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SANTOS, italo Augusto Férrer Melo. Msc., Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Julho de 2015. Selec&o de isolados rizobianos de mucuna preta
(Stizolobium aterrimum Piper e Tracy). Orientador: Dr. Mario de Andrade Lira

Junior.

RESUMO

O panorama de rapido crescimento populacional alerta para o desafio da seguranca
alimentar mundial demandando o aumento da producéo de alimento. A adubacé&o
verde com leguminosas, como a mucuna preta, se mostra importante no incremento,
principalmente de N, no sistema, em decorréncia da fixacdo biolégica do N, (FBN),
reduzindo o uso de adubos minerais, diretamente ligados a producdo agricola. A
FBN pode ser maximizada através da inoculagdo com estirpes eficientes e
competitivas. Portanto, o objetivo desse trabalho foi selecionar isolados rizobianos
de nddulos de mucuna preta, eficientes e competitivos, em condicdo de casa de
vegetacdo e campo experimental. O experimento em casa de vegetacdo foi
composto por 39 isolados rizobianos, quatro doses de adubo nitrogenado (N) na
forma de ureia (60; 120; 180 e 240 kg ha™), um tratamento sem inoculacdo e sem N
e outro com a inoculacdo da mistura de estirpes recomendadas SEMIA6156-6158,
em delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticbes. O cultivo foi
realizado em sacos plasticos de polietileno preenchido com 2,5 kg de solo ndo estéril
por 45 dias. Enquanto que o experimento de campo foi composto por cinco isolados
selecionados em casa de vegetac&o, uma dose de N na forma de ureia (80 kg ha™),
e 0s tratamentos sem inoculacdo e sem N, e a inoculacdo da mistura de estirpes
recomendadas, em sistema de sequeiro em blocos casualizados com quatro
repeticdes, por 45 dias. A coleta do solo e o teste a campo foram realizados na
Estacdo Experimental de Cana-de-Acucar do Carpina pertencente a Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizada na cidade de Carpina, estado de
Pernambuco. O experimento de casa de vegetacao foi realizado na UFRPE, na
cidade do Recife, estado de Pernambuco. Nos dois experimentos o solo foi corrigido
com calcério dolomitico na dose de 0,60 t ha™ e 0,65 t ha™, respectivamente. A
adubacao basica nos dois experimentos foi realizada com superfosfato simples (60
kg de P ha) e cloreto de potassio (40 kg de K ha™). O preparo do inoculante partiu
do cultivo das bactérias em meio YM (120 rpm, 28°C) durante 72 horas. Foram
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mensuradas as seguintes variaveis: massa seca de nodulos (MSN), da parte aérea
(MSPA) e da raiz (MSR). Determinada a concentragdo de N total no tecido da parte
aérea (CNPA) e o acumulo de N na parte aérea (ANPA). E ainda, avaliacdo da
eficiéncia relativa comparada & dose de 120 kg de N ha’ e calculada a Dose N, para
o experimento de casa de vegetacdo, e 80 kg de N ha™ para o experimento de
campo. Também se avaliou a correlagdo Pearson entre as variaveis. Realizou-se a
analise de variancia (ANOVA) e o teste de comparacdo multipla de médias pelo
teste de Scott-Knott (p < 0,05). Os isolados T2.19A e T1.17M apresentaram grande
potencial para a producéo de inoculantes por promoverem acumulo de nitrogénio na
parte aérea, no campo, significativamente superior & aplicacdo de 80kg de N ha™, a
inoculacdo com a mistura de estirpes recomendadas SEMIA6156-6158 e ao

tratamento sem inoculacdo e sem N. A MSPA foi influenciada pelas doses de N.

Palavras-Chave: Mucuna aterrima; Selecdo de isolados; Fixacdo biologica do

nitrogénio; Adubacéo verde; Inoculagéo.



SANTOS, italo Augusto Férrer Melo. Mcs. Federal Rural University of Pernambuco.
July 2015. Selection isolated rizobianos of velvet beans black (Stizolobium

aterrimum Piper and Tracy). Adviser: Dr. Mario de Andrade Lira Junior.

ABSTRACT

The panorama of rapid population growth alert to the challenge of global food
security demanding increased food production. Green manuring with legumes such
as velvet bean, proves important in the growth of mainly N, in the system, due to the
biological N, fixation (BNF), reducing the use of mineral fertilizers, directly linked to
agricultural production. The BNF can be maximized by inoculation with efficient and
competitive strains. Therefore, the objective was to select isolates rizobianos nodules
of velvet bean, efficient and competitive in home condition of vegetation and then
experimental field. The experiment in greenhouse was composed of 39 isolated
rizobianos, four doses of nitrogen fertilizer (N) in the form of urea (60, 120, 180 and
240 kg ha™), one without inoculation and without N treatment and another with
inoculating the mixture of strains recommended SEMIA6156-6158 in a completely
randomized design with five repetitions. Cultivation was carried out in plastic bags of
polyethylene filled with 2.5 kg of non-sterile soil for 45 days. While the field
experiment consisted of five isolates selected in a greenhouse, one dose of N in the
form of urea (80 kg ha™), one treatment without inoculation and without N, and
inoculation of the mixture of strains recommended in dryland system in a randomized
block design with four replications for 45 days. The collection of soil and field tests
were conducted in Experimental Cane Sugar Carpina Station belonging to the
Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE), located in the city of Carpina,
Pernambuco state. The greenhouse experiment was conducted at UFRPE in the city
of Recife, Pernambuco state. In both experiments the soil was fixed with dolomitic
limestone at a dose of 0.60 t ha™* and 0.65 t ha™, respectively. The basic fertilization
in both experiments was performed with superphosphate (60 kg P ha™) and
potassium chloride (40 kg K ha™l). The preparation of the inoculant started the
cultivation of bacteria in YM medium (120 rpm, 28 ° C) for 72 hours. The following
variables were measured: dry mass of nodules (MSN), the aerial part (MSPA) and
root (MSR). Determined the total nitrogen concentration in the shoot tissues (CNPA)
and the accumulation of N in the shoot (ANPA). Also, assessment of the relative
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efficiency compared with 120 kg N ha™ and calculated N Dose, for the greenhouse
experiment, and 80 kg N ha™ for the field experiment. We also assessed the Pearson
correlation between variables. It was performed by analysis of variance (ANOVA) and
multiple comparison test medium by Scott-Knott test (p < 0.05). The T2.19A and
T1.17M isolates present great potential for the production of inoculants because they
promote nitrogen accumulation in the shoot, in the field, significantly higher than the
application of 80 kg N ha™, to inoculation with the mixture of strains recommended
SEMIA6156-6158 and treatment without inoculation and without N. The MSPA was
influenced by N levels.

Keywords: Mucuna aterrima,; Isolated selection; Biological N fixation; Green manure;

Inoculation.
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1 INTRODUCAO

O panorama de rapido crescimento populacional associado ao crescimento do
consumo de alimentos e mudanca ambiental, alerta para o desafio da seguranca
alimentar mundial. Mesmo o sistema mundial de producao de alimentos, nos ultimos
50 anos, tendo ofertado trés vezes mais alimentos frente a um aumento de duas
vezes da populacdo (Keating et al., 2014). De acordo com Keating & Carberry (2010)
a estimativa de aumento na demanda por alimentos entre 2030 e 2050 relativo a
2010 é de 64 a 71%, levando em consideracdo o consumo per capita de paises
desenvolvidos e em desenvolvimento.

Essa demanda vem exercendo pressao sobre a agricultura, no aumento da
producdo de alimento, e a agricultura, por sua vez, exercendo pressdo sobre 0s
recursos naturais. Segundo a FAOSTAT (2013) o consumo de fertilizantes, que esta
diretamente ligado a producgdo agricola, é cada vez maior em todo o mundo. No
Brasil, por exemplo, o consumo de fertilizantes nitrogenados, foi em torno de 19 a 46
kg ha™® em 2009. Ainda de acordo com a FAOSTAT (2013), ao longo do periodo
1961-2000 o uso de novas areas destinadas a agricultura cresceu apenas 11%,
enquanto que a producao agricola cresceu 153%.

Esses dados demonstram sobre tudo, a importancia do uso de novas
tecnologias e do aprimoramento das tecnologias ja existentes, no aumento da
produtividade minimizando impactos ambientais. Dificilmente a agricultura atingiria
esse nivel atual de rendimento das culturas sem a invencdo e disseminacao de
novas praticas agricolas. Como o uso de insumos agricolas, principalmente
fertilizantes, e melhoramento genético, que permitiram o grande aumento na
produtividade agricola durante as décadas de 60 e 70. Inovacgfes tecnoldgicas que
ficaram denominadas como revolucéo verde (Albergoni & Pelaez, 2007).

Nesse cenario, 0 progresso das técnicas agricolas baseadas no
desenvolvimento cientifico, como a biotecnologia, desenvolve um papel muito
importante na agricultura sustentavel e produtiva. Uma dessas tecnologias é a
inoculacao, explorando a simbiose rizébio-leguminosa fornecendo nitrogénio para a
planta via fixagdo biologica do nitrogénio (FBN). O melhor exemplo no Brasil, da
aplicacdo eficiente dessa tecnologia, € na cultura da soja, importante fonte de

proteina para dietas de humanos e animais, na qual a inoculagdo com estirpes de
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bactérias eficientes do género Bradyrhizobium associado ao melhoramento genético
da planta, permite que essa cultura obtenha 94% do N necessario, fixando cerca de
300 kg de N ha™, economia estimada em US$ 6 bilhées por ano (Hungria et al.,
2005, 2006).

