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RESUMO

Influéncia de aportes de nitrogénio no desenvolvimento inicial de guandu

O projeto foi desenvolvido na Embrapa Pecuaria Sudeste (Sao Catlos/SP) e dividido em
duas etapas. A primeira etapa consistiu em um experimento em campo, onde avaliou-se a
influéncia da inoculagdo com rizébios especificos, nao especificos e fertilizagao nitrogenada no
desenvolvimento inicial de duas linhagens de guandu. Os tratamentos foram representados por
inoculagao de sementes com estirpes de Bradyrhizobinm SEMIA 6156, recomendada para guandu;
estirpes de Bradyrbizobinm SEMIA 5079 5080, recomendada para cultura da soja; fertilizaciao
nitrogenada na dose de 50 kg.ha' Nj; e tratamento testemunha, aplicados na linhagem g6-95 e
cultivar BRS Mandarim. As plantas foram colhidas aos 40 dias apés emergéncia, e avaliadas
quanto aos parametros de crescimento e acumulo de N na parte aérea. A segunda etapa foi
representada por um experimento em casa de vegetagdao, com objetivo de avaliar as caracteristicas
relacionadas ao desenvolvimento vegetativo de duas linhagens de guandu sob influéncia de
inoculagao com rizébios especificos, nao especificos e doses de adubacio nitrogenada
combinadas ou nio com a inoculagdo, e seus efeitos sobre a abundancia de micro-organismos
rizosféricos. Os tratamentos consistiram em duas linhagens de guandu, inoculadas com estirpes
SEMIA 6156; estirpes SEMIA 5079 5080; doses de 10 kg.ha' N combinadas aos inoculantes;
fertilizacdo nitrogenada na dose de 50 kg.ha' N; e tratamento testemunha. As plantas foram
avaliadas aos 90 dias apds emergéncia, e avaliadas quanto aos parametros de crescimento e
nodulagiao. Os resultados demonstraram que niao houve diferenca entre as linhagens e estirpes
avaliadas, indicando as plantas inoculadas com SEMIA 5079 5080, produzem tanto quanto as
plantas inoculadas com rizébio especifico, e em condi¢des de campo produzem o equivalente
aquelas adubadas com fertilizante nitrogenado. O uso de 10 kgha' N nas plantas inoculadas
possibilitou maior produ¢ao de massa seca e melhorou os teores de N da parte aérea. A cultivar
BRS Mandarim, apresentou maior nodulacio que a linhagem g6-95, no entanto se mostrou
menos eficiente na absor¢cao de N, o que pode estar relacionado aos diferentes padrdes de
exsudagao radicular e interacbes com microbiota do solo rizosférico. No geral, o guandu
apresentou baixa especificidade, resultando em indices de eficiéncia simbidtica elevada mesmo
em solos sem inoculacio.

Palavras-chave: Cajanus cajan, Fixagao bioldgica de nitrogénio, Inoculagao, Adubagao nitrogenada



ABSTRACT

Influence of nitrogen sources on the initial development of the pigeon pea

The project was developed at Embrapa South-East Cattle Research Center (Sdo Carlos,
SP, Brazil) and divided into two experiments. The first experiment consisted of a field
experiment, where the influence of inoculation with specific and non-specific rhizobia and
nitrogen fertilization on the initial development of two pigeonpea lines was evaluated. The
treatments were represented by seed inoculation with Bradyrhizobium strains SEMIA 61506,
recommended for pigeon pea; Bradyrhizobium strains SEMIA 5079 5080, recommended for
soybean cultivation; nitrogen fertilization at a rate of 50 kg.ha' of N; and control treatment,
applied to line g6-95 and BRS Mandarim. The plants were harvested 40 days after emergence and
evaluated for growth parameters and shoot N accumulation. The second experiment was
conducted in a greenhouse, with the objective of evaluating the characteristics related to the
vegetative development of two pigeon pea lines under the influence of inoculation with specific
and non-specific rhizobia, and nitrogen fertilization rates combined or not with inoculation and
its effects on the abundance of rhizospheric microorganisms. The treatments consisted of two
pigeon pea lines, inoculated with Bradyrbizobium strains SEMIA 6156; Bradyrbizobium strains
SEMIA 5079 5080; nitrogen fertilization at a rate of 10 kg.ha’ N combined with inoculants;
nitrogen fertilization at a rate of 50 kgha' of N; and control treatment. The plants were
evaluated 90 days after emergence and evaluated for growth and nodulation parameters. The
results showed that there was no difference between the tested lines and strains evaluated,
indicating that plants inoculated with SEMIA 5079 5080 produce as much as plants inoculated
with specific rhizobia, and under field conditions they produce the equivalent of those fertilized
with nitrogen fertilizer. The use of 10 kg.ha' of N in the inoculated plants allowed increase of
production of dry mass and better levels of N in the shoot. The BRS Mandarim showed higher
nodulation than line g6-95, but was less efficient in N uptake, which may be related to different
patterns of root exudation and interactions with the rhizospheric soil organisms. In general,
pigeonpea had low specificity, resulting in high rates of symbiotic efficiency even in soils without
inoculation.

Keywotds: Cajanus cajan, Biological nitrogen fixation, Inoculation, Nitrogen fertilization
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1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa lugar de destaque na pecuaria mundial, possuindo o maior rebanho comercial de bovinos
(FAO, 2018), distribuidos em quase 200 milhées de hectares de pastagens (IBGE, 2019). Com a maior parte do
rebanho criada a pasto, a atividade se torna competitiva, devido aos menores custos de producio e adaptacio as
diferentes condi¢oes edafoclimaticas encontradas no Pais (DIAS-FILHO, 2014).

Contudo, devido ao baixo investimento no uso de tecnologias e insumos na formagao e manejo, estima-se
que grande patte das pastagens brasileiras apresentem algum grau de degradacio (DIAS-FILHO, 2014). O processo
de degradacio pode decorrer de diferentes causas, conforme cada situagdo especifica, envolvendo praticas
inadequadas de manejo da pastagem e pastejo, falhas no estabelecimento da pastagem, fatores biéticos e abidticos
(DIAS-FILHO, 2007). O fato de grande parte dos sistemas a pasto se encontrarem em dreas de Cerrado,
caracterizadas pela baixa fertilidade natural dos solos e longos periodos de estiagem (GODOY et al., 2003), também
influenciam no alto indice de degradacio.

Diversas técnicas voltadas a recuperacdo de pastagens tém sido sugeridas para reverter esse cenario,
visando o reestabelecimento da fertilidade do solo, aumento da produtividade de forragem e aumento das taxas de
lotagao animal. Desse modo, fica claro que a ado¢io de praticas para recuperagiao dessas areas reflete em ganhos
econoémicos e ambientais, na escala local, regional e global.

O plantio de leguminosas tem sido indicado como uma das técnicas para recuperacdo de pastagens. O
consércio possibilita a introducio de nitrogénio e proteina ao sistema através da interagdo simbiotica da leguminosa
com bactérias fixadoras de nitrogénio, resultando em beneficios para o solo, gramineas forrageiras e animais sob
pastejo. Essa técnica tem sido utilizada com sucesso na recuperacdo de pastagens degradadas e na manutencdo da
qualidade de pastos ja estabelecidos (NERES, et al., 2012; SOUZA et al., 2016; SILVA et al., 2018). A melhoria nas
estruturas fisicas, quimicas e biolégicas dos solos também tem sido atribuidas a diversificacdo das pastagens com
leguminosas (ALVARENGA et al., 1995; ALCANTARA et al., 2000).

Dentre as leguminosas utilizadas, destaca-se o guandu [Cajanus cajan (L.) Millsp.], que devido a sua
rusticidade, ¢ utilizado em diversas regides brasileiras. As diferentes linhagens de guandu selecionadas para o cultivo
no Brasil possuem, de forma geral, tolerancia a seca e a baixa fertilidade do solo, possuindo variagdo quanto as
caracteristicas morfolégicas e agronomicas. Devido a essa adaptabilidade, o guandu tem sido utilizado para multiplos
usos, como adubacido verde, cobertura de solo e producdo de forragem. Pela producio de grios de excelente
qualidade, é considerada também um importante recurso proteico para alimentagio humana, em pafses da Africa e
Asia, e em algumas regides brasileiras.

O guandu pode depender da fixacdo simbidtica para suprir o nitrogénio em grande parte de seu
desenvolvimento vegetativo, principalmente em condi¢Ges de baixa fertilidade de solo (VALARINI; GODOY,
1994). Considerando que a populagio de bactérias nativas no solo nem sempre ¢é capaz de estabelecer uma simbiose
eficiente com a planta hospedeira, a inoculagdo com rizobios selecionados torna-se indispensavel (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2000), garantindo o suprimento de nitrogénio via fixacdo biologica.

O uso de inoculantes com essas bactérias é bem difundido na cultura da soja, resultando em incrementos
na produtividade de graos e economia com o uso de fertilizantes nitrogenados (HUNGRIA et al., 2007). Devido a
consagracdo da técnica de inoculagdo e importancia da cultura, existe uma ampla variedade de inoculantes comerciais
com estirpes especifica para soja, diferente do que ocorre com os inoculantes selecionados para espécies de

leguminosas forrageiras e para adubacdo verde. Pelo facil acesso, muitos produtores utilizam inoculantes nao-
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especificos em sementes de guandu, buscando otimizar o processo simbiético, mas sem conhecimento sobre a real
eficicia da inoculacio.

Outra técnica que, aliada a inoculagdo visa melhorar a eficiéncia simbidtica ¢ a adigdo de pequenas doses
de fertilizante nitrogenado no inicio do desenvolvimento de leguminosas. Esta aplicacio busca fornecer substrato
para a formacio dos nédulos nas raizes, garantindo um melhor estabelecimento das plantas. Embora muito
questionado, resultados promissores tém sido relatados para diversas espécies de leguminosas.

Nesse contexto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia de aportes de
nitrogénio biolégicos e mineral aplicados sob condi¢ées de solo natural no estabelecimento de linhagens de guandu,

além de estudar seus efeitos sobre as comunidades de bactérias, arquéias e micro-organismos amonio-oxidantes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Guandu

O guandu [Cajanus cajan (L..) Millsp.] é uma leguminosa pertencente a familia Fabaceae, e tem como centro
de origem e de diversidade genética a India (GODOY; SANTOS, 2011), que detém cerca de oitenta por cento da
producio mundial (ICRISAT, 2021). Possui grande relevancia entre as leguminosas graniferas, sendo considerada
uma importante fonte proteica em muitos paises da Africa e da Asia, contribuindo para a seguranca alimentar em
areas que enfrentam os efeitos das mudancas climaticas globais (GODOY, et al., 2005; ICRISAT, 2021). No Brasil,
acredita-se que sua introducdo se deu pela rota dos escravos procedentes da Africa, tornando-se amplamente
distribuida e utilizada, com os mais diversos propésitos (SEIFFERT; THIAGO, 1983).

As linhagens de Cajanus cajan possuem diferencas marcantes nas caracteristicas morfologicas e no ciclo
vegetativo, devido a imensa variabilidade genética da espécie. O guandu caracteriza-se como arbusto, pubescente,
com habito de crescimento geralmente ereto, apresentando variacdo quanto a altura maxima alcancada pela planta,
numero de ramos primdrios e secundarios, cor e espessura de caule, forma do foliolo, cor da flor, padrio de
florescimento e caracteristicas da vagem e sementes (GODOY et al,, 1994; GODOY et al., 2003; GODOY et al,,
2005; PROVAZI et al.,, 2007). O sistema radicular pivotante atinge até dois metros de profundidade e possui sistema
de raizes laterais bem desenvolvido nas camadas superficiais do solo (GODOY;SANTOS, 2011). Dependendo da
linhagem e suas caracteristicas, o guandu pode ter um ciclo vegetativo anual ou perene de vida curta (SEIFFERT;
THIAGO, 1983).

Conhecido pela sua tolerancia as condi¢coes adversas de clima e solo (GODOY et al., 2005; SOUZA et al.,
2007) e por gerar produtos de elevado valor biolégico e nutritivo, o guandu pode exercer multiplas fungdes nos
sistemas agticolas, atuando como planta melhoradora de solos, na recuperacdo de areas degradadas, como planta
fitorremediadora, na recuperacio de pastagens, na alimentacdo de animais de producio (na forma de grios, forragem,
capineira, silagem ou feno) e na alimentagdo humana (AZEVEDO et al., 2007).

Segundo Souza et al. (2007), devido a sua tolerancia ao déficit hidrico, o guandu proporciona produgio de
forragem durante todo o ano, inclusive nos periodos secos, quando grande parte das forrageiras tropicais tem
crescimento limitado. Tal caracteristica, aliada a capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico, faz do guandu uma
importante estratégia para aumento da eficiéncia dos sistemas de produg¢io animal a pasto. Rodrigues et al. (2004)
relataram que nos meses de julho a setembro, o ganho de peso (g/dia) de novilhas leiteiras que tiveram acesso ao
banco de guandu (cv. BRS Mandarim) durante trés horas por dia em cinco dias da semana, foi quase 10% superior ao
das novilhas que nio tiveram acesso ao mesmo recurso forrageiro. Os autores também demonstraram o impacto da
oferta da leguminosa no custo de alimentacio (R$/kg de ganho de peso vivo), que tepresentou reducio de 21% em
relacdo a dieta semelhante, porém sem o acesso ao guandu.

