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RESUMO

O Nitrogénio (N) é um dos nutrientes mais importantes para o crescimento das plantas,
por isso no mercado existem diversos fertilizantes nitrogenados para importantes culturas
agricolas. Nesse contexto, a fixacdo simbiotica de nitrogénio atmosférico € uma
alternativa para disponibilizar esse nutriente para as plantas, sendo um processo
sustentavel e de custo reduzido, realizado por diversos géneros de bactérias como o
Bradyrhizobium, de forma simbio6tica com as espécies leguminosas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a capacidade de nodular e a eficiéncia simbidtica de diferentes estirpes
de bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium oriundas de diferentes espécies de
leguminosas (6 de amendoim forrageiro, 9 de soja, 6 de feijao-caupi e 6 de feijdo-fava) e
mais cinco estirpes isoladas de area de mineragdo de ferro, com essas mesmas espécies,
exceto amendoim. O experimento foi conduzido no Departamento de Ciéncia do Solo na
Universidade Federal de Lavras. Foram avaliadas 32 estirpes, além de um controle
positivo com a estirpe aprovada pelo MAPA para cada espécie e dois controles sem
inoculagdo: um com alta concentracdo de N e outro com baixa concentracdo de N mineral.
As estirpes testadas haviam sido isoladas em trabalhos anteriores realizados no setor. O
ensaio foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Para
os testes foram utilizados frascos reciclados tipo long neck (500ml), contendo solucgéo
nutritiva (Hoagland & Arnon, 1950) e fitas de papel filtro para suporte, crescimento das
raizes e movimento ascendente da solucdo nutritiva. Antes do plantio as sementes foram
desinfestadas com &lcool 70% por 30 segundos e hipoclorito de sédio 3% durante 2
minutos, em seguida foram lavadas 8 vezes com &gua esterilizada. Posteriormente, as
sementes foram colocadas para germinar em placas de Petri esterilizadas com algodéo e
papel filtro umedecidos. Foi plantada uma semente por frasco. Cada estirpe representou
um tratamento e foi inoculada na base com 1 ml de cultura em meio 79 liquido (Fred &
Waksman, 1928) que ficou sob agitacdo por 5 dias. Embora as estirpes isoladas de
amendoim forrageiro tenham sido testadas nas outras 3 espécies, nao foi possivel testar
todas estirpes em amendoim forrageiro por problemas na germinacgdo de suas sementes.
Os experimentos foram desmontados apds apresentarem nédulos no controle positivo
(estirpe aprovada pelo MAPA ou comprovadamente nodulifera para a espécie). Dez
estirpes foram eficientes em nodularem a soja (somente as isoladas da espécie e a INPA
03-11B isolada de Centrosema sp.), 16 estirpes no feijdo-fava e 29 foram eficientes no
feijdo-caupi, indicando a alta promiscuidade do feijdo caupi e a alta especificidade da
soja. Estirpes de rizobio eficientes em fixar N2 com diferentes espécies de importancia
econdmica representam uma alternativa desejavel para producéo e uso de inoculantes.
Neste sentido se destacaram a estirpe INPA 03-11B, que nodulou eficientemente a soja e
a UFLA 05-89, que nodulou eficientemente o feijdo-fava.

Palavras-chave: nodulacao; fixacao bioldgica de nitrogénio; bactérias diazotroficas.



ABSTRACT

Nitrogen (N) is one of the most important nutrients for plant growth, and thus, the market
offers a variety of nitrogen fertilizers for major agricultural crops. In this context, the
symbiotic fixation of atmospheric nitrogen is an alternative to provide this nutrient to
plants, being a sustainable and cost-effective process carried out by various genera of
bacteria, such as Bradyrhizobium, in symbiosis with host species. The aim of this study
was to evaluate the nodulation capacity and symbiotic efficiency of different strains of
Bradyrhizobium bacteria originating from various leguminous species (6 from forage
peanut, 9 from soybean, 4 from cowpea, and 4 from lima bean) with these same host
species. The experiment was conducted at the Department of Soil Science of the Federal
University of Lavras. A total of 32 strains were evaluated, along with a positive control
using the strain approved by the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock, and Food
Supply (MAPA) for each species, and two non-inoculated controls: one with a high
nitrogen concentration and the other with a low nitrogen concentration. The strains tested
were previously isolated in prior researchs conducted in the department. The experiment
followed a completely randomized design with three replications. Tests were conducted
in recycled long-neck bottles (500 ml) containing a nutrient solution (Hoagland & Arnon,
1950) and filter paper strips to support root growth and the upward movement of the
nutrient solution. Before planting, seeds were disinfected with 70% ethanol for 30
seconds and 3% sodium hypochlorite for 2 minutes, then rinsed 8 times with sterilized
water. Subsequently, seeds were germinated on sterile Petri dishes with moistened cotton
and filter paper. One seed was planted per bottle. Each strain represented a treatment and
was inoculated at the base with 1 ml of liquid medium 79 culture (Fred & Waksman,
1928) shaken for 5 days. Although strains isolated from forage peanuts were tested on the
other three species, it was not possible to test all strains on forage peanuts due to seed
germination problem. The experiments were evaluated once nodules were observed in the
positive control (strain approved by MAPA or proven nodulating for the species). Ten
strains were efficient in nodulating soybean (only those isolated from the species and the
INPA 03-11B strain isolated from Centrosema sp.), 16 strains nodulated lima bean, and
29 strains were efficient in cowpea, highlighting cowpea's high promiscuity and soybean's
high specificity. Efficient rhizobial strains capable of fixing N. with different
economically important species represent a desirable alternative for the production and
use of inoculants. In this context, the INPA 03-11B strain stood out for its efficient
nodulation in soybean, and UFLA 05-89 isolated from forage penanut, was efficient in
nodulating lima bean.

Keywords: nodulation; biological nitrogen fixation; diazotrophic bacteria.
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio (N) é um elemento de suma importancia para o crescimento e bom
desenvolvimento das plantas, sendo considerado um macronutriente indispensavel,
participando de importantes processos no metabolismo vegetal, como na fotossintese e

na sintese de proteinas.

