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RESUMO GERAL

BARROS, Rodrigo Luiz Neves. Crescimento e produtividade de graos do feijoeiro
comum sob inoculacdo com Rhizobium e adubacdo nitrogenada. 2016. 72f. Tese
(Doutorado em Agronomia, Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

A produtividade média de feijaio comum (Phaseolus vulgaris L.) no Brasil € uma das mais
baixas do mundo. Alternativas que possam aumentar a produtividade de forma sustentavel
devem ser preconizadas, tais como a reducdo do uso de fertilizantes nitrogenados pela adoc¢ao
da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia da inoculagdo de rizébios e, ou da adubagdo nitrogenada de semeadura no
crescimento e produtividade do feijoeiro comum. Foram instalados quatro experimentos no
campo experimental do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, Brasil, de modo que cada experimento fosse repetido duas vezes na
mesma época de cultivo. Os experimentos foram instalados nas épocas da seca e das aguas
dos anos de 2013 e 2014, em um solo classificado como Argissolo Vermelho Amarelo. Para
ambos o0s experimentos, foi utilizado o cultivar de feijoeiro comum Carioca, de crescimento
indeterminado e alto potencial produtivo. No primeiro ano de cultivo das épocas da seca e das
aguas os experimentos foram compostos por trés tratamentos: apenas adubado com 20 kg N
ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 dias ap6s a emergéncia (DAE) (A), inoculado com
Rhizobium e adubado com 40 kg N ha® aos 25 DAE (1+N), inoculado com Rhizobium e
adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA) e um tratamento
adicional somente inoculado com Rhizobium sem adubacdo nitrogenada em nenhum estadio
(I-N), apenas avaliado no segundo ano de ambas as épocas de cultivo. O delineamento
experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com quatro repeticdes em ambos os anos. Cada
parcela foi constituida por 6 linhas de 5 m, espacadas de 0,5 m de distancia. No estadio de
polinizacdo, avaliou-se o nimero de nddulos (NN), massa seca de nodulos (MSN), massa seca
de parte aérea (MSPA) e massa seca raiz (MSR), sendo observado o maior NN e MSN nos
tratamentos que ndo receberam adubacdo nitrogenada na semeadura em ambos 0S anos.
Também foram realizadas coletas de tecido foliar para determinacdo do teor de proteinas
soliveis (TPSF) em quatro estadios de desenvolvimento (vegetativo, polinizacéo,
florescimento pleno e enchimento de grdos), com valores mais elevados para 0 TPSF no
tratamento 1A no estadio de florescimento. Além disso, para analise de crescimento, foram
coletadas trés plantas por parcela, semanalmente dos 14 DAE até a maturacao fisiologica. Na
maturacdo fisioldgica foram coletadas todas as plantas das duas linhas centrais de cada
parcela, desprezando-se o meio metro final de cada extremidade, para avaliar os componentes
de producdo: nimero de vagens por planta (NV), nimero de gréos por vagem (NGV), massa
seca de 100 grdos (MS100G) e produtividade de grdos (PG). Quanto aos componentes de
producdo, ocorreu diferenca significativa apenas para PG, com o tratamento 1A apresentando
rendimentos mais elevados em ambos os anos. Portanto, segundo os resultados obtidos, a
inoculacdo de rizébios pode substituir a adubago nitrogenada com 20 kg N ha™ na semeadura
sem perda de produtividade. Além disso, a inocula¢do com rizdbios, acrescida da adubacéo
com 20 kg N ha™ na semeadura, inibiu parcialmente a nodulagdo e propiciou acréscimo de
produtividade em ambas as épocas. No entanto, mais estudos sdo necessarios para
recomendacdo dessas praticas agronémicas.

Palavras-chave: Analise de crescimento de plantas, Fixagdo biologica de nitrogénio,
Phaseolus vulgaris L., Rhizobium fleirei, Ureia



GENERAL ABSTRACT

BARROS, Rodrigo Luiz Neves. Growth and grain yield of common bean under
inoculation with Rhizobium and nitrogen fertilization. 2016. 72f. Thesis (Ph.D. in Crop
Science). Institute of Agronomy, Crop Science Department, Federal Rural University of Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

The average productivity of common bean (Phaseolus vulgaris L.) in Brazil is one of the
lowest in the world. Alternatives that can increase yield in a sustainable manner should be
preconized, such as reducing the use of nitrogen fertilizers through the adoption of biological
nitrogen fixation. Therefore, the objective of this study was to evaluate the influence of
rhizobia inoculation and sowing nitrogen fertilization on growth and common bean vyield
(Phaseolus vulgaris L.). Four experiments were conducted in the field, at the Experimental
Station of the Department of Crop Science at the Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropedica, Brazil. So that each experiment was repeated twice in the same growing season.
The experiments were conducted in the dry season and rainy the years 2013 and 2014, In a
soil classified as Kanhapudalf. For both experiments, we used the common bean cultivar
Carioca, indeterminate growth and high yield potential. In the first year of cultivation in the
dry season and rainy the experiments were composed of three treatments: only fertilized with
20 kg N ha™ at sowing and with 40 kg N ha™ at 25 DAE (A); only inoculated with Rhizobium
at sowing and fertilized with 40 kg N ha™ at 25 DAE (I+N); and inoculated and fertilized with
20 kg N ha at sowing and with 40 kg N ha™ at 25 DAE (IA); and an additional treatment
only inoculated with Rhizobium with no N fertilization at any phase (I-N), only evaluated in
the second year of both growing seasons. The experimental design used was in randomized
blocks, with four replications in both years. Each plot consisted of 6 rows of 5 m spaced 0,5
m apart. At pollination, it was evaluated the number of nodules (NN), nodules dry weight
(MSN), shoot dry weight (MSPA) and root dry weight (MSR). However, was observed the
highest NN and MSN in treatments without nitrogen fertilization at sowing in both years.
Also, it was determinate the leaf soluble proteins content (TPSF) in four developmental stages
vegetative, pollination, flowering and grain filling), with higher values for the TPSF in the
treatment 1A flowering stage. Moreover, for the growth analysis, three plants were collected
on the second line of each side of the plot, weekly from 14 DAE until physiological
maturation. At physiological maturation all the plants of the two central rows were collected
from each plot to evaluate the crop yield components: number of pods per plant (NV), number
of grains per pod (NGV), 100 grain matter (MS100G) and grain yield (PG). As for the
production of components, there was a significant difference only for PG, with IA producing
the highest PG in both years. Therefore, based on these results, it can be concluded that the
inoculation with Rhizobium may replace the nitrogen fertilization (20 kg ha™) at planting
without yield loss, however, the nitrogen fertilization (20 kg ha™) combined with inoculation
with Rhizobium at sowing partly inhibit the root nodulation of the common bean plants and
increased its total dry weight and grain yield, in both season. However, more studies are
needed to recommend these agronomic practices.

