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Trecho do poema: Desejo (Victor Hugo)

“(...) Desejo também que vocé plante uma semente,
Por mais minudscula que seja,

E acompanhe o seu crescimento,

Para que vocé saiba de quantas

Muitas vidas é feita uma arvore (...)

E se tudo isso acontecer,

N&o tenho mais nada a te desejar”.



RESUMO

O fornecimento de nitrogénio (N) com tecnologias voltadas para a sustentabilidade dos
sistemas agricolas em leguminosas produtoras de graos, € um dos desafios enfrentados
pelos produtores. O uso de bactérias diazotréficas nas sementes e no periodo vegetativo da
cultura, pode ser uma tecnologia promissora para garantir aporte de N necessario para as
culturas, evitar perdas na produtividade e ainda ser rentavel ao produtor. Nesse sentido, 0
objetivo desse trabalho foi avaliar a fixacéo biologica de nitrogénio (FBN) com diferentes
metodologias, em feijdo-comum em sistema organico e em plantas de soja, com ou sem
inoculacdo adicional com diazotroficos aerdbios (Rhizobium tropici/ Bradyrhizobium
japonicum), inoculados e/ou co-inoculados com bactérias diazotréficas. Assim, o estudo foi
conduzido em area de cultivo organico consolidado em Andradina-SP (2018), e inicial em
Selviria- MS (2019 e 2020), com a cultura do feijao-comum em sistema organico irrigado.
O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial (2 x 5) em
2018 e (2 x 6) em 2019 e 2020, com 4 repeticdes. Os tratamentos constituiram de
inoculacdo e co-inoculagcdo nas sementes de feijdo com Rhizobium tropici e/ou
Azospirillum brasilense, esterco de aves em cobertura, e um produto comercial
microbioldgico, com ou sem inoculacdo adicional em Va5 com R. tropici. Foram avaliados:
a eficiéncia simbiotica ao longo dos anos com analises da nodulacdo das plantas (numero e
massa seca dos nodulos), componentes de producdo, produtividade, analises fisioldgicas
dos compostos nitrogenados (ureideos totais), concentracGes foliares de acUcares totais,
sacarose, pigmentos fotossintéticos, trocas gasosas, custo de producdo total e indicadores de
rentabilidade. Além disso, foi avaliado a estimativa da FBN com a metodologia de dilui¢do
isotopica de °N, em plantas de soja que receberam inoculacdo nas sementes e adicionais
com Bradyrhizobium japonicum, em diferentes estadios de desenvolvimento da cultura, em
solo sem historico de cultivo de soja, na Universidade de Aarhus, Centro de Pesquisa em
Foulum- Dinamarca. Foi observado que o histérico de cada area experimental é particular
na singularidade dos resultados. Porém, é recomendado o uso de bactérias diazotréficas
como tecnologia sustentavel tanto para o feijdo-comum em sistema organico como para a
soja A inoculacdo adicional em V4.5 com R. tropici em feijdo-comum em sistema organico

tem potencial para aumentar o nimero e massa seca dos nodulos e o0s parametros



fisiolégicos. A combinacdo da inoculacdo adicional com R. tropici em Vais com A.
brasilense inoculado nas sementes, aumentou em 39% a produtividade de grdos de feijao
em relacdo a auséncia da inoculacdo, além do retorno de 83% de lucratividade. Os maiores
custos foram observados com a aplicacdo do esterco de aves em cobertura no estadio
fenoldgico Vs, nos trés anos de cultivo, além das baixas produtividades, por isso ndo sendo
recomendado como método de fornecimento de N. E a estimativa da FBN forneceu dados
em que a massa seca do nddulo corresponde para estimar as diferencas na atividade da FBN

entre os tratamentos, sendo uma metodologia mais simples, de facil acesso e baixo custo.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.; adubacdo orgénica; fixacdo bioldgica de
nitrogénio; co-inoculagdo, Rhizobium tropici; Azospirillum brasilense; Bradyrhizobium

japonicum sustentabilidade; rentabilidade; diluicéo isotdpica °N.