As plantas podem absorver N de diversas formas, diretamente do solo, pela
decomposicdo da matéria organica, pelo adubo nitrogenado aplicado ou pela fixacdo
bioldgica de nitrogénio (FBN), que € realizada por alguns géneros de bactérias
diazotrdéficas, que contém a enzima nitrogenase que reduz N2 para a forma inorganica de

NH3, que pode entdo, tornar-se disponivel para as plantas.

Quinze desses géneros estabelecem simbiose com espécies de leguminosas,
formando nédulos nas raizes ou excepcionalmente no caule do hospedeiro onde ocorre a
fixacdo do nitrogénio atmosférico (N2). Esse processo se destaca, em decorréncia da sua
alta eficiéncia em disponibilizar nitrogénio, contribuindo com a maior parcela desse
nutriente fixado no planeta por ano, chegando a 65% do total (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). As bactérias conhecidas por realizar esse processo em leguminosas sdo também
conhecidas como rizébios e um dos géneros mais estudados é o Bradyrhizobium. A soja
brasileira economiza bilhdes de reais anualmente pela inoculacdo de estirpes selecionadas

de espécies de Bradyrhizobium substituindo adubos nitrogenados.

As diferentes espécies de leguminosas podem apresentar alta eficiéncia no
processo de FBN, entretanto, dependendo da estirpe de rizGbio, pode ocorrer
especificidade, tanto em relagdo a capacidade de nodulacdo como em relacdo a
eficiéncia em fixar N2. Por outro lado, tanto espécies de leguminosas como estirpes de
rizobio podem ser promiscuas, ou seja, se estabelecem simbiose mutualistica com grande
namero de espécies. Estirpes de rizébio eficientes em fixar N2 com diferentes espécies
de importancia econémica apresentam uma caracteristica desejavel para producdo e

utilizacdo de inoculantes.



O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de nodular e a eficiéncia
simbidtica de diferentes estirpes de bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium e

isoladas de soja, feijao-fava, feijdo-caupi e amendoim forrageiro nestas mesmas espécies.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Importéancia econdmica da soja, feijao-caupi, feijao-fava e amendoim

forrageiro

A maioria das leguminosas de importancia econdmica possui a capacidade de
formar nédulos e fixar nitrogénio atmosférico (N2). Essa familia de plantas desempenha
um papel crucial na seguranca alimentar, tanto humana quanto animal, integrando-se a
cadeia produtiva de diversos alimentos. Além disso, as leguminosas podem ser utilizadas
como cobertura do solo, servindo como fonte de matéria organica, enriquecendo o solo e

promovendo a sustentabilidade agricola

A soja (Glycine max), pertencente a familia Leguminosae, € originaria da China,
onde é cultivada ha milhares de anos. Reconhecida por seu alto teor de proteinas e 6leos,
a soja desempenha um papel essencial na cadeia produtiva, servindo de matéria-prima
para diversos produtos alimenticios, industriais e energéticos. No Brasil, a cultura ocupa
uma posicdo de destaque como a mais amplamente cultivada, abrangendo uma area de 47
milhGes de hectares e apresentando uma produtividade média de 160 milhdes de
toneladas, sendo lider no ranking internacional de producéo (Conab, 2024). O cultivo da
soja foi amplamente difundido nas ultimas decadas, registrando um aumento constante

na producdo ao longo dos anos (Conab, 2024).

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata), também pertencente a familia
Leguminosae, é originario da Africa e foi introduzido no Brasil no século XVI. Desde
entdo, seu cultivo se expandiu, concentrando-se principalmente nos estados das regides
Norte e Nordeste. Fonte de proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais, o feijdo-caupi é
um componente essencial da alimentacdo, especialmente entre a populacdo rural e na
agricultura familiar, desempenhando um papel significativo na economia e na sociedade

dessas regides (Embrapa, 2022).
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Por sua vez, o feijdo-fava (Phaseolus lunatus), também da familia
Leguminosae, € a segunda espécie do género Phaseolus mais consumida no mundo. No
Brasil € amplamente cultivado na regido Nordeste, com destaque para os estados do Ceara
e da Paraiba, que atualmente lideram a producdo (Embrapa, 2024). No Brasil, estima-se
uma area de aproximadamente 30 mil hectares dedicada ao cultivo desse grdo (Embrapa,
2024). Adaptado a condicGes adversas, como seca e temperaturas elevadas, o feijdo-fava
desempenha um papel essencial para as familias de regides semiaridas, sendo também um
alimento de grande importancia para a seguranca alimentar dessas comunidades
(Embrapa, 2024).

O amendoim forrageiro (Arachis pintoi), originario da América do Sul, é uma
leguminosa perene de crescimento prostrado, caracterizada pela presenca de estolGes, que
proporcionam multiplos pontos de crescimento e alta resisténcia a desfolha pelo pastejo.
Essa espécie é amplamente recomendada para a recuperacdo de areas degradadas,
consadrcios com pastagens, sistemas agroflorestais, jardinagem (Embrapa, 2016) e como
planta de cobertura (Ferreira, 2017). Além disso, possui um elevado potencial de fixacao
de nitrogénio atmosférico em associacdo com rizobios (S et al., 2019), sendo utilizada
em sistemas de producgédo bovina a pasto, o que contribui para a reducdo das emissdes de
carbono na atmosfera (Miranda et al., 2008; De S4 et al., 2014).

2.2 Adubacéo nitrogenada

O nitrogénio mineral é um dos nutrientes mais importantes para as atividades
metabolicas das plantas, desempenhando papel fundamental na composicdo de acidos
nucleicos e proteinas. Por sua relevancia, é considerado um nutriente essencial e 0 mais

demandado pelas culturas agricolas.

Embora o gés nitrogénio (N2) corresponda a 78% da composi¢do da atmosfera
terrestre, as plantas ndo conseguem utiliza-lo diretamente nessa forma. Para suprir essa
limitag&o, grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados comegaram a ser aplicadas,
especialmente a partir da Revolucdo Verde na década de 1960. A fabricacdo desses
fertilizantes ocorre por meio do processo Haber-Bosch, que utiliza o diazoto (N2) e o di-
hidrogénio (Hz) no estado gasoso para a producao de amoénia (NHs). Esse processo exige
altas pressdes e temperaturas, alcancadas com o consumo intensivo de combustiveis

fosseis, devido a necessidade de romper a tripla ligacdo do No.
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Mesmo apos serem transformados em formas assimildveis pelas plantas, a
eficiéncia de uso dos fertilizantes nitrogenados varia de 30% a 60%, dependendo de
fatores como cultura, clima, solo e praticas de manejo (REETZ JR., 2016). Essa baixa
eficiéncia resulta em perdas significativas, tornando o processo oneroso e com impactos
ambientais elevados causados pela lixiviacdo e volatilizacdo dessa porcentagem néo
utilizada pelas plantas.

