = Rhizo) e bactérias
promotoras de crescimento vegetal (A. brasilense = Azo e B. diazoefficiens = Brady)
sob trés doses de aplicagdo (10%, 10° e 108 UFC mL™).

Tratamento Dias apds a semeadura
14 21 28 35 42 49

Rhizo + Azo 10* 451b 530b 8,78ab 9,30ab 7,53ab 542a
Rhizo + Brady 10* 508ab 534b 933a 936ab 805a 4,75ab
Rhizo + Azo 10° 459b 6,77ab 8,69ab 9,25ab 7,71ab 4,65ab
Rhizo + Brady 10° 466b 554b 868ab 8,75bc 7,05ab 3.13b
Rhizo + Azo 10° 4,88ab 542b 895ab 890ab 7,45ab 4,55ab
Rhizo + Brady 10° 456b 7,47ab 852ab 8,61bc 7,30ab 3,22b
Test. absoluta 451b 568b 856ab 7,84c 6,06d 3,96ab
Test. nitrogenada 544a 8,28a 950a 798c 634cd 347b
Test. - R. tropici 488ab 560b 956a 993a 8,03a 4,67ab
Rhizo + AZOTOTAL® 436b 562b 808b 849bc 697bc 345b
C.V. (%) 20,12 52,01 16,25 15,51 17,30 41,10

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Durante o periodo de avaliacdo, mesmo ndo havendo uma superioridade da
testemunha rizobiana quanto ao ICF da clorofila total, suas médias minima e maxima foram
superiores aquelas apresentadas pelos demais tratamentos (Tabela 21). Nas sete semanas
avaliadas, as leituras do clorofildometro variaram entre 32,43 e 49,63 para 0 tratamento
inoculado apenas com R. tropici, e 27,12 e 47,42 no adubado com N mineral.

A variacao de ICF seguiu um padrdo especifico, observando-se aumento dos valores
de todos os tratamentos até a quarta semana (28 DAP). A partir da avaliacdo seguinte, o ICF
da testemunha nitrogenada decresce, de forma contraria aos demais, tornando-se
significativamente diferente da testemunha rizobiana. Somente na sexta semana de
crescimento (42 DAP), todos os tratamentos registraram diminui¢do simultanea do ICF,
resultado este repetido na Ultima época de avaliacdo (49 DAP). A testemunha absoluta
somente diferiu da inoculagdo conjunta na sexta semana de avaliagéo (42 DAP).
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Tabela 21. Variacio temporal do indice de Clorofila Falker para os teores de clorofila total
em folhas de feijoeiro co-inoculado com rizébio (R. tropici = Rhizo) e bactérias
promotoras de crescimento vegetal (A. brasilense = Azo e B. diazoefficiens = Brady)
sob trés doses de aplicagdo (10%, 10° e 108 UFC mL™).

Tratamento

Rhizo + Azo 10°
Rhizo + Brady 10*
Rhizo + Azo 10°
Rhizo + Brady 10°
Rhizo + Azo 10°
Rhizo + Brady 10°
Test. absoluta
Test. nitrogenada
Test. - R. tropici
Rhizo + AZOTOTAL®
C.V. (%)

Dias ap0s a semeadura

14 21 28 35 42 49
31,15bc 3570b 4571a 4793ab 42,36ab 3450a
32,00bc 3568b 46,90a 4853ab 44,15ab 31,61ab
31,67bc 38,71b 4551a 48,16ab 43,88ab 32,81 ab
31,70bc 36,44b 4568a 47,22ab 41,07bc 22,70b
32,65b 36,10b 46,80a 47,29ab 42,19ab 32,12 ab
31,01bc 39/46b 4498a 46,70ab 42,10ab 25,56 ab
31,33bc 36,69b 44,05a 44,62b 38,28d 29,03 ab
3500a 44,71a 47,42a 4508b 39,53cd 27,12ab
3243b 36,78b 4724a 4963a 44,70a 32,72ab
2990c 36,93b 44,13a 46,13ab 41,61ab 24,98ab
8,19 15,62 9,02 7,35 9,60 32,40

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.
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4.6 DISCUSSAO

O incremento significativo em termos de biomassa promovido pela co-inoculacéo de
R. tropici com A. brasilense e B. diazoefficiens é resultado da agdo sinérgica das bactérias
sobre as plantas. E amplamente aceito que a promog&o do crescimento de plantas por PGPBs
ndo depende de um mecanismo Unico, mas € o resultado liquido de mdltiplos mecanismos
(PRAKAMHANG et al., 2015), podendo resultar em aumento significativo de biomassa e
rendimento da cultura. Este estudo demonstrou a eficacia da co-inoculacédo, que foi capaz de
igualar a massa de folhas, caule e de vagens aos resultados obtidos pelas plantas sob adubagéo
nitrogenada mineral e de forma superior aos das plantas apenas inoculadas com rizébio.

O aumento na producdo de matéria seca do feijoeiro em fungdo da co-inoculagdo tem
sido descrito em diversos estudos realizados em diferentes condi¢cdes edafoclimaticas
(STAJKOVIC et al., 2011; SAMAVAT et al., 2012; AAMIR et al., 2013; HUNGRIA et al.,
2013; MISHRA et al., 2014). Este maior crescimento em termos de biomassa das plantas co-
inoculadas é constantemente atribuido a producdo de fitorménios pelos promotores de
crescimento, entretanto, outros fatores como fixacdo de nitrogénio, supressao de patdgenos e
solubilizacdo de nutrientes sdo frequentemente citados. Mais especificamente, alguns
resultados experimentais relacionaram a potencial elevacdo de biomassa do feijoeiro sob
inoculacdo de PGPBs com a producdo de auxinas (REMANS et al., 2008), aumento da
atividade da nitrogenase e do conteddo de leghemoglobina (FIGUEIREDO et al., 2007),
antagonismo em relacdo a patdgenos (PEIX et al., 2001), solubilizacdo de fdsforo
(STAJKOVIC et al., 2011), potassio e zinco (KUMAR et al., 2012) e redugio dos efeitos
negativos causados por estresse (DARDANELLI et al., 2008).

O efeito proporcionado pela inoculacdo das PGPBs é de pequena magnitude. No
entanto, sob co-inoculagdo, pode promover a elevacéo da biomassa dos tratamentos de forma
equiparada ao resultado obtido pela adubacdo nitrogenada mineral, mesmo que alguns
tratamentos ndo apresentem diferenca significativa da inoculagdo somente com R. tropici,
como demonstram os resultados obtidos para massa de folhas e de vagens. Desta forma,
considerando a baixa resposta da inoculagdo do feijoeiro em termos de simbiose para
fornecimento de nitrogénio, a inoculacdo conjunta pode representar uma estratégia eficaz para
elevar-se a producdo de biomassa aos niveis alcancados pela aplicacdo dos fertilizantes de alta
solubilidade, especialmente nas areas de cultivo anterior e com elevada populacgéo de rizébio
nativo.

Mesmo havendo clara tendéncia de que a dupla inoculagdo aumente a biomassa total,
alguns tratamentos ndo resultaram neste efeito de forma significativamente diferente do
controle. Observou-se que houve uma resposta padrdo das co-inoculagbes que elevaram de
forma significativa o acimulo de biomassa total acima do obtido pela testemunha apenas
inoculada com R. tropici; as que atingiram este resultado corresponderam as aplicacGes de
elevadas doses do promotor de crescimento, B. diazoefficiens (108 UFC mL™) e
AZOTOTAL® (10° UFC mL™), acrescentando-se ainda o fato de que A. brasilense (10® UFC
mL?) obteve massa seca mais elevada que nas demais doses, mesmo ndo sendo
significativamente diferente do controle rizobiano. Este cenario revela que, possivelmente, as
doses mais baixas ndo foram suficientemente eficazes para o estabelecimento de populacoes
efetivas dos indculos no solo, capazes de concorrer com a comunidade microbiana nativa.

Sob condi¢Bes ndo estéreis, € necessaria uma elevada capacidade competitiva com as
populagdes indigenas do solo (BIRO et al., 2000) e, no caso da co-inoculagio, com as demais
estirpes aplicadas. Peters & Alexander et al. (1966) observaram que a populagdo de B.
diazoefficiens se multiplica rapidamente no solo quando outras bactérias sdo suprimidas, mas
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ndo quando outros géneros bacterianos ndo sao inibidos. De maneira semelhante, Bacilio-
Jiménez et al. (2001) relataram que no rizoplano de arroz houve a exclusdo do A. brasilense
inoculado em funcdo da competicdo com Corynebacterium flavescens e Bacillus pumilus.
Estas falhas podem refletir a incapacidade das estirpes inoculantes para colonizar a rizosfera
efetivamente ou competir agressivamente com bactérias nodulantes indigenas para sitios de
nodulagdo (FUHRMANN & WOLLUM, 1989), sugerindo que a aplicacdo de doses elevadas
do inoculante, como observado no presente estudo, proporcionariam que a estirpe se tornasse
mais competitiva no solo e, consequentemente, mais eficiente para a promocdo de
crescimento.