ABSTRACT

The supply of nitrogen (N) with technologies aimed at the sustainability of agricultural
systems in grain-yield legumes is one of the challenges faced by farmers. The use of
diazotrophic bacteria in the seeds and in the vegetative period of the crop can be a
promising technology to guarantee the necessary N contribution to the crops, avoid losses
in grain yield and still be profitable to the producer. In this sense, the objective of this
research was to evaluate biological nitrogen fixation (BNF) with different methodologies,
in common bean in an organic system and in soybean plants, with or without additional
inoculation with aerobic diazotrophs (Rhizobium tropici/ Bradyrhizobium japonicum),
inoculated and/or co-inoculated with diazotrophic bacteria. Thus, the study was conducted
in an area of consolidated organic cultivation in Andradina-SP (2018), and initial in
Selviria-MS (2019 and 2020), with the cultivation of common bean in an irrigated organic
system. The experimental design was in randomized blocks, in a factorial scheme (2 x 5) in
2018 and (2 x 6) in 2019 and 2020, with 4 replications. The treatments consisted of
inoculation and co-inoculation of bean seeds with Rhizobium tropici and/or Azospirillum
brasilense, poultry manure in covered, and a commercial microbiological product, with or
without additional inoculation in Vs with R. tropici. The following were evaluated: the
symbiotic efficiency over the years with analyzes of plant nodulation (number and dry mass
of nodules), yield components, grain yield, physiological analyzes of nitrogen compounds
(total ureides), leaf concentrations of total sugars, sucrose, photosynthetics pigments, gas
exchange, total yield cost and profitability indicators. In addition, the estimate of BNF was
evaluated with the methodology of N isotopic dilution, in soybean plants that received
seed inoculation and additional ones with Bradyrhizobium japonicum, at different stages of
crop development, in soil with no history of soybean cultivation, at the University of
Aarhus, Research Center in Foulum, Denmark. It was observed that the history of each
experimental area is particular in the uniqueness of the results. However, the use of
diazotrophic bacteria is recommended as a sustainable technology for both common bean in
an organic system and for soybeans. Additional inoculation at Vas-s with R. tropici in
common bean in an organic system has the potential to increase the number and dry mass

of nodules and physiological parameters. The combination of additional inoculation with R.



tropici in Vas with A. brasilense inoculated in the seeds, increased the grain yield of
common bean by 39% in relation to the absence of inoculation, in addition to the return of
83% of profitability. The highest costs were observed with the application of poultry
manure in coverage at the Vs phenological stage, in the three years of cultivation, in
addition to the low vyields, which is why it is not recommended as a method of N supply.
And the BNF estimation provided data in which the dry mass of the nodule corresponds to
estimate the differences in BNF activity between treatments, being a simpler methodology,

easily accessible and low cost.

Keywords: Phaseolus vulgaris L.; organic fertilization; biological nitrogen fixation; co-
inoculation; Rhizobium tropici, Azospirillum brasilense; Bradyrhizobium japonicum;

sustainability; profitability; 1°N isotopic dilution.
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14
1 INTRODUCAO

Organismos diazotroficos apresentam elevada diversidade genética e versatilidade
metabdlica, podendo ser aerd6bios (Rhizobium, Bradyrhizobium, Azospirillum,
Burkholderia) ou anaerdbios obrigatérios/facultativos. Essa diversidade reflete na forma
com a qual esses organismos vivem e distribuem-se nos diferentes ecossistemas, 0 que
resulta em uma colaboracdo no “input” de nitrogénio (N) nas diversas cadeias alimentares
(FERNANDES JUNIOR; REIS, 2008). Entre todas as bactérias fixadoras de N e as
espécies vegetais, a associacdo intima entre as bactérias dos grupos dos rizobios e as
plantas da familia das leguminosas é a mais bem-estudada e caracterizada (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006), apresenta-se como uma das formas mais eficientes de acrescentar esse
nutriente ao solo (ESPINDOLA et al., 2004). Uma vez que, a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) é considerada o segundo processo biolégico mais importante da natureza,
atrds apenas da fotossintese (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), um processo natural que
consiste na reducdo do nitrogénio atmosférico (N2) a compostos amoniacais, pela enzima
nitrogenase (FERNANDES JUNIOR; REIS, 2008).

