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Impacto potencial desta pesquisa

O impacto potencial da pesquisa esta em demonstrar que a eficiéncia da
inoculagdo do feijoeiro-comum com Rhizobium tropici depende diretamente das
condi¢cbes quimicas e funcionais do solo, e ndo apenas da estirpe inoculada. Ao
avaliar um experimento de 24 anos em Sistema Plantio Direto, o estudo mostra que a
aplicacao superficial de calcario, especialmente associada ao gesso, pode criar um
ambiente mais favoravel a nodulacio, a atividade de bactérias diazotroficas, a fixagao
bioldgica de nitrogénio e ao desempenho fisioldgico e produtivo da cultura.

Assim, a pesquisa preenche uma lacuna importante sobre a baixa estabilidade
das respostas a inoculacdo em feijoeiro-comum, indicando que o sucesso da
tecnologia depende da construgéo prévia de gradientes quimicos adequados no solo.
Com isso, os resultados podem orientar manejos mais integrados e sustentaveis em

solos tropicais, com maior previsibilidade da inoculagao e aumento da produtividade.

Potential Impact of this research

The potential impact of this research lies in demonstrating that the efficiency of
common bean inoculation with Rhizobium tropici depends directly on the chemical and
functional conditions of the soil, rather than solely on the inoculated strain. By
evaluating a 24-year long-term experiment under a no-tillage system, the study shows
that surface liming, especially when combined with gypsum, can create a more
favorable environment for nodulation, diazotrophic bacterial activity, biological nitrogen
fixation, and the physiological and productive performance of the crop.

Thus, this research addresses an important gap related to the low stability of
inoculation responses in common bean, indicating that the success of this technology
depends on the previous establishment of adequate soil chemical gradients.
Therefore, the results may support more integrated and sustainable management
strategies for tropical soils, with greater predictability of inoculation responses,
increased grain yield, and a potential reduction in dependence on mineral nitrogen

fertilizers.
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RESUMO

A presente dissertagcdo de mestrado compde um experimento de longa duragéo,
instalado no ano de 2002, na Fazenda Experimental Lageado, pertencente a
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP, em Botucatu-SP. O experimento, em
area conduzida ha 24 anos em Sistema Plantio Direto (SPD), teve como objetivo
compreender como a aplicagado superficial de calcario e gesso em longo prazo
interage com a inoculacdo de sementes com Rhizobium tropici, modulando os
gradientes quimicos do solo, o estado nutricional, o metabolismo fotossintético e
antioxidante, a nodulagao, a atividade microbiana associada a fixagdo biolégica de
nitrogénio (FBN), a dindmica de formas de nitrogénio, a abundancia natural de *N e
a produtividade do feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris). Foram realizados estudos
em condi¢cbes de campo durante as safras 2024/25 e 2025/26, além de experimento
complementar em casa de vegetacdo. Foram avaliados os seguintes tratamentos:
auséncia de aplicagao de calcario e/ou gesso; e aplicagdo de gesso (G); calcario (C);
e calcario+gesso (C+G), combinados com a inoculagdo ou n&do de R. tropici. Os
resultados demonstraram que a aplicagao superficial de C e C+G proporcionaram
melhorias quimicas no solo ao longo dos 24 anos de conduc¢ao, inicialmente refletindo
em melhor estado nutricional das plantas e maior sintese de clorofilas e carotenoides.
Nas avaliagbes fisiologicas, os tratamentos com C e C+G apresentaram maior
assimilacdo de CO2, condutancia estomatica, transpiracdo e eficiéncia no uso da
agua. Além disso, observaram-se melhorias nas trocas gasosas em plantas
inoculadas. A atividade da RuBisCO e a concentragao de ureideos totais seguiram a
mesma tendéncia, com destaque para o aumento da concentracdo de ureideos em
plantas inoculadas. Adicionalmente, o estresse oxidativo foi reduzido nos tratamentos
com C e C+G. A nodulagdo do feijoeiro-comum apresentou resposta positiva a
inoculagao, principalmente nos tratamentos C e C+G, que proporcionaram maior
numero e massa seca de nédulos. As analises microbioldgicas por qPCR indicaram
aumento da abundancia dos genes 16S rRNA e nifH, sobretudo quando a inoculagéo
foi associada aos tratamentos com corre¢cao da acidez do solo, demonstrando maior
presenca de bactérias totais e diazotroficas em condigdes quimicas mais favoraveis.
Em casa de vegetacgao, as formas minerais de nitrogénio no solo foram influenciadas
pelos tratamentos e pela inoculagao, alterando a dindmica de N-NH4" e N-(NOs3 +