key words: Plant growth analysis, Biological nitrogen fixation, Phaseolus vulgaris L.,
Rhizobium fleirei, Urea
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 A Cultura do Feijoeiro Comum

O feijoeiro comum pertence a ordem Rosales, familia Fabaceae (Leguminosae),
subfamilia Faboideae (Papolionoideae), tribo Phaseoleae, género Phaseoulus, espécie
Phaseolus vulgaris L. O género Phaseolus originou-se nas Américas e possui cerca de 55
espécies, das quais cinco sdo cultivadas: P. vulgaris L. (feijdo comum), P. lunatus L. (feijao
espadinho, feijdo verde), P. coccineus L. (feijdo-da-Espanha, feijdo-de-sete-anos), P.
acutifolius A. Gray var. latifolius Freeman e P. polyanthus Greenman. Destas o feijoeiro
comum, Phaseolus vulgaris, € o mais importante, por ser a espécie cultivada mais antiga e
também a mais utilizada nos cinco continentes (GEPTS; DEBOUCK, 1991).

O feijoeiro comum é uma planta herbacea de habito de crescimento determinado
(ereto, terminando em inflorescéncia) ou indeterminado (nunca termina em inflorescéncia). A
sua reproducéo se da por autofecundacao, devido ao mecanismo de cleistogamia, com apenas
5% de fecundacdo cruzada. O ciclo biologico da planta do feijoeiro comum € dividido nas
fases vegetativa e reprodutiva (VIEIRA et al., 2006). Estas fases por sua vez, séo
subdivididas em dez etapas. A fase vegetativa (V) é constituida das etapas VO a V4 e a
reprodutiva (R), das etapas R5 a R9. Quando a semente é colocada em condicao de germinar,
comega 0 periodo vegetativo, que continua até o aparecimento do primeiro botdo floral nos
cultivares de habito de crescimento determinados, ou da primeira inflorescéncia, nos
cultivares de habito indeterminados (SANTOS; GAVILANES, 2006).

No Brasil os genotipos mais cultivados de feijado comum séo do tipo Phaseolus
vulgaris var. mexicanus, com centro de origem no Meéxico, grdos pequenos, proteina
phaseolina tipo “T”’e adaptados a temperaturas mais elevadas (NORMAN et al., 1995). A
maioria dos cultivares, utilizadas no Brasil apresenta teores de proteina nos grdos de 20 a
25% (BOREN; CARNEIRO, 2006), e sob condi¢cbes ambientais normais, completam seu
ciclo em 70-85 dias (FAGERIA; BALIGAR, 2005). O feijdo tipo carioca, até a década de
1970, possuia um mercado muito restrito no pais, mas atualmente é o tipo mais cultivado e
consumido no pais, apresentando graos de coloragdo creme com rajas marrons, peso de 100
grdos variando de 23 a 25 gramas, habito de crescimento indeterminado e ciclo de
aproximadamente 85 dias (VIEIRA et al., 2006).

Os grédos do feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) representam uma das principais
fontes de proteinas da populacdo brasileira. Contudo, embora o Brasil seja o principal
produtor e consumidor mundial de gréos dessa leguminosa, o rendimento médio nacional é
baixo (HUNGRIA; MENDES; MERCANTE, 2013a), estimado em apenas 866 kg ha™ na
safra 2015 (CONAB, 2015). Considera-se que a baixa adocdo de tecnologias pelo agricultor
e o cultivo em solos marginais estejam entre os principais fatores contribuindo para esse
cenario (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003).

1.1.2 Importéancia do feijoeiro comum
O feijdo comum é um importante constituinte na dieta da populacdo brasileira em
funcdo de sua proteina rica em amino&cido essencial lisina, porém pobre nos amino&cidos
sulfurados metionina e cisteina, essenciais a0 homem (BOREN; CARNEIRO, 2006). Isto
exige uma parceria com cereais, pois estes sdo pobres em lisina, mais ricos em aminoacidos
sulfurados, o que torna a tradicional dieta brasileira, o arroz com feijdo complementar em
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termos de aminodacidos essenciais, sendo considerada por especialistas de excelente valor
nutritivo. Além da importancia do feijdo na alimentacdo da populagdo brasileira e mundial, a
cadeia de producéo, beneficiamento e comercializacdo, gera emprego e renda, principalmente
para a classe menos privilegiada (VIEIRA et al., 2006).

O Brasil é o maior produtor mundial de feijdo comum, que se constitui no alimento
protéico basico na dieta do brasileiro. O consumidor é regionalmente exigente quanto a cor e
0 tipo de grdo, além da qualidade culinaria, sendo que, cerca de 70% do consumo é de gréos
tipo carioca, 20% de grdos do tipo preto e 10% de outros tipos de grédos, produzidos,
principalmente, nos Estados das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste (DEL; MELO, 2005). O
feijdo comum, com denominacOes diferentes, pode ser cultivado em trés épocas distintas de
semeadura: feijdo de 12 época ou “feijao das aguas”, cultivo de primavera-verdo; feijao de 22
época ou “feijado da seca”, cultivo de verdo-outono; e o feijado de 3* época ou “feijao de
inverno”, cultivo de outono-inverno. Os cultivos do feijdo de 12 e 22 épocas correspondem a
mais de 80% da producéo nacional (HUNGRIA; MENDES; MERCANTE, 2013a).