Estudos recentes visando maximizar o desempenho da fixacdo biolégica de N, com
0 uso de rizobactérias promotoras de crescimento de planta (RPCP) como o Azospirillum
brasilense, associadas a inoculagdo de rizobio (Rhizobium tropici e/ou Bradyrhizobium
japonicum), tem comprovado efeitos benéficos dessa associacdo na nodulacdo e
produtividade de leguminosas produtoras de grdos (BETTIOL et al., 2020; CARDILLO et
al., 2019; STEINER et al., 2019; MORETTI et al., 2018). No entanto, alguns fatores
podem interferir nesse processo de fixacdo, como os estresses ambientais (salinidade,
estresses hidricos e elevadas temperaturas), populagdo nativa de rizobios, gendétipo da
planta, baixa disponibilidade de nutrientes no solo como fésforo e molibdénio, nodulacéo
tardia e senescéncia precoce dos nodulos (HUNGRIA; VARGAS, 2000; FERNANDES
JUNIOR; REIS, 2008; ALCANTARA et al., 2009). Essa senescéncia precoce dos nédulos
tem sido observada em vérias leguminosas, tais como o feijoeiro-comum e a soja, com 0
rapido declinio na fixacdo de N2, coincidindo com o comeco do enchimento das vagens
(ALCANTARA et al., 2009), pois qualquer fator que reduza a nodulacio, pode diminuir a
contribuicdo da FBN (HUNGRIA et al., 2015).
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Nesse contexto, a inoculacdo adicional com bactérias diazotréficas durante o
desenvolvimento da cultura, pode ser uma alternativa para a extensdo da atividade do
nodulo e consequente colaboragcdo no fornecimento de N, caso ocorra falhas na inoculacdo
nas sementes em ambientes desfavoraveis para a simbiose planta-bactéria. Contribuindo
assim, com a sustentabilidade dos agroecossistemas de producdo agricolas, dispensando o
uso de fertilizantes nitrogenados, que além do seu elevado custo, impactam negativamente
com as perdas de N para 0 meio ambiente, como a contaminacédo de rios e lagos, além de
poder aumentar as emissGes de gases de efeito estufa, especialmente pela desnitrificacéo
(RODRIGUES et al. 2017).

Assim, o0 objetivo desse trabalho foi avaliar a fixagdo bioldgica de nitrogénio, com
ou sem inoculagdo adicional com diazotréficos aerdbios (Rhizobium  tropici/
Bradyrhizobium japonicum), nas culturas do feijoeiro e soja, inoculados e/ou co-inoculados
com bactérias diazotroficas (Rhizobium tropici/Azospirillum brasilense/ Bradyrhizobium
japonicum).

Esta tese, estd estruturada em quatro capitulos, mas antes de inicia-los um
referencial tedrico abordando o tema e as culturas estudadas € apresentado. Em seguida, o
Capitulo 1 abrange as caracteristicas agrondmicas e 0s componentes de producdo e
produtividade do feijdo comum em sistema organico, assim como a metodologia mais
simples de avaliacdo da FBN. No Capitulo 2, sdo apresentados os resultados referentes a
analises mais detalhadas da fixacao simbidtica na fisiologia das plantas de feijdo, como 0s
compostos nitrogenados (alantoina e acido alantdico), teores de acUcares totais, sacarose,
pigmentos fotossintéticos e trocas gasosas. No Capitulo 3, consta a analise econdmica do
feijdo produzido em sistema orgénico, assim como a rentabilidade de cada tratamento
utilizado e o custo dessa producéo. E por fim, no Capitulo 4, séo apresentados os resultados
da estimativa da porcentagem do N fixado pela FBN com o uso de bactérias diazotréficas
em plantas de soja, pelo método de diluicdo isotdpica °N. E as consideracdes finais

observadas para conclusdo do trabalho.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

- O uso de bacteérias diazotroficas foi suficiente para fornecer o nitrogénio necessario para o
desenvolvimento das plantas de feijdo-comum em sistema organico e, soja em solo sem
cultivo prévio da cultura. Além disso, com o uso dessa tecnologia foi possivel atingir
elevadas produtividades, proteger contra danos oxidativos nas plantas e obter menores

custos de producéo do feijdo-comum em sistema organico.