No tocante aos aspectos produtivos, as co-inoculagdes de B. diazoefficiens e A.
brasilense foram capazes de elevar o nimero de vagens acima do controle com rizébio. Este
resultado é concordante com o encontrado por Yadegari et al. (2008) que, estudando o efeito
da inoculacdo de R. tropici associada a Pseudomonas fluorescens e Azospirillum lipoferum
em feijoeiro, observaram aumento significativo do nimero de vagens nos tratamentos co-
inoculados. De maneira semelhante, Rokhzadi et al. (2008) relataram aumento deste
componente pela co-inoculagdo em gréo de bico, atribuindo-o aos efeitos cumulativos do
reforco no fornecimento de N e P para as plantas e producdo de substancias indutoras de
crescimento pelos microrganismos.

Acredita-se que o feijoeiro seja um pobre fixador de nitrogénio, devido as
caracteristicas genéticas dos parceiros simbiéticos (YADEGARI & RAHMANI, 2010), o que
tem resultado em esforcos crescentes na avaliacdo das respostas de novas estirpes para fixacdo
bioldgica de nitrogénio e de sua dindmica na interacdo com a cultura. Uma questdo importante
relativa as bactérias fixadoras de N associativas e endofiticas é se elas contribuem diretamente
com N fixado para a planta (CARVALHO et al.,, 2014). O modo de transferéncia do
nitrogénio fixado, transferido diretamente desde a atmosfera na forma de nitrogénio molecular
ou indiretamente, através da morte e mineralizagdo, é desconhecido (HUREC et al., 2002;
INIGUEZ et al., 2004), no entanto, em contraste com a fixagao simbiotica de N, onde existe
transferéncia direta de N através da interface simbidtica, é evidente que as bactérias
diazotréficas associadas ao sistema radicular parecem nao ser capazes de liberar prontamente
o N para a planta hospedeira (LETHBRIDGE & DAVIDSON, 1983). Este cenéario pode
explicar a reduzida, porém significativa contribuicdo das PGPBs para o acumulo de N nos
tecidos das plantas.

Samavat et al. (2012) relataram que a interacdo de feijoeiro co-inoculado com
Rhizobium e Pseudomonas fluorescens, resultou em incremento significativo no teor e
contetdo de N e atividade da nitrogenase, comparativamente as inoculagdes isoladas. Esta
possivel elevacdo na oferta de N para as plantas proporcionada pelas PGPBs, trata-se de uma
das hipoteses que poderiam explicar, em parte, 0s efeitos positivos da co-inoculacéo sobre o
crescimento das plantas. Neste experimento, observou-se que a inoculacdo simultanea de
rizobio e promotores de crescimento foi capaz de elevar o conteldo de N na parte aérea, ndo
sendo detectada diferenca significativa destes em relacdo aos controles adubado com N
mineral e inoculado com R. tropici, corroborando a tese de que a técnica seja efetiva, porém,
que este efeito seja de pequena magnitude. Os resultados mais expressivos dos tratamentos
co-inoculados dentre as doses avaliadas resultaram em um acimulo de N 9,23% superior ao
controle rizobiano para A. brasilense, 11,45% para B. diazoefficiens e 12% para
AZOTOTAL®.

Yadegari & Rahmani (2010) observaram que a co-inoculacdo de rizobio e PGPBs
promoveu aumento significativo no rendimento e componentes de producdo do feijoeiro.
Resultados semelhantes foram observados em outras leguminosas. Em grdo de bico, por
exemplo, Rai (1983) verificou aumento no rendimento de grdos sob co-inoculagdo de
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Rhizobium e A. brasilense. Da mesma forma, na cultura da soja, foi relatado que a associacao
de B. diazoefficiens e PGPBs aumentou a produtividade de grdos (HUNGRIA et al., 2013).

Estes aumentos observados nos componentes de producdo, resultantes da combinacéo
sinérgica da fixacdo bioldgica de nitrogénio pelo rizobio associado aos diversos efeitos das
PGPBs, demonstram a efetiva contribuicdo dos promotores de crescimento para incrementar a
producdo das culturas, e podem explicar os resultados obtidos neste experimento. A massa de
gréos foi 8,3% superior a testemunha rizobiana em funcao da co-inoculacdo com A. brasilense
(10° UFC mL™) e 6,1% para B. diazoefficiens (10* UFC mL™). A inoculacéo apenas com R.
tropici resultou nas menores médias dentre os tratamentos avaliados para nUmero de gréos e
de vagens. O incremento equivalente a 15 grdos por planta (10,8%) apresentado pela dupla
inoculagdo com A. brasilense (10* UFC mL™) e de 4 vagens por planta (13,9%) para B.
diazoefficiens (10 UFC mL™), quando comparado ao controle rizobiano, confirmam a
potencialidade da técnica de co-inoculagdo. Acrescenta-se o fato da co-inoculagdo com o
produto comercial AZOTOTAL® apresentar resultados inferiores ou ndo diferentes dos
materiais testados, o que indica o potencial destes isolados para a promocdo de crescimento
do feijoeiro.

Rajendran et al. (2008), em estudo realizado com a co-inoculacdo de Rhizobium spp. e
Bacillus strains, demonstraram que a inoculac¢do conjunta é capaz de proporcionar aumento
significativo do teor de clorofila do feijdo guandu. Resultados similares foram obtidos pela
associagao de diversos microrganismos nas culturas do tomate (SINGH et al., 2012), milho
(ROJAS-TAPIAS et al., 2014) e amora (BAQUAL et al., 2005). Em termos de indice de
clorofila, neste experimento verificou-se que a co-inoculagdo de R. tropici com A. brasilense
ou B. diazoefficiens foi capaz de proporcionar valores equiparaveis aos obtidos pela adubacéo
nitrogenada mineral, ndo obstante, inferiores ao da inoculacdo exclusiva de R. tropici. Este
resultado esta de acordo com o encontrado por Corsini (2014), onde a testemunha rizobiana
registrou o maior indice de clorofila foliar comparativamente aos demais tratamentos, nas
condicdes de auséncia de adubacdo nitrogenada e sob aplicacéo de 60 kg N ha™.
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4.7 CONCLUSOES

As co-inoculacdes de R. tropici com A. brasilense, B. diazoefficiens e AZOTOTAL®
igualaram a massa de folhas, caule e vagens aos resultados obtidos pelas plantas adubadas
com N mineral, superando a testemunha exclusivamente inoculada com R. tropici.

As co-inoculagdes com B. diazoefficiens e AZOTOTAL® elevaram a biomassa total
das plantas de forma significativamente superior a inoculagcdo com R tropici.

As co-inoculacdes com A. brasilense, B. diazoefficiens e AZOTOTAL® elevaram o
conteddo de N na parte aérea.

As co-inoculagbes com B. diazoefficiens e A. brasilense elevaram a massa de gréos e,
juntamente a AZOTOTAL®, o nimero de vagens acima do controle exclusivamente
inoculado com R. tropici.

A inoculagdo apenas com R. tropici resultou nas menores médias para numero de
grdos e de vagens.

Em termos de indice de clorofila, as co-inoculagbes com A. brasilense e B.

diazoefficiens proporcionaram incrementos equiparaveis aos obtidos pela adubacdo
nitrogenada mineral, ndo obstante, inferiores ao da inoculacéo exclusiva de R. tropici.
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5 CAPITULO 11

CO-INOCULACAO DE Rhizobium tropici e Azospirillum brasilense EM
FEIJOEIRO SUBMETIDO A ADUBACAO NITROGENADA MINERAL
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5.1 RESUMO