O Brasil produziu na safra de 2015/2016, cerca de 2,514 milhdes de toneladas de graos
de feijdio comum, em uma &rea 2,837 milhdes de hectares, com produtividade média de 866
kg ha™, contudo em 4reas irrigadas a produtividade pode superar facilmente os 3000 kg ha™
(CONAB, 2015), existindo cultivares com potencial produtivo acima de 4000 Kg ha™
(HUNGRIA et al., 2000).

O feijoeiro comum reveste-se de grande importancia econdomica e social (HUNGRIA,;
KASCHUK, 2014). Visto que, aproximadamente 70% do total de feijdo comum produzido no
Brasil é proveniente da agricultura familiar, em plantios realizados principalmente na época
das aguas (primeira safra) e da seca (DEL; MELO, 2005). Entre os principais fatores
limitantes da produtividade da cultura do feijoeiro no Pais, destacam-se aqueles relacionados
ao baixo nivel técnico empregado pelos produtores e ao cultivo do feijoeiro em solos de baixa
fertilidade, especialmente pobres em N (STRALIOTTO; ARAUJO, 2015).

1.2 Adubos Nitrogenados na Cultura do Feijoeiro Comum

O feijoeiro comum € considerado uma planta exigente em nutrientes, devido ao
pequeno e pouco profundo sistema radicular e ao ciclo curto, sendo fundamental que o
nutriente seja colocado a disposi¢do da planta em tempo e local adequados (VIEIRA, TSAl,
TEXEIRA, 2005). O nitrogénio (N) € o nutriente mais exigido pelo feijoeiro (HUNGRIA;
CAMPO; MENDES, 2003), desempenhando diversas fungdes no metabolismo da planta,
participando de diversos compostos considerados indispensaveis para o crescimento e
desenvolvimento da planta, destacando-se as proteinas e as clorofilas, sendo que 50% do N
foliar em plantas Cs, como o feijoeiro comum, estd contido na molécula de Ribulose-1,5-
Bisfosfato Carboxilase/Oxigenase (Rubisco), enzima responsavel pela assimilacdo do CO,
(EPSTEIN; BLOOM, 2005; LONG et al., 2006).

Entre os fertilizantes nitrogenados sélidos no mercado mundial, a uréia é a fonte mais
utilizada, destacando-se pela facilidade de acesso, menor custo por unidade de N (45% de N),
elevada solubilidade e compatibilidade para a mistura com outros fertilizantes e defensivos e
alta taxa de absorcdo foliar (MALAVOLTA, 2006). Porém, o N é perdido com muita
facilidade por lixiviacdo (lavagem no perfil do solo), denitrificacdo (transformacdo do NO3’
em N, e NO,?), volatilizagdo do NHs, e imobilizagdo microbiana (STRALIOTTO et al.,
2002; MALAVOLTA, 2006 ).

O nitrogénio é muito importante tanto no incremento da produgdo de grdos, como na
elevacdo do teor proteico (FIDELIS et al., 2007). A absorcdo do nitrogénio, nutriente de alta
mobilidade no solo, ocorre tanto na forma de cation NH," como na de anion NOs’
(HUNGRIA; KASCHUK, 2014). A forma amoniacal possui a vantagem de se fixar as
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particulas coloidais do solo, principalmente as particulas de argila que sdo carregadas
negativamente na periferia. Além disso, esta forma requer menos energia para a assimilacao
do que o nitrato (ZHOU et al., 2011). J& o nitrogénio nitrico é totalmente solivel em &gua,
nao se fixa nas argilas e é facilmente lixiviado no solo (MALAVOLTA, 2006).

Os fertilizantes nitrogenados, embora representem a forma assimilada com maior
rapidez pelas plantas, apresentam problemas como, custo elevado, poluicdo e emissdo de
gases de efeito estufa (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). A aplicacdo de N mineral nos
solos tropicais pode apresentar, as vezes, baixa frequéncia de resposta (STRALIOTTO, 2002;
MULAS et al., 2011). O aproveitamento do nitrogénio do fertilizante € normalmente inferior
a 50%, podendo, em determinadas situagdes, em solos arenosos, atingir entre 5 e 10%
(DUQUE et al., 1985). Considerando-se que os teores médios de N nos graos de feijdo séo da
ordem de 5%; consequentemente, para produzir 2000 kg de grdos ha™ sdo exportados,
aproximadamente 100 kg N ha™, somente considerando o teor de N nos grdos (HUNGRIA,;
MENDES; MERCANTE, 2013a). Assumindo que 50% dessa necessidade possam ser
fornecidos pelo solo (0 que em geral ndo ocorre nos solos brasileiros, pobres em N), para
suprir os 50 kg de N restantes com o uso de adubacdo nitrogenada seriam necessarios 100 kg
de N ha™, considerando a eficiéncia de uso pelas plantas de 50% e o uso da ureia (adubo
nitrogenado mais comercializado no Brasil e que contem 45% de N), teriamos que fornecer
222 kg de ureia ha™. Considerando-se o elevado preco da ureia, do transporte e aplicacéo, o
custo com a inoculacdo torna-se bem menos oneroso quando comparado ao uso de
fertilizantes nitrogenados.

1.3 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio no Feijoeiro Comum

Assim como a maioria das leguminosas, o feijdo comum pode se beneficiar da
Fixacdo Biologica de nitrogénio (FBN) por meio de uma relacdo simbiotica com rizébios
fixadores de nitrogénio (PINTO; HUNGRIA; MERCANTE, 2007; MULAS et al., 2011;
CARDOSO et al., 2012). Porém, a FBN no feijoeiro comum néo € capaz de prover todas as
suas exigéncias, para obtencdo de elevada produtividade, sendo necessaria a adicdo de
fertilizante nitrogenado, objetivando principalmente a complementacdo das exigéncias de
nitrogénio pelas plantas que ndo foram supridas pelo N-inorganico do solo ou pela fixacéo
biologica do nitrogénio atmosferico (HUNGRIA; MENDES; MERCANTE, 2013a).