Para minimizar custos e problemas ambientais, estratégias mais sustentaveis
vém sendo desenvolvidas para reduzir a dependéncia de fertilizantes nitrogenados. Uma
dessas alternativas ¢ a fixacdo bioldgica do nitrogénio, um processo natural que utiliza
energia metabdlica para transformar o N: atmosférico em formas assimilaveis pelas
plantas, esse método é especialmente relevante para algumas culturas no Brasil,
destacando-se como uma solucdo econdmica e ambientalmente viavel (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

2.3 Fixacdo bioldgica de Nitrogénio

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) é um processo natural pelo qual o
nitrogénio atmosférico (N2) é convertido em formas assimilaveis pelas plantas, mediado
pela acdo de bactérias especializadas. Esse mecanismo é considerado o segundo processo

biolégico mais importante do planeta, ficando atras apenas da fotossintese.

As bactérias responsaveis por esse processo, conhecidas como diazotréficas,
possuem a enzima nitrogenase, que ¢ capaz de romper a tripla ligacao do N2, convertendo-
o em amoOnia (NHs), uma forma assimilavel pelas plantas. Essas bactérias podem ser
associativas, formando parcerias simbioticas com as plantas, ou viver de maneira livre no
solo, sem associacdo direta com o vegetal. Quando em simbiose especificamente a plantas
da familia Leguminosae, conhecidas como leguminosas, essas bactérias sdo chamadas de
rizobios, sendo capazes de formar estruturas especializadas nas raizes ou no caule,
denominados de nédulos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Quando os interiores desses
nodulos apresentam uma coloragdo avermelhada, significa que a FBN esta ativa, isso
ocorre pois em seu interior possui uma hemoproteina, a leghemoglobina, responsavel pela
necessidade de oxigénio dos nodulos (Mayer et al. 2022). Esse processo € mais

sustentavel e econdmico, comparado a adubacéo nitrogenada .
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2.4 Fixacao de nitrogénio em leguminosas com Bradyrhizobium

O género Bradyrhizobium, pertencente a classe Alfaproteobacteria, inclui
estirpes de grande relevancia agricola devido a sua capacidade de estabelecer simbiose
eficiente com diversas espécies de leguminosas em condi¢fes variadas (Moreira et al.,
1993). Essas bactérias desempenham um papel essencial na nutricdo nitrogenada das
culturas, destacando-se na cultura da soja, onde sdo capazes de suprir integralmente a

demanda de nitrogénio da planta, resultando em uma economia de bilhdes de ddlares.

As leguminosas, de modo geral, possuem alto potencial de simbiose com 0s
rizobios, como demonstrado em estudos que destacam o sucesso da inoculacgdo de estirpes
em culturas como soja, feijdo-caupi, feijdo-fava e amendoim forrageiro (Costa et al.,
2017; Rodrigues et al., 2021; Michel, 2022;). De acordo com a Lista de Nomes de
Procariontes com Estatuto na Nomenclatura (LPSN), atualmente sdo reconhecidas 92
espécies validas de Bradyrhizobium. Essas espécies apresentam ampla diversidade
fenotipica, genotipica e simbiotica, aléem de ampla distribuicdo geogréfica, incluindo
representantes capazes de produzir substancias promotoras do crescimento vegetal
(Oliveira-Longatti et al., 2013).

Especificamente, 13 espécies de Bradyrhizobium j& foram descritas como capazes
de formar simbiose com a soja, incluindo B. japonicum, B. liaoningense, B.
huanghuaihaiense, B. ganzhouense, B. diazoefficiens, B. dagingense, B. ottawaense, B.
amphicarpaeae, B. symbiodeficiens, B. diversitatis, B. cosmicum, B. septentrionale e B.
quebecense (Jordan, 1982; Xu et al., 1995; Wang et al., 2013; Zhang et al., 2012;
Delamuta et al., 2013; Lu et al., 2014; Yu et al., 2014; Bromfield et al., 2019; Bromfield
et al., 2020; Wasai Hara et al., 2020; Klepa et al., 2021; Bromfield et al., 2021). Para a
cultura do feijdo-fava, existem duas espécies descritas de Bradyrhizobium capazes de
formar simbiose: B. icense e B. paxllaeri (Durén et al., 2014). Para o feijdo-caupi, existem
quatro espécies mais eficientes: B. elkanii, B. japonicum, B. forestalis e B. cajani
(Rodrigues, 2020; Costa et al., 2018). No que diz respeito ao amendoim forrageiro,
recentemente foram descritas trés novas espécies, B. Bahiense, B.lavrense e B. uflense
(Moreira et al., 2024).

No estudo de Rodrigues (2020), foi verificado que o feijao-fava (Phaseolus
lunatus L.) estabelece simbiose com bactérias fixadoras de N2 que apresentam
diversidade fenotipica e genotipica, nodulando preferencialmente com o género
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Bradyrhizobium. Entre as estirpes avaliadas a UFLA02-199, UFLA02-206, UFLAQ2-
221, UFLA02-222, UFLAO02-244, UFLAO02-245 e INPA54B, apresentam potencial
biotecnologico, para nodulacdo no feijdo-caupi. No estudo de Michel (2022), foi
verificada a relacdo entre genes simbidticos das espécies Arachis pintoi, Glycine max L.
e Phaseolus lunatus L e que diferentes espécies de Bradyrhizobium séo capazes de formar
simbiose com as 3 leguminosas em estudo. Entre as 38 estirpes de Bradyrhizobium
isoladas dessas espécies, observou-se agrupamentos muito semelhantes em relacdo aos
genes de nodulacdo. Contudo, as estirpes isoladas de amendoim forrageiro e soja

apresentaram maior separacao ao longo da arvore filogenética do genoma.