NOz2°), enquanto a avaliag&o por abundancia natural de "*N indicou maior contribuigéo



relativa da FBN nos tratamentos com C e C+G. Assim, justificam-se as maiores
produtividades de graos em campo nos tratamentos C e C+G, e incrementos de
produtividade proporcionados pela inoculagdo desses tratamentos. Dessa forma, a
construcdo de gradientes quimicos favoraveis no solo, promovida pela aplicagao
superficial de calcario, especialmente em associagdo com o gesso, potencializou as
respostas nutricionais, fisiolégicas, microbiolégicas e produtivas do feijoeiro-comum.
Além disso, proporcionou condi¢gdes mais adequadas a nodulagcédo, a FBN e a resposta

da cultura a inoculagdo com R. tropici em SPD de longa duracgao.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris; gradientes quimicos; Rhizobium tropici; fixagao

bioldgica de nitrogénio; sistema conservacionista; solos tropicais.



ABSTRACT

This master’s dissertation is part of a long-term experiment established in 2002 at the
Lageado Experimental Farm, belonging to the School of Agricultural Sciences of Sdo
Paulo State University (UNESP), in Botucatu-SP, Brazil. The experiment, conducted
for 24 years under a no-tillage system (NTS), aimed to understand how long-term
surface application of lime and gypsum interacts with seed inoculation with Rhizobium
tropici, modulating soil chemical gradients, plant nutritional status, photosynthetic and
antioxidant metabolism, nodulation, microbial activity associated with biological
nitrogen fixation (BNF), nitrogen form dynamics, natural abundance of "N, and
common bean (Phaseolus vulgaris) yield. Field studies were conducted during the
2024/25 and 2025/26 cropping seasons, in addition to a complementary greenhouse
experiment. The following treatments were evaluated: absence of lime and/or gypsum
application; and application of gypsum (G); lime (L); and lime+gypsum (L+G),
combined with or without R. fropici inoculation. The results demonstrated that the
surface application of L and L+G promoted chemical improvements in the soil over the
24 years of experimentation, initially reflected in improved plant nutritional status and
greater synthesis of chlorophylls and carotenoids. In the physiological evaluations, the
L and L+G treatments showed higher CO2 assimilation, stomatal conductance,
transpiration, and water-use efficiency; additionally, improvements in gas exchange
were observed in inoculated plants. RuBisCO activity and total ureide concentration
followed the same trend, with emphasis on the increase in ureide concentration in
inoculated plants. Oxidative stress was reduced in the L and L+G treatments and was
associated with greater activity of antioxidant enzymes. Common bean nodulation
showed a positive response to inoculation, mainly in the L and L+G treatments, which
resulted in a higher number and dry weight of nodules. Microbiological analyses by
gPCR indicated an increase in the abundance of the 16S rRNA and nifH genes,
especially when inoculation was associated with treatments involving soil acidity
correction, demonstrating a greater presence of total bacteria and diazotrophic
bacteria under more favorable chemical conditions. In the greenhouse, soil mineral
nitrogen forms were influenced by treatments and inoculation, altering the dynamics of
N-NH4* and N-(NOs- + NO2°), whereas the natural abundance of "°N indicated a greater
relative contribution of BNF in the L and L+G treatments. Thus, the higher grain yields

observed in the field under the L and L+G treatments, as well as the yield increases



promoted by inoculation in these treatments, are justified. Therefore, the establishment
of favorable soil chemical gradients through the surface application of lime and its
association with gypsum in a long-term NTS enhances the nutritional, physiological,
microbiological, and productive responses of common bean, while creating more
suitable conditions for the expression of inoculation with R. tropici and for BNF in

tropical soils.

Keywords: Phaseolus vulgaris; chemical gradients; Rhizobium tropici; biological

nitrogen fixation; conservationist system; tropical soils.
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1 INTRODUGAO

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.), base alimentar de muitos paises em
desenvolvimento, € uma leguminosa de alto teor proteico, com altas exigéncias
principalmente por nitrogénio (N). As leguminosas sdo capazes de estabelecer
relagbes simbidticas com bactérias, formando ndédulos radiculares que contribuem
essencialmente para a captura do N atmosférico, e disponibilizando-o as plantas na
forma amoniacal (Coelho et al., 2021; Hungria et al., 2001).

No feijoeiro-comum, a inoculagdo das sementes com bactérias do género
Rhizobium pode favorecer o crescimento da planta hospedeira por ampliar o
suprimento de N proveniente da fixacado biolégica (Bhattarai et al., 1970). Apesar de
as estirpes de Rhizobium apresentarem estabilidade genética, ainda s&o escassos 0s
estudos que comprovem sua eficiéncia em solos acidos, pobres em nutrientes e
propensos a grandes variagdes térmicas (Coelho et al., 2021). Diversos sao os fatores
que podem contribuir decisivamente para a baixa eficiéncia da Fixagao Bioldgica do
Nitrogénio (FBN).