O nitrogénio na planta pode ser obtido a partir do solo (principalmente pela
decomposicdo da matéria organica), com pequenas doses pela fixacdo nédo biologica (como
descargas elétricas), pela adicao de fertilizantes nitrogenados, ou pelo processo de FBN do N,
atmosférico (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Sendo a FBN, o processo através do
qual o N presente na atmosfera (N,) é convertido em formas que podem ser utilizadas pelas
plantas (HUNGRIA; MENDES; MERCANTE, 2013a). A simbiose entre bactérias fixadoras
de N (pertencentes a varios géneros e espécies de bactérias, mas conhecidas de modo coletivo
como rizobios) e leguminosas (familia de plantas a qual pertence o feijoeiro e a soja, entre
outras), no caso do feijoeiro comum, se desenvolve nas raizes, quando o rizobio esta presente
no solo, naturalmente ou via inoculacdo, ele reconhece e infecta as raizes da planta
hospedeira, induzindo a formacdo de nddulos, onde ocorre a fixacdo do N, (HUNGRIA;
STACEY, 1997).

A nodulacdo € um processo complexo, que se inicia logo ap6s a germinacdo, com a
presenca do rizobio no solo ou aderido a semente, e envolve trés etapas principais: pré-
infeccdo; infeccdo e desenvolvimento nodular; e ativacdo e funcionamento do nodulo
(CASSINI; FRANCO, 2006). Na pré-infeccdo, o rizobio é atraido até as raizes da planta
hospedeira através de diferentes substdncias exsudadas pelas raizes, como carboidratos,
aminodcidos, além de compostos fendlicos (flavondides) que compdem um gradiente quimico
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na rizosfera, resultando na atracdo da bactéria até a superficie radicular, fenémeno conhecido
como quimiotaxia (HUNGRIA; STACEY, 1997). Essas substancias atuam na bactéria
ativando os genes especificos (genes nod) da nodulagdo. Apos essa ativacdo, o rizobio comeca
a produzir uma série de compostos denominados fatores nod, que interagem com os pélos
radiculares, modificando sua estrutura e morfologia, induzindo o curvamento para a adesao
das células de rizobios. Apds a adesdo inicial, o rizobio consegue penetrar até as células
corticais e formar uma estrutura especial chamada de corddo de infeccdo, sendo que no
interior dessa estrutura, multiplicam-se as células do rizobio. Ao atingir a regido cortical, o
rizébio passa para o interior das células corticais, adaptando-se a sua nova fungéo de fixacdo
de nitrogénio, e é denominado de bacterdide. Apos essa série de eventos, a estrutura nodular
formada esté apta a funcionar como um verdadeiro érgao de fixacdo de nitrogénio; sendo que,
a FBN no feijdo comum ocorre de 15 a 20 dias ap6s a emergéncia (DAE) das plantas
(HUNGRIA; BARRADAS; WALLSGROVE, 1991; CASSINI; FRANCO, 2006).

Entretanto, existem varios relatos e certo consenso de que a simbiose de rizébios com
a cultura do feijoeiro ndo é tdo eficiente quanto com a cultura da soja. Isso ocorre devido a
uma série de fatores relacionados a bactéria, a planta e ao meio ambiente (HUNGRIA,;
MENDES; MERCANTE; 2013a). Em relagdo a planta, uma limitacdo reside no
melhoramento genético, que historicamente ndo tem priorizado o processo da FBN (NODARI
et al.,1993). Em relacdo ao meio ambiente, a simbiose feijoeiro-rizobio apresenta maior
sensibilidade a estresses ambientais. Também existe a limitacdo devido a uma populagéo
elevada de rizébios nos solos, que sdo muito eficientes em formar nddulos, mas pouco
eficientes em fixar nitrogénio. Esses fatores resultam em que, muitas vezes, a contribuicdo da
FBN seja baixa para o fornecimento de N a planta (HUNGRIA; STACEY, 1997; HUNGRIA,
VARGAS, 2000).

O rizbbio, em simbiose, utiliza os carboidratos provenientes da fotossintese da planta
hospedeira na sua manutencdo e para promover o processo de FBN; e por outro lado, a planta
se beneficia do nitrogénio fixado pela bactéria (STRALIOTTO, 2002). Assim, a associacao
do feijoeiro comum com espécies de bactérias do grupo dos rizobios, principalmente
Rhizobium fleirei, € uma tecnologia capaz de substituir a adubacdo nitrogenada pelo menos
em parte, reduzindo o custo de producdo (GRANGE et al., 2007). Por outro lado, o nitrogénio
no solo é um nutriente cuja presenca ou auséncia afeta a simbiose de varias formas (VIEIRA;
TSAIl; TEXEIRA, 2005). Em excesso, o fertilizante nitrogenado pode causar reducdo da
eficiéncia simbidtica, porém, quando aplicado em pequenas quantidades, na semeadura da
cultura do feijoeiro, permite um aumento no crescimento dos nddulos e maior FBN e
produtividade da cultura (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003).

O Rhizobium tropici é um género de bactérias gram-negativas, aerdbicas, que toleram
pH abaixo de 5,5 e temperaturas de até 40°C, o que as tornam as bactérias fixadoras mais
eficientes na nodulacdo do feijoeiro nas condicBes edafoclimaticas brasileiras (MARTINEZ-
ROMERO et al., 1991). Existem estirpes de Rhizobium tropici com alto desempenho para a
FBN, selecionadas para as condicBes edafoclimaticas brasileiras, sendo as estirpes
recomendadas e aprovadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) para inoculacdo do feijoeiro comum no Brasil sdo: SEMIA 4077 (=CIAT 899),
SEMIA 4080 (=PRF 81) e SEMIA 4088 (=H 12) (MAPA, 2011; BARBOSA; GONZAGA,
2012). Porém, a estirpe SEMIA 4080, foi reclassificada como Rhizobium fleirei. Sendo esta
selecionada dentro da variabilidade natural da populacdo bacteriana dos solos do Estado do
Paran4, Brasil, proporcionou rendimentos elevados de até 4000 kg de grdos ha™ para o
feijoeiro comum, apenas com a inoculagdo, conduzindo a sua recomendacéao pelo MAPA para
seu uso em inoculantes comerciais para a cultura do feijdo comum desde 1998 (HUNGRIA et
al., 2000; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003).