O destaque das leguminosas forrageiras em ambientes pastoris se deve também a producio de forragem
com atributos nutricionais capazes de impactar positivamente a nutricio e sanidade dos animais (ANDRADE, et al,,
2015). Ao avaliarem linhagens puras e cultivares comerciais de guandu, Rodrigues et al. (2004) obtiveram producio
de até 16.000 kghalano de matéria seca, com teores de 16 a 18% de proteina bruta, o que representa
aproximadamente 2.500 kg.ha! de proteina bruta. Valores semelhantes de proteina bruta na matéria seca também

foram encontrados por Valarini e Godoy (1994) em acessos de Cajanus cajan. A concentracio de nutrientes, como
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nitrogénio, nas leguminosas forrageiras dependera do manejo atribuido as plantas, em relagio ao numero de cortes e
durac¢io do ciclo (FREIRE, 1992).

A contribuicdo potencial do guandu na recuperagio de areas degradadas ¢é frequentemente citada
(ALCANTARA et al,, 2000; BELTRAME; RODRIGUES, 2008; GODOY; SANTOS, 2011; OLIVEIRA et al,,
2017; TERRA et al., 2019), e pode ser atribuida a sua grande capacidade de reciclagem de nutrientes, demonstrada
pela elevada producio de massa seca e conteido de nutrientes em seus tecidos (ALCANTARA et al., 2000),

resultando em um aumento de nutrientes e matéria organica no solo em que se desenvolvem (FRANCO et al., 1995).

2.2. Aportes de nitrogénio para as plantas

O nitrogénio (N), por ser um constituinte dos acidos nucléicos e de proteinas, biomoléculas fundamentais
para todos os processos bioldgicos, é o nutriente requerido em maior quantidade pelas plantas (HUNGRIA et al.,
2007). A obtencdo do nitrogénio pelas plantas ocorre de diferentes formas, pela decomposicdo da matéria organica,
fixacdo nao-bioldgica, fertilizantes nitrogenados e fixac¢do biolégica do nitrogénio atmosférico. A fixacdo ndo-
bioldgica representa aproximadamente 10% das entradas de nitrogénio na Terra, resultantes de processos naturais,

como a reacao de descargas elétricas com o N, combustao e vulcanismo (HUNGRIA et al., 2007).

Nos solos, o nitrogénio estd presente sob a forma orginica e inorginica. As formas orginicas
correspondem aos componentes da matéria organica, como proteinas, peptideos, quitina, acidos nucléicos, bases
nitrogenadas e uréia, que sio mineralizados por micro-organismos no processo de decomposicio. Essa etapa envolve

a sintese de amoénia (NH,), utilizada no metabolismo energético dos decompositores e sua conversio em N
inorganico sob a forma de amé6nio (NH,"), tornando-se passivel de ser assimilado pelas plantas (MOREIRA;

SIQUEIRA, 2006; CHEN et al., 2014).

O aménio (NH,") nio assimilado como nutriente no solo ¢ convertido em nitrato (NO,”), em um

processo conhecido como nitrificagio. Os micro-organismos responsaveis pela transformagio sio denominados
amoénio oxidantes, ¢ incluem grupos especificos de bactérias (AOB) e archaeas (AOA). A nitrificagdo consiste em

duas etapas, sendo que inicialmente ocorre a oxidagao de NH,* para nitrito (NO,"), e posteriormente a oxidacdo do

nitrito para nitrato (DIAS, 2016). Sendo um processo de oxidagdo estritamente aerdbico, a nitrificacio demanda

oxigénio (O,), de modo que s6 pode ocorrer em ambientes aerados e ricos em O,, tais como as camadas mais

supertficiais dos solos, e predominantemente em solos mais arenosos (VICTORIA et al., 1992; DIAS, 2016).

A nitrificacdo no solo ¢ diretamente afetada por diversos fatores ambientais, entre os principais estio a
aeragdo, temperatura, umidade, pH e disponibilidade de substrato (amoénio). A disponibilidade de substrato é fator
crucial e estd relacionada a qualidade dos materiais em decomposicdo, em termos de relacio C:N e teor total de
nitrogénio (VICTORIA et al, 1992; MOREIRA; SIQUEIRA, 20006).

As leguminosas, como o guandu, sio geralmente ricas em nitrogénio apresentando baixa relacio C:N e,
por essa razdo, a liberacdo de nutrientes dos seus residuos propende a ser mais rapida em comparacio as plantas com
menor teor de nitrogénio, que apresentam alta relacio C:N e maior taxa de imobilizacio de nutrientes pelas
comunidades microbianas (FRANCO et al, 1995, CHEN et al, 2014). Entretanto, mesmo entre plantas
consideradas de baixa relagio C:N ha diferenca na taxa de liberagao de nutrientes, como demonstrado por Alcintara

et al. (2000), que ao avaliarem o efeito do guandu e da crotalaria (Crotalarea juncea 1..) sobre os atributos quimicos do
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solo em dreas de Brachiaria decumbens, observaram que o decréscimo do conteiido de N-NO,” + N-NH,* no solo sob

guandu ocorreu mais rapido, indicando o avango nos processos de mineralizagdao e nitrificacdo dos residuos do
guandu, em relagio aos residuos da crotalaria. No mesmo experimento, os autores observaram maior teor dos
compostos nitrogenados nas camadas mais superficiais do solo, evidenciando a maior intensidade dos processos
biolégicos nos ambientes mais aerados.

A disponibilizacdo de nitrogénio através da fertilizacdao nitrogenada, apesar do elevado custo, representa a
forma mais rapida de fornecimento do nutriente para as plantas (HUNGRIA et al, 2007). No entanto, devido a
complexidade da dinamica do nitrogénio no solo, esta interferéncia exerce profundas influéncias nas transformagdes
e fluxos desse elemento no sistema solo-planta-atmosfera. A baixa eficiéncia de utilizagdo do N pelas plantas, confere
um dos principais problemas atribuidos a fertilizacio nitrogenada, e estia diretamente relacionada as perdas via

volatilizagio da amonia, lixivia¢do do nitrato e emissao de 6xido nitroso (N,0) (COSTA et al,, 2006; VIEIRA, 2017).

Os jons de NH 4+, formados a partir da aplicacdo de fertilizantes, que nio foram absorvidos e

imobilizados, podem ser convertidos para forma nitrica, pela nitrificacdo. Além disso, pode ocorrer a transformacio

do amoénio em aménia (NH,), devido a alcalinizagio do meio durante a ripida hidrélise da uréia, ocasionando a
volatilizacio de amoénia. O aumento de NO,™ na solugio do solo o torna susceptivel a lixiviacio, por nio ser

adsorvido pelas particulas de argila e matéria organica. Este aumento de nitrato também estimula a desnitrificacio,

que ¢ a redugdo do nitrato a nitrogénio atmosférico, resultando nas perdas gasosas de N 0 e N, (VICTORIA et al,

1992; VIEIRA, 2017, BOURSCHEIDT et al., 2019).

De maneira geral, as perdas de nitrogénio ocasionadas pela fertilizagdo sio estimuladas pela presenca de
quantidades excessivas de nitrato e condi¢ées que favorecam as reagoes redutoras no solo. Para evita-las, o N
aplicado no solo precisa ser recuperado, e isso é possivel otimizando a utilizacdo do nitrogénio pelas plantas, que
dependera da espécie ¢ estidio de desenvolvimento vegetal, grau de fracionamento e dose aplicada, frequéncia de
utiliza¢do, presenca de animais, fatores ambientais e fertilidade do solo (COSTA et al., 2006; COSTA et al., 2010).

Embora sendo um dos elementos mais abundantes do planeta na forma gasosa (N,), o nitrogénio ¢

frequentemente o nutriente mais limitante do crescimento vegetal, pois sua assimilagdo pelas plantas ocorre

predominantemente sob as formas de amonio (NH,*) e nitrato (NO,”) (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; DIAS,
2016). Contudo, os gases atmosféricos também se difundem para o espago poroso do solo, permitindo que o N, seja

aproveitado por micro-organismos conhecidos como diazotréficos, amplamente distribuidos nos dominios Bacteria e

Archaea, capazes de reduzir o N-atmosférico 2 amonia (NH,) gracas a presenga e atividade do complexo enzimatico

da nitrogenase, no processo chamado fixagao bioldgica de nitrogénio (HUNGRIA et al., 2007; CASSETARI et al.,
2016; DIAS, 2016; VIEIRA, 2017).

A maioria dos organismos diazotréficos é de vida livre (assimbibticos) e pertence ao dominio Bacteria,
com ampla variedade de habitats, incluindo ambientes terrestres e aquaticos (DIXON; KAHN, 2004; MOREIRA;
SIQUEIRA, 20006). A fixa¢do biologica também ¢é realizada por micro-organismos simbidticos, através da associacio
com plantas da familia Leguminosae (Fabaceae) FREIRE, 1992). Na rizosfera, o reconhecimento inicial dos simbiontes
ocorre através da exsudacdo de compostos flavonoides e isoflavonoides pelas sementes e rafzes da planta, que ativam
genes especificos para etapa de nodula¢io ou estimulam o crescimento de bactérias no ambiente rizosférico
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; HUNGRIA et al., 2007; VIEIRA, 2017). A simbiose é facilmente identificada pela

formacido de estruturas especializadas nas raizes, chamadas nédulos. As bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas
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(BFNN) pertencem a classe Afphaproteobacteria (ordem Rhizobiales, géneros Allorhizobinm, Azorbizobium, Bradyrhizobiun,
Mesorhizobinm, Rhizobium e Sinorhizobinm), e sio coletivamente conhecidas como rizébios (CASSETARI et al., 2016).

Nos né6dulos, o nitrogénio atmosférico (N,) € fixado pelo rizébio e reduzido a N- NH, (aménia) pela agdo
da enzima nitrogenase. A amonia sintetizada ¢ transformada em fons NH * (amo6nio), através da incorporagio de

fons de H* presentes nas células bacterianas, sendo entdo distribuidos para planta hospedeira e incorporados em
diversas formas de N orginico, como aminoacidos, ureidos e amidas (HUNGRIA et al., 2007). Valores superiores de
nitrogénio contidos na biomassa do guandu, sio dados pela sua capacidade de fixar biologicamente o nitrogénio

atmosférico (N,) através da simbiose com as bactérias noduliferas do género Rbizobinm spp. e Bradyrhizobinm spp.

(VALARINL GODOY, 1994; ANAND; DOGRA, 1997; DEGEFU et al., 2018).

Contudo, a fixacdo biolégica de nitrogénio é energeticamente custosa as plantas, devido ao consumo de
energia armazenada na forma de ATP (Teixeira et al, 1998). O custo desse processo biolégico pode ser
contrabalanceado por uma simbiose altamente eficiente e melhor aproveitamento do N fixado (NEVES;
RUMJANECK, 1992). Com isso, a adogio da técnica de inoculagdo com estirpes bacterianas torna-se necessaria,
uma vez que nem sempre a populacdo nativa de BENN do solo é capaz de estabelecer uma simbiose mutualista com
o hospedeiro cultivado (MOREIRA; SIQUEIRA, 20006), como ocotre em solos de areas degradadas ou ocupadas

por culturas nao leguminosas, onde o guandu é comumente semeado.

2.3. A tecnologia de inoculagio de rizobios

O uso de inoculantes visa garantit o maior nimero de rizobios eficientes na rizosfera das plantas
cultivadas, e podem ser encontrados na forma sélida ou liquida, contendo a cultura das estirpes selecionadas ou uma
combinacio delas.

A turfa, forma sélida do inoculante, é o veiculo mais utilizado nas formulacGes, no Brasil e no mundo, por
apresentar diversas caracteristicas que resultam na maior sobrevivéncia das bactérias, como alta retencio de agua e
elevado teor de matéria organica. O uso de férmulas liquidas também ¢ difundido, principalmente pela facilidade de
aplicacio e menor desgaste de maquinas agticolas, e, embora ndo oferega a prote¢ao fisica e nutricional da turfa, é
possivel obter maior concentracio de células de rizébios no produto e na semente (BRANDAO JUNIOR;
HUNGRIA, 2000; HUNGRIA et al., 2007). Em ambos os casos, as sementes inoculadas devem ser secas 4 sombra e
semeadas imediatamente, pois os tizébios sdo sensiveis as temperaturas elevadas e perdem a viabilidade a medida
ficam expostas a pressio parcial de oxigénio (MOREIRA; SIQUEIRA, 20006).

A recomendacio de estirpes para uso como inoculante microbiano depende de analises técnicas para
validacdo da eficiéncia agronémica dessas bactérias. E desejavel que as estirpes de rizobio selecionadas para compor
os inoculantes comerciais contenham habilidade de formar nédulos e fixar nitrogénio na espécie-alvo, baixa
mortalidade na semente, compatibilidade com defensivos agricolas, capacidade de competir com rizébios nativos por
sftios de nodulagdo, potencial para colonizacdo rizosférica e migracdo, adaptabilidade as condi¢bes ambientais
variaveis, persisténcia no solo mesmo na auséncia do hospedeiro e eficiéncia de fixagdao na presenca de N combinado
no solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

No Brasil, diferentes institui¢oes de pesquisa sdo depositarias de cole¢es de culturas de rizébios, sendo a

colegio SEMIA, do Instituto de Pesquisas Agronomicas (IPAGRO, hoje FEPAGRO), a responsavel pela
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manutencdo e distribuicio das estirpes recomendadas para o uso em inoculantes comerciais para as culturas
leguminosas (MAPA, 2011).