O desenvolvimento do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) esta relacionado ao manejo e fontes
de nitrogénio (mineral ou bioldgica) para a nutricdo das plantas, podendo ser impulsionado
pela inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal. Objetivando-se avaliar o
desenvolvimento vegetativo e producdo do feijoeiro comum em funcdo de diferentes
estratégias de adubacao nitrogenada mineral associada a co-inoculagdo com Rhizobium tropici
e Azospirillum brasilense, conduziu-se um experimento em casa de vegetacdo na Embrapa
Agrobiologia, em Seropédica, RJ. O experimento foi realizado em vasos com 12 kg de terra
provenientes do horizonte A de um Planossolo Haplico, em delineamento em blocos ao acaso
com quatro repeticdes. Para avaliacdo do crescimento vegetativo, foram adotados sete
tratamentos: testemunha absoluta; inoculagdo com R. tropici e auséncia de aplicagéo de N;
testemunha nitrogenada (aplicagdo de 20 kg ha™ de N na semeadura); co-inoculacdo com R.
tropici e A. brasilense e auséncia de adubacéo nitrogenada; co-inocula¢do com R. tropici e A.
brasilense e 20 kg ha™ de N em semeadura; inoculagdo com R. tropici e 20 kg ha™ de N em
semeadura; inoculacéo com A. brasilense e 20 kg ha™ de N em semeadura. As plantas foram
coletadas aos 45 dias apos plantio (DAP) e separadas em folhas, caule, vagens, raiz e nodulos;
posteriormente foram secas e pesadas, sendo determinado o teor de N da parte aérea. Para
avaliacdo do desempenho produtivo, foram acrescentados trés tratamentos: co-inoculacéo
com R. tropici e A. brasilense e aplicacdo de 20 kg ha™ de N em semeadura e 20 kg ha™ de N
45 DAP (dias ap6s o plantio); inoculacdo com R. tropici e aplicagdo de 20 kg ha™ de N em
semeadura e 20 kg ha™* de N 45 DAP; inoculagdo com A. brasilense e aplicacéo de 20 kg ha™
de N em semeadura e 20 kg ha™ de N 45 DAP. As plantas foram coletadas ap6s a senescéncia
(76 DAP), o material foi separado em vagens e grdos, e determinado o teor de N e 0s
componentes de producdo. Entre a segunda e a sexta semana de crescimento, foi determinado
o indice de clorofila Falker através de clorofildmetro portatil. A co-inoculagcdo combinada
com a adubacdo nitrogenada mineral resultou em maiores valores de massa de folhas, massa
de caule, massa de parte aérea, massa total, massa seca de grdos, nimero de grdos por planta e
acumulo de N nas vagens e grdos. A co-inoculacdo como estratégia para oferta exclusiva de N
ou sua associacdo a suplementacdo nitrogenada mineral apenas no plantio ou em cobertura
ndo se mostraram eficazes com relacdo aos componentes de producdo. A adubacéo
nitrogenada mineral aumentou o nimero de vagens e de grdos por planta quando associada a
inoculacdo de A. brasilense, assim como a massa de folhas, caule, vagens, parte aérea e 0
acumulo de N na folha e na parte aérea quando associada a co-inoculacdo de R. tropici e A.
brasilense.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. Co-inoculagdo. Manejo do nitrogénio.
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5.2 ABSTRACT

The development of common bean (Phaseolus vulgaris L.) is related to the management and
sources of nitrogen (mineral or organic) for plant nutrition, which can be driven by the
inoculation of bacteria that promote plant growth. Aiming to evaluate the vegetative
development and production of common bean due to different strategies of mineral nitrogen
fertilization associated with co-inoculation with R. tropici and A. brasilense, an experiment
was conducted in greenhouse at Embrapa Agrobiologia, in Seropédica, RJ. The experiment
was conducted in pots with 12 kg ground from the horizon of a Haplic Planosol, in
randomized block design with four replications. To evaluate the vegetative growth, seven
treatments were used: absolute control; inoculation with Rhizobium tropici and absence of N
application; nitrogen control (application of 20 kg ha™ of N at sowing); co-inoculation with
Rhizobium tropici and Azospirillum brasilense and absence of nitrogen fertilization; co-
inoculation with Rhizobium tropici and Azospirillum brasilense and 20 kg ha™ of N at sowing;
inoculation with Rhizobium tropici and 20 kg ha® of N at sowing; inoculation with
Azospirillum brasilense and 20 kg ha™ N at sowing. Plants were harvested at 45 days after
planting (DAP), separated into leaves, stems, pods, roots and nodules, dried and weighed, and
the shoot N content was determined. To evaluate the productive performance, three treatments
were added: co-inoculation with Rhizobium tropici and Azospirillum brasilense and
application of 20 kg ha™ of N at sowing and 20 kg ha™ of N 45 DAP (days after sowing);
inoculation of Rhizobium tropici and application of 20 kg ha™ N at sowing and 20 kg ha™ N
45 DAP; inoculation with Azospirillum brasilense and application of 20 kg ha™ N at sowing
and 20 kg ha™ N 45 DAP. Plants were harvested after senescence (76 DAP), separated in pods
and grains, and N content and yield components were determined. In the period between the
second and sixth weeks of growth, Falker chlorophyll content was determined through
chlorophyll. Co-inoculation combined with the mineral N fertilization resulted in higher
values of mass of leaves, stem and shoot, dry mass of grains, number of grains per plant and
accumulation of N in pods and grains. Co-inoculation as a strategy for the exclusive N supply
or its association with mineral N fertilization only at sowing or coverage were not effective
with respect to yield components. The mineral N fertilization increased the number of pods
and grains per plant when associated with inoculation of A. brasilense as well as the mass of
leaves, stems, pods, shoot and N accumulation in leaf and shoot when associated with co-
inoculation of R. tropici and A. brasilense.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Co-inoculation. Nitrogen management.
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5.3 INTRODUCAO

Na ultima década, a utilizacdo integrada de produtos quimicos e biofertilizantes para
aumentar a produtividade das culturas e melhorar a fertilidade do solo visando a producéo
agricola sustentavel ganhou importancia (YASARI et al., 2009). Neste contexto, tem sido
testada a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados de alta solubilidade de forma associada a
inoculagdo de estirpes bacterianas tolerantes ao N mineral. Na cultura do feijoeiro, por
exemplo, diversos resultados experimentais relataram tentativas de integrar-se a adubacgéo
nitrogenada mineral com a inoculacdo de Rhizobium tropici (CARVALHO, 2002,
PELEGRIN et al., 2009; BARROS et al., 2013) e Azospirillum brasilense (GITTI et al., 2012;
SABUNDJIAN et al., 2014), porém, como um manejo incorporado & co-inoculacdo destas
bactérias, estudos mais aprofundados ainda séo necessarios.

Algumas bactérias promotoras de crescimento vegetal que estimulam associacdes
leguminosas-rizobios parecem influenciar mais diretamente o desenvolvimento das simbioses
(VESSEY, 2003). Quando co-inoculado com Rhizobium, Azospirillum estimula a formacéo de
células epidérmicas, que se tornam células ciliadas nas raizes infectadas, ou cria locais de
infeccdo adicionais que sdo posteriormente ocupados por rizébios (PLAZINSKI & ROLFE
1985; CHEBOTAR et al., 1998), contribuindo para a otimizacao da interacdo da planta com o
simbionte introduzido. Os efeitos da inoculagdo com Azospirillum tém recebido atencéo
crescente nos ultimos anos, sendo os resultados positivos da inoculacdo combinada com
bactérias do género Rhizobium descritos em varias leguminosas (BURDMAN et al., 1998)
sobre a producdo de matéria seca, produtividade de grdos e teor de N em compara¢do com a
inoculagdo exclusiva de rizobio (BURDMAN et al., 1998; GONZALEZ, 2006;
BENINTENDE et al., 2010).

O grande desafio que se apresenta para a cultura do feijdo é conseguir um manejo
adequado dessa simbiose, visando aumentar a eficiéncia do sistema de fixacdo de nitrogénio
(CASSINI & FRANCO, 2013). No feijoeiro comum, tém sido reportadas contribuigdes
relevantes da FBN em condicdes de campo, como valores de N, fixado atingindo 90 kg ha’
' de N, correspondente a 50 % do N acumulado na maturacio (WESTERMANN et al., 1981).
No entanto, a quantidade fornecida por esse processo normalmente € insuficiente,
necessitando ser complementada, por meio da adubacdo mineral (BINOTTI et al., 2007). A
maioria dos solos em que as leguminosas sdo comumente cultivadas contém populacéo nativa
de rizébios (GRAHAM, 1981; RENNIE & KEMP, 1983; MOXLEY et al., 1986; LOVATO
et al.,, 1991; PERES et al., 1994), ineficiente na maioria das vezes, mas bem adaptada as
condicBes edaficas locais (FONSECA, 2011). Esta populacdo pode, por meio da
competitividade de sitios de nodulacdo, interferir na ocupacgdo nodular das estirpes inoculadas
(MEDEIROS et al., 2009), reduzindo a eficiéncia do processo e, consequentemente, a oferta
de N para a planta. Sob estas circunstancias, 0s ensaios de inoculacdo devem enfatizar ndo
apenas as vantagens de inoculacao do feijoeiro, mas também da combinagdo com a prética de
fertilizagdo com N (ARGAW & AKUMA, 2015), considerando-se que a utilizagdo exclusiva
de inoculantes com R. tropici pode ndo atender a demanda da cultura por este nutriente.

Teores muito baixos de nitrato no solo podem ser limitantes a atividade simbidtica
(FRANCO & DOBEREINER, 1968; RUSCHEL & SAITO, 1977; FERREIRA et al., 2000).
Isto ocorre porque, no feijoeiro nodulado, normalmente ha um periodo de estresse de N entre
15 e 20 dias ap6s a emergéncia, devido a uma falta de sincronizagéo entre o esgotamento de N
nos cotilédones e o inicio de fixacdo de N, e seu transporte (HUNGRIA et al., 1991). Assim, é
necessario que haja disponibilidade de N combinado para o crescimento do rizobio até o
inicio da fixacdo de N, (SPRENT & SPRENT, 1990), de forma a evitar que a planta passe por
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estado de caréncia (BRITO et al., 2011), favorecendo o estabelecimento inicial da nodulagéo
na planta, talvez como uma fonte adicional de nitrogénio (BECANA & SPRENT, 1987).