Assim sendo, o cenario da cultura do feijoeiro comum, com baixos rendimentos, pode
ser drasticamente alterado pelo suprimento adequado de nitrogénio. Embora, durante muitos
anos, tenha havido descrédito em relacdo a uso da tecnologia da FBN, rendimentos elevados e
consistentes vém sendo obtidos pela inoculagdo com estirpes de Rhizobium fleirei
selecionadas pela pesquisa e disponiveis no mercado (HUNGRIA; CAMPO; MENDES,
2003; PELEGRIN, 2009). A consisténcia desses resultados resultou em uma alteracdo da
recomendacéo para a cultura do feijoeiro comum, dando maior énfase ao uso de inoculantes.
Vantagens econdmicas e ambientais da FBN frente ao uso de fertilizantes nitrogenados séo
aplicaveis desde pequenos agricultores familiares, até propriedade altamente tecnificadas que
visdo altos rendimentos (HUNGRIA; MENDES; MERCANTE, 2013a).

1.4 Interagdo Entre a Adubacdo Nitrogenada e a Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

Os fertilizantes nitrogenados necessitam de um elevado consumo de energia na sua
fabricacdo e, portanto, representam um elevado custo para a producdo de alimentos,
principalmente para os pequenos agricultores (SPECHT; HUME; KUMUDINI, 1999). Assim
como a maioria das leguminosas, o feijdo comum pode se beneficiar da FBN, por meio da
simbiose com rizébios (CARDOSO et al., 2012). A fixagdo biologica do nitrogénio (FBN)
constitui-se em uma valiosa fonte deste nutriente para o feijdo comum, tendo sua magnitude
influenciada pela disponibilidade de N mineral na solucdo do solo (BRITO et al., 2015),
geralmente a FBN do feijoeiro comum ndo é tdo eficiente quanto a do feijao-caupi
(HUNGRIA; MENDES; MERCANTE, 2013b) e a da cultura da soja que podem fixar todo o
N necessario para obtencdo de altas produtividades. Por causa do baixo desempenho do
sistema simbidtico em feijdo comum a adubacéo nitrogenada é uma pratica comum na maioria
das areas de cultivo (HUNGRIA; MENDES; MERCANTE, 2013a).

Na cultura do feijao comum, para a obtencdo de rendimentos econdmicos, geralmente,
é essencial a suplementacdo nitrogenada, principalmente até que a nodulagdo esteja
plenamente estabelecida (HUNGRIA; MENDES; MERCANTE, 2013a). No entanto, €
necessaria uma dose de N que proporcione bom desenvolvimento da planta, mas que nao
venha prejudicar a FBN (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003). De acordo com estudos
realizados por Araujo et al. (1996); Amane et al. (1999), quando a aplicacdo do fertilizante
nitrogenado foi realizada na época da semeadura ou logo apds a emergéncia, até os 20 dias
(V2 - V3), 70% do nitrogénio contido na planta provinha do fertilizante; mas a partir de 60
dias (R6) essa taxa caiu para menos de 40%, de maneira que a planta ao final do ciclo
continha bem mais nitrogénio proveniente do solo do que de fertilizante. Baseado nestes
resultados, Aradjo et al. (1996) recomendam o parcelamento da adubacdo nitrogenada,
devendo-se aplicar 1/3 da dose na semeadura e 2/3 dos 30 aos 45 dias apds a semeadura (V4 -
R6). Estes mesmos autores ainda relataram que, quando o nitrogénio é aplicado antes ou
durante o florescimento, a utilizacdo do fertilizante pelo feijoeiro é maior do que quando
aplicado na semeadura. Tal fato pode esta relacionada ao pico de atividade das enzimas
Nitrogenase e redutase do nitrato responsaveis, respectivamente, pela fixacdo bioldgica do
Nitrogénio e pela assimilacdo do nitrogénio mineral do solo, ocorrem em épocas diferentes no
feijoeiro. O pico de atividade da nitrogenase ocorre logo ap6s o inicio da floracdo enquanto o
pico de atividade da redutase do nitrato ocorre mais tarde, durante a fase de enchimento de
grdos (FRANCO et al.,1979). Por isso o feijoeiro comum é mais beneficiado pela FBN no
inicio do ciclo enquanto que a aplicacdo de adubos nitrogenados tem maior contribuicdo na
fase de enchimento de grdos. Desta forma seria recomendavel sempre inocular o rizébio e,
dependendo da relacdo custo/beneficio, efetuar adubacdo com fertilizante nitrogenado no
inicio da floracdo (VIEIRA et al, 2008).



As pesquisas em biotecnologia poderiam fornecer estratégias para melhorar a
eficiéncia da FBN para o feijdo comum, como na selecdo de estirpes de rizébios mais
eficientes para a inoculagdo, de modo que pudessem substituir a adubagdo nitrogenada, sem
reducdo na produtividade (GRANGE et al., 2007; MULAS et al.,, 2011). No entanto, as
bactérias fixadoras de N ndo fornecem a quantidade necessaria deste elemento a cultura do
feijoeiro, de modo a assegurar uma alta produtividade, tornando-se necessaria uma
suplementacdo de N mineral (VIEIRA et al., 2008). Porém, em condicGes adequadas de
manejo e condi¢cbes ambientais, apenas o0 uso da inoculacdo de rizObio proporcionou
produtividade superior aos 4000 kg de gréos por ha™® (HUNGRIA et al., 2000).