No entanto, dado que o processo simbiético ¢ influenciado por varios fatores ambientais, nem sempre as
estirpes selecionadas alcancam seu maximo potencial no campo, em virtude da falta de adaptacio as condicbes em
que serdo utilizadas ou baixa competitividade com estirpes nativas (RUFINI, 2014; VIEIRA, 2017). Fernandes et al.
(2003), inoculando sementes de guandu com estirpes da colecio SEMIA recomendadas para a espécie, nio
observaram incrementos no crescimento vegetativo, teores de N nos tecidos e nodulacio das raizes, em solos dos
tabuleiros costeiros de Sergipe. Isso ocorreu, segundo os autores, em consequéncia da baixa adaptabilidade das
estirpes as condi¢oes edafoclimaticas da regido e incapacidade de competitem com populagoes de rizébios ja
estabelecidos no solo.

O guandu é uma leguminosa altamente promiscua, com capacidade de nodular com bactérias fixadoras de
nitrogénio de crescimento lento e rapido, como as estirpes de Rhizobium spp. e Bradyrbizobium spp., respectivamente.
Contudo, estirpes de Bradyrhizobium se mostram simbioticamente superiores as estirpes de Rhizobinm (ANAND;
DOGRA, 1997). A promiscuidade pode ser um fator limitante a fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), e devido a
esta caracteristica relatada no guandu, cuidados devem ser tomados na inoculacio visando alcangar o maior numero
de células de estirpe eficiente e selecionada, garantindo vantagem competitiva pelos sitios de infec¢do em relagio as
populagbes nativas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2000).

As duas estirpes de BFNN aprovadas como inoculantes para o guandu, pertencem ao género
Bradyrbizobinm, sendo elas a estirpe SEMIA 6156 (CPAC F2) e SEMIA 6157 (BR 2801), isoladas de Crotalaria
spectabilis ¢ Cajanus cajan, respectivamente (MAPA, 2011). De acordo com Valarini e Godoy (1994), o guandu pode
suprir mais de 90% do nitrogénio necessario ao seu desenvolvimento através da simbiose com Bradyrhizobinm spp.
Utilizando inoculantes SEMIA 6156 ¢ SEMIA 6157 em sementes de guandu, Oliveira et al (2009) observaram que as
plantas inoculadas produziram tanto quanto as plantas adubadas com 50 kg.ha! de N mineral.

No entanto, em muitas situagdes, tem sido indicado na semeadura do guandu o uso de inoculantes
recomendados para outras culturas, como a soja. Essa situacdo decorre tanto pela baixa oferta de inoculante
comercial préprio para o guandu, como pelo desconhecimento da necessidade de uso de inoculantes especificos por
parte de alguns produtores e técnicos (ZILLI et al., 2011).

Para a inoculacdo da soja sdo recomendadas quatro estirpes de rizébio, sendo duas de Bradyrhizobium
elkanii (SEMIA 587 ¢ SEMIA 5019), e duas de B. japonicum (SEMIA 5079 ¢ SEMIA 5080). As combina¢bes mais
utilizadas tém sido a SEMIA 587+SEMIA 5019, em éreas ja cultivadas no sul do Pais, e a SEMIA 5079+SEMIA
5080, nos Cerrados (HUNGRIA et al., 2007; MAPA, 2011). A técnica demonstrou importante impacto nos custos
de producio da soja no Brasil, pela substituicio total dos adubos nitrogenados (MENDES et al., 2003).

O uso de estirpes nao especificas tem apresentado resultados variados. Ao comparar o uso da estirpe
SEMIA 5019 com estirpes aprovadas como inoculante para guandu (SEMIA 6156 e 6157) em cultivo de guandu-
ando, Rufini et al. (2014) ndo observaram diferencas para as variaveis nimero de nédulos, massa seca da parte aérea,
teor e acimulo de nitrogénio e eficiéncia relativa. Ja Alaswad et al. (2019), sugerem o uso de estirpe de soja mutante
de B. diazoefficiens, por garantir maior competitividade sobre os rizébios nativos e formagio de nédulos eficientes em
guandu. Utilizando rizébios isolados de feijao-caupi, Guimaraes et al. (2016) observaram potencial para uso em
guandu BRS Mandarim. Em contrapartida, Carvalho et al. (2008) relataram que embora tenha havido nodulagdo do

guandu a partir de rizébio especifico para cultura da soja, ela nio demonstrou eficiéncia simbiotica significativa.
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2.4. Efeito da fertilizagdo nitrogenada na FBN de leguminosas

Diversos fatores quimicos, fisicos, bidticos e abidticos interferem na associacdo do rizébio com as
leguminosas, seja na etapa de estabelecimento, desenvolvimento ou funcionamento da simbiose. A ineficiéncia ou
auséncia da nodulagdo pode estar relacionada aos efeitos destes fatores, que variam de acordo com a bactéria, planta

e ambiente, afetando diretamente a fixacdo biologica de N ) (FREIRE, 1992; FRANCO; NEVES, 1992; MOREIRA;

SIQUEIRA, 2006; CASSETARI et al., 2016).

A disponibilidade de N mineral no solo exerce importante influéncia na fixacdo de nitrogénio. O
processo simbidtico sé ocorre em situagoes de deficiéncia deste nutriente, por outro lado, o rizébio necessita dele
para infec¢do, formacdo e crescimento do nédulo (FRANCO; NEVES, 1992; CASSETARI et al.,, 2016). Deste
modo, o excesso de N mineral na solu¢do do solo reduz drasticamente a nodulagdao das leguminosas, que ocorre em
resposta as demandas nutricionais da planta (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Ja a disponibilidade de pequenas doses
do nutriente no inicio do crescimento radicular podem aumentar os sitios de infeccdo e, portanto, promover maior
formacio de nédulos (TSAI et al., 1993), beneficiando a FBN.

Em determinadas culturas leguminosas que apresentam nodulagdo tardia, fixam N durante um curto
periodo ou apresentam baixo potencial de FBN, a aplica¢do de pequenas doses de nitrogénio tem funcionado como
uma dose de arranque (MOREIRA; SIQUEIRA, 20006), como ¢é o caso do feijoeiro-comum (TSAI et al., 1993;
BRITO et al., 2011; SOARES et al., 2016) e caupi (XAVIER et al., 2008).

No guandu, a nodulagio comega quinze dias ap6s a semeadura e continua por até 120 dias, declinando
devido a maior demanda de carboidratos na fase granifera (GODOY; SANTOS, 2011), o que presumivelmente

resulta em menor oferta de fotoassimilados para os bacteroides e esqueletos de carbono para incorporagio da NH,

produzida pela nitrogenase (HUNGRIA et al., 2007). Nos primeiros dias ap6s a germinagio, as plantulas utilizam as
reservas de nitrogénio presente nos cotilédones para o crescimento e, muitas vezes estas reservas se esgotam antes da
planta estabelecer a simbiose com o riz6bio, apresentando algumas vezes sintomas de clorose.

A atividade dos rizobios, na simbiose com leguminosas, ¢ regulada pela troca de carbono e nitrogénio
entre a planta e a bactéria no ambiente rizosférico (LI et al, 2019). Os exsudatos liberados pelas raizes, sdo a
principal fonte de entrada de carbono assimilavel no solo, promovendo tanto o aumento como a intensificagdo das
fun¢Ges microbianas na rizosfera (ROMAGNOLI; ANDREOTI, 20106), e praticamente tudo o que afeta o
crescimento vegetal, afeta a exsudagdo de substancias organicas pelas rafzes (CARDOSO; FREITAS, 1992). Logo,
técnicas que promovem o crescimento da planta, também podem contribuir para a fixacdo biolégica de nitrogénio.

O uso de pequenas doses de nitrogénio nas fases iniciais do crescimento em algumas leguminosas tem

surtido resultados promissores na nodulagio, fixacdo de N, e produtividade. Em estudos conduzidos por Brito et al.

(2011), a aplicacio de 15 mg.N.kg! de solo na semeadura do feijoeiro possibilitou melhor resultado econdémico para
a cultura, e contribui em maior teor de N na parte aérea oriundo da FBN. De acordo com Tsai et al. (1993) essa dose
de N (15 mg.kg! de solo) no inicio do ciclo do feijoeiro, melhoram as condi¢oes para a formagio de nédulos e as
taxas gerais de fixagdo bioldgica, com énfase para os plantios em solos de média fertilidade. Outros beneficios foram
observados por Soates et al. (2016) com aplicagdo de 20 kg.ha' N em conjunto a inoculagdo com rizébio, que devido
ao melhor desenvolvimento radicular e consequente estabelecimento da simbiose, apresentou aumentos no
rendimento de grdos e economia de aproximadamente 60 kg.ha'! de adubo nitrogenado. Em cultivo de Astragalus
sinicus L., Li et al (2019) demonstraram que a aplicagdo de pequenas doses de N, aumentou o peso seco das plantas,

fixacdo bioldgica e a abundancia do gene nifH (que codifica a nitrogenase) nos nédulos das raizes. Resultados com
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leucena (Leucaena leucocephala), foram relatados por Sanginga et al. (1988, apud Dogra e Dudeja,1993, p.152), e
indicaram que a inoculagéo junto a aplicacio de 40 kg.ha! N na fase inicial, beneficiou as plantas durante toda fase
de crescimento, enquanto as plantas nao adubadas tiveram a fixacdo biolégica adiada por aproximadamente oito
semanas.

As leguminosas forrageiras, como o guandu, tém grande importincia na consorciacio e recuperacio de
pastagens degradadas. De modo geral, essas areas apresentam condicdes de baixa a média fertilidade de solo, que
pode comprometer o desenvolvimento inicial das plantas. A aplicagio de nitrogénio em pequenas doses no
estabelecimento das leguminosas, tem apresentado efeito benéfico quando utilizada em solos com estas condi¢Ges
(HUANG et al, 2017), garantindo as leguminosas a capacidade de aumentar a diversidade funcional destas areas ja

nos primeiros dias apds o seu estabelecimento.
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3. APORTES DE NITROGENIO NO DESENVOLVIMENTO INICIAL DE LINHAGENS DE GUANDU

RESUMO

O desenvolvimento inicial do guandu ¢é considerado lento, em comparagio a outras
forrageiras cultivadas, e pode representar um desafio resultando em maior necessidade de tratos
culturais e um menor densidade do estande. Aliada a selecdo de linhagens de melhor aptidao agricola,
a inoculagdo surge como uma estratégia para garantitr o melhor estabelecimento e produ¢ido de
biomassa de leguminosas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da inoculagdo com rizébios
especificos (SEMIA 6156), ndo especificos (SEMIA 5079 5080) e fertilizagdo nitrogenada no
crescimento inicial de duas linhagens de guandu. O experimento foi conduzido em campo na
Embrapa Pecudtia Sudeste (Sdo Carlos/SP), utilizando-se delineamento inteiramente aleatorizado e
quatro repeti¢cdes, . Nao houve diferenca para os parimetros de crescimento entre as linhagens e
aportes de N avaliados, indicando que nas condic¢Ges de solo utilizadas, o uso de estirpes SEMIA 5079
5080, na inoculagdo de sementes de guandu, induzem a mesma taxa de crescimento, acimulo de
massa seca e nitrogénio que a estirpe SEMIA 61506, recomendada para a cultura. Dependendo das
condi¢Oes ambientais, tanto a inoculagio com rizébios comerciais como a adubagio nitrogenada
podem ndo ter efeito sobre os parimetros de crescimento e acumulo de nitrogénio em plantas de
guandu, pelo favorecimento da simbiose com rizébios nativos ou a absor¢do de N do solo em
detrimento da fixacio.

Palavras-chave: Cajanus cajan, inoculagdo, nitrogeénio, fixacio biolégica de nitrogénio.

ABSTRACT

The initial development of pigeon pea is considered slow, compared to other cultivated
forages, and can represent a challenge, resulting in a greater need for cultural treatments and a lower
stand density. Allied to the selection of lines with the best suitability, inoculation appears as a strategy
to ensure the best establishment and production of legume biomass. The objective of this study was
to evaluate the influence of inoculation with specific (SEMIA 6156), non-specific (SEMIA 5079 5080)
rhizobia and nitrogen fertilization on the initial development of two pigeon pea lines. The experiment
was conducted in the field at Embrapa South-East Cattle Research Center (Sdo Carlos, SP, Brazil),
using a completely randomized design, with four replications, arranged in 2x4 factorial outline. There
was no difference for the growth parameters between the lines and N sources evaluated, indicating
that under the soil conditions used, the utilization of strains SEMIA 5079 5080 in the inoculation of
pigeon pea seeds, induces the same growth rate, dry mass and nitrogen accumulation than the strain
SEMIA 6156, recommended for the pigeon pea. Depending on the environmental conditions, both
inoculation with commercial rhizobia and nitrogen fertilization may have no effect on growth
parameters and nitrogen accumulation in pigeon pea shoot, by favoring symbiosis with native rhizobia
or the absorption of N from the soil at the expense of fixation.