A apropriacdo destes atributos fisiologicos, de forma integrada aqueles oriundos da
inoculacdo de A. brasilense e R. tropici, pode resultar em uma estratégia eficaz para a nutricdo
nitrogenada da cultura. Isto permitiria que a planta, de forma sinérgica, se favorecesse dos
efeitos oriundos da promocdo de crescimento, fixacdo bioldgica de nitrogénio e adubacéo
mineral. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho, foi avaliar o efeito da co-inoculacao
de Rhizobium tropici e Azospirillum brasilense associado a diferentes manejos da adubacdo
nitrogenada mineral sobre o desenvolvimento e producéo do feijoeiro comum.
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5.4 MATERIAL E METODOS
5.4.1 Condicdes experimentais

O experimento em vasos com solo foi montado em delineamento experimental de
blocos casualizados. Para avaliacdo do crescimento vegetativo, foram adotados sete
tratamentos com quatro repeti¢des: T1 - testemunha absoluta; T2 - inoculagdo de Rhizobium
tropici; T3 - aplicacdo de 20 kg ha™ de N na semeadura; T4 - co-inoculacdo de R. tropici e
Azospirillum brasilense; T5 - co-inoculagdo de R. tropici e A. brasilense e aplicacdo de 20 kg
ha’ de N em semeadura; T6 - inoculagdo de R. tropici e aplicacdo de 20 kg ha™ de N em
semeadura; T7 - inoculacdo de A. brasilense e aplicacdo de 20 kg ha™ de N em semeadura.
Para o desempenho produtivo, foram adotados dez tratamentos com quatro repeti¢bes: T1 -
testemunha absoluta; T2 - inoculagdo de R. tropici; T3 - aplicacdo de 20 kg ha™ de N na
semeadura; T4 - aplicacdo de 20 kg ha™ de N na semeadura e 20 kg ha™ de N 45 dias apés o
plantio (DAP); T5 - co-inoculagdo de R. tropici e A. brasilense; T6 - co-inoculagdo de R.
tropici e A. brasilense e aplicagdo de 20 kg ha™ de N na semeadura; T7 - co-inoculacdo de R.
tropici e A. brasilense e aplicacdo de 20 kg ha™ de N 45 DAP; T8 - co-inoculacéo de R.
tropici e A. brasilense e aplicacdo de 20 kg ha™ de N na semeadura e 20 kg ha™ de N 45 DAP;
T9 - inoculacdo de R. tropici e aplicacdo de 20 kg ha™ de N na semeadura e 20 kg ha™ de N
45 DAP; T10 - inoculacio de A. brasilense e aplicacdo de 20 kg ha™ de N na semeadura e 20
kg ha™ de N 45 DAP.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia, entre
0s meses de outubro a dezembro de 2014, em conformidade as exigéncias do Protocolo
Oficial para Avaliacdo da Viabilidade e Eficiéncia Agrondmica de Cepas, Inoculantes e
Tecnologias Relacionados ao Processo de Fixagdo Bioldgica do Nitrogénio em Leguminosas
(BRASIL, 2011).

Os vasos foram preenchidos com 12 kg terra proveniente do horizonte A de um
Planossolo Héplico oriundo da &rea experimental da Embrapa Agrobiologia, peneirado em
malha de 4 mm. A andlise quimica de fertilidade do solo foi realizada segundo a metodologia
descrita pela Embrapa (1997), no Laborat6rio de Quimica Agricola da Embrapa Agrobiologia
e mostrou 0s seguintes valores: pH em &gua de 5,04; MO de 68,0 g kg™*; P de 4,61 g kg™;
Al¥, Ca** e Mg®* de 0,18; 0,74 e 0,40 cmol. dm™. Os vasos foram incubados por um periodo
de 45 dias, através da adicdo de 36 g (3,0 g kg™ de solo) de palha de milho triturada em
desintegrador, de forma a imobilizar o N.

Apbs o periodo de incubacdo, em cada vaso foi realizada a calagem com a aplicacéo e
posterior homogeneizacdo de 7 g de CaCO; para a neutralizacdo do AI** téxico e
fornecimento de Ca?*. Quinze dias apds a calagem, todos os vasos foram adubados com
solucBes de nutrientes nas seguintes doses: 10 mg kg™ de Mg, como MgSQ,.7H,0; 2 mg kg™
de Cu, como CuS04.5H,0; 1 mg kg™ de Zn, como ZnS04.7H,0; 0,1 mg kg™ de B, como
H,BOs; 0,2 mg kg™ de Mo, como Na,M004.2H,0, 1 mg kg™ de Fe, como Fe-EDTA, 80 mg
kg™ de P, na forma de KH,PO,. Por sua vez, os vasos sob adubacao nitrogenada receberam 20
kg ha® de N (plantio) e 20 kg ha™ N 45 DAP, como CO(NH,),. Posteriormente, todos 0s
vasos foram homogeneizados por revolvimento do solo.

As estirpes utilizadas foram CIAT 899 (BR 322) de Rhizobium tropici e Sp 245 (BR
11.005) de Azospirillum brasilense, pertencentes a Colecdo de Culturas da Embrapa
Agrobiologia. A estirpe de CIAT 899 foi crescida em meio TY (DOBEREINER et al., 1999)
por trés dias sob agitacdo e a estirpe Sp 245 em meio DYGS (Ddbereiner et al., 1999) com pH
6,8 por 4 dias sob agitacdo. O ajuste da concentragdo de celulas bacterianas foi previamente
determinado segundo a relacdo entre a densidade o6tica (DO) em espectrofotdmetro a 600 nm
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e 0 numero de unidades formadoras de colonia (UFC), de forma a estabelecer a DO
correspondente a 108 UFC mL™.

Figura 8. Visao geral do experimento aos 74 dias apds plantio. Rennan Bastos (2014).

A cultivar de feijoeiro utilizada foi a Pérola. As sementes foram desinfetadas por 30
segundos em alcool 96° e 2 minutos em peroxido de hidrogénio (30%), seguidos por dez
lavagens em &gua destilada autoclavada. A semeadura foi realizada em 19 de setembro de
2014. Foram semeadas quatro sementes por vaso com posterior desbaste para duas plantas aos
7 dias apds a emergéncia das plantulas.
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No momento do plantio, cada semente foi inoculada com 1 mL do inoculante de R.
tropici e 1 mL de A. brasilense, ambas na concentracdo equivalente a 108 UFC mL™. Todas as
sementes foram posteriormente cobertas com uma camada de aproximadamente 1 cm de terra.

5.4.2 Coletas e determinacdes

Foram efetuadas duas coletas, a primeira aos 45 dias ap6s o plantio (DAP), no estadio
R7 (inicio de formacdo das vagens), e a segunda no final do ciclo da cultura (apds a
senescéncia das plantas, com a maturacdo dos grdos); para cada coleta utilizaram-se quatro
repetices de cada tratamento. Na primeira coleta, a parte aérea foi dividida em folhas, caule e
vagens. As vagens foram contadas e, posteriormente, juntamente as demais partes,
acondicionadas separadamente em sacos de papel e postas a secar em estufa de circulagdo
forcada a 65 °C até atingirem massa constante e pesadas para determinacdo do peso de
matéria seca. As amostras da parte aérea foram moidas e submetidas a digestéo sulfurica para
a determinacdo dos teores de N pelo método semimicro Kjeldahl, segundo Malavolta et al.
(1997); o contetdo de N foi obtido pelo produto entre a biomassa e o teor de N.

O sistema radicular foi lavado e recuperado juntamente aos nddulos desprendidos com
auxilio de peneira de malha de 2 mm; ambos foram posteriormente acondicionados em
frascos de vidro hermeticamente fechados e reservados em geladeira para que se procedesse a
contagem do numero de nodulos. Em seguida, os nodulos foram destacados e contados e,
juntamente as raizes, secos em estufa de circulacdo forcada a 65 °C até atingirem peso
constante para a determinacdo da massa seca.

No periodo compreendido entre a segunda e a sétima semana de crescimento, foram
quantificados os indices de clorofila (a, b e total) expressos em unidade pelo Indice de
Clorofila Falker através de clorofilometro portatil (ClorofiLOG CFL 1030 Falker, Porto
Alegre, RS, Brasil), entre 8 e 10 horas da manhd, tomando-se para tal a segunda folha
trifoliada completamente desenvolvida nas duas plantas do vaso.