Os elevados teores de AI** para as plantas e o baixo pH caracterizam a maioria
dos solos brasileiros (Caires et al., 2003; Silva, 2002), configurando uma das maiores
barreiras produtivas na agricultura de regides tropicais. Tais caracteristicas quimicas
do solo proporcionam baixa capacidade de troca catidnica, afetando a disponibilidade
de nutriente e proporcionando disturbios fisioldgicos (Inagaki et al., 2016). Com intuito
de mitigar esses problemas, as aplica¢des de calcario contribuem para a remogao do
H* da solugéo do solo, elevagao da saturagéo por bases (V%) em superficie e com o
fornecimento de calcio (Ca) e magnésio (Mg), elementos de alta importancia estrutural
e fisioldgica nas plantas (Caires et al., 2003; Soratto e Crusciol, 2008).

Quanto a aplicagao do gesso, em fungéo da maior solubilidade em comparagéo
ao calcario, o sulfato proveniente da dissolugdo se liga ao Al®* em subsuperficie,
indisponibilizando as plantas (Soratto e Crusciol, 2008). Dessa forma, a calagem e a
gessagem sao fundamentais em qualquer sistema produtivo, pois além dos beneficios
citados, ha ainda o favorecimento da absorcdo de macronutrientes, incrementando o
metabolismo fotossintético e fisiolégico das plantas (Caires et al., 2003; Soratto e
Crusciol, 2008). Além disso, os elevados teores de AlI** no solo resultam em baixa

disponibilidade de nutrientes, causando disturbios fisiolégicos (Inagaki et al., 2016).
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Tal combinagao pode afetar negativamente o metabolismo vegetal, incluindo a FBN
em leguminosas.

Nesse contexto, a gessagem em Sistema Plantio Direto complementa a
calagem, estratégia eficaz mitigadora da acidez e dos problemas decorrentes dela
(Caires et al., 2003), desempenhando um papel fundamental no fornecimento de
enxofre (S) e Ca as plantas e indisponibilizando o AI®* para as raizes (Soratto e
Crusciol, 2008). Portanto, a calagem e a gessagem sao praticas fundamentais e
complementares em qualquer sistema produtivo, ndo apenas melhorando a fertilidade
do solo e reduzindo a toxicidade de AlI**, mas também promovendo o crescimento
radicular e a area efetiva de nodulagdo nas raizes, resultando em melhorias
significativas no metabolismo fotossintético e fisiologico das plantas (Caires et al.,
2003; Soratto e Crusciol, 2008).
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8 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a aplicagao superficial de
calcario, especialmente quando associada ao gesso, foi determinante para melhorar
os gradientes quimicos do solo em SPD de longa duragado. A redugao da acidez e da
saturagao por Al, associada ao maior fornecimento de Ca, Mg e S, colaboram com o
crescimento radicular, a absorgédo de agua e nutrientes e o desempenho fisiolégico do
feijoeiro-comum. Esses efeitos foram refletidos na maior sintese de pigmentos
fotossintéticos, atividade da RuBisCO, eficiéncia das trocas gasosas, menor estresse
oxidativo e maior produtividade da cultura.

A inoculacdo com Rhizobium tropici apresentou respostas mais consistentes nos
tratamentos com maior condicionamento quimico do solo, demonstrando que a
efetividade da simbiose depende do ambiente em que o microrganismo ¢é introduzido.
Nesses tratamentos, houve maior nodulagdo, massa seca de nédulos, abundancia de
bactérias totais e fixadoras de N, producido de ureideos, acumulo e fixacdo de N.
Assim, os resultados indicam que a inoculagédo n&o deve ser interpretada como pratica
isolada, mas como uma tecnologia bioldgica integrada ao manejo quimico, fisico e
microbiolégico do solo.

Dessa forma, a pesquisa avanga ao demonstrar, em experimento de longa
duragéo, que a resposta do feijoeiro-comum a inoculagédo é modulada pela construgao
prévia de um solo quimicamente equilibrado e biologicamente funcional. Para o meio
académico, o estudo contribui ao integrar metabolismo vegetal, nodulacdo, FBN,
dindmica do N no solo e produtividade sob condicbes tropicais. Para o setor
profissional e para os produtores, os resultados reforgam que a calagem e a gessagem
bem manejadas aumentam a eficiéncia do uso de inoculantes, reduzem limitagdes ao

desenvolvimento da cultura e favorecem produtividades mais estaveis em SPD.
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