Keywords: Cajanus cajan, inoculation, nitrogen, biological nitrogen fixation.

3.1. Introdugao

O guandu possui desenvolvimento inicial geralmente lento, sendo observado tanto em cultivares

comerciais como em linhagens selecionadas pela Embrapa Pecuaria Sudeste (SANTOS et al., 1998; OLIVEIRA;
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GODOY, 2021). Essa caracteristica resulta em maturacdo mais tardia, e pode ser atribuida as dificuldades da planta
jovem em assimilar os nutrientes requeridos para o seu crescimento.

Embora seja uma planta considerada promiscua, a simbiose com os rizébios nativos do solo pode nio ser
suficiente para garantir uma fixacdo de nitrogénio eficiente. A inoculacio surge como um estimulo para que a
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio ocorra mais rapido e de maneira eficiente, assegurando a oferta deste
nutriente e garantindo maiores incrementos de biomassa nos estagios iniciais da planta, principalmente em solos de
baixa fertilidade (HUNGRIA et al., 2007; CONCHA; DOERNER, 2020), onde o guandu é comumente utilizado,
seja na forma de adubacio verde ou recuperacio de pastagens degradadas.

Para diversas leguminosas de importancia agricola, foram selecionadas estirpes especificas, baseadas em
ensaios que buscaram a alta capacidade fixadora de nitrogénio e incrementos na produgdo. No Brasil, a principal
institui¢do responsavel pela manutencio e distribui¢do destas estirpes, recomendadas para uso comercial, ¢ a Cole¢do
SEMIA. Contudo, mesmo havendo rizobios selecionados, nem todas estio facilmente disponiveis para o produtor,
como ¢ o caso das estirpes recomendadas para o guandu.

Diferente do guandu, os inoculantes com estitpes recomendadas para a cultura da soja possuem oferta
menos limitada, sendo, muitas vezes utilizados na implantagdo de leguminosas forrageiras e adubagio verde. O uso
de inoculantes nio especificos tem sido bastante questionado, pois mesmo apresentando bons indices de nodulagio,
a eficiéncia da fixacdo ndo é garantida (ZILLI et al., 2011).

Objetivou-se com este trabalho avaliar a influéncia da inoculagdio com rizébios especificos, nio

especificos e fertilizagdo nitrogenada no crescimento inicial de linhagens de guandu.

3.2. Material e Métodos

3.2.1. Caracteristicas da area experimental

O experimento foi conduzido em area experimental da Embrapa Pecuaria Sudeste, localizada em Sio
Catlos, Sdo Paulo (21°57°42”S, 47°50°28”W, e 860 m de altitude), no petiodo de 25 de janeiro a 05 de marco de
2019.

O clima do local ¢ denominado subtropical do tipo Cwa, com inverno seco e verdo quente, de acordo
com a classificacdo de Képpen. Os dados climaticos, referentes a temperatura do ar e precipitagdo pluvial, do
petiodo experimental foram adquiridos na estagio meteoroldgica da Embrapa Pecuaria Sudeste e sdo descritos na

Figura 01.
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Figura 1. Dados de temperatura maxima (T.max), minima (T.min) e média (T.méd) do ar e precipitagio pluvial durante o petiodo
experimental.

O solo do local é classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo distrofico, com textura média
conforme Embrapa (1999). Amostras de solo foram coletadas em novembro de 2018, a fim de verificar a
necessidade de correcio e adubagdo do solo. As amostras foram enviadas ao laboratério de Solos da Embrapa

Pecuaria Sudeste para analise quimica (Tabela 1).

Tabela 1. Anilise quimica do solo na camada de 0 a 20 cm da 4drea experimental.

pH MO P K Ca Mg H+Al Al SB CIC V m

CaCl2 gdm® mgdm? mmolcdm? %

5,2 31 12 0,9 24 11 34 1 36 70 51 3

P calculado pelo método de extragdo com resina de troca idnica; SB = soma de bases; CT'C = capacidade de troca

catibnica; V = saturacdo por bases

O preparo de solo foi realizado de forma convencional no inicio do més de janeiro, através de gradagem.

Logo apés, a drea experimental foi demarcada com estacas de madeira, delimitando-se as parcelas experimentais

(Figura 2).
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Figura 2. Vista das parcelas experimentais

3.2.2. Tratamentos e delineamento experimental

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente aleatorizado, com quatro repeticdes e esquema
fatorial (2x4), envolvendo duas linhagens de guandu (Cajanus cajan) e quatro estratégias de aporte de nitrogénio. As
duas linhagens foram g3-94 (BRS Mandarim) e g6-95, submetidas a inoculagdo com estirpe de Bradyrbizobinm spp.
SEMIA 6150, estirpe de Bradyrhizobium spp. SEMIA 5079 5080, adubacio com 50 kg.ha' de N e testemunha (sem
inoculagdo e adubagio nitrogenada).

As parcelas experimentais possufam uma area total de 8m?, constituida de quatro linhas de 4 m espagadas
0,5 m, e entre as parcelas foi adotado o espagamento de 0,5 m. Para a area util, foram consideradas as duas linhas
centrais, excluindo-se as linhas da bordadura e¢ mais 1,5 m das cabeceiras de cada parcela, resultando 1 m? de area

util.

3.2.3. Inoculagao das sementes e semeadura

Foi realizada a determinagdo do peso de 100 sementes das duas linhagens utilizadas, resultando em 13 g
para a linhagem G3-94 ¢ 17 g para a linhagem G6-95. As sementes foram previamente tratadas com fungicida
sistémico e de contato do grupo quimico Carboxina e Tiram (Vitavax Thiram 200 SC).

Foram utilizados dois inoculantes comerciais, sendo um aprovado como inoculante para guandu,
composto pela estitpe SEMIA 6156 (Bradyrhizobium spp.), apresentado sob a forma de turfa e contendo,
aproximadamente, 4,7.108 UFC.mL; ¢ outro indicado para a cultura da soja, composto pelas estirpes SEMIA 5079 (B.
Japonicun) e 5080 (B. diazvefficiens), apresentado sob a forma liquida e contendo 5,0.10° UFC.mL.

As sementes foram desinfetadas e inoculadas conforme recomendacdes dos fabricantes, ou seja, na
proporcio de 400 mL por hectare do inoculante liquido (SEMIA 5079 5080) e 50 g do inoculante turfoso (SEMIA

6156) para 5 kg de sementes. Para aderéncia do inoculante turfoso, fez-se necessitio o uso de solu¢do agucarada
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(agtcar comercial diluido em 4gua destilada) na propor¢io de 100 mL para 10 kg de sementes. Em seguida, as
sementes foram mantidas a sombra até o momento do plantio.

A adubacio de fundagio foi realizada de forma manual, sendo a quantidade de adubo aplicada equivalente
a 200 kg.ha! de P2Os e 160 kg.ha! de KO, na forma de superfosfato simples e cloreto de potassio, respectivamente

A semeadura também foi realizada manualmente em sulcos com profundidade de 3 a 4 centimetros, na
densidade de 9 sementes por metro e espagamento entre as linhas de 0,5 metros, totalizando aproximadamente 20
kg.ha'! de sementes de guandu, conforme as recomendac¢oes de plantio de Oliveira et al (2017).

A adubagio nitrogenada de cobertura foi realizada utilizando-se uréia em quantidade equivalente a 50
kg.ha'! N. O adubo foi distribuido ao lado das linhas de guandu nas parcelas destinadas ao tratamento fertilizado.

As plantas da area util da parcela foram colhidas aos 40 dias ap6s emergéncia (DAE) para as avaliagoes.

3.2.4. Parametros de crescimento

3.2.4.1. Altura das plantas

A altura das plantas foi avaliada aos 40 dias ap6s a emergéncia com o auxilio de uma régua, medindo da
superficie do solo ao peciolo da tltima folha formada. Foi adotado o valor da média de todas as plantas presentes na

area util da parcela.

3.2.4.2. Diametro do caule

O diametro do caule das plantas presentes na area util da parcela foi avaliado aos 40 dias apos a

emergéncia com auxilio de um paquimetro, utilizando a marca dos peciolos das folhas primarias como referéncia.

3.2.4.3. Indice de clorofila

O indice de clorofila foi avaliado aos 40 dias apds a emergéncia com auxilio de um clorofilémetro modelo
ClorofilLOG® CFL 1030. As leituras foram realizadas em quatro plantas tomadas ao acaso da area util de cada

parcela e o valor final da leitura foi obtido da média aritmética dos valores.

3.2.4.4. Massa seca da parte aérea

A massa seca foi determinada aos 40 dias apés a emergéncia. Foram coletadas, rente ao solo, todas as
plantas da area util da parcela. A parte aérea foi acondicionada em sacos identificados e pesadas para determinagio
do peso verde. Apds a pesagem, foram separados 500 g do material verde, acondicionados em sacos de papel
identificados e colocados em estufa de circulacdo forcada ajustada a 60° C por 72 horas, para estimativa da

porcentagem de matéria seca e determinacdo da massa seca total.
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3.2.4.5. Relagio folha:caule

Para obtencio da relagao folha:caule, apds a pesagem da massa verde, uma por¢ao de aproximadamente
500 g do material foi reservada para separacdo das folhas (considerou-se o peciolo e limbo foliar), com auxilio de
tesouras. As folhas e caule foram acondicionados em sacos de papel identificados e colocados em estufa de
circulacdo forcada ajustada a 60° C por 72 horas, para determinacido do peso seco. Apds pesados, foi feita a

determinacio da relagio de folha e caule de cada tratamento.

3.2.4.6. Concentragao de nitrogénio na parte aérea

O material vegetal foi previamente seco em estufa de circulagio forcada ajustada a 60° C por 72 horas e
depois moido a fino p6. A concentragio de nitrogénio total foi determinada pelo método Microkjedahl e expresso

em g.kg! N na massa seca da parte aérea.

3.2.4.7. Eficiéncia relativa de fixagdo de nitrogénio

Para obtencdo da eficiéncia relativa de uso de N realizou-se um calculo adaptado da expressio proposta

por Brockwell et al. (1966) e citado por Muniz et al. (2017):

Ef(%) = N inoculado — N testemunha % 100
(%) = N adubado — N testemunha

Sendo, Ef (%) = Eficiéncia relativa de absor¢iao de N; N inoculado = Total de nitrogénio da parte aérea
dos tratamentos inoculados; N testemunha = Total de nitrogénio da parte aérea do tratamento testemunha; N
adubado = Total de nitrogénio da parte aérea dos tratamentos fertilizados. As classes de Ef(%) consideradas pelos
autores na selecio de estirpes sio: 0 a 20 (ineficiente), 21 a 40 (muito baixa), 41 a 60 (baixa), 61 a 80 (média), 81 a 100

(alta) e maiores que 100 (muito altas).

3.2.5. Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo programa R Studio versdao
4.0.5. Todas as variaveis analisadas apresentaram homogeneidade de vatiancia do residuo. As médias foram
comparadas ao nivel de significincia de 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

Os coeficientes de correlagdo de Spearman foram calculados utilizando o pacote do programa R Studio,

versdao 4.0.5, determinando as associagdes significativas entre as variaveis discriminadas.
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3.3. Resultados e Discussao

A partir da andlise dos dados, observou-se que niao houve interacio entre as linhagens de guandu e
aportes de nitrogénio sobre as variaveis em estudo. Com exce¢do do teor de nitrogénio da parte aérea, as demais
varidveis nao foram influenciadas pela linhagem, fontes de inoculacio e adubagao nitrogenada.

A altura de plantas e didmetro de caule ndo diferitam entre as linhagens de guandu aos 40 DAE (Tabela
2). Esses resultados se opSem aos encontrados por Godoy et al. (2003), onde mesmo no perfodo de florescimento,
diferencas na altura de plantas e espessura de caule foram observadas entre a BRS Mandarim e linhagem g6-95.

Diversos estudos destacam a cultivar BRS Mandarim pela maior producio de matéria seca total e de
folhas, quando comparada com outras cultivares e linhagens selecionadas (GODOY et al,, 2005; FERNANDES et
al., 2007; CARELLOS, 2013). No presente estudo, ndo houve diferenga estatistica entre as linhagens avaliadas para
MSPA, MSF e MSC aos 40 DAE. Vale ressaltar que ambos os acessos foram selecionados para MSF, e embora a
linhagem g6-95 tenha apresentado bons resultados agronémicos, nio se destacou como a g3-94, lancada

posteriormente como cultivar BRS Mandarim (GODOY et al., 1994; GODOY et al., 2005).

Tabela 2. Efeito das linhagens de guandu para altura (AP), didmetro de caule (DPA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa
seca de folha (MSF), massa seca de caule (MSC) e relacio folha:caule (RFC) aos 40 DAE.