As estirpes utilizadas neste estudo foram selecionadas com base em trabalhos
anteriores que sequenciaram o genoma (Costa et al., 2019; Guimaraes et al., 2015;
Michel, 2020; Ribeiro et al., 2015; Rodrigues et al., 2021; Sa et al., 2019; Castro et al.,
2017). Essas estirpes foram isoladas de quatro diferentes espécies de leguminosas
provenientes de distintas regides do Brasil, destacando-se pela diversidade genética e pelo
potencial simbidtico demonstrado nas andlises realizadas. Todas as estirpes em estudo
estdo depositadas na colecdo de bactérias do Setor de Biologia do Solo, Microbiologia e

Processos Bioldgicos da UFLA.

3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no laboratério de microbiologia do solo, no

departamento de Ciéncia do Solo, na Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Nesse experimento, foi realizada a mesma metodologia com todas as trés espécies
estudadas. Foram utilizadas 27 estirpes de Bradyrhizobium no experimento da soja e
feijéo-fava, para o experimento do feijdo-caupi foram acrescentadas mais 2 estirpes de
Bradyrhizobium e 3 estirpes de Burkholderia isoladas de area de mineragéo de ferro. Cada
espécie representou um tratamento, com trés controles, sendo um positivo com pelo
menos uma estirpe aprovada pelo MAPA como inoculante ou comprovadamente
nodulifera na espécie, e dois negativos, sem inocula¢do, um com alta concentracéo de N
e outro com baixa concentragdo de N mineral. As estirpes utilizadas isoladas de soja
(Glycine max) foram: UFLA 06-24, UFLA 06-12, UFLA 06-28, UFLA 06-05, UFLA 06-
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37, UFLA 06-40, UFLA 06-19, UFLA 06-06 e BR-29, as isoladas de feijao-fava
(Phaseolus lunatus) foram: UFLA 02-195, UFLA 02-199, INPA01-54B, UFLA 02-213,
UFLA 02-259 e INPA 237B, as de amendoim forrageiro (Arachis pintoi) foram: UFLA
05-112, UFLA 05-111, UFLA 05-153, UFLA 05-89, UFLA 05-109, UFLA 05-129, as
isoladas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.) utilizadas foram: INPA 03-11B, UFLA
03-164, UFLA 03-84, 3-153, 3-321 e 3-150 e por ultimo as isoladas da &rea de mineracao
de ferro foram: 03-584, 03-672, sendo essas do género Bradyrhizobium, e UFLA 3-600,
UFLA 3-477 e UFLA 3-476 do género Burkholderia (Tabela 1).

Estas estirpes fazem parte da colecdo de bactérias promotoras de crescimento
vegetal do setor de Biologia, Microbiologia e Processos Bioldgicos do Solo do
DCS/UFLA e foram identificadas e estudadas com relacdo a outras caracteristicas em
diversos trabalhos publicados de nosso grupo de pesquisa (Tabela 1). Devido ao nimero
elevado de estirpes para cada espécie de leguminosa foi realizado mais de um
experimento, porém com 0S mesmos controles, exceto o controle positivo que foi
especifico de cada espécie. Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente

casualizado, com trés repeticoes.

Tabela 1. Origem e caracteristicas das estirpes testadas.

Estirpe Identificacdo Hospedeiro de origem| Referéncia

UFLA 06-24 Bradyrhizobium sp.* Glycine max Ribeiro et al., 2015
UFLA 06-12 Bradyrhizobium sp.* Glycine max Ribeiro et al., 2015
UFLA 06-28 Bradyrhizobium sp.* Glycine max Ribeiro et al., 2015
UFLA 06-05 Bradyrhizobium sp.* Glycine max Ribeiro et al., 2015
UFLA 06-37 Bradyrhizobium sp.* Glycine max Ribeiro et al., 2015
UFLA 06-40 Bradyrhizobium sp.* Glycine max Ribeiro et al., 2015
UFLA 06-19 Bradyrhizobium sp.* Glycine max Ribeiro et al., 2015

UFLA 06-06 Bradyrhizobium sp.* Glycine max Ribeiro et al., 2015



BR-29

UFLA 02-195

UFLA 02-199

INPA 01-54B

UFLA 02-213

UFLA 02-259

INPA 237B

UFLA 05-112

UFLA 05-111

UFLA 05-153

UFLA 05-89

UFLA 05-109

UFLA 05-129

INPA 03-11B

UFLA 03-164

UFLA 03-84

UFLA 03-153

UFLA 3-321

UFLA 3-150

B. elkanii

Bradyrhizobium sp.*

Bradyrhizobium sp.*

Bradyrhizobium

forestalis

Bradyrhizobium sp.*

Bradyrhizobium sp.*

Bradyrhizobium

viridifuturi

Bradyrhizobium sp.*
Bradyrhizobium sp.*
Bradyrhizobium sp.*
Bradyrhizobium sp.*
Bradyrhizobium sp.*

Bradyrhizobium sp.*

Bradyrhizobium

amazonense

Bradyrhizobium

uaiense

Bradyrhizobium

viridifuturi

Bradyrhizobium

uaiense

Bradyrhizobium

brasiliense

Bradyrhizobium sp

Glycine max
Phaseolus lunatus
Phaseolus lunatus

Inga sp.

Phaseolus lunatus
Phaseolus lunatus

Pterocarpus sp

Arachis pintoi
Arachis pintoi
Arachis pintoi
Arachis pintoi
Arachis pintoi
Arachis pintoi

Centrosema sp.

Vigna unguiculata

Vigna unguiculata

Vigna unguiculata

Vigna unguiculata

Vigna unguiculata

15

Peres & Vidor, 1980
Rodrigues et al., 2021
Rodrigues et al., 2021

Costaetal., 2017

Rodrigues et al., 2021
Rodrigues et al., 2021

Costa et al., 2019

Saetal., 2019
Saetal., 2019
Saetal., 2019
Saetal., 2019
Saetal., 2019
Saetal., 2019

Moreira et al., 2024

Michel et al., 2020

Costa et al., 2019

Michel et al., 2020

Costa et al., 2019

Costa et al., 2019
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3-600 Burkholderia Afloramento de pedraCastro et al., 2017
de ferro

3-477 Burkholderia Savana neotropical  Castro et al., 2017

3-476 Burkholderia Savana neotropical  Castro et al., 2017

3-584 Bradyrhizobium sp. Grama Castro et al., 2017

3-672 Bradyrhizobium sp. Grama Castro et al., 2017

Identificado por sequenciamento do gene 16S Rrna
*Genomas sequenciado por Michel et al., 2020.