A segunda coleta foi efetuada apds a maturidade fisioldgica, aos 76 DAP. As plantas
foram cortadas rente ao solo, sendo as raizes recuperadas com auxilio de uma peneira e as
vagens contadas e trilhadas manualmente para a separacdo, contagem e pesagem dos gréos.
Cada parte vegetal foi seca em estufa e pesada. Foram determinados os componentes de
producdo massa seca de grdos, numero de vagens por planta, nimero de grdos por planta,
namero de grdos por vagem e massa de 100 grdos. Os grdos foram moidos e submetidos a
digestdo sulfurica para a determinacdo dos teores de N pelo método semimicro Kjeldahl,
segundo Malavolta et al. (1997); o conteido de N foi obtido pelo produto entre a biomassa e 0
teor de N.

5.4.3 Andlises estatisticas

Os dados de biomassa, nodulacéo, teor e contetdo de N, indice de clorofila Falker e
componentes de producdo foram submetidos a andlise de variancia considerando-se um
experimento em blocos ao acaso. As médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5%
por meio do programa de estatistica ASSISTAT.
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5.5 RESULTADOS

Aos 45 dias apds o plantio (DAP), no estadio R7 (inicio de formacédo das vagens), 0s
tratamentos que associaram a adubacdo nitrogenada mineral com a inoculacdo de R. tropici e
co-inoculacdo foram os Unicos que aumentaram a massa de folhas em relacdo a testemunha
absoluta (Tabela 22). Em termos de massa seca de caule, ndo foi detectada diferenca
significativa entre as testemunhas absoluta e rizobiana, e os tratamentos que receberam
adubacdo nitrogenada exclusivamente no plantio ou de forma associada a co-inoculacdo e
inoculagdo com R. tropici, apresentaram valores superiores as testemunhas em questdo. A co-
inoculacdo associada a adubacao nitrogenada de plantio resultou no maior peso de massa seca
de caule aos 45 DAP, 8,54% superior a testemunha nitrogenada e 4,85% a inoculagcdo com R.
tropici associada a adubacéo nitrogenada, das quais ndo diferiu significativamente.

A adubacdo nitrogenada de forma conjunta a inoculagdo de R. tropici, A. brasilense ou
sua co-inoculacdo proporcionou aumento significativo da massa de vagens em relacdo a
testemunha absoluta e a co-inoculagdo (Tabela 22). O tratamento sob adubacdo nitrogenada
mineral em plantio, assim como o inoculado exclusivamente com R. tropici, ndo diferiu da
testemunha absoluta. Quanto a massa de matéria seca da parte aérea, a maior producéo foi
observada no tratamento sob co-inoculacdo e adubado com nitrogénio mineral, que
apresentou resultado significativamente superior as testemunhas absoluta e inoculada com
rizobio e que, mesmo nédo diferindo da testemunha nitrogenada, promoveu um acréscimo de
10,29% (3,27 g planta™) em relacéo a esta. De forma semelhante, o tratamento adubado e
inoculado com R. tropici apresentou valores superiores as referidas testemunhas sem diferir
da nitrogenada, entretanto, ndo foi significativamente superior a inoculagdo apenas com A.
brasilense e adubacao.

Houve aumento significativo na massa de raiz em funcdo da aplicacdo conjunta de co-
inoculacdo e adubacdo nitrogenada (Tabela 22), ndo obstante, a inoculacdo isolada de R.
tropici associada a adubacdo mineral, assim como a testemunha absoluta, ndo apresentaram
diferenca significativa deste tratamento.

A co-inoculacdo associada a adubagdo nitrogenada proporcionou 0 maior incremento
na massa de matéria seca total (41,71 g planta’), sendo significativamente superior as
testemunhas absoluta e inoculada com R. tropici, assim como ao tratamento co-inoculado.
Mesmo ndo apresentando diferenca significativa, foi capaz de promover aumentos de 12,27%
e 4,82% em relacdo a testemunha nitrogenada e a inoculagdo com R. tropici associada a
adubacdo mineral, respectivamente.

Os dados referentes a nodulacdo, ndo apresentaram diferencas significativas para o
namero de nodulos, massa de nddulos e massa de 1 nodulo (Tabela 23).
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Tabela 22. Massa seca de folha, caule, vagens, parte aérea, raiz e total de feijoeiro co-
inoculado com R. tropici e A. brasilense associado a adubacao nitrogenada, aos 45 dias
apos a semeadura.

Tratamento Massa Massa Massa Massa Massa Massa
de folha de caule de de parte  de raiz total
vagens aérea
g planta™
Test. absoluta 12,45b 9,96 b 337b 2578d 544ab 31,23d
Test. - R. tropici 13,71ab 10,06b 3,67ab 27,44cd 519b 32,64cd
N - plantio 1471ab 1253a 4,25ab 31,49ab 510b 36,59ab
Co-inoculacao 13,10 b 941b 3,40b 2591d 404 b 29,95d
Co-inoculacéo + N plantio 15,83a 13,60a 5,33 a 34,76 a 6,94 a 41,71 a
R. tropici + N plantio 15,75a 12,97 a 532a 34,03ab 566ab 39,70 ab
A. brasilense + N plantio 13,65ab 10,60b 548a 29,74bc 510b 34,84bc
C.V. (%) 10,70 9,95 26,41 9,41 20,23 9,34

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Tabela 23. Nimero de nédulos, massa seca de nddulos e massa seca de 1 nédulo de feijoeiro
co-inoculado com R. tropici e A. brasilense associado a adubacéo nitrogenada, aos 45
dias ap0s o plantio.

Tratamento NUmero de Massa de Massa de 1
nodulos nodulos nodulo
—planta’— -mgplanta’-  —mg—
Test. absoluta 58 Db 226 b 3,89 ab
Test. - R. tropici 101 ab 375 ab 3,62 ab
N - plantio 119 ab 444 ab 3,46 ab
Co-inoculacéo 119 ab 379 ab 3,29 ab
Co-inoculacdo + N plantio 153 a 509 ab 3,81 ab
R. tropici + N plantio 113 ab 267 b 2,46 b
A. brasilense + N plantio 140 ab 572 a 4,72 a
C.V. (%) 49,58 43,07 29,03

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Com relacdo ao conteddo de N na folha, apenas os tratamentos sob adubacdo
nitrogenada mineral isolada ou de forma combinada com a co-inoculagdo ou inoculagéo de R.
tropici, foram capazes de diferir significativamente da testemunha absoluta (Tabela 24). Em
termos de acumulo de N nas vagens, a co-inoculacdo associada a adubacdo nitrogenada
mineral diferiu significativamente das testemunhas absoluta, inoculada com R. tropici e
nitrogenada. A somatoria da acumulacdo, expressa pelo conteido de N na parte aerea,
demonstrou que apenas o0s tratamentos adubado com N mineral, de forma isolada ou
combinada a co-inoculagdo ou inoculacdo de R. tropici, diferiram significativamente da
testemunha absoluta. A co-inoculacdo de R. tropici e A. brasilense resultou em menor
acumulo de N na parte aérea, comparativamente & inoculagéo isolada de R. tropici.
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Tabela 24. Teor e conteudo de N na folha, caule e vagem de feijoeiro co-inoculado com R. tropici e A. brasilense associado a adubacéo
nitrogenada, aos 45 dias apos o plantio.

Tratamento Teorde N Contetdode TeordeN ConteGdode TeordeN Conteddode Teorde N  Conteudo de
na folha N na folha no caule N no caule navagem N navagem na parte N na parte
aerea aerea
mg g™ mg planta™ mg g™ mg planta™ mgg* mg planta™ mg g™ mg planta™
Test. absoluta 36,9 b 464 b 19,2 ab 190 ab 339D 111c 90,1a 766 b
Test. - R. tropici 39,3 ab 538 ab 22,6 a 234 a 37,1ab 136 bc 99,1a 909 ab
N - plantio 42,4 a 624 a 16,8 ab 210 ab 39,8a 167 ab 99,1a 1003 a
Co-inoculagéo 415a 543 ab 13,2b 124 b 37,4 ab 127 ¢ 922a 795D
Co-inoculagéo + N 39,3 ab 626 a 16,9 ab 228 a 38,7 ab 206 a 95,0 a 1060 a
plantio
R. tropici + N plantio 41,1a 646 a 17,8 ab 23la 36,9 ab 196 ab 959a 1073 a
A. brasilense + N 39,9 ab 546 ab 18,0 ab 190 ab 36,7 ab 199 ab 94,7 a 936 ab
plantio
C.V. (%) 6,25 12,43 26,20 28,88 9,19 24,01 5,72 11,95

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.
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Na massa seca de grdos, a co-inoculacdo sob associacdo a adubacdo nitrogenada
mineral em plantio e cobertura, consistiu no Unico tratamento significativamente superior a
testemunha absoluta (Tabela 25). O acréscimo correspondeu a 13,76% (8,1 g planta™) em
relacdo & testemunha nitrogenada e de 27,05% (16 g planta™) & co-inoculagéo de R. tropici e
A. brasilense. A estratégia de utilizacdo da co-inoculagdo, como Unica fonte para oferta de N
em plantio associada a adubacdo nitrogenada mineral em cobertura, ndo foi capaz de
promover incremento de massa seca de grdos acima dos tratamentos co-inoculados de
maneira isolada ou associados a diferentes manejos de adubacéo.