A associagdo do feijoeiro comum com espécies de bactérias do grupo dos rizébios €
uma tecnologia capaz de substituir a adubagdo nitrogenada, reduzindo o custo de producéo,
principalmente em cultivo de subsisténcia (GRANGE et al., 2007). Por outro lado, o
nitrogénio no solo é um nutriente cuja presenca ou auséncia afeta a simbiose de varias formas
(VIEIRA; TSAI; TEXEIRA, 2005). Em excesso, o fertilizante nitrogenado pode causar
reducdo da eficiéncia simbidtica, porém, quando aplicado em pequenas quantidades, na
semeadura da cultura do feijoeiro comum, permite um aumento no crescimento dos nodulos e
maior FBN, sendo que, por outro lado, o teor muito baixo de N no solo pode até ser limitante
a atividade simbidtica (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003).

Em solos ricos em matéria orgénica e nutrientes da regido central dos Estados Unidos
(EUA), cultivados com soja, onde a inoculagdo com rizobio ndo é feita, estudos mostraram
que o aumento continuo da produtividade da soja ao longo dos anos, com novos cultivares,
tem como uma de suas causas, 0 aumento da capacidade de FBN com rizébios nativos,
mesmo nesses solos ricos em N e matéria organica (SPECHT; HUME; KUMUDINI, 1999).
Além disto, estudos realizados por Voisin et al. (2003), mostraram que a adi¢ao de nitrato em
solugdo nutritiva, em doses inibitorias para a FBN da ervilha, diminuiu a massa seca dos
nodulos, porém a atividade especifica da nitrogenase se manteve. De acordo com Pelegrin et
al. (2009), a adubacdo com 20 kg ha™ de N, acrescida de inoculante, com a estirpe de
Rhizobium tropici semia 4077, possibilitou a obtencdo de rendimento de graos na cultura de
feijoeiro comum equivalente & aplicacdo de até 160 kg ha™ de N.

No feijoeiro muitos esforcos foram feitos para identificar e caracterizar gendtipos com
nodulacdo e fixacdo de N, superior (PEREIRA et al, 1989; WOLYN et al., 1989). Hungria;
Campos; Mendes (2003) estudando a interferéncia da adubacdo com N em diferentes estirpes
de riz6bios no feijoeiro comum constataram que, a adicdo de fertilizante nitrogenado na forma
de ureia resultou em ganho de producdo quando foi realizada a inoculacdo e adubacdo com 15
Kg N ha™ na semeadura e 30 Kg N ha™ em cobertura No estadio de polinizacéo, indicando
que pequenas doses de N na semeadura podem proporcionar um efeito sinérgico na FBN,
porém quando foram aplicados 30 Kg N ha™ na semeadura ocorreu reduc&o no niimero, massa
de nddulos e teor de ureideos, indicando inibicdo da FBN pela adubacdo com N. Os mesmos
autores também demonstram que estirpes mais adaptadas de rizébio podem incrementar a
FBN no feijoeiro, podendo ser obtida produtividades elevadas apenas com o uso da
inoculacéo.

Wahab; Zahran; Abd-Alla, (1996) avaliaram a interferéncia de fertilizantes
nitrogenados no mecanismo de infec¢do do pélo radicular e os resultados obtidos mostraram
que a aplicacdo no solo de nitrato de aménia (NH4;NO3) e ureia sdo prejudiciais ao
curvamento dos pélos radiculares e infeccdo em Vicia. faba e Pisum sativum. Os resultados
estdo de acordo com relatos anteriores de Munns (1968). A reducdo no namero de nodulos
apos a aplicacdo de N mineral foi atribuida a modificacdes das condic¢Bes da rizosfera antes da
infeccdo, sendo demonstrado que o NOj alterar a composicdo da parede célular da raiz ou
reduz a aderéncia bacteriana e invasao de pélos radiculares (HUNGRIA; STACEY, 1997).



Kwon; Beevers (1993) observaram que plantas de Sesbania rostrata desenvolveram
nédulos na auséncia de nitrato, a adicdo de 9 mmol de NOs L™ conduziu & inibicdo do
crescimento adicional do nédulo. Gibson; Harper (1985) relataram que a concentracdo de
NOj3™ que rodeia as raizes parece ser o fator mais importante na inibicdo do nédulo, enquanto
0 NOjs assimilado parece ter um efeito maior sobre a formacdo de nodulos. Por outro lado,
Latimore et al. (1977) concluiram que a inibicdo do NO3 no desenvolvimento de nddulos e
comprometimento da atividade de nddulos ja desenvolvidos é frequentemente atribuida a
privacdo de fotoassimilados dos nddulos devido a prioridade de utilizacdo de fotoassimilados
na assimilagdo do NO; e crescimento da planta. Por outro lado o aumento da massa de
nddulos, associada com baixos niveis de adubacdo nitrogenada pode ser atribuido ao seu
menor nimero, ou seja, menos ndédulos com menos competicao por fotoassimilados. (LAWN;
BRUN, 1974) também considerou que a aplicacdo de ureia em soja cultivada em campo teve
um efeito supressor sobre o nimero e a massa de nddulos. Porém a aplicacdo foliar de
fertilizantes nitrogenados foi menos supressiva a nodulacdo e na atividade da nitrogenase,
mesmo em niveis mais elevados do que os tratamentos com aplicacdo de N no solo. Segundo
Wolyn et al. (1989) os efeitos deletérios da adubacdo nitrogenada sobre a nodulagéo e raizes
de feijdo e de soja poderiam ser reduzidos pela aplicacéo foliar.