AP40 DPA MSPA MSF MSC
Tratamentos RFC
(cm) (mm) (gramas) (gramas) (gramas)
BRS Mandarim 51 45 60 39 21 2,03
Linhagem g6-95 46 4.4 59 40 19 222
P-valor ! 0,1779™  0,7875™  0,8987™°  0,8889™  0,5396™°  0,2796™°
CV (%) 2 18,13 19,11 37,99 37,64 40,22 21,11

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05); * CV = Coeficiente de

variagdo; 2 NS = diferenca estatistica no significativa.

O desenvolvimento inicial relativamente lento do guandu, embora vantajoso em cultivos integrados para
produgio de grios e silagem, por resultar em periodos distintos de maior exploragio dos recursos pelas espécies em
consércio (BARRETOS; FERNANDES, 2010; PARIZ et al., 2015; CIRIACO, 2020), ¢ tido como um dos
principais desafios para sua adogdo em sistemas pastoris. A utilizacdo de inoculantes de rizébios tem sido apontada
como uma ferramenta para garantit um melhor estabelecimento de leguminosas (HUNGRIA et al, 2007;
OLIVEIRA, et al., 2009; BRITO et al., 2011), e pode ser avaliado através de parametros de crescimento, como altura
e massa seca dos componentes vegetais (SANTOS et al., 1998). Neste estudo ndo foram encontradas diferengas

significativas para estes parametros (AP, DAP, MSPA, MSF e MSC), nos aportes de nitrogénio avaliados (Tabela 3).
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Tabela 3. Efeito do aporte de nitrogénio para altura (AP), didmetro de caule (DPA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa
seca de folha (MSF), massa seca de caule (MSC) e relacio folha:caule (RFC) aos 40 DAE.

AP40 DPA MSPA MSF MSC
Tratamentos RFC

(cm) (mm) (gramas) (gramas) (gramas)
SEMIA 5079 5080 44 40 55 37 17 2,26
SEMIA 6156 52 5,0 71 46 26 1,81
50 kg.ha™ 46 4.4 44 30 14 2,31
Testemunha 51 45 69 46 23 2,10
P-valor ! 02675~ 03676™°  0,1052"°  0,1482™  0,0590™°  0,1915™
CV (%) 2 18,13 19,11 37,99 37,64 40,22 21,11

Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05); 'CV = Coeficiente de

variacio; 2NS = diferenca estatistica ndo significativa.

A auséncia de efeito significativo, principalmente entre o tratamento testemunha (ndo adubado ou
inoculado), pode ser atribuida ao fato das plantas terem absorvido o nitrogénio de fontes alternativas a fixagdo
biolégica pelas estires inoculadas, como N-organico presente no solo ou FBN pela simbiose com rizébios nativos.
Embora nem sempre a populagio nativa seja capaz de estabelecer simbiose eficiente com o hospedeiro cultivado, é
possivel que haja ocupacio dos sitios de infecgio, influenciando a fixacdo de N2 (MOREIRA; SIQUEIRA, 2000).

Resultados semelhantes de MSPA e NPA foram obtidos por Oliveira et al. (2009), para a cultivar BRS
Mandarim inoculada com estirpes SEMIA 6156 ¢ SEMIA 6157 em relacdo aos tratamentos adubado com 50 kg.ha!
N e testemunha, tanto cultivados em solo autoclavado como natural.

Ao avaliarem o uso de inoculantes aprovados para cultura da soja (SEMIA 5019) em guandu-anio sob
condi¢Ges de campo, Rufini et al. (2014) nio encontraram diferencas para caracteristicas morfologicas, nodulagio e
acumulo de N na parte aérea. Contudo, no ensaio em casa de vegetacao, utilizando solo natural, valores superiores de
N na parte aérea foram observados no tratamento com adubacdo nitrogenada.

O teor de nitrogénio foi diferente entre as linhagens estudadas (Tabela 4), apresentando maior valor na
linhagem g6-95. Segundo Godoy et al. (1994), na avaliacio de germoplasma de guandu, a selegdo de acessos para o
critério NPA ¢ bastante desafiadora, devido a grande influéncia do ambiente, gerando variacdo conforme o local do

ensaio.
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Tabela 4. Efeito das linhagens de guandu e aporte de nitrogénio para indice de clorofila (CLO), teor de nitrogénio na parte aérea
(NPA), eficiéncia relativa (ER).

CLO NPA ER

Tratamentos r

(Falker) (gkg™) )
BRS Mandarim 389 23 b 94
Linhagem g6 95 398 28 a 95
P-valor ! 0,4502%° 00004 07565
SEMIA 5079 5080 398 27 98
SEMIA 6156 380 26 96
50 kg.ha' 398 27 100
Testemunha 398 24 84
P-valor ! 0,6743™  0,1043™  0,0810™
CV (%) 2 8,18 12,49 12,07

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05); 'CV = Coeficiente de

variacdo; 2NS = diferenca estatistica nio significativa.

Os aportes de nitrogénio e linhagens avaliadas obtiveram altos indices de eficiéncia relativa, em relagio ao
tratamento com adubagio nitrogenada. Nao houve diferenga entre a cultivar BRS Mandarim e a linhagem g6-95 para
esta variavel, indicando que para ambas as linhagens as fontes de inocula¢do podem ser consideradas equivalentes a
adubacido nitrogenada, na dose de 50 kg.ha'! de N, no que diz respeito a absor¢do de nitrogénio. Esta equivaléncia
entre os aportes de nitrogénio avaliados, também pode ser observada pela auséncia de efeito significativo nos teores
de N da parte aérea e indices de clorofila (Tabela 04).

A analise de correlacio de Pearson (Figura 3) mostrou coeficientes significativos para os parametros de
crescimento. A AP apresentou correlagdo altamente positiva com DPA (0,91), e ambas com MSPA com coeficientes
de 0,67 e 0,05, respectivamente. Embora plantas relativamente baixas (em torno de 50 cm de altura) facilitem o
consumo animal e operacoes de corte, elas estdo associadas as caracteristicas de menor longevidade (GODOY;
SANTOS, 2011), o que ¢ uma desvantagem, do ponto de vista forrageiro. Godoy et al. (2003), descreveram para as
linhagens utilizadas neste estudo, alturas entre 155 ¢ 195 cm com 50% de plantas em florescimento. Aliada a esses
atributos, a cultivar BRS Mandarim apresenta caracteristicas agronomicas que a tornam uma promissora leguminosa
forrageira em diferentes condigodes de fertilidade de solo (GODOY et al., 2003; FERNANDES et al., 2007; COSTA
et al., 2010).

Houve correlacdo negativa entre a relacdo folha:colmo e as variaveis AP, DAP e MSPA, com coeficientes
significativos de -0,67, -0,73 e -0,67, respectivamente. Este resultado elucida a influéncia da proporgio de hastes da
planta na composi¢ao da MSPA aos 40 DAE. Avaliando a cultivar BRS Mandarim, Oliveira et al. (2009) obtiveram
valores médios de 3,2 g para relagdo caule:folha aos 35 DAE.

O indice de clorofila foi positivamente correlacionada com ER (0,36) e NPA (0,39), corroborando com as
afirmagbes de Rajcan et al. (1999), sobre a forte correlagio entre a concentragdo de N, de clorofila e leituras de
clorofila, e atestando as observacoes feitas do presente estudo quanto a absor¢do e acumulo de nitrogénio.
Considerando a correlacdo positiva com AP (0,31) e DPA (0,27), mesmo baixa, indicam a importancia do teor de

clorofila, e consequentemente da taxa fotossintética no crescimento das plantas.
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Figura 3. Analise de correlagio de Pearson das variaveis altura de plantas (AP), didmetro de caule (DPA), massa seca da parte
aérea (MSPA), relagio folha:caule (RFC), indice de clorofila (CLO), N total da parte aérea (NPA) e eficiéncia relativa (ER). A
intensidade da cor e o tamanho dos circulos representam a for¢a da correlagio. As cores azuis referem-se a correlacio positiva e
as cores vermelhas representam correlacio negativa. (**) significativo a 1%; (***) significativo a 5%.

3.4. Conclusodes

A inoculagio de sementes com estirpes SEMIA 5079 5080 proporciona o desenvolvimento inicial do
guandu equivalente a inoculagdo com rizébio selecionado (SEMIA 6156) ou fertilizacio nitrogenada, sob as
condigdes de campo estudadas;

A inoculacdo com rizébios possibilita altos indices de eficiéncia na absor¢do de nitrogénio pelas plantas.
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4. ESTABELECIMENTO DE LINHAGENS DE GUANDU SOB APORTES DE
NITROGENIO BIOLOGICO E MINERAL E SUA INFLUENCIA SOBRE
COMUNIDADES MICROBIANAS RIZOSFERICAS

RESUMO

O consércio de leguminosas, como o guandu, com gramineas forrageiras ¢ uma alternativa
para recuperar pastagens degradadas. O destaque dessas plantas ¢é atribuido, principalmente, ao aporte
de nitrogénio via fixacdo biolégica e as melhorias na qualidade do solo, favorecendo a ciclagem de
nutrientes. Mas nem sempre essa simbiose ocorre de maneira eficiente, sendo necessaria a utilizagdo
de estratégias como inocula¢do ou fertilizagdo nitrogenada para garantia dos processos biolégicos e
producio de biomassa. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia de aportes de
nitrogénio biolégico, via inoculagdo especifica e ndo especifica, e nitrogénio mineral, com pequenas e
altas doses, no estabelecimento do guandu e suas relagdes com as comunidades microbianas do solo
rizosférico. O experimento foi conduzido em casa de vegetacio na Embrapa Pecuaria Sudeste (Sio
Catlos/SP), utilizando-se delineamento em blocos aleatotizados. Os tratamentos foram representados
pelas linhagens de guandu g6-95 e g3-94 (BRS Mandarim), submetidos a inoculagio de sementes com
a estirpe SEMIA 6156; SEMIA 5079 5080; aplicagdo de 10 kg.ha' N combinada aos inoculantes;
fertilizagio nitrogenada na dose de 50 kg.ha! Nj e tratamento testemunha. As plantas foram colhidas e
avaliadas aos 90 dias ap6s emergéncia. Os resultados demonstraram que a cultivar BRS Mandarim,
apresentou maior nodulacio que a linhagem g6-95, no entanto se mostrou menos eficiente na
absor¢do de N, o que pode estar relacionado aos diferentes padroes de exsudagdo radicular e
interagdes com microbiota do solo rizosférico. A inoculagio com estirpes SEMIA 5079 5080 se
mostrou equivalente a estirpe SEMIA 6156 nos parametros de crescimento, acimulo de massa seca e
nitrogénio da parte aérea e nodulagdo. A aplicagio de 10 kg.ha' N no estabelecimento de guandu
resultou em maior produgdo de massa seca e melhorou os teores de N da parte aérea nas plantas
inoculadas. O guandu apresentou baixa especificidade, resultando em indices de eficiéncia simbidtica
elevada mesmo em solos sem inoculacio.

Palavras-chave: Cajanus cajan, inoculacio, fixacio biolégica de nitrogénio, adubacio nitrogenada.

ABSTRACT

Intercropping legumes, such as pigeon pea, with forage grasses is an alternative to recovering
degraded pastures. The highlight of these plants is mainly attributed to the supply of nitrogen by
biological fixation and improvements in soil quality, favoring nutrient cycling. But this symbiosis does
not always occur efficiently, requiring the use of strategies such as inoculation or nitrogen fertilization
to assurance biological processes and biomass production. The objective of this study was to evaluate
the influence of biological nitrogen inputs, by inoculation with specific and non-specific strains, and
mineral nitrogen, with small and high rates, on the initial development of pigeon pea and its
relationships with microbial communities in the rhizospheric soil. The experiment was conducted in a
greenhouse at Embrapa South-East Cattle Research Center (Sio Carlos, SP, Brazil), using a
randomized block design, arranged in 2x6 factorial outline. The treatments were represented by the
pigeon pea lines g6-95 and g3-94 (BRS Mandarim), submitted to inoculation seeds with the strain
Bradyrhizobinm SEMIA 6156; strain Bradyrbizobium SEMIA 5079 5080; application of 10 kg.ha' N
combined with inoculants; nitrogen fertilization at a rate of 50 kg.ha'! N; and control treatment. Plants
were hatvested and evaluated 90 days after emergence. The results showed that the BRS Mandarim
presented greater nodulation than the g6-95 line, however it was less efficient in N uptake, which may
be related to the different patterns of root exudation and interactions with rhizospheric soil
organisms. Inoculation with strains SEMIA 5079 5080 was equivalent to strain SEMIA 6156 in terms
of growth, dry mass production, shoot nitrogen accumulation and nodulation. The application of 10
kg.ha! N in pigeonpea establishment resulted in higher dry mass production and improved shoot N
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contents in inoculated plants. Pigeon pea had low specificity, resulting in high symbiotic efficiency
indices even in soils without inoculation.

Keywords: Cajanus cajan, biological nitrogen fixation, nitrogen fertilization.

4.1. Introdugao

A taxa de fixacdo biolégica de nitrogénio é influenciada por diversos fatores ambientais, que determinam
as respostas da planta hospedeira, dos micro-organismos diazotréficos e a interacdo entre ambos. Dentre os fatores
considerados limitantes para este processo bioldgico pode-se citar os fatores climaticos, como temperatura e
umidade, fatores do solo, como acidez, deficiéncia de nutrientes e metais pesados, populagdao de rizébios nativos, e
disponibilidade de N-mineral (FRANCO; NEVES, 1992; CASSETARLI, et al., 2016).