A adubacdo nitrogenada mineral de cobertura ndo promoveu aumento significativo no
namero de vagens, comparativamente ao tratamento que recebeu este adubo apenas no plantio
(Tabela 25). Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos co-inoculados que
receberam adubacdo nitrogenada mineral apenas no plantio ou plantio e cobertura. A dupla
inoculacdo de R. tropici e A. brasilense como estratégia para fornecimento inicial de N
seguida de cobertura mineral, ndo foi significativamente diferente das testemunhas absoluta e
inoculada com rizébio. A inoculacdo de A. brasilense acrescida de adubacdo mineral em
plantio e cobertura, promoveu a formacgdo do maior nimero de vagens dentre os tratamentos
avaliados - apenas uma vagem superior a co-inoculacdo associada a adubacéo nitrogenada em
plantio e cobertura - e, mesmo ndo sendo significativamente diferente, proporcionou um
acréscimo de 20,6% (7 vagens) em relacdo a testemunha inoculada com R. tropici, 11,7% (4
vagens) a testemunha nitrogenada e 14,7% (5 vagens) a combinacdo de rizobio e adubacéo
mineral.

Em termos de nimero de grdos por planta, somente a co-inoculacédo e a inoculacéo de
A. brasilense, ambas associadas a adubacdo nitrogenada em plantio e cobertura, apresentaram
resultado significativamente diferente da testemunha absoluta. Ambos produziram 124 gréos
planta™ e este resultado representa um incremento de 12% (15 gréos) e 20,9% (26 grdos) em
relacdo a adubacdo nitrogenada mineral e a co-inoculacdo, respectivamente.

A anélise estatistica dos dados revelou que as diferengas entre os tratamentos para
namero de graos por vagem e massa de 100 grdos ndo foi significativa.
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Tabela 25. Massa seca de grdos e componentes de producdo de feijoeiro co-inoculado com R. tropici e A. brasilense associado a adubacéo

nitrogenada.

Tratamento Massa seca de Numero de Numero de grdos Numero de grdos  Massa de 100
graos vagens por por planta por vagem graos
planta

—gplanta’— —g—
Test. absoluta 39,01b 24 ¢ 91b 3,94 ab 27,46 ab
Test. - R. tropici 46,43 ab 27 ab 103 ab 3,76 ab 27,57 ab
N - plantio 52,04 ab 31ab 109 ab 3,40 b 29,67 ab
N (plantio e cobertura) 51,42 ab 30 ab 109 ab 3,69 ab 30,03 a
Co-inoculagéo 43,50 b 26 bc 98 b 3,74 ab 27,88 ab
Co-inoculagéo + N (plantio) 52,75 ab 33a 112 ab 3,33b 28,91 ab
Co-inoculacdo + N (cobertura) 48,98 ab 25 bc 110 ab 4,26 a 26,96 ab
Co-inoculagéo + N (plantio e 59,93 a 33a 124 a 3,70 ab 28,60 ab
cobertura)
R. tropici + N (plantio e cobertura) 44,32 b 29 ab 98 b 3,28 b 28,80 ab
A. brasilense + N (plantio e cobertura) 50,40 ab 3 a 124 a 3,70 ab 25,83 b
C.V. (%) 16,81 14,20 13,30 13,42 8,70

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.
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A quantidade de N acumulado nos grdos diferiu significativamente em funcdo dos
manejos de adubacdo nitrogenada (Tabela 26). O maior contetdo foi verificado nas plantas
co-inoculadas e adubadas com nitrogénio mineral em plantio e cobertura, consistindo este no
unico tratamento que diferiu significativamente da testemunha inoculada com R. tropici. A
testemunha absoluta apresentou o menor acumulo de N nos gréos, tendo seu resultado nédo
diferido significativamente da inoculacdo com rizébio. A média de 1257 mg planta™ obtida
pela co-inoculacdo sob adubacdo nitrogenada de plantio e cobertura, corresponde a um
aumento de 8,29% (104 mg planta™) no contetido de N dos gréos, comparativamente ao
tradicional manejo de adubacdo nitrogenada mineral do feijoeiro com duas aplicagcdes do
fertilizante. A adubacéo nitrogenada somente em cobertura das plantas sob co-inoculagéo, néo
foi capaz de aumentar seu acumulo de N nos grdos em relacdo ao tratamento apenas co-
inoculado.

Tabela 26. Teor e contetdo de N nos graos de feijoeiro co-inoculado com R. tropici e A.
brasilense associado a adubacdo nitrogenada.

Tratamento Teor de N nos Contetdo de N
graos nos graos
—mgg'—— —mgplanta®—
Test. absoluta 33,72 ab 844 c
Test. - R. tropici 34,02 ab 964 bc
N - plantio 35,45 ab 1145 ab
N (plantio e cobertura) 35,00 ab 1152 ab
Co-inoculacéo 34,42 ab 942 bc
Co-inoculacédo + N (plantio) 36,37 ab 1174 ab
Co-inoculacdo + N (cobertura) 32,35 b 961 bc
Co-inoculacdo + N (plantio e cobertura) 35,75 ab 1257 a
R. tropici + N (plantio e cobertura) 35,12 ab 994 bc
A. brasilense + N (plantio e cobertura) 37,62 a 1201 ab
C.V. (%) 7,36 14,79

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

A Figura 9 apresenta os resultados do indice de clorofila Falker (ICF) correspondente
as médias dos tratamentos para um periodo de cinco semanas de avaliacdo. Os tratamentos
que receberam adubacdo nitrogenada mineral apresentaram médias de clorofila a
significativamente superiores as testemunhas absoluta, inoculada com R. tropici e a co-
inoculagdo. No que se refere a clorofila b, apenas os tratamentos adubado com N mineral de
forma isolada ou associada & inoculacdo de rizobio, apresentaram resultados
significativamente superiores a testemunha absoluta. As meédias de clorofila total dos
tratamentos adubado com nitrogénio mineral de forma exclusiva ou associada a inoculagéo de
R. tropici, A. brasilense e sua co-inoculacdo foram significativamente iguais entre si e
superiores as testemunhas absoluta, inoculada com R. tropici e a co-inoculagéo.
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Figura 9. Variacdo das leituras do clorofilometro (ICF) para o teor de clorofila a e b em
folhas de feijoeiro co-inoculado com R. tropici e A. brasilense associado a adubacao
nitrogenada.
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A variacdo temporal do ICF para os valores de clorofila a (Tabela 27) indicou que na
terceira semana de avaliacdo (21 DAP) os tratamentos que receberam adubacdo nitrogenada
mineral igualaram-se estatisticamente, sendo significativamente superiores aos demais. Este
quadro se repete na avaliagdo efetuada aos 42 DAP, periodo correspondente ao estadio
fenoldgico R7 (inicio de formacdo das vagens), onde a testemunha inoculada com R. tropici
apresentou o menor ICF (9,11) dentre os tratamentos avaliados, sendo este significativamente
inferior ao da co-inoculacdo e igual ao da testemunha absoluta.

Tabela 27. Variacio temporal do indice de Clorofila Falker para os teores de clorofila a em
folhas de feijoeiro co-inoculado com R. tropici e A. brasilense associado a adubacao
nitrogenada.

Tratamento Dias ap0s a semeadura
14 21 28 35 42

Test. absoluta 30,55bc 33,26b 36,34a 34,35ab 15,90 bc
Test. - R. tropici 30,34bc 32,60b 36,65a 3398ab 9,11c
N - plantio 31,13ab 37,61a 36,18a 32,01b 28,26a
Co-inoculacéo 2987c 3285b 346la 3485a 1697b
Co-inoculagédo + N (plantio) 31,27ab 38,45a 3594a 3384ab 28,11a
R. tropici + N (plantio) 31,58ab 384l1a 36,19a 3322ab 28,75a
A. brasilense + N (plantio) 31,86a 38,36a 3525a 3166b 2855a
C.V. (%) 5,44 5,61 8,13 10,17 31,76

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Na tabela 28 esta apresentada a variacdo temporal do ICF para os teores de clorofila b.
Na segunda semana, dentre os tratamentos avaliados, o co-inoculado apresentou a menor
média de ICF (5,17), sendo significativamente inferior ao da testemunha absoluta e igual ao
inoculado com R. tropici. Aos 35 DAP, a co-inoculacao registrou 0 maximo ICF (9,08) dentre
os tratamentos avaliados, sendo este significativamente superior a testemunha nitrogenada. Na
sexta semana, o0s tratamentos que receberam adubacdo nitrogenada mineral apresentaram as
maiores médias de ICF e ndo diferiram entre si, sendo significativamente superiores as
testemunhas absoluta e inoculada com rizébio e ao tratamento co-inoculado.