Além disso, o N proveniente da FBN evita possiveis impactos ambientais
decorrentes do uso de fertilizantes nitrogenados. Impactos provenientes do baixo
aproveitamento do nitrogénio (N) aplicado no solo, em virtude dos processos
naturais de perda, como: volatilizacdo; desnitrificacdo; lixiviagdo e erosao,
promovendo problemas de eutrofizacdo e impacto na atmosfera. E ainda na reducao
do consumo, que demanda para a fabricacdo o uso de combustiveis fésseis, como
gas natural e carvao, altamente poluentes, e outras fontes de energia comercial
(Olivares et al., 2013).

A FBN é um dos processos naturais mais importantes para a manutencdo da
biosfera, perdendo apenas para a fotossintese, e a simbiose rizébio-leguminosa, o
sistema de fixacdo do nitrogénio mais importante. Ocorre em todos 0s ecossistemas
conhecidos e consiste na conversdo do dinitrogénio (N.), forma nitrogenada né&o
assimilavel pelas plantas e constituinte de aproximadamente 78% do volume do ar
atmosférico, em outras espécies quimicas nitrogenadas assimilaveis pelas plantas
(Olivares et al., 2013).

A fixacdo de N, pela simbiose rizébio-leguminosa é estimada em 21 milhdes
de toneladas de nitrogénio a cada ano (Herridge et al., 2008). No entanto, a
eficiéncia desse processo depende de varios fatores que estdo ligados diretamente
ao ambiente; a planta e a bactéria. Destaque para a temperatura, umidade e luz
solar (fatores fisicos do solo); genética e estado nutricional da planta; e eficiéncia e
capacidade das estirpes de formar nodulos. Aléem da competitividade no solo entre
estirpes introduzidas e nativas (Campo & Hungria, 2007).

O processo € intermediado por bactérias diazotréficas do solo, denominadas
genericamente como rizdbio, em simbiose com a maioria das espécies que
compdem a familia botanica Leguminosae. Na simbiose rizébio-leguminosa a
leguminosa fornece os fotossintatos, derivados da fotossintese, ao rizobio, para
manter sua atividade, que em contra partida, como beneficio, fornece o nutriente
nitrogénio para as plantas. O processo demanda grande energia, superior a
absorcao de N diretamente da solu¢ao do solo, chegando a comprometer cerca de
20 a 30% da fotossintese total, na cultura da soja (Kaschuk et al., 2009).
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Para que ocorra a simbiose as plantas liberam exsudatos, flavonoides, por
exemplo, que induzem no rizébio os genes de nodulacdo (genes nod), essenciais
para o processo de infeccdo e nodulacdo. As plantas podem exsudar diferentes
grupos de indutores, que podem controlar em algum grau a especificidade do
hosperdeiro (Hungria & Stacey, 1997). Essa interacdo rizébio-leguminosa forma
estruturas altamente especificas (n6dulos) nas raizes, ocorrendo no seu interior
inimeras reacOes catalisadas pela enzima nitrogenase. O produto final dessas
reacBes € a amonia (NHs") que no citoplasma da planta hospedeira se transforma
em ions aménio (NH4") sendo posteriormente distribuidos pela planta e incorporados
em diversas formas de N orgéanico (Hungria et al.,, 2001), para um suprimento
parcial e até total desse nutriente.

Como o nitrogénio € o nutriente requerido em maiores quantidades pelas
culturas e o mais limitante a producéo, e ainda, o uso de fertilizantes nitrogenados é
um dos fatores que mais oneram o custo de producao e contribui para a emisséao de
gases do efeito estufa, a exploracdo da FBN através da inoculacdo com estirpes
eficientes mostra-se uma tecnologia viavel na reducéo da dependéncia do nitrogénio
mineral. Entretanto, inimeras a¢des devem ser adotadas para maximizacao da FBN,
como a otimizacdo dos sistemas de FBN ja conhecidos (Olivares et al., 2013).

Uma das importantes formas de utilizacdo desse processo na agricultura é a
adubacdo verde com leguminosas, produzindo quantidade consideravel de
biomassa que apdés incorporacdo e mineralizagdo, beneficia a cultura principal,
cultivada posteriormente, se tornando fonte de nutrientes, principalmente nitrogénio
derivado da FBN. Além disso, promove melhora do teor de matéria organica, da
estrutura e da fertilidade do solo, pela ciclagem de varios outros nutrientes, e por
consequéncia a reducado do uso de adubos minerais (Silva et al., 2007), sem falar na
cobertura do solo controlando o crescimento de ervas daninhas e combatendo a sua
erosao.

Entre as diversas leguminosas promissoras para a préatica da adubacao verde
esta a mucuna preta (Stizolobium aterrimum Piper e Tracy). Espécie que apresenta,
principalmente, grande produtividade de fitomassa da parte aérea, mostrando-se
bastante promissora como adubo verde em diversas culturas (Queiroz et al., 2010;
Andrade Neto et al., 2010; Ambrosano et al., 2013), inclusive na cana-de-acucar na

renovacgao do canavial (Ambrosano et al., 2011).
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A mucuna preta € de origem africana, cujo ciclo, do plantio ao pleno
florescimento, varia de 140 a 180 dias (Formentini, 2008). E uma leguminosa anual
ou bianual, de crescimento intermediario, porte baixo, habito rasteiro e com ramos
trepadores vigorosos e bem desenvolvidos. Necessita de climas quentes, de
invernos suaves, sem ocorréncia de geadas e tolera baixa fertilidade e umidade do
solo (Eiras & Coelho, 2010). E cultivada para adubacdo verde, mas também pode
ser utilizada como forrageira. Produz entre 6 a 9 toneladas de massa seca e fixa
entre 180 e 350 kg de N ha™* por safra (Formentini, 2008).

Favero et al. (2000), avaliando o desempenho de cinco espécies de
leguminosas na regido de Sete Lagoas-MG cultivadas com e sem capina,
destacaram o grande potencial da mucuna preta apresentando uma das maiores
produtividades médias de massa seca da parte aérea de 6,8 t ha™ e acimulo de
nitrogénio total de 206 kg ha™ inferior apenas ao feijéio-bravo do Ceara. Barros et al.
(2013) estudando plantas de cobertura e seus efeitos na cultura em sucessao
encontraram produtividade para mucuna preta de 8,54 t ha™® de massa seca e
acumulo de N total de 274 kg ha™. Enquanto que Nascimento e Mattos (2007)
obtiveram produtividade de 3,9 t ha®, demonstrando ampla variagdo no
desenvolvimento desta espécie dependendo das condi¢des edafocliméticas (Barros
et al., 2013).

A variacdo na produtividade de biomassa e acumulo de nitrogénio, muitas
vezes se deve ao fracasso da nodulacdo espontdnea da mucuna preta, seja pela
nao presenca de uma populacdo nativa estabelecida ou baixa eficiéncia daquela
existente. Portanto, a inoculacdo com estirpes eficientes, capazes de fixar maiores
guantidades de N, e competitivas, pode aumentar a produtividade de biomassa da
mucuna preta (Rodrigues et al., 1994), maximizando a FBN e aumentando o
potencial da mucuna preta como adubo verde.

O efeito da inoculagdo em mucuna foi observado por alguns trabalhos em
casa de vegetagcdo, em substrato estéril, no qual a massa seca e N total foram
superiores aos da testemunha sem inoculacdo e adubagédo nitrogenadas e
semelhantes aos da estirpe de referéncia e do tratamento nitrogenado (Lima et al.,
2012; Souza, 2014).

Chada & De-Polli (1988) verificando em solo, em casa de vegetacédo, a
eficiéncia de estirpes normalmente utilizadas na inoculagdo de nove leguminosas
tropicais para adubacéo verde, entre elas as mucunas preta, rajada e jaspeada,

16



observou que os inoculantes utilizados ndo estavam sendo mais eficiente para as
estirpes nativas. Rodrigues et al. (1994) também avaliando a eficiéncia da
inoculacdo de estirpes selecionadas de Rhizobium em mucuna preta em solo,
também em casa de vegetacdo, observaram que a inoculacdo com estirpes
selecionadas de rizobio e a nodulacdo espontdnea propiciaram 0 mesmo
desempenho. Contudo, trabalhos avaliando o efeito da eficiéncia da inoculacao de
estirpes selecionadas em solo, em casa de vegetacdo e campo, ainda sdo escassos
para a leguminosa mucuna preta.