Para o plantio utilizou-se frascos de 500ml tipo long neck (Figura 1), que foram
envoltos com papel aluminio, em seu interior colocou-se duas fitas de papel filtro e
adicionou 450 mL de solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) (Figura 2). Para o
tratamento sem inoculagdo e com alta concentracdo de N mineral foi utilizada solucéo
nutritiva com 52,5 mg/L -*. Para o tratamento sem inoculacéo e com baixa concentracao
de N foi utilizado 5,25 mg L -! de solucdo nutritiva. ApGs o preparo, o material foi

autoclavado durante 40 minutos, a 120°C.

Figura 2. Garrafas

Figura 1. Garrafas de long com solucéo
neck utilizadas no nutritiva prontas
experimento. para instalacdo do

“experimento.

<

Fonte: Autor (2023) Fonte: Autor (2023)

Antes do plantio, as sementes foram desinfestadas superficialmente com alcool
70% por 30 segundos, hipoclorito de sddio a 3% por 2 minutos e posteriormente foi feita

8 lavagens consecutivas com agua destilada, em seguida foram colocadas para germinar
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em placa de Petri esterilizada com algod&o e papel filtro umedecido com agua estéril em
seu interior (Figura 3).

Figura 3. Sementes de

soja em placa de Petri

para germinacao.
S

g
Fonte: Autor (2023)

Para o preparo dos inoculantes, as estirpes bacterianas foram cultivadas em placas
de Petri em meio de cultura YMA/79, ap0s o crescimento foram levadas para o meio 79
liquido (Fred & Waksman, 1928), sob agitacdo por 5 dias, até a inoculagéo.

O plantio foi realizado utilizando uma semente pré-germinada por frasco, em
seguida foi inoculado 1 ml de cultura sob a semente (Figura 4). Apos trés dias passou-se
fita adesiva no topo do frasco para evitar contaminacdo e todo o0 experimento permaneceu
sob observacao, soja por 40 dias, feijdo-fava por 26 dias e feijdo-caupi por 25 dias, até a
analise estatistica Sisvar (Ferreira, 2011) (Figura 5).

O experimento foi desmontado quando foram observados nédulos nas raizes do
controle positivo (Figura 6). As variaveis avaliadas foram nimero de nédulos (NN),
massa seca dos nodulos (MSN), SPAD, massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca

da parte radicular (MSR) e eficiéncia de nodulagé&o.
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Figura 4. Inoculacéo de
1ml de cultura na

semente

Fonte: Autor (2023)

Figura 5 Plantas de feijao-caupi, soja e feijdo fava, sob observacéo.

LTS

Fonte: Autor (2023)
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Figura 6. Nédulos nas raizes de soja, feijao-caupi e feijao fava

Fonte: Autor (2023)

Os nodulos foram destacados com cuidado das raizes e armazenados em frascos.
O mesmo foi feito com a parte aérea e radicular das plantas, que foram armazenadas em
recipiente de papel pardo. Todo o material foi levado para secar em estufa, até atingir
peso constante. Apés a secagem, o material foi pesado em balanca de preciséo.

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia, com uso do sistema de
analise estatistica Sisvar (Ferreira, 2011). As médias dos tratamentos foram agrupadas
pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Os valores das varidveis numero de
nodulos (NN) e matéria seca de nédulos (MSN) foram previamente transformados com
uso da formula (X+0,5)%°.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento Soja (Glycine max)

Dentre todos os tratamentos, além do controle positivo (BR-29) também isolado
de soja e a INPA 03-11B isolada de Centrosema sp, somente oito das 27 estirpes foram
eficientes em nodularem a raiz de soja: UFLA 06-37, UFLA 06-28, UFLA 06-05, UFLA
06-19, UFLA 06-40, UFLA 06-24, UFLA 06-06, todas essas isoladas da soja e a UFLA
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03-153 isolada de feijao-caupi. Em relacdo ao nimero de nddulos, as estirpes BR-29,
UFLA 06-28, UFLA 06-05, UFLA 06-06, apresentaram o resultado de numero de
nodulos semelhantes entre si (TABELA 2 e 3).

Tabela 2. Resultados do teste de inoculacdo em plantas de soja apo6s 40 dias. Valores
médios para numero de nédulos (NN), matéria seca de nddulos (MSN), matéria seca da
parte aérea (MPA), matéria seca da raiz (MDR). Os tratamentos foram inoculados com
estirpes isoladas de soja, feijdo-fava, feijdo-caupi e amendoim-forrageiro, duas
testemunhas nao inoculadas, uma com alto teor de N mineral e outra com baixo teor de
N mineral, e uma testemunha aprovada pelo MAPA (BR-29).

Tratamentos SPAD NN MSN MSPA MSR

(por | (mg por | (g por (9 por
planta) | planta) | planta) | planta)

UFLA 06-27 225a 195b 0,012 b 0483a 0,156a
UFLA 02-213 22,1a 0,0c 0,0c 0,564a 0,181a
UFLA02-259 24,0a 00c 00c 065la 0,198a
UFLA05-112 241a 00c 00c 0,611la 0,158 a
UFLA O5-111 239a 0,0c 0,0c 0,712a 0,203 a
UFLA05-153 21,2a 00c 00c 0,594a 0,191a

UFLA 05-89 19,7 a 0,0c 0,0c 0,672a 0,187 a
UFLA 05-109 25,2 a 0,0c 0,0c 0,599a 0,143a

UFLA 03-84 235a 00c 00c 0,54la 0,181a

BR 29 259a 51,3a 0,035a 0,560a 0,215a
-N 240a 00c 00c 0477a 0,167 a
+N 253a 0,0c 0,0c 0,464a 0,131a

CV (%) 15,62 26,34 0,11 22,38 29,24

Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott, a 5%

de probabilidade.