Uma das formas de garantir a eficiéncia do processo de fixacdo de N3 ¢ a utilizacdo de inoculantes, uma
vez que contém as bactérias especificas para este processo biologico. Contudo, garantir que a rizosfera seja ocupada
por micro-organismos selecionados pode nio ser suficiente para que ocorra uma simbiose eficiente.

A disponibilidade de nitrogénio no solo pode modular a comunidade microbiana, o desenvolvimento da
planta hospedeira e seus padroes de exsudagdo radicular (LI et al., 2019). O excesso de N-mineral na solu¢io do solo
afeta a nodulacdo por esta ocorrer em resposta as demandas nutricionais da planta. J4 em algumas espécies
leguminosas, pequenas doses de N-mineral podem ser benéficas para o processo simbidtico, devido ao estimulo na
fase inicial de desenvolvimento da planta e maior suprimento de energia para as bactérias fixadoras de nitrogénio
noduliferas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; ZHOU et al., 2000).

Com isso, a aplica¢ido de pequenas doses de nitrogénio tem sido uma opgdo para otimizar os efeitos da
inoculagdo com rizébios, favorecendo o desenvolvimento das plantas, em especial do sistema radicular, e
melhorando as condi¢des para processo simbidtico (TSAI et al., 1993; SOARES et al., 2010).

Tanto a incorporacio de N via fixagdo bioldgica como aplicacdo via fertilizantes nitrogenados afetam a
comunidade microbiana rizosférica, principalmente aquelas relacionadas ao ciclo do nitrogénio (FAN et al., 2011),
indicando efeito direto na ciclagem deste nutriente no ambiente em que a leguminosa se encontra. Os genes
envolvidos na etapa de nitrificagdo, etapa em que o amoénio ¢é oxidado a nitrato, tem importante papel na
disponibilidade do nitrogénio assimilado e introduzido no sistema (WANG et al., 2018).

Neste contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar as caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento
vegetativo de duas linhagens de guandu sob influéncia de inoculagio com rizébios especificos, nao especificos e

doses de adubagio nitrogenada, e seus efeitos sobre a abundancia de micro-organismos rizosféricos.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Local do experimento

O experimento foi realizado em casa de vegetacio na Embrapa Pecudria Sudeste, localizada em Sio

Carlos, Sdo Paulo, no periodo de 09 de fevereiro a 8 de maio de 2020.
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Foram utilizados vasos plasticos preenchidos com solo previamente destorroado, homogeneizado e
peneirado (4 mm). O solo foi coletado na Embrapa Pecuaria Sudeste, em area formada por pastagem (Brachiaria ssp.),
em via de degradagio.

O solo coletado é classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico, com textura média
conforme Embrapa (1999). Amostras de solo foram coletadas, a fim de verificar a necessidade de correcio e
adubagdo do solo. As amostras foram enviadas ao laboratério de Solos da Embrapa Pecuaria Sudeste para analise

quimica (Tabela 5). Os teores de areia, argila e silte foram equivalentes a 70,9; 20,8 ¢ 8,3%, respectivamente.

Tabela 5. Andlise quimica do solo utilizado nas parcelas experimentais.

pH MO P K Ca Mg H+ Al Al SB CTC A\ m

CaCl2 gdm?® mg.dm? mmolc.dm? %

42 9 3 0,9 5 2 40 4 8 48 16 34

P calculado pelo método de extragio com resina de troca idnica; SB = soma de bases; CTC = capacidade de troca

catidnica; V = saturagdo por bases

A calagem foi realizada aplicando-se calcario dolomitico (PRNT 95%), visando elevar a saturagdo por
bases para 70%. O calcario foi aplicado 30 dias antes do plantio, mantendo-se a umidade do solo para que ocorresse
a reacdo. Todos os tratamentos, incluindo os tratamentos testemunhas sem plantas, receberam adubacio fosfatada na
dose de 120 kg.ha! de P2Os tendo como fonte superfosfato simples, e potassica na dose de 40 kg.ha'! de KO, tendo
como fonte cloreto de potassio, além da adubagdo com micronutrientes na dose de 30 kg.ha! de FTE BR12 (RA]J et
al,, 1997; OLIVEIRA, et al., 2017).

Cada vaso teve o fundo revestido com manta permeavel, sendo preenchido com 7,0 kg de solo seco e

adubado posteriormente. Os vasos foram irrigados diariamente durante todo periodo experimental.

4.2.2. Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos aleatorizados, com quatro repeti¢des e esquema fatorial (2 x
0), envolvendo duas linhagens de guandu (Cajanus cajan) e seis estratégias de aporte de nitrogénio. As duas linhagens
foram G5-94 (BRS Mandarim) e G6-95, submetidas a inoculacio com estirpe de Bradyrbizobinm spp. SEMIA 6156,
estirpe de Bradyrhizobinm spp. SEMIA 5079 5080, estitpe de Bradyrbizobinm spp. SEMIA 6156 + dose starter N de 10
kg.ha'! N, estitpe de Bradyrhizobinm spp. SEMIA 5079 5080 + dose starter N de 10 kg.ha! N, testemunha adubada
com 50 kgha! N e testemunha absoluta (sem inoculacdo e adubagdo nitrogenada). Foram adicionados dois
tratamentos testemunhas sem plantas, com e sem dose starter de 10 kg.ha'! N, para comparacido da comunidade de

micro-organismos amonio-oxidantes do solo de origem. (Figura 4)
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Figura 4. Vista das parcelas experimentais

4.2.3. Inoculagao das sementes e semeadura

Foram utilizados dois inoculantes comerciais, sendo um aprovado como inoculante para guandu,
composto pela estitpe SEMIA 6156 (Bradyrbizobium spp.), apresentado sob a forma de turfa e contendo,
aproximadamente, 4,7.108 UFC/mL; ¢ outro indicado para a cultura da soja, composto pelas estitpes SEMIA 5079
(B. japonicun) e 5080 (B. diazoefficiens), aptesentado sob a forma liquida e contendo 5,0.10° UFC/mL.

As sementes foram desinfetadas e inoculadas conforme recomendacoes dos fabricantes, ou seja, na
proporcio de 400 mL por hectare do inoculante liquido (SEMIA 5079 5080) e 50 g do inoculante turfoso (SEMIA
61506) para 5 kg de sementes. Para aderéncia do inoculante turfoso, fez-se necessitio o uso de solu¢do agucarada
(agtcar comercial diluido em 4agua destilada) na propor¢ido de 100 mL para 10 kg de sementes. Em seguida, as
sementes foram mantidas a sombra até o momento do plantio.

A semeadura foi realizada com profundidade de 3 a 4 centimetros, na densidade de 5 sementes por vaso,
conforme as recomendag¢bes de plantio de Oliveira et al (2009). As sementes foram previamente tratadas com
fungicida sistémico e de contato do grupo quimico Carboxina e Tiram (Vitavax Thiram 200 SC).

Aos 15 dias apds o plantio foi realizado um desbaste, deixando-se trés plantas por vaso. No pos-desbaste
foi feita a adubagio nitrogenada, nos tratamentos com 10 e 50 kg.ha'! N, utilizando-se solugio nitrogenada a base de
uréia,

As plantas foram colhidas aos 90 dias apds emergéncia, perfodo em que aproximadamente 50% dos

individuos apresentavam pré-florescimento.
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4.2.4. Parametros de crescimento e nodulagao

4.2.4.1. Altura das plantas

A altura das plantas foi avaliada aos 35 e 90 dias aps a emergéncia com o auxilio de uma régua, medindo
da superficie do solo a extensdo da ultima folha. Foi adotado o valor da média de todas as plantas presentes na

parcela.

4.2.4.2. Diametro do caule

O diametro do caule das plantas foi avaliado aos 90 dias apés a emergéncia com auxilio de um

paquimetro, utilizando a marca das bainhas das folhas primarias como referéncia.

4.2.4.3. Massa seca da parte aérea

A massa seca foi determinada aos 90 dias ap6s a emergéncia. Foram coletadas, rente ao solo, todas as
plantas do vaso. A parte aérea foi acondicionada em sacos de papel identificados e pesados para determinagao do
peso verde. Apds a pesagem, o material foi levado a estufa de circulagdo forcada ajustada a 60° C por 72 horas, para

determinacido da massa seca total.

4.2.4.4. Volume de raizes

Depois de coletada a parte aérea das plantas, realizou-se a lavagem das raizes com auxilio de jatos de 4gua
e peneira de 2 mm, que tinham o objetivo de retirar o solo e evitar perdas de raizes pequenas ¢ nédulos no momento
da lavagem.

Ap6s a lavagem e separacio dos nddulos, as rafzes foram inseridas em uma proveta de 1000 mL com

volume de 4gua conhecido, para determina¢io do volume de raizes a partir do deslocamento de agua em proveta.

4.2.4.5. Massa seca das raizes

Ap6s a lavagem, separacdo dos nédulos e determinacao do volume, as raizes foram acondicionadas em
sacos de papel identificados e levadas a estufa de circulagdo for¢ada ajustada a 60° C por 72 horas e pesadas, para

determinacio da massa seca.
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4.2.4.6. Numero, massa seca total e peso médio individual dos n6dulos

Os nédulos foram coletados apés a lavagem das raizes, contados e levados para secagem em estufa de
circulacio forcada ajustada a 60° C por 72 horas e pesados, para determinagio da massa seca. O tamanho médio dos

nédulos foi obtido através do nimero e massa seca de nddulos.

4.2.4.7. indice de clorofila

O indice de clorofila foi avaliado aos 40 dias apds a emergéncia com auxilio de um clorofilémetro modelo
ClorofilLOG® CFL 1030. As leituras foram realizadas em quatro plantas tomadas ao acaso da area util de cada

parcela e o valor final da leitura foi obtido da média aritmética dos valores.

4.2.4.8. Concentragao de nitrogénio na parte aérea

O material vegetal foi previamente seco em estufa de circulagio forcada ajustada a 60° C por 72 horas e
depois moido a fino p6. A concentracio de nitrogénio total foi determinada pelo método Microkjedahl e expresso

em g.kg! N na massa seca da parte aérea.

4.2.4.9. Eficiéncia relativa de fixagdo de nitrogénio

Para obtencdo da eficiéncia relativa de uso de N realizou-se um calculo adaptado da expressio proposta

por Brockwell et al. (1966) e citado por Muniz et al. (2017):

Ef(%) = N inoculado — N testemunha % 100
(%) = N adubado — N testemunha

Sendo, Ef (%) = Eficiéncia relativa de absor¢do de N; N inoculado = Total de nitrogénio da parte aérea
das plantas dos tratamentos inoculados; N testemunha = Total de nitrogénio da parte aérea das plantas do
tratamento testemunha; N adubado = Total de nitrogénio da parte aérea das plantas dos tratamentos fertilizados. As
classes de Ef(%) consideradas pelos autores na sele¢do de estirpes sio: 0 a 20 (ineficiente), 21 a 40 (muito baixa), 41 a

60 (baixa), 61 a 80 (média), 81 a 100 (alta) e maiores que 100 (muito altas).

4.2.5. Extracao e quantificagio do DNA total das amostras de solo

O DNA total do solo foi extraido com o E.Z.N.A Soil DNA Kit (Omega Bio-Tek), de acordo com o
protocolo do fabricante. A qualidade das amostras de DNA foi inicialmente conferida em gel de agarose 1%, corado
com brometo de etidio, em TSB (do inglés Sodium Borate Buffer) (BRODY; KERN, 2004). O gel foi submetido a

um campo elétrico de 100 V por aproximadamente 45 minutos e foto-documentado. A qualidade e quantidade das
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amostras também foram analisadas em espectrofotometro Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) com

densidade 6tica de 260 nm. O DNA total extraido das amostras foi armazenado a -20°C.

4.2.6. PCR quantitativo em tempo real

A técnica de PCR quantitativo em tempo real (qQPCR) foi realizada para quantificar os genes 16S tfRNA de
Archaea,16S rRNA de Bacteria, AmoA de Bacteria e AmoA de Archaea a partir das amostras de DNA total. Para
cada gene, foram construidas curvas padrio entre 10 e 1010 copias, obtidas previamente pela técnica de PCR a partir
de isolados do DSMZ (do alemdo Deutsche Sammlung von Mikroorganismenund Zell kulturen). A técnica foi
realizada em triplicata para cada amostra no equipamento StepOne Plus (AppliedBiosystems), com um volume final
de 10 uL, contendo 5 pL. do SYBR Green ROX qPCR (Thermo Fisher Scientific), 1 pl. de cada primer (5 pmols),
0,2 pL. de BSA (Thermo Fisher Scientific), 1 pL. de DNA e 1,8 pL de agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada. Os

primers e as condi¢des das reagdes sao apresentadas na Tabela 6.