A populacdo nativa de rizébio do solo, quando estabelecida, pode, além de
nao ser capaz de realizar uma simbiose eficiente, competir com as estirpes
introduzidas na inoculacéo, selecionadas em casa de vegetacéo, por estar adaptada
as caracteristicas edafoclimaticas do local, ndo permitindo desempenhar o maximo
potencial de fixacdo de N, para o qual essas estirpes foram selecionada (Soares et
al., 2006). Normalmente, quanto maior a populacdo nativa do solo, mais dificil o
sucesso de estirpes introduzidas pela inoculacdo (Thies et al., 1991). Isso mostra a
importancia de uma avaliacdo prévia em solo, em ambiente controlado, e
posteriormente em campo, para a obtencdo de estirpes eficientes e competitivas
com potencial para compor inoculante.

A selecdo de novas estirpes, mais eficientes para inoculagdo, parte da
avaliacdo da eficiéncia agronébmica dessas bactérias, que envolvem, comumente,
trés etapas. Antes, a busca por essas estirpes, normalmente, se inicia em um estudo
de diversidade de populacdo rizobiana que nodula a espécie hospedeira alvo. A
primeira etapa, em vasos de Leonard, verifica-se a capacidade de fixacdo de
nitrogénio. Na etapa seguinte, em vasos com solo, em ambiente controlado (casa de
vegetacdo), avalia-se a competitividade frente a populacdo nativa estabelecida,
selecionando as estirpes que apresentarem melhor desempenho. A dltima etapa, em
experimento de campo, avalia-se a eficiéncia agrondmica em ecossistemas de
importadncia para a cultura, procedendo a selecdo das mais eficientes. Etapas
listadas nos anais da Xlll reunido da RELARE (Rede de laboratérios para
recomendacao, padronizacdo e difusdo de tecnologias de inoculantes microbianos
de interesse agricola).

Os principais critérios de selecdo de estirpes eficientes sdo: producdo de
biomassa da parte aérea e de nddulos, faceis de medir e ligadas diretamente com a
eficiéncia (Olivares et al., 2013). De acordo com Amado et al. (2002) a concentracao
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de N em leguminosas sob condi¢des minimas de cultivo, varia pouco por anos. A
producdo de matéria seca, entretanto, recebe influéncias edafica, climatica e
fitossanitaria, entre outras (Amado, 2002; Calegari et al., 2002). Portanto, o N a ser
adicionado no solo pela leguminosa, normalmente, sera determinado pela producao
de matéria seca (Holderbaum et al., 2002).

Avaliagbes da capacidade de nodulacdo e eficiéncia da inoculacdo em
espécies de leguminosas tropicais usadas como adubo verde, inoculadas com
estirpes recomendadas, indicam que, apenas com a fixacdo simbiotica, o potencial
maximo de producéo dessas espécies ndo havia sido atingido, inclusive da mucuna
preta, ressaltando a importancia da busca por estirpes mais eficientes (Rodrigues et
al.,1994). Muitas vezes, além da inoculacdo, recomenda-se a correcdo da acidez e
da fertilidade do solo visando o aumento da simbiose e, consequentemente, da FBN
(Amado et al., 2002).

Portanto, a busca por novas estirpes de maior capacidade de fixacdo do N
pode maximizar a FBN e, consequentemente, a producdo de biomassa da mucuna
preta, aumento o incremento de N no sistema e o potencial de uso dessa espécie
como adubo verde.

Sendo assim, o0 objetivo desse trabalho foi selecionar rizébios noduliferos de
mucuna preta, de eficiéncia superior as estirpes recomendadas atualmente para a
espécie, e competitivas, em condicbes de casa de vegetacdo e em campo

experimental, com potencial para recomendacéo para inoculagao.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COMPETITIVIDADE E SELECAO EM VASOS COM SOLO EM CASA DE
VEGETACAO

2.1.1 Origem dos isolados rizobianos

Foram estudados 39 isolados rizobianos de mucuna preta (Tabela 1),
selecionados por Sousa (2014) em vasos de Leonard, oriundos de solos cultivados

com cana-de-acucar no Nordeste brasileiro (Tabela 2).

Tabela 1 - Origem e identificacdo dos 39 isolados rizobianos estudados

x . ‘ NG d e .
Estado Regido (Usina)  Area .umero © Identificac&o dos isolados
isolados
Alagoas (Coruripe) 4 1 C4-8A
1 9 - 17C; 17D; 17F; 17G; 171; 17M;

17Q; 17R; 17T

Mata Sul 16D; 19A; 19AF; ;19AG; 19C;
Pernambuco (Trapiche) 2 15 T2 19E; 19H; 19I; 190; 19P; 19T,

19U-1; 19U-2; 19X 197
12A; 12C; 16D; 16E; 16F; 16G;
3 14 T3 16H; 16l; 16L; 16N; 16P; 16Q;
18F; 18G

2.1.2 Coleta do solo

O solo para realizacdo do experimento de casa de vegetacéo foi coletado em
setembro de 2014, na Estacdo Experimental de Cana-de-Acucar do Carpina
(EECAC/UFRPE), pertencente a Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), localizada no municipio de Carpina, Pernambuco. Zona fitogeografica da
Mata e subzona mata seca (Andrade-Lima, 2007), com precipitacdo média de 1300
mm ano™ e temperatura anual média de 24°C, no qual predomina o tipo climético
As’, tropical chuvoso, com estac&o seca de verao, segundo classificacdo de Képpen-
Geiger.
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Tabela 2 - Caracteristicas quimicas e fisicas, precipitacdo, classificagao do solo e posi¢cao geografica das areas canavieiras de origem dos 39 isolados

Estado Area pH Na* K* Ca?* Mg?* AR H+ Al P CoO
(Usina) (Agua;1:2,5)  mm e cmol, dm™2 - - - - - - mg dm™ g kg™
Al 4 4,9 0,04 0,11 15 0,25 0,35 4,95 7.9 8,94
(Coruripe)
1 43 0,03 0,11 0,7 0,03 1,00 6,73 43 17,59
PE
(Trapiche) 2 6.0 0,17 1,64 4.5 161 0,00 4,19 54,7 21,40
5,7 0,03 0,04 2,0 0,60 0,00 3,51 24.4 11,72
Areia Sllte:\1 Argila Classe Textural Classificagcdo !Precipitacédo Posicaio Geografica Altitude
------------ gkg™t -mmmmmmmee do solo (mm) (m)
Al 4 690 110 200 Francoarenosa | ntossolo 159,8 10°35'35.7"S 36°05'54.5"W 854
(Coruripe) argilavico
1 460 120 420 Francoargilo-  Argissolo 8°29'39.1"S 35°03'13.9"W 45
arenosa Amarelo
PE 2 280 230 490 Argila Latossolo 151,5 8926'50.7"S 35006'03.8"W 79
(Trapiche) . Amarelo
3 690 60 250 Francoargilo-  Argissolo 8°29'56.0"S 35°02'06.18"W 32
arenosa Amarelo

Fonte: Souza (2014), modificado. média de 10 anos. CO - Carbono Orgénico.
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O solo é classificado como ARGISSOLO AMARELO Distrocoeso (PAdx) de
textura média (Alves & Ribeiro, 1994) cultivado com a cultura da cana-de-agucar (cv
RB867515) em sistema convencional. As amostras de solo foram retiradas em area
cultivada com cana planta, na camada de 0,0 a 0,2 m e transportadas para casa de
vegetacao, localizada na UFRPE, no qual foi desenvolvida a pesquisa durante o
periodo de novembro de 2014 a janeiro de 2015. Para amenizar a temperatura no
interior da casa de vegetacado instalou-se uma tela sombrite preta (sombreamento
50%) sobre a cobertura.

Duas subamostras do solo coletado foram retiradas, uma foi seca ao ar e
passada em peneira de 2 mm para posterior realizagcdo das andlises quimica e
fisica, conforme metodologia descrita pela Embrapa (1997), e a outra conservada
em refrigerador, a aproximadamente 4°C, para posterior avaliacdo da populacéo
nativa de rizébio estimando o numero de células viaveis, pelo método do nuimero

mais provavel (Andrade & Hamakawa, 1994) (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracterizag@o quimica, fisica e microbiolégica do solo utilizado em casa de vegetacdo

pH Na* K* Caz Mg?* Al3* H+ Al P CO
(Agua;1:2,5)  ----m-mmmmmmmmemmem cmol, dm™ -----mmme e mgdm=  gkg™
5,4 0,04 0,12 1,67 0,60 0,10 6,68 15,31 12,28
Camada Classe textural Granulometria
(m) Areia Silte Argila
Francoarenosa = ------------ kg'------------
0,0-0,2 9gxg
751 49 200
1Populagéao rizobiana 3,9x102 células de rizébio g de solo™

P, K e N - extracdo por Mehlich™; Ca, Mg e Al - extrag&o por KCI (1mol L™); H+Al-extrac&o por
Acetato de Calcio (0,5 mol L™ a pH7); CO - Carbono Organico; * Determinacdo pelo método do
namero mais provavel de diluicdo e infec¢cdo em plantas de caupi.