Tabela 3. Resultados do teste de inoculagcdo em plantas de soja apo6s 40 dias. Valores
médios para nimero de nddulos (NN), matéria seca de nédulos (MSN), matéria seca da
parte aérea (MPA), matéria seca da raiz (MSR). Os tratamentos foram inocula¢des com
estirpes isoladas de soja, feijdo-fava, feijdo-caupi e amendoim-forrageiro, duas
testemunhas ndo inoculadas, uma com alto teor de N mineral e outra com baixo teor de
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N mineral, e uma testemunha aprovada pelo MAPA (BR-29)

Tratamentos SPAD NN MSN MSPA MSR
(por planta) | (mg por (g por (g por
planta) planta) planta)
UFLA 06-24 27,8 b 0,7b 0,0003 b 0,325b 0,074 b
UFLA 06-12 28,1b 00b 0,00 b 0,217 b 0,043 b
UFLA 06-28 34,5 a 50a 0,0020 b 0,409 b 0,117 a
UFLA 06-05 30,5 a 6,0a 0,0047 a 0,284 b 0,121 a
UFLA 06-40 29,1a 0,0b 0,00 b 0,473 b 0,097 b
UFLA 06-19 32,3 a 05b 0,0020 b 0,316 b 0,084 b
UFLA 06-06 27,1b 30a 0,0013 b 0,363 b 0,079 b
UFLA02-195 25,1b 0,0b 0,00 b 0,257 b 0,083 b
UFLA 02-199 251b 0,0b 0,00 b 0,439 b 0,077 b
INPA 01-54B  28,0b 0,0b 0,00 b 0,648 a 0,143 a
INPA 237B 29,6 a 0,0b 0,00 b 0,398 b 0,081 b
INPA 03-11B 28,6 b 4,7a 0,0040 a 0,528 a 0,123 a
UFLA05-129  26,0b 0,0b 0,00 b 0,524 a 0,084 b
UFLA 03-164  27,0b 0,0b 0,00 b 0,452 b 0,072 b
UFLA 03-153 29.6a 1,0b 0,0003 b 0,323 b 0,068 b
UFLA03-150 29,2a 0,0b 0,00 b 0,382 b 0,094 b
BR 29 25,3 b 8,0a 0,0057 a 0,709 a 0,142 a
-N 27,0b 0,0b 0,00 b 0,451 b 0,102 b
+N 30,7 a 0,0b 0,00 b 0,609 a 0,152 a

CV (%) 8,08 46,34 0,12 27,00 30,78

Meédias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott, a 5%

de probabilidade.

Quanto a massa seca dos nodulos, as estirpes BR-29, UFLA 06-05, UFLA 06-06

e INPA 03-11B foram as que representaram melhores resultados, diferindo das demais.
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Entre as estirpes noduliferas que diferiram das demais quanto ao SPAD foram:
UFLA 06-37, BR-29, UFLA 06-28, UFLA 06-05 e UFLA 06-19. Entre as estirpes ndo
noduliferas que se destacaram com melhores resultados foram: UFLA 06-40, UFLA 03-
150, INPA 237B, que se aproximaram do resultado do controle com alta taxa de N

mineral.

Em relacdo a producdo de massa seca da parte aérea, as estirpes UFLA05-129,
INPA03-11B, INPA01-54B e BR29, tiveram resultados semelhantes ao controle com alta

taxa de N mineral.

Quanto a producdo de massa seca da raiz as estirpes UFLA06-28, UFLA06-05,
INPA03-11B, BR29, INPA01-54B, promoveram resultados semelhantes ao controle com
alta taxa de N mineral, representando os melhores resultados estatisticos entre as demais

estirpes inoculantes.

De maneira geral, observou-se que as estirpes inoculadas noduliferas foram
capazes de promover o crescimento do vegetal. Entretanto, algumas estirpes néo
noduliferas, UFLA 02-259, UFLA 05-112, UFLA 05-111, UFLA 05-89 e INPA 01-54B,
também apresentam potencial para promover o crescimento vegetal, destacando-se por
néo diferirem estatisticamente do controle positivo (BR-29), do controle com N mineral
(sem inoculagdo) ou por aumentarem a MSPA ou SPAD em relagéo ao controle sem N
mineral e sem inoculagdo. O resultado obtido pode ser relacionado a estirpes que ndo séo

noduliferas mas possuem uma boa relacdo com a soja, promovendo crescimento.

4.2 Experimento Feijdo-Fava (Phaseolus lunatus)

Dentre todas as 27 estirpes testadas 15 foram eficientes em nodularem o feijédo-
fava, além da estirpe nodulifera comprovada (INPA 01-54B). Nenhuma das estirpes
isoladas de soja apresentaram eficiéncia em nodular, todas as isoladas de feijdo fava
foram eficientes em nodular; dentre as isoladas de amendoim forrageiro, seis estirpes
apresentaram eficiéncia simbidtica: UFLA 05-129, UFLA 05-111, UFLA 05-112, UFLA
05-89, UFLA 05-109 e dentre as isoladas de feijdo caupi, cinco apresentaram eficiéncia:
UFLA 03-321, UFLA 03-164, UFLA 03-150, UFLA 03-153, UFLA 03-84.
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Com relagdo ao nimero de nodulos, as estirpes UFLA 02-195, UFLA 02-199 E
UFLA 05-89 apresentaram melhores resultados, seguida das UFLA 02-259, UFLA 03-
84, UFLA 05-109 e UFLA 03-150.