Na avaliacdo da clorofila total, até a segunda semana apds o plantio, os tratamentos
que receberam aplicacdo de nitrogénio mineral ndo apresentaram diferenca significativa da
testemunha absoluta, sendo a inoculacéo de A. brasilense associada a adubacéo nitrogenada o
unico significativamente superior a testemunha inoculada com rizébio (Tabela 29). Aos 21
DAP, os tratamentos que receberam adubacdo nitrogenada se igualaram, apresentando
resultados significativamente superiores as testemunhas nitrogenada e rizobiana, assim como
em relacdo ao tratamento co-inoculado. Na sexta semana (estadio R7), os tratamentos sob
adubacdo nitrogenada mineral mantiveram a superioridade em relacdo aos demais.
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Tabela 28.Variacdo temporal do indice de Clorofila Falker para os teores de clorofila b
em folhas de feijoeiro co-inoculado com R. tropici e A. brasilense associado a
adubacé&o nitrogenada.

Tratamento Dias ap6s a semeadura
14 21 28 35 42

Test. absoluta 541ab 6,00b 7,89a 7,05ab 290D
Test. - R. tropici 532bc 5,78b 8,19a 695ab 1,36b
N - plantio 563ab 8,70a 9,15a 588b 5/12a
Co-inoculagéo 517c¢ 577b 7,30a 9,08a 285b
Co-inoculagdo + N (plantio) 5,83a 866a 7,58a 6,85ab 5,10a
R. tropici + N (plantio) 575a 8,70a 7,78a 6,75ab 5,32a
A. brasilense + N (plantio) 572ab 8,67a 7,36a 599b 5/15a
C.V. (%) 9,75 1391 34,20 5590 41,84

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

O ICF da co-inoculacdo cresceu até a quinta semana de avaliacdo, quando todos 0s
demais tratamentos j& haviam registrado declinio. N&o obstante, apresenta uma queda
acentuada em relacdo a Gltima avaliacdo, efetuada no inicio da fase reprodutiva (42 DAP). Na
ultima semana, a testemunha inoculada com R. tropici registrou o menor ICF dos tratamentos
avaliados (10,47).

Tabela 29. Variacdo temporal do indice de Clorofila Falker para os teores de clorofila a e b
em folhas de feijoeiro co-inoculado com R. tropici e A. brasilense associado a
adubac&o nitrogenada.

Tratamento Dias ap0s a semeadura
14 21 28 35 42

Test. absoluta 3596ab 39,26b 44,23a 41,40ab 18,80 bc
Test. - R. tropici 3566bc 38,39b 44,84a 4093ab 1047c
N - plantio 36,76 ab 46,31a 4533a 37,90b  33,38a
Co-inoculagéo 3505¢c 3862b 4192a 4393a 19,82b
Co-inoculagédo + N (plantio) 37,11ab 47,11a 43553a 40,69ab 33,21a
R. tropici + N (plantio) 37,33ab 47,12a 4398a 39,97ab 34,07a
A. brasilense + N (plantio) 3759a 47,03a 4259a 3766b 33,70a
C.V. (%) 5,94 6,69 12,23 16,70 33,08

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

79



5.6 DISCUSSAO

Os usos de NO3-N do solo ou fertilizante e N, por associagdo simbidtica com rizobios,
simultaneamente ou de forma complementar por leguminosas noduladas, € uma caracteristica
Unica entre as plantas superiores (BECANA & SPRENT, 1987; SILVEIRA et al., 2001),
sendo sugerido que a combinacdo destas duas rotas de reducdo de nitrogénio pode representar
um importante fator no processo evolutivo em leguminosas sobre a otimizacdo da utilizacdo
do nitrogénio disponivel (CABA et al., 1990). Os resultados obtidos neste experimento
corroboram esta hipdtese, demonstrando a superioridade dos tratamentos que associaram a
adubacdo nitrogenada mineral com a inoculacéo de rizébio ou co-inoculagdo. Neste contexto,
destacou-se a integracdo do fertilizante com a inoculacdo conjunta, onde, de forma geral,
foram registrados os maiores incrementos em termos de acimulo de biomassa (Tabela 22). Na
fase vegetativa, mesmo ndo diferindo da adubacdo nitrogenada mineral ou de sua associacdo
com a inoculacdo exclusiva de R. tropici, proporcionou 0 maior acréscimo de massa seca
total. Em valores relativos, este resultado correspondeu a uma elevacdo de 12,57% (5,12 g
planta™), 4,82% (2,01 g planta™) e 16,47% (6,87 g planta™) comparativamente a adubagéo
nitrogenada mineral isolada, associada a inoculacdo exclusiva de R. tropici ou de A.
brasilense, respectivamente.

O maior acumulo de biomassa nas plantas co-inoculadas e adubadas com N mineral,
em detrimento dos demais tratamentos, poderia ser explicado pelo sinergismo resultante dos
efeitos de promocdo de crescimento por A. brasilense integrado a maior oferta de N, nas
formas altamente soltvel (prontamente disponivel) do fertilizante e via fixacdo bioldgica por
R. tropici. Diversos resultados experimentais documentaram a contribuicdo da inoculacdo de
A. brasilense quando associada a adubacdo nitrogenada mineral (GITTI et al., 2012;
SABUNDIJIAN et al., 2014) ou a co-inoculacdo com R. tropici (DARDANELLI et al., 2008;
REMANS et al., 2008; HUNGRIA et al., 2013), o que pode estar relacionado aos potenciais
mecanismos de promoc¢édo de crescimento descritos para esta bactéria, como a producédo de
acido indol-3-acético (IAA) (COSTACURTA et al.,, 1994), citocininas e giberelinas
(LERNER et al., 2006), melhoria no desenvolvimento radicular (DARDANELLI et al., 2008),
aumento da quantidade de nitrogénio fixado (REMANS et al., 2008) e do numero de nédulos
(BURDMAN et al., 1997). Ainda nesta cultura, foram demonstrados efeitos promissores em
funcdo da inoculacdo de R. tropici de forma conjunta a fertilizacdo com N soltvel (PERES et
al., 1994; VARGAS et al., 2000; VALADAO et al., 2009; BRITO et al., 2015). Entretanto,
ainda sdo escassas as informacOes sobre a co-inoculacdo de R. tropici e A. brasilense
juntamente a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados.

O éxito obtido pela co-inoculagdo associada ao N mineral na fase vegetativa foi
confirmado pelos componentes de producdo, com destaque para massa seca de graos - Unico
tratamento significativamente superior a testemunha absoluta -, através da obtencdo de
expressivos 59,93 g planta™ (Tabela 25). O cenario em questdo justifica a integracio da co-
inoculacdo a adubacdo com N mineral para a elevacdo dos indices de producdo da cultura,
relatada como pouco responsiva a inoculagdo de Rhizobium (HARDARSON, 1994) e
aplicacdo de fertilizante nitrogenado (TSAI et al., 1993), como confirmam a auséncia de
diferenca significativa entre as testemunhas absoluta, nitrogenada e inoculada com R. tropici
obtidos para esta variavel.

Em termos de produtividade, a auséncia de resposta do feijoeiro comum a inoculacéo
com R. tropici foi descrita em diversos experimentos (FERREIRA et al., 2000; FERREIRA et
al., 2009; KANEKO et al., 2010) da mesma forma que para adubacdo nitrogenada mineral
(FERREIRA et al., 2000; SILVA et al., 2009; SOUZA et al., 2011). Pelegrin et al. (2009)
observaram que a aplicacdo de 20 kg ha™ de N nas formas isolada ou associada & inoculagéo
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de rizébio ndo promoveram incrementos significativos de produtividade de grdos em
comparagdo a testemunha absoluta, verificando, ainda, que nas doses equivalentes a 40 e 80
kg ha™* de N néo se detectou diferenca da inoculacdo com R. tropici.

Segundo Bliss (1993), tanto a quantidade total de nitrogénio derivado da atmosfera
(Ndfa total) quanto a porcentagem de nitrogénio da planta a partir da atmosfera (% Ndfa), em
cultivares comumente cultivadas de feijoeiro comum, sdo muitas vezes insuficientes para
produzir rendimentos de sementes economicamente atraentes, o que tem promovido a
utilizacdo de N mineral na cultura com vistas a elevacdo da producdo. No entanto, Remans et
al. (2008) relataram que na co-inoculagdo de Azospirillum com Rhizobium em feijoeiro
comum, a quantidade de nitrogénio fixado variou entre 13,8 e 24,8 kg ha™, enquanto a
inoculagdo Unica de Rhizobium resultou em valores de 0 a 23,0 kg ha™. Desta forma, a co-
inoculacdo de R. tropici e A. brasilense associada a adubacdo nitrogenada mineral pode
representar uma potencial alternativa para 0 manejo da cultura, otimizando o aproveitamento
das fontes de N disponiveis as plantas com reflexo direto no aumento de producéo, como
demonstram os dados registrados por este experimento.