2.1.3 Determinacao da populacéo de rizébio no solo

A determinacédo da populacdo de rizébio no solo seguiu 0 método quantitativo
do numero mais provavel de diluicdo e infeccdo em plantas de caupi (Andrade &
Hamakawa, 1994), cultivar IPA206, com cinco repeticdes. Cultivadas em vaso (saco
plastico de polietileno de 1,0 dm® de volume) preenchido com 0,5 kg de substrato
areiatvermiculita (1:1, v:v), esterilizado em autoclave. Foram semeadas quatro
sementes por vaso, deixando-se apenas uma planta, ap6s o desbaste, quando as

plantulas ja estavam estabelecidas (quatro dias).
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O in6culo foi obtido de acordo com Andrade & Hamakawa (1994), com
adaptacdo. As diluicbes foram preparadas em solucdo salina (0,85%) obtendo a
série de diluicées de 10 até 10°°. Para formar a diluicdo 10™* pesou-se 20,0g de solo
e adicionou-se em um frasco de Erlenmeyer com 180,0 ml de solucdo salina,
homogeneizada em agitador orbital por 10 minutos. Em seguida, retirou-se uma
aliguota de 2,0ml desta solugéo e acrescentada em um tubo de ensaio com 18,0ml
de solucéo salina, procedendo a homogeneizacdo em agitador de tubos, formando a
diluicdo 107. E assim sucessivamente, retirando aliquota de 2,0ml da Gltima diluicdo
até formar a diluicdo 10°. Em cada uma das cinco plantas, logo apés o desbaste,
inoculou-se 2,0ml de cada dilui¢ao.

Cada vaso recebeu semanalmente 0,25 L da solucéo nutritiva de Hoagland &
Arnon (Hoagland & Arnon, 1950), isenta de nitrogénio. Ap6s 25 dias, a partir da
inoculacao, as plantas foram coletadas e realizou-se a avaliagcéo visual da presenca
ou auséncia de nédulos nas plantas inoculadas. A partir dos resultados positivos
(nodulacgéo) e negativos (ndo nodulacéo) estimou-se o niumero de células viaveis de
rizobio na amostra utilizando a tabela de nUmero mais provavel, realizando também

a correcdo em relacdo a umidade do solo (Andrade & Hamakawa,1994).

2.1.4 Montagem do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo usando sacos plasticos
pretos de polietileno de 2 dm?® de volume preenchido com 2,5 kg de solo n&do estéril.
Antes, o solo foi seco ao ar e passado em peneira de 4 mm seguido da correcao
com calcério dolomitico (PRNT 77%) correspondendo a uma dose de 0,6 t ha * (532
mg vaso™), calculado pelo método da elevacéo dos teores trocaveis de Ca + Mg
(IPA, 2008) fornecendo 2,5 cmol. dm™, homogeneizado e incubado por 30 dias
mantendo a umidade do solo em 80% da capacidade de vaso.

Para adubacao basica de P e K, calculada & base de massa, aplicou-se 53,2
mg vaso™ de P,Os e 35,5 mg vaso™ de K,O correspondendo as doses de 60 kg ha™
e 40 kg ha™ (Embrapa, 2000) utilizando como fontes, superfosfato simples e cloreto
de potassio. O nitrogénio foi fornecido na forma de ureia, em solucédo (11,82 g L™ de
agua destilada) nas doses de 60; 120; 180 e 240 kg ha™ de N, parceladas em trés

aplicacoes, 1/3 da dose no plantio e as outras duas aos 15 e 30 dias.
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Sementes de mucuna preta foram escarificadas quimicamente para
superacdo da impermeabilidade do tegumento, através da imersdo em acido
sulftrico concentrado por 20 minutos (Maeda & Lago, 1986) seguido de imediata
lavagem com agua destilada por varias vezes. As sementes foram pré-germinadas
em bandeja com substrato de areiatvermiculita (1:1, v:v), esterilizado em autoclave,
por quatro dias, seguido do transplantio de uma plantula por saco e inoculagéo de 1
ml do inoculante no colo da planta.

O preparo do inoculante partiu do cultivo das bactérias recomendadas e
nativas, separadamente, em meio de cultura sélido YMA com indicador azul de
bromotimol (Vincent, 1970), vertido em placas de Petri, mantidas a 28° C pelo
periodo de 72 horas. Do meio sélido, repicou-se as colénias de cada bactéria
isoladamente em 1ml de meio cultura liquido YM sem indicador (Vincent, 1970), em
tubo eppendorf®, colocados em agitador horizontal na rotacdo de 120 rpm por 72
horas em temperatura ambiente atingindo populacdo préxima de 10° Unidades
Formadoras de Colénia (UFC) ml?, recomendada pela SDA/MAPA (2011), por
grama ou mililitro de produto, para bactérias fixadoras de nitrogénio para simbiose
com leguminosas.

Estimou-se a populacdo bacteriana no inoculante, as 72 horas, pelo método
da diluicdo seriada decimal e contagem em placa de Petri (Andrade & Hamakawa,
1994), até a diluicdo 10, transferindo aliquotas de 1 ml das diluicdes, para meio
sélido YMA, em duplicata, com indicador vermelho congo. As placas foram mantidas
a 28°C e observadas por sete dias, seguido da contagem, para placas que
apresentaram entre 30 e 300 UFC, e ap6s o célculo da média das duas repeticdes

estimou-se o0 numero de UFCs por mililitro.

2.1.5 Conducéo e coleta

As plantas foram cultivadas por 45 dias, a partir do plantio. A inoculagao foi
realizada no plantio. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
cinco repeticbes e 45 tratamentos: 39 bactérias isoladas de nddulos de mucuna
preta; mistura de duas estirpes recomendadas para mucuna preta, SEMIA6156 e
SEMIA 6158 (Tabela 4); quatro adubacdes nitrogenadas (60; 120; 180 e 240 kg ha™

de N); e um controle sem inoculagdo e sem adubacao nitrogenada (nativa). No total
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foram 225 unidades experimentais tutoradas com barbante. A rega foi efetuada de
acordo com a necessidade, com agua destilada.

Tabela 4 - Identificacdo das estirpes recomendadas pelo MAPA para inoculacdo em mucuna preta e
utilizadas como referéncia

Cepa

. Designacéo Instituic@o que N - IN° Acesso 2Nivel de
autorizada original recomendou Genero/Especie GenBank recomendacgao
(SEMIA) 9 ¢
36156 CPAC F2 Embrapa Cerrados Bradyrhizobium sp. AY904758 v
6158 CPAC C2 Embrapa Cerrados  Bradyrhizobium elkanii ~ AY904760 v

INUmero de acesso da sequéncia completa do gene ribossomal 16S no GenBank. 2Teste a campo.
3Recomendacao SDA/MAPA2006. Fonte: SDA/MAPA (2011)

Aos 20 dias, para controle da cercosporiose (Cercospora sp.), aplicou-se o
produto comercial Dithane (800g de i.a. kg™), nome comum: mancozebe. Utilizou-se
a concentracdo de 0,26g L™ de ingrediente ativo, 10% da dose do produto comercial
recomendada para a cultura do amendoim, para o volume de calda de 600L ha™,
aplicado com pulverizador costal.

Na colheita, separou-se a parte aérea da raiz e lavou-se o sistema radicular
em agua corrente para a retirada de qualquer particula sdlida, retirando os nédulos,
acondicionando todos, separadamente, em saco de papel para secagem em estufa
de ar forcado a 65°C durante trés dias. Foram computadas as seguintes variaveis:
massa seca de nédulos (MSN), da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR). Também foi
determinada a concentracdo de N total no tecido da parte aérea (CNPA) pelo
método semimicro Kjeldahl (Embrapa, 2009) depois da moagem da amostra seca
em moinho de facas tipo Willye. Determinou-se o acumulo de N na parte aérea
(ANPA) pelo produto entre o teor e a matéria seca.

Foi construida uma curva de regressao relacionando os valores de MSPA dos
tratamentos que receberam as doses de N mineral para estimar, através do modelo
de regressao gerado, a dose de N necessaria para o ganho de MSPA das plantas
inoculadas de cada isolado. Outras duas regressdes relacionando as doses de N
aplicadas e o acumulo e concentracdo de N na parte aérea. E ainda, calculada a

eficiéncia relativa (ER) & dose de 120 Kg ha™, conforme equacao:

ER = ( ANPA de cada tratamento

X100
ANPA do tratamento nitrogenado com 120 kg de N ha=1 )
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Os dados das variaveis avaliadas foram submetidos a analise de
normalidade. Os dados da variavel CNPA foram transformados em raiz quadrada.
Depois de atendido os pressupostos realizou-se a analise de variancia (ANOVA) e,
guando significativa, o teste de comparacdo multipla de médias pelo teste de Scott-
Knott (p < 0,05) utilizando o software Sisvar. A correlacdo entre as variaveis foi
avaliada pelo teste de correlacdo de Pearson utilizando o software Statistix 10.0.

Os cinco isolados que promoveram 0s maiores acumulos de MSPA, foram

selecionados para eficiéncia agronémica a campo.

2.2 EFICIENCIA AGRONOMICA A CAMPO

O experimento a campo foi realizado também na EECAC, em local diferente
com caracteristicas quimicas diferentes, mas com solo de mesma classificacéo,

classe textural e historico de uso (Tabela 5).