Em certos genotipos de alfafa, a baixa concentragdo de N no meio é suficiente para
induzir o desenvolvimento de nodulos isentos de bactérias (TRUCHET et al. 1989). A baixa
concentracdo de N também é crucial para o desenvolvimento de nodulos em mutantes de
nodulacdo espontanea, isolados em Lotus spp. (TIRICHINE et al. 2006). Pequenas doses de N
mineral, como NOs", NH,4", e ureia, adicionado na semeadura podem beneficiar simbiose pelo
aumento da taxa de crescimento das plantulas e o numero, tamanho e eficiéncia dos nddulos
resultantes, enquanto a adicdo de doses excessivas de N mineral reduz a nodulagédo
(PATRIARCA et al., 2002). No entanto, pouco se sabe sobre como fontes de N mineral
interferem no processo simbidtico. Vérias consideracGes tém sido relatadas, especialmente
sobre o efeito de NO3” como um inibidor de todas as fases da nodulagéo, incluindo a infeccao
bacteriana (por reducdo do numero de sitios infecciosos ou o nimero de infeccdes com
sucesso em raizes primarias), formacdo de nddulos, e a funcdo da nitrogenase (CAETANO-
ANOLLES; GRESSHOFF, 1991).

O efeito da aplicacdo localizada de NO3™ na concentracdo isoflavonoides foi relatado
em raizes de Glycine max (CHO; HARPER, 1991). O NH," também é conhecido por inibir
potencialmente a formacéo de nodulos, um efeito exercido logo apds a inoculacdo, através da
inibicdo da divisdo das células corticais na infecgdo inicial, assim como a formacdo do cordao
de infeccdo (MALIK et al 1987). No entanto, os resultados destes experimentos séo
influenciados por um efeito do NH,"sobre a inducio mediada por flavonoides na indugdo da
transcricdo de genes nod bacterianos para a producdo de exopolissacarideos, que
desempenham um papel critico na invasao da raiz pela bactéria (PATRIARCA et al. 2002). O
NH4NO3, também foi relatado como um inibidor eficaz na deformacéo do pélo radicular em
Vicia sativa (HEIDSTRA et al., 1997). Os pélos radiculares, que se desenvolvem na presenca
de NH4NO;3; ndo sofrem deformacdo quando tratados com factores Nod (HEIDSTRA et al
1994).

1.5 Anédlise de Crescimento

A andlise de crescimento € uma das técnicas de medida do balanco de carbono e trocas
de gases nas plantas (EVANS, 1972). Baseia-se nas medidas primarias de matéria seca e
dimensdes de area foliar, realizadas em plantas ou estande de plantas, em determinados
intervalos de tempo (HUNT, 1978). Essa técnica pode ser usada para investigar a adaptacdo
ecoldgica de culturas a novos ambientes, a competicdo entre espécies, o efeito do manejo e
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tratamento culturais e a identificacdo da capacidade produtiva de diferentes gendtipos (HUNT
et al., 2002).

Segundo Pereira; Machado (1987), a andlise de crescimento representa a referéncia
inicial na analise de producdo das espécies vegetais, requerendo informacdes que podem ser
obtidas sem a necessidade de equipamentos sofisticados. Tais informagfes séo as quantidades
de material contido em toda planta e em suas partes (folha, caule, raiz e frutos), e o tamanho
do aparelho fotossintetizante (&rea foliar) obtidas a intervalos de tempo regular durante o
desenvolvimento fenolégico da planta. Varios indices morfofisiolégicos tém sido utilizados
para analisar as diferencas de crescimento entre individuos de comunidades vegetais, dentre
0s quais, os mais utilizados sdo o indice de area foliar (IAF), a taxa de crescimento da cultura
(TCC) e ataxa de assimilacdo liquida (TAL). (HUNT et al., 2002).

O indice éarea foliar (IAF) expressa a disponibilidade de superficie assimiladora de
CO, e da radiacdo fotossinteticamente ativa e de perdas de adgua (transpiracdo) da populacdo
de plantas em relagdo a area de solo explorado (BENICASA, 2003). E o fator primario que
determina a taxa de producdo de massa seca em grupos fechados, refletindo a capacidade
produtiva atual de um grupo de plantas. O IAF aumenta durante o ciclo da cultura, atinge
valor 6timo quando a taxa de crescimento da cultura (TCC) é maxima, e varia em fungéo da
densidade de semeadura, entretanto, aumentos do IAF, promovidos por auto sombreamento
das folhas decrescem a producéo de massa seca, sendo o conhecimento das mudancas de 1AF
no estande de plantas de fundamental importancia para o entendimento das mudancgas de
outras caracteristicas de crescimento especialmente a TAL (PEREIRA; MACHADO, 1987).
Segundo Hunt et al. (2002), o 1AF representa a capacidade da comunidade vegetal explorar o
espaco disponivel e pode ser calculado por meio da razdo entre a area foliar (AF) e a area
terreno ocupada pela cultura (S).

indice de area foliar (IAF) é dado pela equagio:

IAF = AF/S [m? m?], onde (AF) é a 4rea foliar em m® contida em 1 m? de terreno (S).

A Taxa de crescimento da cultura (TCC) é definida como a variacdo de massa seca
(MS) por unidade de area do terreno (S) e de tempo (t), pode ser considerada como o produto
de fatores integrados no tempo: a quantidade de radiacao diaria incidente no topo do dossel, a
fracdo da incidéncia que é efetivamente interceptada pela massa foliar, e a quantidade de
massa seca produzida por unidade de radiacdo interceptada, isto é, a eficiéncia de uso da
radiacdo solar, ou seja, e representa a capacidade de produzir fitomassa do cultivo (PEREIRA;
MACHADO, 1987). Segundo Hunt (1978), a taxa de crescimento da cultura ou a taxa de
producdo de fitomassa de uma comunidade vegetal avalia a produtividade primaria liquida,
constituindo o somatdrio das taxas de crescimento dos diversos componentes das plantas.

Taxa de crescimento da cultura (TCC) € dada pela seguinte equacéo:

TCC = dMS/dt [g m? de terreno dia™], onde dMS/dt indica a derivada do acimulo de
massa seca (MS) com o tempo (t).