4.2.7. Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) pelo programa R Studio versio
4.0.5. Todas as variaveis analisadas apresentaram homogeneidade de variancia do residuo. As médias foram
comparadas ao nivel de significancia de 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

Os coeficientes de correlagio de Spearman foram calculados utilizando o pacote do programa R Studio,

versao 4.0.5, determinando as associa¢Ges significativas entre as variaveis discriminadas.
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Tabela 6. Descri¢ao de primers, DNA padrio e condigbes de amplificacao utilizadas nas analises de qPCR

Gene Sgﬁ%i Primers Sequencias (5'-3") Fra%pnll)()anto Referéncia Condig¢oes de amplificagao
16s rRNA de Eub 338f 180 95°C-10 min; 40 ciclos,
Bacteria 17167 ACTCCTACGGGAGGCAGCAG Bakke et al. (2011) 95°C-40s, 54°C-40s, 72°C-

Eub 518 40s; 95°C-15s, 54°C-
ATTACCGCGGGCTGCTGG 1min,95°C-15s
16s rRNA  de DNA 519f 397 95°C-10 min; 40 ciclos,
Archaea Ambiental CAGCCGCCGCGGTTA Collen et al.(2004),  95°C-30s, 57°C-30s, 72°C-
915 Stahl and Amann 50s; 95°C-15s, 57°C-
GTGCTCCCCCGCCAATTCCT (1991) 1min,95°C-15s
amoA de Bacteria 28437 amoB 1F  GGGGTTTCTACTGGTGGT 491 95°C-10 min; 40 ciclos,
Rotthauwe et al. 95°C-345s, 60°C-45s, 72°C-
amoB 1R (1997) 45s; 95°C-15s, 60°C-
CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 1min,95°C-15s
DNA amoA 1F  STAATGGTCTGGCTTAGACG 635 95°C-10 min; 40 ciclos,
amoA de Archaea ~ Ambiental Francis et al (2005) 95 3%—%%55,06((:) 1%—4552055 C-
amoA 2R GCGGCCATCCATATGTATGT S

1min,95°C-15s

*Cébdigo de referéncia do catalogo de isolados do DSMZ utilizados para a constru¢io da curva padrio utilizadas na analise de qPCR.
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4.3. Resultados e Discussao

As analises estatisticas demonstraram que nio houve interacio das linhagens de guandu com os aportes
de nitrogénio sobre as varidveis-resposta. As diferencas entre a cultivar BRS Mandarim e linhagem g6-95 foram
obtidas apenas nos parametros de nodulag¢io (nimero de nédulos e peso médio de nédulos), na eficiéncia relativa de
absorcio de nitrogénio (ER) e nas comunidades microbianas de arquéias amoénio oxidantes (AOA) e bactérias totais
(BAC). Ja os aportes de nitrogénio influenciaram caracteristicas produtivas e de nodulacio, além de modular a

comunidade de bactérias amonio oxidantes (AOB) no solo.

4.3.1. Efeito das linhagens e aportes de N sobre as caracteristicas agronémicas e

de nodulagao de guandu

A auséncia de efeito significativo entre as linhagens para os parametros de crescimento era esperada,
conforme os resultados obtidos neste estudo em condigdes de campo (Tabela 7). Aos 90 DAE a linhagem g6-95 ja
apresentava florescimento, corroborando com Godoy et al. (2003), que observaram inicio do ciclo reprodutivo aos

93 DAE, indicando precocidade desta linhagem em relagdo a cultivar BRS Mandarim.

Tabela 7. Efeito das linhagens de guandu para altura aos 35 ¢ 90 DAE (AP30 e AP90), didmetro de caule (DPA), massa seca da
parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR) e volume de raiz (VOL) aos 90 DAE.

AP35 AP90 DPA MSPA MSR VOR
Tratamentos . . .

(cm) (cm) (mm) (g.planta)  (g.planta”)  (cm?.planta’)
BRS Mandarim 46 106 5,7 39,0 18,6 71
Linhagem g6-95 46 104 5,6 38,8 16,9 67
P-valor ! 0,808™° 0,3034™° 0,8601™° 0,8229™ 03097 0,4542™°
CV (%) 2 9,82 545 6,27 10,02 32,43 30,22

Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05); ' CV = coeficiente de

variacdo; 2 NS = diferenca estatfstica ndo significativa.

Os diferentes aportes de nitrogénio utilizados no presente estudo, influenciaram a altura das plantas ¢ a
producio de massa seca da parte aérea aos 90 DAE (Tabela 8). Houve efeito da aplicagdo de 10 kg.ha! N-mineral
nos tratamentos inoculados com estirpes SEMIA 5079 5080, resultado em menor altura quando comparado ao
tratamento sem aplicagio do fertilizante nitrogenado. O mesmo efeito nido foi observado nos tratamentos
submetidos a inoculagdo com SEMIA 6156, onde ambos apresentaram valores intermediarios. As menores alturas
foram obtidas no tratamento com 50 kg.ha! N-mineral.

Com relagdo a produgdo de MSPA, as plantas inoculadas com rizébios SEMIA 6156 e dose estimulante
de 10 kg.ha! N-mineral tiveram produgdo equivalente as plantas que receberam 50 kg.ha' de N. Os demais
tratamentos nio apresentaram diferencas entre si e foram inferiores ao tratamento que recebeu apenas a adubacio

nitrogenada
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Tabela 8. Efeito do aporte de nitrogénio para altura aos 35 ¢ 90 DAE (AP30 e AP90), diametro de caule (DPA), massa seca da
parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR) e volume de raiz (VOL) aos 90 DAE.

Ceatamentos AP35 AP90 DPA MSPA MSR VOR
(cm) (cm) (mm) (@planta’)  (gplanta’)  (cm?.planta’)

SEMIA 5079 5080 50 106 2 55 369 b 21,0 77
SEMIA 6156 53 105 ab 5,7 375b 19,1 66
SEMIA 5079 5080 + N 46 104 b 55 378b 15,5 68
SEMIA 6156 + N 46 106 ab 56 40,7 ab 17,9 66

50 kg.ha'! 53 98 ¢ 5,9 434 a 16,7 75
Testemunha 47 1112 56 379b 16,3 62
P-valor ! 0,5721N° 0,0028 0,1888™° 0,0112 0,4403™° 0,7000™°
CV (%) 2 9,82 545 6,27 10,02 32,43 30,22

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05); ' CV = coeficiente de

vatiacdo; 2 NS = diferenca estatistica nio significativa.

Um experimento para avaliar o efeito da inoculagio com rizébios especificos e da adubagdo nitrogenada
na cultivar BRS Mandarim foi conduzido por Oliveira et al. (2009). Contudo, nio foram observadas diferencas
significativas na MSPA em fungdo dos tratamentos. No presente estudo, a inoculagdo com rizébio especifico para
cultura do guandu sé equivaleu a adubagdo nitrogenada exclusiva quando realizada em conjunto com a pequena
dosagem de N-mineral. Os beneficios da aplicagdo inicial de pequenas doses de nitrogénio na producio de
leguminosas sdo relatados por Li et al. (2019) e Soares et al. (2016). Outros autores sugerem que, havendo condi¢oes
de solo e da planta para plena simbiose, esta adubacio inicial com pequenas doses de N pode ser dispensavel, por
ndo resultar em incrementos no crescimento vegetativo (BRITO et al., 2011).

A utilizacdo de inoculante com estirpes selecionadas para cultura da soja nio diferiu, em termos de
producio de MSPA, do inoculante recomendado para guandu. Essa resposta pode ser atribuida a promiscuidade e
baixa especificidade apresentada pela espécie, que favorece a simbiose mutualista com diferentes estirpes, como
relatado por Anand e Dogra (1997). A paridade com o tratamento testemunha pode ser atribuida a ocorréncia de
populagdes de rizobios nativos, suprindo as exigéncias das plantas que nio obtiveram inoculacio e fertilizacdo
nitrogenada.

Ao avaliar caracteres relacionados a nodulagdo, Hwang et al. (2013) relataram correlagio negativa entre o
nimero e tamanho médio de nédulos, indicando que plantas com poucos nédulos tendem a possuir nédulos
maiores. Cotrelagoes altamente positivas entre o peso e tamanho individual dos nédulos, variando de 0,76 a 0,84,
também foram relatadas pelos autores. De acordo com Tajima et al. (2007), a atividade fixadora de nitrogénio nos
nédulos radiculares esta intimamente relacionada ao seu tamanho. No presente estudo, os maiores valores de peso
individual de nédulos foram obtidos nos tratamentos inoculados, tanto com estirpes SEMIA 6156 como SEMIA
5079 5080 (Tabela 9).

O tratamento fertilizado com 50 kg.ha'! N-mineral, apresentou a menor nodulacio, corroborando com as
afirmacdes de diversos autores sobre o efeito inibitério da adubacdo nitrogenada sobre a nodulacio e fixacdo
biolégica de N (DOGRA; DUDEJA, 1993; HUNGRIA et al., 2007; RUFINI et al., 2014; ZUFFO et al., 2018; LIU
et al, 2019). A nodulacio das leguminosas ocorre em resposta as demandas nutricionais da planta, que sio supridas

quando hd abundancia de N mineral na solugao do solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
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A aplicagdo das doses estimulantes de N-mineral (10 kg.ha'!) ndo gerou efeito no peso individual e total
de nédulos. Esperava-se que esta aplicacio proporcionasse melhor desenvolvimento radicular, aumentando os sitios
de infec¢do e suprimento de carbono e energia para as BFN, o que contribuiria para a fixagdo biolégica de N
(SOARES et al,, 2016; LI et al., 2019). No entanto, estes tratamentos nio se destacaram nas variaveis relacionadas ao
desenvolvimento de raizes (MSR e VOL) e nimero de nédulos.

Embora a competitividade com rizébios nativos pelos sitios de infec¢do nas raizes seja uma hipotese
plausivel na interpretacio dos resultados apresentados até aqui, as diferencas encontradas nos parimetros de
nodulacio indicam que as estirpes inoculadas tiveram vantagem competitiva e maior eficiéncia em relacio as nativas,
com destaque para a SEMIA 6156.

Houve diferenca entre as linhagens avaliadas para os parametros de nodulagdo, tendo a BRS Mandarim
apresentado maior peso individual de nédulo (PMN) e a linhagem g6-95 o maior nimero de nédulo por planta.
Embora o nimero de nédulo possua uma consistente correlagdo positiva com massa seca total de nédulos (MSN),
conforme observado por Hwang et al. (2014) e atestada neste estudo (Figura 5), as linhagens ndo diferiram neste

critério, o que pode estar relacionado ao tamanho menor de nédulos das plantas da linhagem g6-95.

Tabela 9. Efeito das linhagens de guandu e aportes de nitrogénio para nimero de nédulos (NN), massa seca de nédulos por
planta (MSN) e peso médio (PMN) por nédulos.

NN MSN PMN
Tratamentos . . .
(no.planta”)  (g.planta™)  (mg.nédulo )
BRS Mandarim 107 b 2,23 223 a
Linhagem g6-95 162 a 2,22 145b
P-valor ! 0,0000 0,0784™° 0,0002
SEMIA 5079 5080 138 ab 240 a 20,0 ab
SEMIA 6156 127 b 2,67 a 252 a
SEMTIA 5079 5080 + N 150 ab 251a 18,0 b
SEMIA 6156 + N 150 ab 2,37 a 17,5b
50 kg.ha'! 66 ¢ 0,93 b 15,1 b
Testemunha 176 a 248 a 145b
P-valor ! 0,0003 0,0000 0,0274
CV (%) 2 30,98 23,79 35,07

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05); ' CV = coeficiente de

variagdo; > NS = diferenca estatistica ndo significativa.

Os tratamentos inoculados e estimulados com N (10 kg.ha'') nio diferiram entre si quanto ao indice de
clorofila, e foram superiores ao tratamento que recebeu a dose de 50 kg.ha! N-mineral (Tabela 10). Avaliando o
crescimento da soja, Zhou et al. (2006) demonstraram que o excesso da oferta de fertilizante mineral pode interferir
negativamente no crescimento das plantas e teores de clorofila, quando comparados a aplicacdo de pequenas doses

de N-mineral e inoculagdo com rizébios. Os autores atribuiram estes resultados aos efeitos téxicos do acimulo de
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NH 4+ nos tecidos vegetais, ocasionados quando a capacidade de assimilagio de NH 4+ foi excedida e a func¢do
fotossintética da planta prejudicada.

Ja para o NPA, houve diferenca entre os tratamentos, sendo que as plantas inoculadas com SEMIA 6156
apresentaram valores inferiores daquelas inoculadas com estirpes SEMIA 5079 5080, fertilizadas com 10 kg.ha'! N-
mineral. O maior acimulo de nitrogénio (em mg.kg!) e eficiéncia relativa de absor¢do de N foram observados nos
tratamentos inoculados com SEMIA 5079 5080, nos inoculados com aplicacdo de N-mineral e testemunha. Devido a
similaridade com a testemunha, é possivel que tenha havido influéncia das condicées de solo e de populacGes de
riz6bios nativos sobre o resultado deste tratamento, ou ainda que as estirpes inoculadas tenham apresentado baixa
adaptabilidade e competitividade, como observado nos estudos de Fernandes et al. (2003) com guandu, feijao-de-
porco e caupi.