Tabela 5 - Caracteriza¢@o quimica, fisica e microbiolégica do solo no experimento a campo

pH Na* K* Caz* Mg? AlR* H+ Al P CO
(Agua;1:2,5)  memmmmmmmmooo- cmol, dm™ - === --m oo mgdm= gkg™

4,9 0,08 0,13 3,10 0,90 0,25 7,87 7,37 16,12
Camada Classe textural Granulometria

(m) Areia Silte Argila

Francoarenosa = —---------o- BEEE R
0,0-0,2 9kg
591 69 340

1Populacgao rizobina 6,7x10? células de rizébio g de solo™

P, K e N - extracdo por Mehlich™; Ca, Mg e Al - extracdo por KCI (1mol L™); H+Al-extrac&o por
Acetato de Célcio (0,5 mol L™ a pH7); CO - Carbono Organico; * Determinacéo pelo método do
namero mais provavel de diluicdo e infeccdo em plantas de caupi.

Para caracterizacdo quimica do solo e posterior correcdo, coletaram-se 16
amostras simples que compuseram uma amostra composta, ha camada de 0,0 — 0,2
m, e posterior secagem ao ar, destorroamento e peneiramento em malha de 2 mm.

O preparo da é&rea partiu da destruicdo dos residuos culturais com grade
aradora pesada, seguido da aplicacdo, em area total, do calcario dolomitico (PRNT
77%), a lanco, correspondendo a uma dose de 0,65t ha™, calculada pelo método de

I* (IPA, 2008), e incorporacéo, deixando a &rea em repouso por

neutralizacdo do A
60 dias, devido a baixa umidade do solo.
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Cultivou-se a mucuna preta em sistema de sequeiro, entre o fim de maio e
inicio de julho de 2015, no periodo chuvoso da regido, com precipitacdo acumulada
durante os 45 dias de cultivo de 336,1mm (IPA - Estacdo meteoroldgica EECAC).
Entretanto, antes da semeadura a area foi molhada através do sistema de irrigacao
com pivo central, devido a baixa umidade do solo em decorréncia do atraso do inicio
das chuvas.

Antes do plantio realizou-se a adubacdo basica com P e K utilizando as
mesmas doses e as mesmas fontes do experimento em casa de vegetacao na fase
anterior. Aplicou-se os adubos minerais em sulcos de 3 cm de profundidade
ligeiramente ao lado da futura linha de semeadura. O método de plantio da mucuna
preta foi manual, distribuindo de seis a oito sementes por metro, totalizando 48
sementes por linha e 336 por parcela, em linhas espacadas 50 cm (Embrapa, 2000)
a 3 cm de profundidade. Superou-se a impermeabilidade do tegumento das
sementes por método ndo sulfarico, tendo em vista a grande quantidade de
sementes utilizadas, através da imersdo em agua quente a 65°C por cinco minutos
(Kobori et al., 2013).

Utilizou-se o delineamento experimental em blocos casualizados, com oito
tratamentos e quatro repeticdes, com parcelas medindo 3,5 x 6,0 m (21m? e
distanciadas em 1 m, totalizando 32 parcelas experimentais. Considerando o
percentual de viabilidade das sementes de 79% (BRSEEDS®) e espacamento entre
plantas de 12,5 x 50,0 cm, 0 experimento apresentou 266 plantas por parcela
correspondendo a 126667 plantas ha™.

Os tratamentos compreenderam a inoculacao separada de cinco isolados pré-
selecionados no experimento em casa de vegetacdo, uma inoculacdo com a mistura
das estirpes recomendadas (SEMI6156 e SEMIA6158) e outros dois tratamentos:
sem N mineral e sem inoculacao (nativa) e um tratamento nitrogenado na dose de
80kg ha™ na forma de ureia, aplicado parcelado, 1/3 no plantio, também em sulco, e
0s 2/3 restantes apés 15 dias, em cobertura, apés a capina manual, antes da
cobertura total do solo pela planta.

As bactérias foram multiplicadas e a populacdo estimada, tanto no inoculante
gquanto no solo, conforme metodologia adotada no experimento em casa-de-

vegetacdo. O in6culo foi misturado & turfa (pH 5,8; Condutividade Elétrica 1,5 dS m™
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e umidade méaxima de 55%), esterilizada por autoclavagem, na propor¢do 1:1
(volume:massa) do indculo liquido na turfa.

A inoculacéo seguiu a forma padrao descrita pela Relare (2007). As sementes
foram umedecidas em solucdo acucarada (10%) adicionando 6 ml kg™ de semente,
para efeito adesivo. Inocularam-se aproximadamente 700.000 células de cada
isolado separadamente, por semente, ou seja, 10g do inoculante turfoso com
populacdo estimada em 10° UFC g* de inoculante em um kg de semente, com
aproximadamente 1400 sementes. As sementes foram secas a sombra e plantadas
imediatamente.

Colheu-se aos 45 dias, a partir da emergéncia, com o auxilio de um enxadao
para a retirada da planta do solo juntamente com a raiz, preservando os nodulos.
Foram colhidas quatro plantas aleatoriamente dentro das trés linhas centrais de
cada parcela dispensando 1 m em cada cabeceira (area (til de 10 m?) evitando o
efeito bordadura. As variaveis analisadas foram as mesmas do experimento em casa
de vegetacédo, sendo a ER baseada no tratamento nitrogenado de dose 80kg de N
ha™.

As variaveis MSN e MSR foram transformadas em raiz cubica, e ER no
inverso (hiperbodlica do primeiro grau). A andlise estatistica foi realizada conforme
descrito no experimento em casa de vegetacao.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 COMPETITIVIDADE E SELECAO EM VASOS COM SOLO EM CASA DE
VEGETACAO

A massa seca da parte aérea (MSPA) variou em funcéo de crescentes doses
de N com alto coeficiente de determinacao, de 0,94 (Figura 1). A maxima producéo

de MSPA da mucuna preta foi estimada na dose 160 kg de N ha™, atingindo 4,28 g

planta™.
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Figura 1 — Producéo de massa seca da parte aérea (MSPA) da mucuna preta em fungdo da aplicacéo
de N em doses crescentes (n=5).

No entanto, observaram-se acréscimos na concentracdo (CNPA) e acumulo
de N na parte aérea (ANPA) com o aumento das doses, exceto para a dose de 240
kg de N ha® que promoveu decréscimo do ANPA (Figura 2) devido a menor
producdo de MSPA, provavelmente provocada pela toxidez da alta dose de N
(Malavolta et al., 1997). A influéncia de doses crescentes de N na MSPA com
aumento tanto da concentracdo quanto do acumulo de nitrogénio na parte aérea
com elevados coeficientes de determinagéo, também foi observada por Calheiros et
al. (2015) avaliando a diversidade e eficiéncia de isolados rizobianos para

calopogobnio originados de um argissolo sob diferentes coberturas vegetais.
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Figura 2 — Concentracdo (CNPA) e acumulo (ANPA) de nitrogénio na parte aérea de mucuna preta
em funcao da aplicacdo de N em doses crescentes (n=5).

Os resultados mostram claramente o efeito positivo do maior fornecimento de
nitrogénio a mucuna preta, promovendo incrementos de MSPA, CNPA e ANPA, até
determinado ponto (Figura 1 e 2; Tabela 6). Portanto, a inoculacdo de estirpes com
maior capacidade de fixagdo do N, pode maximizar a producdo de fitomassa e 0
acumulo de N para a espécie.

Quanto a nodulacdo observou-se que o tratamento sem inoculacdo e sem
aplicacéo de N (nativa) apresentou formacdo de nédulos, mas de baixa massa seca
(MSN), 38 mg planta™, significativamente inferior comparado aos demais isolados
estudados e a inoculacdo da mistura de duas estirpes de referéncia (SEMIA6156-
6158), exceto para os isolados T3.16L, com 70 mg planta™; e T3.16N, com 61 mg
planta™, ndo diferindo estatisticamente (Tabela 6). Isso mostra a presenca de uma
populacao estabelecida no solo com capacidade de nodular mucuna preta, mas em
baixo nimero, estimado em 390 células de rizébio g de solo™ (Tabela 3). No
tratamento nitrogenado ndo houve formacdo de nodulos em nenhuma das doses
aplicadas, provavelmente devido ao efeito da aplicacdo do fertilizante nitrogenado
restringindo a nodulacdo espontanea, também observado por Melo & Zilli (2009)
avaliando a fixacdo bioldgica de nitrogénio em cinco cultivares de feijdo-caupi em
casa de vegetacdo e em campo, no qual o tratamento com N teve reducdo na

nodulacao em relacdo ao controle.
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Tabela 6 - Massa seca de nédulo (MSN), raiz (MSR), parte aérea (MSPA), concentracdo (CNPA) e

acumulo de N (ANPA) na parte aérea, eficiéncia relativa (ER) e dose N (DOSE N) de 39 isolados

rizobianos avaliados e dos tratamentos controles: nitrogenado (60, 120, 180 e 240 kg de N ha™),

mistura de estirpes referéncias (SEMIA6156-6158) e absoluto (nativa)

Tratamento MSPA MSR MSN CNPA ANPA 1ER 2DOSE N
---- g planta®---- (mgplanta®) (dagkg®) (mg planta™) (%) (kg ha)