Uma hipétese para explicar a elevacdo da massa de grdos obtida pela co-inoculagao de
forma associada a aplicacdo de N mineral em plantio e cobertura, seria que esse manejo
proporcionaria assimilagdo e remobilizagdo mais eficientes de N para as vagens, como
comprova 0 maior contetudo de N na parte reprodutiva das plantas aos 45 DAP (Tabela 24) e,
posteriormente, nos graos (Tabela 26) obtidos por este manejo. A manutencao da fixagéo do
nitrogénio e do transporte do nitrogénio fixado durante o periodo de formacdo das vagens
pode aumentar a producgdo de grdos e o teor de nitrogénio nestes (CAMPO et al., 2009). O
acumulo de nitrogénio por sementes durante o enchimento depende da oferta externa de N:
assimilacdo mineral de N do solo e/ou fixa¢do simbiética de N, atmosférico (SCHILTZ et al.,
2005). Além destes mecanismos, 0 acimulo de N no feijoeiro pode também ser otimizado
pela inoculagdo conjunta, como demonstraram Remans et al. (2008), observando clara
diferenca em termos de N total acumulado em resposta a co-inoculacdo de Rhizobium e
Azospirillum. O N exdgeno geralmente pode ndo sustentar a alta demanda de N das sementes
no periodo de enchimento, de modo que o N enddgeno anteriormente acumulado em partes
vegetativas é largamente remobilizado para cumprir essa demanda (SINCLAIR & WIT, 1976;
SALON et al.,, 2001), como sustenta os resultados obtidos pelas associa¢Bes inoculagéo-
adubacdo mineral na fase vegetativa (Tabela 24).

A inoculagdo com Azospirillum ndo substitui os fertilizantes nitrogenados, mas sim
melhora a sua utilizacdo (OKON, 1985), resultando em substanciais aumentos de crescimento
das plantas. Este experimento demonstrou que o efeito da aplicacdo de Azospirillum
juntamente a adubacdo nitrogenada proporcionou 0s maiores resultados em termos de nimero
de vagens e nimero de grdos por planta, comparativamente aos demais tratamentos (Tabela
25); resultando, porém, na producdo da menor massa de 100 grdos. Gitti et al. (2012),
avaliando a aplicacdo de A. brasilense em cultivares de feijdes adubados com N mineral,
obtiveram aumentos numéricos nos componentes de produgdo, porém ndo significativos, o
que esta de acordo com efeito obtido neste estudo, considerando que mesmo havendo
incremento expressivo de vagens e graos, nao se detectou diferenca significativa em relacdo a
testemunha nitrogenada.

A adubacdo nitrogenada também provocou efeitos positivos em termos de clorofila,
expressa pela auséncia de diferenca significativa entre as medias dos tratamentos que
receberam N mineral. Esse comportamento indica que, como o N faz parte da molécula de
clorofila, 0o aumento de N foliar se reflete diretamente na leitura do ICF (COSTA et al., 2012).
O indice de clorofila nas folhas apresenta alta correlacdo com o teor de N da planta
(ARGENTA et al., 2001) o que pode confirmar a eficiéncia da adubag&o mineral, que
favoreceu a nutricdo das plantas.
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5.7 CONCLUSOES

A co-inoculagéo de R. tropici e A. brasilense combinada com a adubacgéo nitrogenada
mineral, resultou em maiores valores de massa seca de folhas, caule, parte aérea, massa seca
de gréos, numero de grédos por planta e acimulo de N nas vagens e graos.

A proposta de co-inoculacdo como estratégia para oferta exclusiva de N ou sua
associacdo a suplementacdo nitrogenada mineral apenas no plantio ou em cobertura ndo se
mostraram eficazes com relacdo aos componentes de producdo. Dentre as estratégias de co-
inoculacdo e adubacdo nitrogenada, apenas a que recebeu N mineral em plantio e cobertura
diferiu da testemunha absoluta.

A inoculacgdo de A. brasilense aumentou o numero de vagens e 0 nimero de graos por
planta quando aplicada juntamente a adubacéo nitrogenada mineral.

A inoculacdo de R. tropici associada a adubagdo nitrogenada mineral aumentou a

massa seca de folhas, massa de caule, massa de vagens, massa de parte aérea, acimulo de N
na folha e na parte aérea.
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6 CONCLUSOES GERAIS

A. amazonense e A. brasilense ndo apresentaram acdo antagonista a R. tropici,
podendo ser inoculados de forma conjunta. A co-inoculacdo, em condi¢éo estéril, aumentou a
nodulacéo, teor e contetdo de N parte aérea, enquanto em vasos com solo, a inocula¢do com
A. brasilense associada a adubag&o nitrogenada aumentou a massa de parte aérea.

As co-inoculacdes de R. tropici com A. brasilense, B. diazoefficiens e AZOTOTAL®
igualaram a massa de folhas, caule e vagens aos resultados obtidos pelas plantas adubadas
com N mineral, superando a testemunha exclusivamente inoculada com R. tropici. As co-
inoculacBes com B. diazoefficiens e AZOTOTAL® elevaram a biomassa total das plantas de
forma significativamente superior a inoculagdo com R tropici. As co-inoculacdes com A.
brasilense, B. diazoefficiens e AZOTOTAL® elevaram o contelido de N na parte aérea. As co-
inoculacbes com B. diazoefficiens e A. brasilense elevaram a massa de grdos e, juntamente a
AZOTOTAL®, o niimero de vagens acima do controle exclusivamente inoculado com R.
tropici.

A co-inoculacdo de R. tropici e A. brasilense combinada com a adubacéo nitrogenada
mineral, resultou em maiores valores de massa seca de folhas, caule, parte aérea, massa seca
de graos, nimero de graos por planta e acimulo de N nas vagens e graos. A proposta de co-
inoculacdo como estratégia para oferta exclusiva de N ou sua associacdo a suplementagédo
nitrogenada mineral apenas no plantio ou em cobertura ndo se mostraram eficazes com
relacdo aos componentes de producao.
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8 ANEXOS

Tabela 30. Andlise de variancia dos caracteres de acimulo de biomassa e contetido de N na
parte aérea no experimento em vasos de Leonard.

Fonte de variagdo GL Massa de parte aérea Massa de raiz  Contelido de N na parte aérea

Repeticao 7 39,818 2,104 2,080
Estirpe 4 26,020 13,046* 6,918*
Dose 2 46,933 18,025* 1,118
Est x dose 8 50,797 8,185 2,285
Trat. extras 2 629,865** 39,626** 32,653**
Erro 120 38,346 4,588 2,388

*, ** Significativo aos niveis de 5 e 1% pelo teste F.
Interacéo estirpe x dose significativa a 24% para massa de parte aérea.

Tabela 31. Analise de variancia dos caracteres de massa de ndédulos, nUmero de nédulos e
massa unitarias de nddulos no experimento em vasos de Leonard.

Fonte de variagdo GL Massa de nédulos Numero de ndédulos Massa unitaria de ndédulos

Repeticao 3 1,144 6,495 29,607
Estirpe 4 2,978 43,851** 96,092**
Dose 2 58 24,526* 56,492
Est x dose 8 1,538 35,041** 57,872*
Trat. extras 2 19,760** 212,580** 528,117**
Erro 52 1,360 5,143 24,327

*, ** Significativo aos niveis de 5 e 1% pelo teste F.
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Tabela 32. Analise de variancia dos caracteres de biomassa e conteudo de N no experimento
em vasos de solo.

Fonte de GL Massade Massade Contetdo de N Contelido de N Contetdo de N

variagdo parte aérea folha na folha no caule  na parte aérea
Repeticao 3 20,166 21,416** 105,903 274,458** 272,476
N 1 2.062,552** 853,333** 74.306,610** 17.683,124** 164.494,670**
Estirpe 2 13,952 2,589 248,233 162,319 246,726
N X est 2 5,258 285 69,017 10,820 113,339
Dose 1 8,533 4,219 7,351 32,240 8,802
N x dose 1 1,633 5,208 229,910 323,737** 8,060
Est x dose 2 12,758 3,689 763,976** 117,672 1.409,829**
N x est x dose 2 5,852 5,204 705 174,348 184,707

Trat. extras 3 785,442** 333,595** 25.119,012** 3.257,788** 45.824,516**

Erro 46 9,259 4,188 282,782 72,690 416,984

*, ** Significativo aos niveis de 5 e 1% pelo teste F.
Interacdo estirpe x dose significativa a 26% para massa de parte aérea.

Tabela 33. Analise de variancia dos caracteres de nodulacdo no experimento em vasos de
solo.

Fonte de variacdo GL Massa de nédulos Ndmero de nddulos

Repeticdo 3 22,530** 33,561*
Estirpe 2 4,279 3,921
Dose 1 4,187 2,838
Est x dose 2 9,359 12,995
Trat. extras 2 225,393** 402,475**
Erro 25 4,772 9,331

*, ** Significativo aos niveis de 5 e 1% pelo teste F.
Interagdo estirpe x dose significativa a 16% para massa de nédulos.
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