- A inoculacdo adicional em V45 com Rhizobium tropici, € uma tecnologia promissora para
a extensdo da atividade do nodulo. Pois, além de aumentar o nimero e massa seca dos
nodulos durante os estadios reprodutivos da cultura do feijdo-comum, o aumento da massa
seca em Rg, pode ter influenciado na maior produtividade de gréos e consequentemente
indice de lucratividade, quando as sementes também receberam a inoculacdo com

Azospirillum brasilense.

- Foi confirmado pela correlacdo que a massa seca do nédulo € uma metodologia eficaz da
estimativa de fixacdo de N2 (%Ndfa), fornecendo um método facilmente acessivel e de

baixo custo para entender a FBN.

- Assim, é recomendado a inoculacdo nas sementes com Azospirillum brasilense em
combinacdo com a inoculacdo adicional em estadio Va5 com Rhizobium tropici, como o
conjunto de bactérias que proporcionou as maiores produtividades, desempenho da fixacao
biologica de N e 83% de lucro.

- Néo ¢é recomendado o uso do esterco de aves aplicado no estadio fenoldgico Vs para o
fornecimento de N na cultura do feijdo-comum em sistema organico, pois além das
propor¢Oes inadequadas de nutrientes na sua composicdo, proporcionou baixas

produtividades, altos custos e menores rentabilidades.
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APENDICE C - Imagens

1. Semeadura do feijdo BRS Estilo inoculado com bactérias diazotroficas (A), aplicagdo em
cobertura do esterco de aves (B), desenvolvimento da cultura (C) e aplicagédo da inoculacdo
adicional com Rhizobium tropici (D). Andradina- SP, 2018.
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2. Visdo geral do experimento com feijdo BRS Estilo em sistema organico (A) e
desenvolvimento da cultura (B). Andradina- SP, 2018.
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3. Milheto antecedendo a cultura principal (feijéo de inverno) (A), incorporagéo superficial
do milheto (B), plantio de feijdo com bactérias diazotréficas (C) e emergéncia do feijao
IAC Sintonia (E). Selviria- MS, 2019.
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4. Desenvolvimento do feijdo IAC Sintonia em sistema organico (A, B e C) e excelente
sanidade das plantas (D e E). Selviria- MS, 2019.
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5. Visdo geral do experimento com feijdo IAC Sintonia em sistema organico irrigado (A e
B). Selviria- MS, 2019.

A.
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6. Coleta de plantas de feijdo para analise da nodulacéo (A), solo da coleta de plantas (B),
florescimento pleno do feijdo IAC Sintonia (C), enchimento de vagens (D) e colheita das
plantas (E). Selviria- MS, 2019.
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7. Composto organico em area total (A), emergéncia das plantas de feijdo BRS Estilo (B),
desenvolvimento do feijdo em sistema orgénico (C e D) e aplicagcdo foliar do produto
microbioldgico (E). Selviria- MS, 2020.

A. B.
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8. Periodo das aplicacdes foliares com temperaturas mais amenas e pouca incidéncia de
vento. Selviria- MS, 2020.
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e

9. Visdo geral do experimento com feijdo BRS Estilo em sistema organico irrigado.
Selviria-MS, 2020.
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10. Estadios reprodutivos do feijdo: florescimento pleno- Re (A), formacéao das vagens- R7
(B), enchimento das vagens — Rs (C) e inicio da maturacdo- Ro (D). Selviria- MS, 2020.

A
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11. Avaliacdes fisioldgicas e em campo de feijdo-comum em sistema orgénico irrigado,
com IRGA (A e B), e andlise da nodulacdo das plantas de feijdo: lavagem das raizes e
contagem do nimero de nodulos (C e D). Selviria- MS, 2020.
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12. Avaliacdo da fixacdo bioldgica de N em soja pelo método da diluigdo isotopica °N.
Emergéncia da soja (A), equipamentos utilizados para preparar as amostras de **N (B e D)
e biomassa da parte aérea de plantas de soja (C). AU Foulum- Dinamarca, 2019.

A
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13. Anélise da nodulagdo das plantas de soja: retirada do solo (A), lavagem das raizes e
nodulos (B e C). Componentes de produtividade: nimero de vagens por planta em cada
tratamento (D). AU Foulum- Dinamarca, 2019.

A.

Sem inoculagéo
(controle)