C4.8A 3,23a+0,32 193a+0,09 217a+83 1,99a+0,09 64,59b+9,22 66,07b+ 10,25 81,34a+ 15,50
T1.17M 4,06a+0,05 156a+0,04 276a+l10 2,13a+0,08 86,42a+2,00 88,40a+394 137,05a*5,00
T1.17C 340a+0,47 127b+0,10 246a+18 2,86a+0,25 97,75a+ 19,33 100,00a + 26,35 92,75b + 24,00
T1.17F 3,28a+0,87 1,42a+0,38 265a+10 2,40a+0,16 77,25a+1560 79,02b+8,57 84,69a + 49,50
T1.17G 3,14a+0,71 1,47a+053 198a+40 247a+0,22 7546a+9,92 77,19a+11,32 75,30a+43,12
T1.171 3,07a+0,12 1,37a+043 112b+42 2,07a+0,63 62,55b+ 16,30 63,98b +19,15 70,60b + 5,33
T1.17Q 3,02a+0,21 1,22b+0,34 144b+44 255a+0,49 76,28a+ 12,62 78,03a+14,00 67,24b+9,25
T1.17D 3,0la+055 1,10b+0,24 213a+49 257a+0,38 77,32a+16,63 79,09a+ 17,35 66,57b + 27,63
T117R 2,70b+0,85 1,07b+0,07 108b+88 2,06a+0,85 62,68b+ 40,41 64,12b+ 33,47 45,77b + 35,00
TLA7T 220b+0,46 0,80b+0,06 115b+44 243a+0,43 53,74b+14,44 54,97b+ 17,97 12,21b+6,67
T2.19E 420a+0,63 156a+037 244a+81 2,15a+0,13 89,70a+8,28 91,76a+7,43 146,44a=5,00
T2.19A 3,89a+0,30 1,84a+0,38 275a+60 2,22a+0,33 8554a+7,63 8750a+11,30 125,60a + 24,00
T2.19X 3,73a+0,33 1,41a+0,11 262a+54 255a+0,13 94,75a+8,12 96,93a+6,27 114,89a+ 25,68
T2.19T 348a+0,75 1,11b+0,17 190a+42 2,26a+0,12 78,42a+ 16,20 80,22a+ 13,70 98,12a + 35,25
T2.16D 3,30a+043 1,22b+0,20 236a+40 2,24a+0,08 78,67b+7,36 80,48b+2,32 86,04a+ 22,50
T2.191 3,26a+0,40 1,16b+0,07 206a+51 2,32a+0,22 76,15a+ 15,05 77,90a+ 10,02 83,35a+ 20,75
T2.19AG 3,20a+0,67 1,09b+0,42 157a+46 2,66a+0,30 82,84a+6,85 84,74a+8,79 79,32a+ 44,00
T2.19H 3,16a+0,42 1,30b+0,17 19a+24 2,73a+0,15 86,15a+12,90 88,13a+ 10,30 76,64a + 20,25
T2.19Z 3,03a+0,18 0,96b+0,13 130b+47 2,29a+0,20 69,0lb+221 7059a+3,04 67,91b+8,22
T2.19U-2 2,93a+0,15 1,39b+0,08 210a+35 259a+0,08 76,22a+6,21 77,97a+526 61,20a+ 7,50
T2.190 2,74b+059 1,09b+0,20 125b+76 2,41a+0,17 65,90b+ 13,11 67,41b+ 12,61 48,45b + 26,44
T2.19U-1 2,65b+0,37 1,16b+0,36 194a+52 2,58a+0,21 66,46b+ 10,33 67,98b+7,66 42,41b+ 14,40
T2.19P 2,35b+0,12 0,79b+0,08 88b+61 2,28a+0,31 53,67b+8,79 5490b+7,99 22,28b+4,25
T2.19C 234b+0,24 1,05b+0,30 101b+41 2,03a+0,13 47,20b+1,88 48,28b+1,62 21,6lb+8,75
T2.19AF 232b+1,12 0,89b+0,34 132b+44 2,81a+0,20 66,52b + 35,62 68,05b+42,61 20,26b+ 17,56
T3.12A 344a+1,13 1,74a+£0,19 193a+113 2,26a+0,45 80,55a+3356 8240a+31,83 9543a=*34,89
T3.18G 3,34a+0,66 1,30b+0,17 203a+31 2,36a+0,20 80,47a+ 23,76 82,32a+24,84 88,72a*21,13
T3.16P 3,34a+0,20 1,32a+0,36 189a+82 25la+0,28 83,92a+ 12,60 85,85a+ 1587 88,72b+ 8,67
T3.12C 3,27a+0,60 1,67a+0,30 178a+82 2,16a+0,42 73,26a*26,15 74,94a+ 29,83 84,02a+ 31,00
T3.16Q 322a+054 1,21b+0,27 132b+42 2,07a+0,23 67,63b+18,12 69,18b+ 20,06 80,67a+ 27,25
T3.16D 3,18a+0,86 1,29b+0,46 172a+107 2,24a+0,34 74,34a+ 28,95 76,05a+32,73 77,98a+ 35,60
T3.16E 3,17a+0,78 1,13b+0,21 16la+63 2,47a+0,23 76,95a+ 16,23 78,72a+ 13,35 77,31a+ 46,50
T3.161 292a+0,37 1,26b+0,27 157a+41 2,36a+0,15 68,38b+6,73 69,95b+6,15 60,53b + 14,88
T3.16G 280b+0,20 150a+0,19 214a+36 2,27a+0,06 63,39b+297 64,84b+3,65 52,48b+ 8,50
T3.16H 255b+0,69 090b+0,15 142b+25 2,31a+0,23 58,14b+ 16,51 59,47b+ 12,64 35,70b 27,52
T3.16F 2,38b+0,36 0,96b+0,23 127b+45 2,32a+0,21 55,03b+8,37 56,29b+7,75 24,29b+13,04
T3.16N 2280+0,33 0,93b+0,23 61c+57 2,00a+0,30 51,09b+11,61 52,26b+ 1540 17,58b+ 11,56
T3.18F 2,17b+0,24 0,95b+0,20 130b+59 2,19a+0,16 47,05b+243 48,13b+566 10,20b+ 8,25
T3.16L 1,29b+0,25 0,72b+0,12 70c+25 2,14a+0,13 27,33b+4,28 27,95b + 3,77 0,00b + 0,00
SEMIA 6156-6158 3,94a+0,58 1,70a+0,32 295a+18 2,20a+0,18 85,63a+7,63 87,60a+1226 128,99a+ 25,25
60kg 2,96a+0,34 1,06b+0,16 - 2,03a+0,40 60,68b+ 15,33 62,07b+18,83 63,22b + 15,52
120kg 4,12a+0,20 1,70ax0,05 - 2,39a+0,26 97,75a+7,21 100,00a+0,00 141,07a+ 15,12
180kg 447a+0,21 1,70a+0,45 - 2,41a+0,22 107,84a + 10,03 110,32a + 14,40 164,56a + 11,52
240kg 3,38a+0,36 1,23b+0,24 - 3,28a+0,75 107,28a + 20,45 109,74a + 23,87 91,40a + 23,63
nativa 1,88b+0,95 0,90b+0,22 36c+5 2,01a+0,31 39,14b+20,11 40,04b+22,03 0,00b+ 0,00
CV (%) 22,8 27,5 45,7 21,2 30,1 31,6 58,0

Médias, na coluna, seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de Skott- Knott. ZER = ANPA

de cada tratamento/ANPA do tratamento nitrogenado(dose de 120 kg ha™). 2Dose de N estimada pela regresséo gerada da
MSPA das plantas em fung&o da aplicacdo de crescentes doses de N.
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N&o houve diferenga significativa entre os tratamentos para a CNPA (Tabela
6). Entretanto, excetuando os isolados T3.16N e C4.8A, todos as plantas inoculadas
com os demais isolados apresentaram CNPA acima do tratamento sem inoculacéo e
sem aplicacdo de N. Além disso, a CNPA das plantas inoculadas com os isolados
testados nao diferiram das diferentes doses de N aplicadas, inclusive a mais alta 240
kg ha?, e da inoculacdo com a mistura das estirpes de referéncia (SEMIA6156-
6158).

A MSN apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.
Destaque para a inoculagéo com os isolados T1.17M (276 mg planta™), T2.19A (275
mg planta™), T1.17F (265 mg planta™), T2.19X (262 mg planta™) e T2.19E (244 mg
planta™®) ndo diferindo da inoculagdo com a mistura das estirpes de referéncia
SEMIAG156-6158 (295 mg planta™), mas estatisticamente superiores ao tratamento
sem inoculacéo e aplicagdo de N. Observou-se também ampla variagédo no potencial
de nodulacdo dos diferentes isolados avaliados, variando de 61 a 276 mg planta
Y(Tabela 6). Além disso, a maior producdo de massa seca de nédulos ndo esteve
necessariamente associada a maior producdo de MSPA e maior concentracdo de N
na parte aérea, 0 que era esperado. Rodrigues et al. (1994) testando estirpes de
Rhizobium em mucuna preta e feijdo de porco, em casa de vegetacdo com aplicacéo
de diferentes doses de calcario em solo, na presenca e auséncia de adubacado
basica, também ndo observaram diferenca significativa na massa seca de nddulos
na mucuna inoculada, além de observarem tendéncia de diminuicdo da MSN
conforme o aumento da dose de N aplicada.