Ao avaliar o efeito da inoculagdo com a estirpe SEMIA 6156 em guandu BRS Mandarim, Oliveira et al.
(2009) também ndo encontraram diferencas significativas em relagdo ao tratamento adubado com a mesma dose de
N deste estudo. De acordo com Zhou et al. (2006), as plantas inoculadas s6 terdo taxas fotossintéticas altas em
comparag¢do as plantas ndo inoculadas, se apresentarem eficiéncia simbiética. Isso decorre do consideravel custo de
fotossintatos no processo de FBN, que pode chegar a 14% do estoque atual da planta (KASCHUK et al., 2009). O
consumo de C pelos nédulos serda compensado quando niveis suficientes de N? forem fixados para atender as

demandas metabdlicas da planta em crescimento (CONCHA; DOERNER, 2020).

Tabela 10. Efeito das linhagens de guandu e aporte de nitrogénio para indice de clorofila (CLO), teor de nitrogénio na parte aérea
(NPA) e eficiéncia relativa (ER).

CLO NPA ER

Tratamentos 4

(Falker) (kg™ (%o)
BRS Mandatim 412 21 115b
Linhagem g6-95 407 22 127 a
P-valor ! 0,5776™ 0,4390™° 0,0209
SEMIA 5079 5080 427 a 23 ab 129 ab
SEMIA 6156 400 a 21 be 114 be
SEMIA 5079 5080 + N 421 a 25a 136 a
SEMIA 6156 + N 424 a 22 ab 124 ab
50 kg.ha' 359 b 18 ¢ 100 ¢
Testemunha 427 a 22 ab 124 ab
P-valor ! 0,0017 0,0073 0,006
CV %) 2 8,36 14,77 14,62

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05); ' CV = coeficiente de

variagdo; > NS = diferenga estatistica nao significativa.

A analise de correlagido de Spearman (Figura 5) demonstrou coeficiente significativamente positivo entre
NPA e CLO (0,55). O nitrogénio ¢é essencial para a sintese de enzimas associadas a clorofila, como a Rubisco

(OSAKI et al., 1993; CHAPMAN; BARRETO, 1997). Sendo uma enzima chave na assimilacio de CO2, o aumento
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da concentragdo de N na parte aérea, em especial nas folhas, pode estar relacionado ao estimulo da fotossintese
(RAJCAN et al., 1999; KASCHUK et al., 2010).

Avaliando a performance simbidtica de cultivares de soja, Hungria e Bohrer (2000) observaram que o
acumulo de nitrogénio possuiu correlacio negativa com nimero de nédulos, mas positiva com a massa de nédulos
por planta. Este comportamento nio foi observado no presente estudo, onde o teor de nitrogénio da patte aérea
correlacionou-se positivamente tanto com NN como MSN, com coeficientes de 0,56 e 0,42, respectivamente. A
concentra¢io de nitrogénio na parte aérea teve correlagio negativa com MSPA (0,30), também confrontando com os
resultados de Hungria e Bohrer (2000), que encontraram coeficientes positivos entre essas variaveis (0,91). O
contraste entre os resultados denota a natureza complexa dos parimetros relacionados ao crescimento e nodulacio,

amplamente sujeitos as interagdes com o ambiente (SANTOS et al., 20006).
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Figura 5. Analise de correlagio de Spearman das varidveis altura de plantas aos 35 DAE (AP35), altura de plantas aos 90 DAE
(AP90), diametro de caule (DPA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de raizes (MSR), volume de raiz (VOL), indice
de clorofila (CLO), N total da parte aérea (NPA) e eficiéncia relativa (ER), massa seca de nédulo (MSN), nimero de nédulos
(NN), peso médio de nédulos (PMN), bactéria amonio-oxidante (AOB), archaea amonio-oxidante (AOA), bactérias totais (BAC)
e archaea totais (ARC). A intensidade da cor e o tamanho dos circulos representam a forca da correlagdo. As cores azuis referem-
se a correlagido positiva e as cores vermelhas representam correlagio negativa. (**) significativo a 1%; (***) significativo a 5%.
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4.3.2. Efeito das linhagens de guandu e aportes de N sobre a abundincia de

bactérias e arquéias totais, AOB e AOA

A introdugio de leguminosas no solo pode gerar efeitos sobre a diversidade e abundéancia de comunidades
microbianas, interferindo na ciclagem de nutrientes, como o nitrogénio, que tem grande parte das reacdes mediadas
pela biota do solo. Isso ocorre pois os micro-organismos do solo sio sensiveis as mudancas ambientais.

A oxidagdo da amonia ¢ estimulada pelo teor de amoénia do solo, que pode ser introduzido via fertilizantes
nitrogenados, fixacdo de N2 e mineralizagdo de N-organico (VICTORIA et al., 1992; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;
THION et al., 2016). Em fungdo da simbiose com bactérias fixadoras de N, os solos cultivados com leguminosas
tendem a possuir elevado nivel de nitrogénio e taxas de mineralizacio de residuos orginicos, devido a sua baixa
relacio C:N (ALCANTARA et al., 2000). Tsso pode refletir em maior atividade de oxidagdo de amonia em relagio as
areas sem a influéncia de leguminosas, principalmente nas porges rizosféricas (FAN et al., 2011; BARROS et al.,
2018), resultando em maior potencial da atividade de nitrificagao.

Maiores taxas de nitrificacdo indicam ciclagem de nitrogénio mais rapida, salientando os beneficios dos
consorcios de gramineas com leguminosas, quanto a biodisponibilidade do nutriente para o sistema. De forma geral,
as praticas de manejo interferem no tamanho e atuagdo da microbiota do solo, mas alguns grupos se apresentam
mais sensiveis que outros a estas mudangas, como ¢ o caso das AOBs (WANG, et al., 2009).

Os resultados demonstram que houve predominincia de AOA em relagdo a AOB nos solos sem planta
(Figura 6). Mesmo AOA e AOB coabitando a grande maioria dos ambientes terrestres, acredita-se que as AOAs
sejam mais abundantes (LEININGER et al, 2016), o que explica os dados encontrados neste trabalho. Contudo, de

forma geral, as populagGes bacterianas foram maiores que as arquéias (Figura 7).
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Figura 6. Numero de cépias de gene 16S rRNA de (a) arquéias amonio oxidantes (AOA) e (b) bactérias amonio oxidantes
(AOB) em solo sem planta com e sem adi¢do de 10 kg.ha-1 de N.
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Figura 7. Numero de cépias de gene 16S rRNA de (a) arquéias totais (ARC) e (b) bactérias totais (BAC) em solo sem planta com
e sem adi¢do de 10 kg.ha'l de N

A adicao de fertilizante mineral também ndo afetou as comunidades de AOA e AOB, bactérias e arquéias
totais nos solos sem planta (Figura 6 e 7). Contudo, é possivel observar maior abundancia de AOA (Figura 8) e AOB
(Figura 9) em solo rizosférico, quando comparado ao solo sem interferéncia do componente vegetal.

As plantas parecem exercer um relevante controle sobre a abundancia de organismos oxidantes de
amonia, demonstrado pelas diferencas encontradas em solo rizosférico e nio-rizosférico. Essa influéncia esta
relacionada a exsudagdo de substincias pelas rafzes, que permite as plantas selecionar micro-organismos especificos
para ocupar a rizosfera visando atender as suas demandas (CARDOSO; FREITAS, 1992; ROMAGNOLI
ANDREOTE, 2016). Como exemplo, Concha e Doerner (2020) relatam que quando os recursos de N para as
plantas sao baixos, as leguminosas exsudam flavonoides que atraem micro-organismos diazotréficos, especificos para
atender esta demanda.

O enriquecimento observado no solo rizosférico deste estudo, corrobora com as diferengas encontradas
por Wang et al. (2018) na abundancia de AOA, em solos com a presenca e auséncia de L. vulgare, mas ndo com a de
AOB. A auséncia de efeito na abundancia de AOB também foi relatada por Thion et al. (2016), que sugeriu baixa
competitividade desse grupo pela amoénia, contrastando com o bom desempenho de AOA na rizosfera de plantas
com alta demanda de nitrogénio.

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas na comunidade de AOA entre os tratamentos
inoculados, fertilizados e testemunha. Diversos trabalhos relatam que as comunidades de AOA permaneceram
estaveis com diferentes niveis de nitrogénio, implicando em sua minima atuagdo na oxidacio da amoénia. Ainda
segundo os autores, a importancia funcional da AOA em relacdo a AOB em ambientes agricolas ¢ bastante obscura,
e pode ser atribuido a sua lenta taxa de crescimento (WANG et al., 2009; FAN et al,, 2011).

Diferencas significativas na abundancia de AOA foram encontradas entre as linhagens, sendo que a
linhagem g6-95 exerceu maior estimulo a esse grupo microbiano. Isso pode estar relacionado a uma possivel

diferenga na rizodeposi¢do de compostos organicos entre as linhagens de guandu, que beneficiou a AOA em

detrimento da AOB.
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A adi¢do de 50 kg.ha' de N afetou a abundancia de AOB, que apresentou valores altamente superiores
aos demais tratamentos em ambas as linhagens. A abundincia de AOB geralmente é maior em ambientes

fertilizados, com maiores teores de NH,* (DI et al,, 2010). Este resultado pode estar associado a menor absor¢ao de

amonia pelas rafzes das plantas neste tratamento, que segundo Glasser et al. (2010), deveriam competir com os
agentes nitrificantes na rizosfera. A correlacio negativa encontrada entre AOB e o conteddo de NPA (-0,39) e
clorofila total (-0,40) nas plantas, sugere que nio houve essa competi¢do, e que possivelmente o N esteve disponivel
para as AOB na solugdo do solo.

Ao analisar numericamente os tratamentos inoculados com rizébios e testemunha de forma isolada, nota-
se maior abundincia de AOA, inclusive nos tratamentos com adi¢do de pequenas doses de N. De acordo com
Zhang et al (2015), as AOA tém contribui¢io maior em solos com baixo teor de nitrogénio, mas sua contribui¢éo na
oxidagdo de amoénia em comparagio com AOB necessita de mais estudos. Essa relacio, juntamente com o fato da
planta liberar mais exsudatos para nodulagdo sob condi¢des de baixa oferta de N, pode ser observada pela correlagao

positiva significativa entre AOA e NN (0,58) encontrada neste estudo (Figura 5).
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Figura 8. Numero de copias de gene 16S rRNA de archaea amonio oxidantes (AOA) na linhagem g3-94 (BRS Mandarim) e g6-95
sob diferentes aportes de nitrogénio.
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Figura 9. Numero de cépias de gene 16S rRNA de bactéria amoénio oxidantes (AOB) na linhagem g3-94 (BRS Mandarim) e g6-

95 sob diferentes aportes de nitrogénio.

A contribuigdo de cada grupo de amoénio-oxidantes na emissio de N2O poderia, por dedugio, ser

atribuida a sua abundancia. No entanto, estudos realizados por Pannu et al. (2019), indicam que quando induzida por

fertilizantes a comunidade de AOB tem contribuicdao significativa nas quantidades de N20 emitidas, quando

comparadas com AOA, indicando a desvantagem na adog¢do da pratica, que se apresenta custosa econdémica e

ambientalmente.
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diferentes aportes de nitrogénio.
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Figura 11. Numero de cépias de gene 16S tRNA de bactérias totais (BAC) na linhagem g3-94 (BRS Mandarim) e g6-95 sob
diferentes aportes de nitrogénio.

Nao houve diferenca quanto ao uso de inoculantes, com ou sem adi¢io de 10 kgha' de N, nas
comunidades bacterianas e de arquéias (Figuras 10 e 11). De forma geral, observa-se maior abundancia de bactérias
entre os tratamentos, com destaque para a linhagem g6-95, que apresentou maior interacdo com este grupo
microbiano. Segundo Zhang et al. (2015), a maior abundancia de bactérias totais indica que essa comunidade
desempenha um papel mais importante do que arquéias no metabolismo global da rizosfera. Ainda segundo o autor,
a maior exsudacio e liberacdo de acidos organicos pelas leguminosas, em decorréncia da inoculagio e simbiose com
rizébios, pode explicar a grandeza das comunidades bacterianas (ZHANG et al., 2015). A diversidade seleta na

rizosfera, deve ser interpretada como um enriquecimento das fungdes neste ecossistema, moldada pelos interesses da

planta hospedeira.

4.4. Conclusoes

O guandu BRS Mandarim apresenta maior nodulacio que a linhagem g6-95, embora se mostre menos

eficiente na absor¢io de N;

As plantas inoculadas com estitpes SEMIA 5079 5080 tém produgdo de MS e nodulagio equivalentes
aquelas inoculadas com SEMIA 6156;
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O uso de 10 kg.ha! N no estabelecimento do guandu melhora os teores de N da parte aérea e possibilita
maior producio de massa seca nas plantas inoculadas;

O guandu apresenta baixa especificidade, resultando em indices de eficiéncia simbidtica elevada mesmo
em solos sem inoculacio;

As comunidades de AOA sdo mais abundantes do que as comunidades de AOB no solo avaliado, com ou
sem plantas;

As comunidades de bactérias totais sio mais abundantes do que as comunidades de arquéias totais no solo
avaliado, com o sem planta;

A aplicagao de altas doses de fertilizante nitrogenado exerce influéncia nas comunidades de micro-
organismos amoénio oxidantes;

A inoculacdo com rizébios nio interfere nas comunidades de AOA, AOB, bactérias e arquéias totais.
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