Na anélise de massa seca de nodulos as estirpes, UFLA 02-199, UFLA 02-259,
UFLA 05-111, UFLA 05-89 e UFLA 05-109 apresentaram melhores resultados se
agrupando junto a estirpe de referéncia INPA 01-54B (Tabela 4). Quanto as analises de
SPAD, massa seca parte aérea e radicular as estirpes ndo apresentaram diferencas entre

si estatisticamente (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados do teste de inoculacdo em plantas de Feijdo-fava apos 26 dias.
Valores médios para nimero de nédulos (NN), matéria seca de nédulos (MSN), matéria
seca da parte aérea (MPA), matéria seca da raiz (MDR). Os tratamentos foram inoculados
com estirpes isoladas de soja, feijdo-fava, feijdo-caupi e amendoim-forrageiro, duas
testemunhas ndo inoculadas, uma com alto teor de N mineral e outra com baixo teor de
N mineral, e uma testemunha aprovada pelo MAPA (INPA 01-54B)

Tratamentos | SPAD NN MSN MSPA MSR

(por planta) | (mg por (g por (g por

planta) planta) planta)
UFLA06-24  239a 00c 00a 1,123 a 0,286 a
UFLA 06-12 24,7 a 0,0c 0,0a 1,259 a 0,452 a
UFLA06-28  24,7a 00c 00a 0,836 a 0,260 a
UFLA 06-05 26,7 a 0,0c 0,0a 0,853 a 0,300 a
UFLA 06-37 24,7 a 0,0c 0,0a 0,896 a 0,260 a
UFLA06-40 249a 00c 0,0a 0,887 a 0,231a
UFLA 06-19 25,5a 0,0c 0,0a 1,046 a 0,326 a
UFLA06-06 25,3a 00c 0,0a 0,882 a 0,222 a
BR29 28,2a 0,0c 0,0a 0,841a 0,237 a
UFLA 02-195 23,7 a 99,33 a 0,011a 0,996 a 0,311 a
UFLA 02-199 245a 99,66 a 0,030 b 1,066 a 0,377 a
INPA01-54B 223a 26,66 C 2,154 b 0,819a 0,245 a
UFLA 02-213 228a 20,33 ¢ 0,003 a 0,872 a 0,264 a

UFLA02-259 235a 50,33 b 0,019b 1,089 a 0,248 a
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INPA237B 239a  500c 0,0a 0,818 a 0,300 a
UFLA05-112 253a 10,00 0,005 a 1,052 a 0,251 a
UFLA05-111 243a  33,33c¢ 0,016 b 1,175a 0,302 a
UFLA05-153 27,1a  00c 0,0a 1,382 a 0,376 a
UFLA05-89 210a  7333c 0,027 b 1,206 a 0,366 a
UFLA05-109 26,1a  4166bh 0,032 b 1,161 a 0,281 a
INPA03-11B  241a  00c 0,0a 0,969 a 0,275 a
UFLA05-129 238a  0012¢ 0,012a 1,090 a 0,247 a
UFLA03-164 283a  00c 0,0a 0,539 a 0,163 a
UFLA03-84 270a  5333b 0,007 a 0,805 a 0,242 a
UFLA03-153 27.1a  3,33¢C 0,001 a 0,686 a 0,188 a
UFLA03-321 273a  6,66¢ 0,001 a 0,767 a 0,184 a
UFLA03-150 265a 40,00 b 0lla 0,948 a 0,238 a
N 266a  00c 0,0a 0,848 a 0,231 a
+N 270a  00c 0,0a 0,778 a 0,243 a
CV (%) 9,49 74,14 1,16 32,36 38,38

Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott, a 5%

de probabilidade.

4.3 Experimento feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.)

Dentre todas as 32 estirpes trabalhadas 27 apresentaram eficiéncia na nodulacéo,
além do controle positivo (INPA 03-11B e UFLA 03-84). Entre as estirpes de soja e
amendoim forrageiro todas apresentaram eficiéncia em nodularem, entre as estirpes
isoladas de feijao-fava apenas a INPA 237B né&o foi eficiente na nodulagdo. Dentre as
Burkholderia, duas foram capazes de nodular: 03-477 e 3-476, entre as Bradyrhizobium

da area de minerac&o, as duas testadas apresentaram eficiéncia em nodular.

Em relagdo ao nimero de nédulos, as estirpes UFLA 06-12, 3-476, UFLA02-231,
UFLA 05-112, 3-477, UFLA 05-153, UFLA 03-153, 6-672, UFLA 02-259, UFLA 05-
111, UFLA 06-40, UFLA 06-19, UFLA 05-89, UFLA 03-164, UFLA 03-150, UFLA 05-
109 e 3-584 apresentaram melhores resultados juntamente com as duas estirpes de
referéncia INPA 03-11B e UFLA 03-84.
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No indice de matéria seca de nodulos as estirpes: UFLA 06-12, UFLA 06-
28, UFLA 06-19, UFLA 02-195, UFLA 02-199, INPA01-54B, UFLA 02-213, UFLA 02-
259, UFLA 05-112, UFLA 05-111, UFLA 05-153, UFLA 05-89, UFLA 05-109, UFLA
03-150, 3-477 e 3-672 apresentaram os melhores resultados, se agrupando as estirpes de
referéncia INPA 03-11B e UFLA 03-84. Os indices de SPAD, massa seca da parte aérea
e radicular ndo apresentaram variagdes entre os resultados (TABELA 5).
Tabela 5. Resultados do teste de inoculagdo em plantas de Feijdo-caupi apos 25 dias.
Valores médios para nimero de nédulos (NN), matéria seca de nédulos (MSN), matéria
seca da parte aérea (MPA), matéria seca da raiz (MDR). Os tratamentos foram inoculados
com estirpes isoladas de soja, feijao-fava, feijdo-caupi e amendoim-forrageiro, duas

testemunhas ndo inoculadas, uma com alto teor de N mineral e outra com baixo teor de
N mineral, e duas estirpes aprovada pelo MAPA (INPA 03-11B e UFLA 03-84)

Tratamento SPAD NN MSN MSPA MSR
(por planta) | (mg por (g por (g por
planta) planta) planta)
UFLA 06-24 23,56 a 2,65b 0,015a 0,393 a 0,113 a
UFLA06-12 26,66 a 3,30¢c 0,024 b 0,546 a 0,104 a
UFLA 06-28 25,63 a 3,095 b 0,032 b 0,410 a 0,123 a
UFLA06-05 25,60 a 293b 0,09 a 0,314 a 0,070 a
UFLA 06-37 22,35a 1,556 a 0,02 a 0,362 a 0,105 a
UFLA 06-40 22,36 a 453 ¢c 0,012 a 0,435a 0,137 a
UFLA06-19 22,15a 471c 0,025 Db 0,403 a 0,966 a
UFLA 06-06 29,8 a 2,92Db 0,014 a 0,341 a 0,157 a
BR-29 22,30 a 1,26 a 0,02 a 0,428 a 0,092 a
UFLA02-195 149a 1,85a 0,019 b 0,361 a 0,109 a
UFLA 02-199 32,36a 2,54 a 0,025 b 0,544 a 0,095 a
INPA 01-54B 27,20 a 3,07b 0,025 b 0,449 a 0,099 a
UFLA 02-213 29,96 a 3,53¢C 0,025 b 0,520 a 0,126 a
UFLA 02-259 25,30 a 4,34 c 0,038 b 0,460 a 0,125 a
INPA237B 24,20 a 0,0a 0,0a 0,439 a 0,158 a
UFLA 05-12 22,63 a 4,04 c 0,040 b 0,410 a 0,148 a
UFLA 05-111 27,20a 4,49 c 0,028 b 0,376 a 0,142 a