Para MSPA, 26 dos 39 isolados, apresentaram desempenho semelhante a
dose de 240 kg ha™e a inoculacdo com a mistura das estirpes de referéncia, ndo
diferindo significativamente, e superiores ao tratamento nativa. Destaque para 0s
cinco isolados mais eficientes T2.19E; T1.17M; T2.19A; T2.19X e T2.19T com
producdo de MSPA de 4,20; 4,06; 3,89; 3,73 e 3,48 g planta™ (Tabela 6). Os dois
isolados mais eficientes, mesmo nao apresentando diferenga significativa para a
inoculacdo com a mistura das estirpes de referéncia, ainda promoveram acumulo de
massa seca de parte aérea superior em 6,6% e 3,1% a esta mistura. No que se
refere ao tratamento nativa os incrementos em MSPA promovido por esses dois
isolados foram excepcionais 123,4% e 115,9%. Isso mostra sua grande capacidade

simbidtica e a importancia da inoculagdo em mucuna preta.
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Santos et al. (2005) também observaram menor producédo de biomassa seca
da parte aérea para o tratamento sem N e sem inoculacdo em amendoim,
provavelmente devido ao baixo teor de N do solo, favorecendo os tratamentos com
inoculacdo dos rizobios e da adubacdo mineral. A MSPA, em solos com baixos
teores de N e na auséncia de fertilizantes nitrogenados, representa um dos
principais indicativos das condi¢des nutricionais da soja (Souza et al., 2008). Ainda
de acordo com esses autores, essa variavel vem sendo usada como critério de
selecdo, essencialmente desde que foi feita a primeira selecdo de estirpes. Assim,
0s cinco isolados que apresentaram os maiores valores foram selecionados para o
teste de eficiéncia agrondémica a campo.

A massa seca da raiz (MSR) apresentou diferenca significativa nos diferentes
tratamentos, com o0s maiores Vvalores associados aos tratamentos que
apresentaram, também, producdo de MSPA significativamente superior, exceto para
o0 isolado T3.16G. Efeito significativo da inoculagéo na produgédo de MSR também foi
observado por Chagas Junior et al. (2014) estudando a promocdo de crescimento
em feijdo-caupi inoculado com rizébio e Tricoderma spp. no cerrado, quando as
plantas inoculadas apresentaram MSR significativamente superior do controle sem
inoculacao. A existéncia de algumas espécies de rizébio promotoras de crescimento
de plantas, segundo Gray & Smith (2005), pode explicar a producao significativa de
MSR promovida pela inoculacdo de alguns isolados, produzindo reguladores de
crescimento auxiliando no desenvolvimento radicular. Lima et al. (2012) avaliando a
diversidade e capacidade simbidtica de isolados bacterianos de nédulos de mucuna
cinza e and, em casa de vegetacao utilizando como substrato areia e vermiculita
autoclavados, também apontaram a producdo de reguladores de crescimento
vegetal para explicar o aumento do desenvolvimento radicular em tratamentos com
alguns isolados avaliados.

A CNPA foi a unica variavel no qual o efeito dos tratamentos ndo apresentou
diferenca significativa, pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) (Tabela 6). As plantas
inoculadas, mesmo com MSN significativamente superior para alguns isolados, néo
diferiram quanto ao conteudo de N da parte aérea comparado aos tratamentos sem
inoculacdo e sem N, inoculacdo com as estirpes de referéncia (SEMIA6156-6158) e
aplicacdo das diferentes doses de N (60; 120; 180 e 240 kg ha™). Com valores

proximos do encontrado por Ambrosano et al. (1997), de 2,76 dag kg™.
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O ANPA apresentou diferenca significativa (p<0,05). Destaque para 0s
isolados T1.17C (97,75 mg planta™); T2.19X (94,75 mg planta™); T2.19E (89,70 mg
planta™); T1.17M (86,42 mg planta™) e T2.19H (86,15 mg planta™), ndo diferindo da
doses de N: 120 (97,75 mg planta™); 180 (107,84 mg planta™) e 240 kg ha™ (107,28
mg planta™). Os mesmos isolados que apresentaram maior ANPA também foram os
que atingiram as maiores ER (%): 100,0; 96,9; 91,7; 88,4 e 88,1 nédo diferindo
estatisticamente entre si e também em relacdo as doses de 180 e 240 kg ha?, e
superior & dose de 60kg ha™. Apenas o isolado T3.16L (27,5%) apresentou
eficiéncia relativa inferior ao tratamento NATIVA (40,0%).

Com relacédo a dose de N que seria necessaria aplicar para corresponder ao
N fixado biologicamente, estimada pela regressdo MSPA em funcdo das doses
crescentes de N (Figura 1), os isolados que se destacaram em proporcionar as
maiores doses foram 0S mesmos que apresentaram maior produgdo de MSPA:
T2.19E; T1.17M; T2.19A; T2.19X e T2.19T, com doses estimadas em 146,4; 137,0;
125,6; 114,8 e 98,1 kg ha, superior ao tratamento nativa que ndo proporcionou
ganho, devido a baixa producdo de massa seca da parte aérea, e superior 2,3; 2,2;
1,9; 1,8 e 1,6 vezes ao tratamento nitrogenado adubado com a dose de 60kg ha ™,
respectivamente.

Avaliando a correlacdo de Pearson, é possivel observar que ela foi positiva
para a maioria das variaveis, exceto para a variavel CNPA em relacdo a MSR
(Tabela 7). Destaque para o alto coeficiente de correlacdo entre o ANPA e as
variaveis MSPA e ER, com 81,7 e 96,7 %, respectivamente. Além da MSPA com
DOSEN, 94,0 %.

Tabela 7 - Coeficiente de correlagdo de Pearson entre as variaveis: massa seca de nodulo (MSN),

raiz (MSR) e da parte aérea (MSPA), concentracdo (CNPA) e acimulo de N na parte aérea (ANPA),
eficiéncia relativa (ER) e dose N (DOSE N)

MSR MSN CNPA ANPA ER DOSE N
MSPA 0,668 0,400 0,105 0,817 0,773 0,940
MSR - 0,213 -0,137 0,430 0,409 0,647
MSN - - 0,142 0,365 0,332 0,351
CNPA - - - 0,645 0,644 0,086
ANPA - - - - 0,967 0,765
ER - - - - - 0,714

Valores negativos correspondem a correlagdo negativa.
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3.2 EFICIENCIA AGRONOMICA A CAMPO

De maneira geral pode-se observar que ndo houve diferenga significativa
(p<0,05) da inoculacdo com cada um dos cinco isolados selecionados em casa de
vegetacdo comparado aos demais tratamentos, para as variaveis MSN, MSR, MSPA
e ER (Tabela 8).

Contudo, o isolado T2.19A apresentou a maior MSN, 3,11 g planta™, em
média 2,0; 1,9 e 1,5 vezes maior que o controle nitrogenado (80kg ha™), o controle
sem nitrogénio e sem inoculacéo (nativa) e a inoculagdo com a mistura de duas
estirpes de referéncia (SEMIA6156-6158), respectivamente. As plantas que néo
foram inoculadas nem receberam a aplicagdo de N (nativa) apresentaram
nodulacdo, com MSN de 1,62 g planta™ (Tabela 8), similar a todos os tratamentos, e
populacdo estimada em 6,7x102 células de rizébio g de solo™® (Tabela 5). Esse
resultado mostra a existéncia de uma populagdo nativa estabelecida de simbiontes
de mucuna preta, em baixa populacdo, mas de elevada eficiéncia simbiotica. Além
do tratamento nativa, o controle nitrogenado também apresentou nodulacdo, com
massa seca de nddulos de 1,52 g planta™ (Tabela 8), menor valor, mas néo diferente
significativamente, evidenciando nodulacdo mesmo com aplicacdo da dose de 80 kg

de N ha, na forma de ureia.

Tabela 8 - Massa seca de nodulo (MSN), raiz (MSR) e da parte aérea (MSPA), concentracdo (CNPA)
e acumulo de N na parte aérea (ANPA), e eficiéncia relativa (ER) dos cinco isolados rizobianos
avaliados em campo e dos tratamentos adubacdo nitrogenada (80 kg de N ha™), inoculacdo da
mistura de estirpes de referéncia (SEMIA6156-6158) e controle sem inoculagédo e sem N (nativa)

MSN MSR MSPA CNPA ANPA 1IER
Tratamento 5 1 1 0

------- gplantat --------- (dag kg™)  (mg planta™) (%)
T2.19A 3,11a+1,85 0,99a+0,08 44,03a+3,41 2,42a+0,31 1066,25a+140,03 164,70a+45,35
T1.17M 1,79a+0,09 1,17a+0,18 40,16a+9,54 2,29a+0,09 1025,84a+206,35140,82a+49,74
T2.19E 1,91a+0,28 1,10a+0,23 37,65a+1,77 1,93b+0,24 729,38b+112,05 113,26a+28,72
T2.19X 1,77a+0,84 1,05a+0,14 37,95a+7,10 1,88b+0,24 694,96b+55,12 114,49a+3,99
T2.19T 2,12a+1,01 1,04a+0,06 36,36a+8,95 1,62b+0,15 573,63b+94,27 83,31latl,71
SEMIA6156-6158 2,06a+0,33 1,06a+0,14 34,63a+6,02 1,52b+0,21 537,26b+134,45 87,63a+18,52
80 kg 1,52a+1,34 0,85a+0,06 32,14a+5,49 2,12a+0,21 675,87b+104,86 100,00a+0,00
nativa 1,62a+0,44 1,01a+0,23 28,69a+2,65 1,78b+0,25 502,93b+31,98 83,49a+8,90
CV (%) 68,7 22,5 22,9 15,0 25,8 30,2

Médias, na coluna, seguidas por mesma letra nao diferem estatisticamente (p<0,05) pelo teste de
Scott-Knott. 1ER = ANPA de cada tratamento/ANPA do tratamento nitrogenado correspondente a

dose de 80 kg ha*
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Para MSPA, a inoculagcdo com os cinco isolados pré-selecionados em casa de
vegetacao nao diferiram (p<0,05) dos demais tratamentos. Entretanto, os isolados
T2.19A e T1.17M apresentaram desempenhos superiores, com producdo de MSPA
de 44,03 e 40,16 g planta™, promovendo incrementos de 15,34 (1943 kg ha); 11,89
(1506 kg ha™) e 9,4 g de MSPA planta™ (1191 kg ha™), e de 11,47 (1453 kg ha™);
8,02 (1016 kg ha’) e 553 g de MSPA planta® (701 kg ha') em relacdo aos
tratamentos nativa, nitrogenado (80 kg ha™) e inoculacdo com a mistura das estirpes
SEMIA6156-6158 (Tabela 8), respectivamente. Esse resultado mostra a importancia
da inoculagdo com estirpes mais eficientes na fixagdo biolégica de nitrogénio para
mucuna preta.

O tratamento sem inoculacao e aplicacdo de N, com produtividade de MSPA
de 3,6 t ha™ e acimulo de 63,7 kg de N ha™, apresentou resultados inferiores aos
encontrados por Favero et al. (2000), com 6,8 t de MSPA ha™ e acimulo de N de
205 kg ha, e Teodoro et al. (2009), com producdo de matéria seca de parte aérea
de 7,5t ha™ e acimulo de N de 199,87 kg ha™, ambos com colheita das plantas em
pleno florescimento, entre 140 e 180 dias. Esse resultado se deve a colheita precoce
das plantas, realizada aos 45 dias.

Entretanto, mesmo com a colheita antecipada, as plantas inoculadas com os
isolados selecionados em casa de vegetacdo apresentaram alta producao de MSPA
e acumulo de N, destaque para os isolados T2.19A promovendo producao de 5,6 t
ha* e acimulo de 135,1 kg de N ha?, e o isolado T1.17M com producéo de 5,1 t ha™
e acimulo de 113,8 kg de N ha™, valores inferiores, mas préximos aos encontrados
para a espécie, variando de 6 a 9 t ha™* de matéria seca e actimulo de N entre 180 e
350 kg ha™, com cultivo durante 140 a 180 dias, segundo Formentini (2008).

Com desempenho superior aos demais isolados testados, ao tratamento
nativa, & adubacdo com 80 kg de N ha™ e a mistura das estirpes SEMIA6156-6158,
ainda que nao diferindo estatisticamente, os isolados T2.19A e T1.17M se
mostraram bastante promissores para recomendacdo de inoculacdo em mucuna
preta.

Para a variavel CNPA houve diferenca significativa entre os tratamentos.
Destaque para as plantas inoculadas com os isolados T2.19A e T1.17M, com 0s

maiores teores de N na parte aérea, diferindo significativamente dos demais isolados
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testados e da inoculagdo com mistura das estirpes de referéncia, com concentragcéo
de 2,42 e 2,29 dag kg, e nao diferindo da aplicacéo de 80kg de N ha™.

Em relacdo ao ANPA, esses isolados também apresentaram os melhores
desempenhos, significativamente superiores aos demais tratamentos, com acumulo
de 1066,25 (135,1 kg ha™) e 1025,85 (113,8 kg ha™') mg planta™, respectivamente
(Figura 3). Incremento médio de N promovido com a inoculagdo do isolado T2.19A
de 563,32 (71,4 kg ha); 528,99 (67,0 kg ha) e 390,38 mg planta™ (49,5 kg ha™), e
pelo isolado T1.17M de 522,91 (50,1 kg ha™); 488,58 (45,7 kg ha) e 349,97 mg
planta™ (28,2 kg ha™), comparado ao tratamento nativa, a inoculacdo com a mistura
das estirpe de referéncia e a adubacao nitrogenada (80 kg ha™), respectivamente.
Vale ressaltar que o maior acimulo de N na parte aérea também esta associado a

maior producédo de MSPA.

kg ha!
160,0 -

140,0 -
B ANPA
120,0

100,0 -

a
a
b
b b
b b
80,0 - b
60,0 -
40,0
20,0 -
0,0 - Tratamento

80 Kg SEMIA nativa T2.19A T1.17M T2.19E T2.19X T2.19T

Figura 3 — Acimulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA) em kg ha™, de plantas de mucuna preta aos
45 dias de cultivo, inoculadas com a mistura de duas estirpes recomendadas pelo MAPA para a
espécie (SEMIA6156-6158), cinco isolados rizobianos pré-selecionados em casa de vegetacgdo, além
de dois tratamentos controles: nitrogenado (80 kg de N ha™ na forma de ureia) e nativa (sem
inoculacdo e sem N). Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5%.

Segundo Giller (2011), em média, 70 % do N acumulado em mucuna preta é
proveniente da fixacao biolégica do N,. Com base nessa afirmativa, pode-se estimar
que o incremento médio de N oriundo da FBN com a inoculagéo do isolado T2.19A
foi de 50,0; 46,9 e 34,7 kg ha™, e pelo isolado T1.17M de 35,1; 32,0 e 19,7 kg ha™,
comparado ao tratamento nativa, a inoculacdo com a mistura das estirpe de

referéncia e a adubacéo nitrogenada (80 kg ha™), respectivamente.
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Para ER n&o houve diferenga significativa entre os tratamentos, embora os
mesmos isolados que apresentaram producdao de MSPA significativamente superior,
também apresentaram maior ER, de 164,7% (T2.19A) e 140,8% (T1.17M)
comparado a adubacdo com 80kg de N ha™.

Quanto a correlacdo entre as variaveis, foi positiva entre todas, destaque para
a alta correlagdo entre ANPA e as variaveis MSPA e ER com 90,6 e 76,6%,
respectivamente (Tabela 9). Isso se deve a relacdo direta entre MSPA e ANPA, e
ainda, a ER usa como base de calculo o ANPA dos tratamentos com os diferentes
isolados rizobianos em relacdo ao tratamento nitrogenado. Além disso, mesmo
positiva, a correlagéo entre as variaveis MSN e CNPA foi a mais baixa (4,3%).

Tabela 9 - Coeficiente de correlag@o de Pearson entre as variaveis: massa seca de nddulo (MSN);

raiz (MSR) e da parte aérea (MSPA); concentracdo (CNPA) e acumulo de N na parte aérea (ANPA) e
eficiéncia relativa (ER)

MSR MSPA CNPA ANPA ER
MSN 0,098 0,427 0,043 0,400 0,329
MSR - 0,400 0,212 0,171 0,164
MSPA - - 0,045 0,766 0,593
CNPA - - - 0,659 0,675
ANPA - - - - 0,906

Valores negativos correspondem a correlagdo negativa.

Esses resultados mostram o alto potencial de fixagdo biol6gica de nitrogénio
dos isolados T2.19A e T1.17M tanto em casa de vegetacdo quanto, ainda mais, em
campo, promovendo grande producdo de MSPA e acumulo de N em menor tempo
de cultivo da leguminosa, importante em espécies usadas na adubacédo verde. Esse
resultado evidencia a importancia da inoculacdo em mucuna preta com rizébios
eficientes potencializando seu uso como adubo verde, favorecendo também, sua
insercdo em cultivos com rotacédo e sucessao de culturas. De acordo com Teodoro
et al. (2011), isso seria inviabilizado devido a permanéncia dessa espécie por longo
periodo na area de cultivo, por seu ciclo ser mais longo comparado a outras

espécies de adubo verde promovendo menor otimizacéo da area.

37



4 CONCLUSOES

A inoculagdo com os isolados T2.19E, T1.17M, T2.19A, T2.19X e T2.19T
promoveram as maiores producdes de MSPA em mucuna preta cultivada em vasos
com solo em casa de vegetacdo sendo selecionados para avaliacdo da eficiéncia
agron6mica a campo.

Os isolados T2.19A e T1.17M apresentaram grande potencial para a
producdo de inoculantes por promoverem acumulo de nitrogénio na parte aérea, no
campo, significativamente superior a aplicacdo de 80kg de N ha™, & inoculagcdo com
a mistura das estirpes recomendadas SEMIA6156 e SEMIA6158 e ao tratamento
sem inoculacdo e sem adubacdo nitrogenada. Porém, outros experimentos de
campo, por um periodo maior, ainda sdo necesséarios para melhor avaliacdo do

potencial de FBN desses isolados.
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