UFLA 05-153 19,2 a 4,10c 0,022 b 0,321a 0,135a
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UFLA 05-89 25,23 a 4,97 c 0,041 b 0,401 a 0,130 a
UFLA 05-109 27,53 a 6,07 c 0,044 b 0,466 a 0,135a
INPA 03-11B 25,63 a 4,25¢ 0,023 b 0,313 a 0,117 a
UFLA 05-129 2245a 6,0c 0,010 a 0,291 a 0,151 a
UFLA 03-164 16,4 a 510c 0,005 a 0,251 a 0,136 a
UFLA 03-84 22,25a 4,87 c 0,027 b 0,323 a 0,107 a
UFLA 03-153 29,20 a 4,10c 0,012 a 0,239 a 0,101 a
UFLA 03-321 22,15a 3,09¢ 0,014 a 0,429 a 0,125a
UFLA 03-150 24,73 a 521c 0,033 b 0,347 a 0,096 a
3-477 230a 3,61c 0,015 a 0,371 a 0,111 a
3-672 26,4 a 4,19 c 0,032 b 0,348 a 0,127 a
3-584 23,4 a 6,19 c 0,029 b 0,380 a 0,131a
3-476 24,7a 3,48 c 0,004 a 0,508 a 0,171a
3-600 23,96 a 0,0a 0,0a 0,447 a 0,220 a

-N 23,56 a 0,0a 0,0a 0,539 a 0,130 a

+N 196 a 0,0a 0,0a 0,671 a 0,148 a

CV (%) 33,93 41,02 1,21 31,15 30, 66

Meédias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott, a 5%

de probabilidade.

4.3 Resultado de nodulacéo de todas as estirpes

Apds 0s experimentos, constatou-se que a maioria das estirpes avaliadas é capaz

de nodular espécies distintas daquelas de sua origem. Entretanto, a cultura da soja

demonstrou maior coevolucdo em relagédo as estirpes de origem, como evidenciado na

Tabela 7. Esses achados corroboram os resultados de Michel (2022), que identificou

padrdes de agrupamento relacionados aos genes envolvidos na nodulacéo.

Tabela 7. Capacidade de nodulacgdo de estirpes de Bradyrhizobium, oriundas

de diferentes hospedeiros, em Vigna unguiculata (caupi), Glycine max(soja) e

Phaseolus lunatus (fava).
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Hospedeiro de origem/|

referéncia

ESTIRPE

Nodula caupi

Nodula soja

Nodula Fava

Glicine max (Ribeiro et al., 2015)

UFLA 06-24

UFLA 06-12

UFLA 06-28

UFLA 06-05

UFLA 06-37

UFLA 06-40

UFLA 06-19

UFLA 06-06

Glicine max — B. japonicum (Peres & Vidor, 1980)

BR-29

Phaseolus lunatus (Rodrigues et al., 2021)

UFLA 02-195

UFLA 02-199

UFLA 02-213

UFLA 02-259

+

+

+

+

+

+

+

+

Pterocarpus - B.viridifuturi (Costa et al., 2019)

INPA 237B

Inga sp. - B. forestalis (Costa et al., 2018)

INPA 01-54B

+

Arachis pintoi (Sa et al., 2019)



UFLA 05-112

UFLA 05-111

UFLA 05-153

UFLA 05-89

UFLA 05-109

UFLA 05-129

Centrosema sp. - Bradyrhizobium amazonense sp.nov- Moreira et al., 2024

INPA 03-11B

Vigna unguiculata - Bradyrhizobium uaiense- (Michel et al., 2020)

UFLA 03-164

UFLA 3-153

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Vigna unguiculata — Bradyrhizobium brasilense (Costa et al., 2017)

UFLA 3-321

Vigna unguiculata — Bradyrhizobium viridifuturi (Costa et al., 2019)

UFLA 03-84

Vigna unguiculata — Bradyrhizobium sp. (Guimaraes et al., 2015)

UFLA 3-150

+

+

+

ND

+

+

+

+

28

Vigna unguiculata — Bradyrhizobium sp. (Castro et al., 2017- na terceira coluna-

origem/fitofisionomia no quadrilatero ferrifero)

UFLA 3-584

UFLA 3-672

Afloramento de pedra de ferro Burkholderia (Castro et al., 2017)

3-600

Burkholderia

+

+

Savana neotropical

(Castro et al., 2017)
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3-477 +

3-476 +

Identificado por sequenciamento do gene 16S rRNA

5 CONCLUSAO

1. Conclui-se que no experimento da cultura da soja a maior parte das estirpes
eficientes de soja avaliadas foram capazes de nodular, indicando alta especificidade dessa
espécie. A estirpe isolada de Centrosema sp. INPA 03-11B, diferiu das demais isoladas

de amendoim forrageiro e feijdo caupi, indicando bons resultados nas variaveis avaliadas.

2. No experimento da cultura de feijdo-fava todas as estirpes isoladas dessa cultura
foram capazes de nodularem, somente uma estirpe isolada de feijdo- caupi e feijao-fava,

ndo foram capazes de nodular, indicando uma certa promiscuidade dessa espécie vegetal.

3. O feijdo-caupi foi o que teve maior promiscuidade com estirpes das outras trés

espeécies, 27 das 32 estirpes avaliadas foram capazes de nodular.

4. Entre os demais indices analisados no experimento com feijdo-fava e feijao-
caupi: SPAD, massa seca aérea e massa seca radicular, ndo obteve resultados
significativos pois o tempo que o experimento foi implantado ndo foi suficiente para
melhor desenvolvimento das plantas, uma vez que no florescimento ocorre o apice da
FBN.
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