A taxa de assimilacdo liquida (TAL, em g m™ area foliar dia™), possibilita conhecer a
eficiéncia das folhas na producdo de novos materiais vegetais, considerando que sdo as
maiores responsaveis pela producdo de matéria seca, ela expressa o balanco entre o material
produzido pela fotossintese e aquele perdido através da respiracdo (BENICASA, 2003).

A taxa foliar unitéaria ou taxa de assimilacdo liquida, mede o aumento liquido da massa
seca da planta por area foliar unitaria, sendo diferente da taxa fotossintética que mede a
assimilacdo liquida de carbono somente durante o periodo de luz (PEREIRA; MACHADO,
1987). Devido ao aumento reciproco do sombreamento foliar com o indice de area foliar
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(IAF), a taxa de assimilacdo liquida se correlaciona negativamente com IAF e
consequentemente com todos os fatores que influenciam no seu aumento (adubagéo
nitrogenada, densidade, sombreamento, altos niveis de suprimento de &gua). Por isso, a TAL
normalmente decresce durante o crescimento e desenvolvimento de um conjunto de plantas
(HUNT, 1978).

Taxa de assimilacdo liquida (TAL) é dada pela seguinte equacdo:

TAL= (1/AF) dMS/dt [g m™ area foliar dia™], onde AF é a 4rea foliar (em m? planta™)
e dMS/dt indica a derivada do acimulo de massa seca (MS) com o tempo (t).

O estudo sobre a interacdo N mineral e inoculagdo com rizébios, usando a analise de
crescimento, baseia-se fundamentalmente no fato de que cerca de 90%, em média, da massa
seca acumulada pelas plantas ao longo do seu crescimento, resulta da atividade fotossintética;
0 restante é proveniente da absor¢do de nutrientes minerais do solo. No entanto, para avaliar a
contribuicdo do N proveniente da FBN no crescimento das plantas, a analise de crescimento €
fundamental, pois por meio de sucessivas coletas, permite descrever as alteragdes no acumulo
de massa seca do vegetal em fungdo do tempo (HUNT et al., 2002). Dentre as possibilidades
de uso da analise de crescimento, ela é muito util na avaliacdo do efeito do crescimento na
produtividade das espécies vegetais cultivadas, possibilitando analises precisas e reais, sem a
necessidade de equipamentos sofisticados (PEREIRA; MACHADO, 1987).

1.6 Proteinas Soluveis

O teor de proteinas soltveis em folhas de vegetais € a caracteristica mais usada em
estudos que relacionam a influéncia das condicbes de cultivo da planta com o seu estado
fisiologico (PARENT et al., 2013). O estado fisiologico da planta € alterado sob condicoes de
estresse nutricional, com consequente mudanca nos teores de proteina bruta, fibras soltveis e
matéria seca total (ANDRADE et al., 2003), sendo essas alteracGes ocorridas por meio
mudancas na expressdo génica, que altera os tipos e quantidades de proteinas expressas na
planta.

Guimardes et al. (2013) observou que sob baixas doses de N a planta sintetizou
preferencialmente proteinas estruturais, o que foi evidenciado pelo aumento apenas dos
valores de proteina total determinados por Kjeldahl (KJELDAHL, 1883), por outro lado,
doses de N acima de 100 kg N ha™, resultaram em menor sintese de proteinas estruturais em
favorecimento da sintese de proteinas soltveis, determinados pelo método de Bradford, que
correspondem a proteinas metabolicas funcionais.

Segundo estudos de Liao et al. (2012) com milho (Zea mays L.), utilizando
espectrometria de massas e eletroforese bidimensional relataram que a deficiéncia de
nitrogénio leva a uma resposta generalizada ao estresse, com variacdes nas concentracdes e
tipos de proteinas expressas relacionadas ao metabolismo de carbono, nitrogénio e horménios
e que as proteinas diferencialmente expressas eram majoritariamente proteinas sollveis.

O meétodo de Bradford (BRADFORD, 1976) é amplamente utilizado em analises
bioguimicas para quantificacdo de proteinas soliveis (AMINIAN et al., 2013), e se baseia no
efeito hipsocrémico de 465 nm para 595 nm, decorrente da ligacdo seletiva do corante
Coomassie® Brilliant Blue G-250 a proteinas, especificamente a aminoacidos aromaticos e
basicos (WENRICH; TRUMBO, 2012). Este método pode ser de grande importancia para
avaliar o teor de proteina soltvel no tecido foliar do feijoeiro comum, pois 0 mesmo, por se
tratar de uma planta C3 mais de 50% do teor de N soluvel nas folhas é usado na sintese da
proteina Rubisco, enzima responsavel pela fixacdo do CO, o crescimento vegetal e, por
consequéncia, a producéo de graos do feijado comum (KRAMER; BOYER, 1995).



2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da interacdo entre a inoculagéo
com riz6bio e a adubacédo nitrogenada, no crescimento e produtividade da cultura do feijoeiro
comum, nas épocas da seca e das aguas.

3 HIPOTESES

O uso combinado da inoculacdo com Rhizobium e adubacdo com N permite
maximizagédo do retorno da cultura.
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4 CAPITULOI

CRESCIMENTO E PRODUTIVIDADE DE GRAOS DO FEIJOEIRO
COMUM SOB INOCULACAO COM RHIZOBIUM E ADUBACAO
NITROGENADA NA EPOCA DA SECA
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RESUMO

O cultivo do feijoeiro comum em solos de baixa fertilidade, especialmente pobres em
nitrogénio (N), € um dos principais fatores limitantes da sua produtividade. Assim, o objetivo
do estudo foi avaliar o efeito de diferentes fontes de N, fertilizante mineral e fixacéo
bioldgica de N, no crescimento e produtividade do feijoeiro comum, cultivar Carioca. Para
isto, dois experimentos foram conduzidos, nos anos de 2013 e 2014, no campo experimental
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, Estado do Rio de Janeiro,
Brasil. O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com trés tratamentos
no primeiro ano: apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 dias
ap6s a emergéncia (DAE) (A); inoculado com Rhizobium e adubado com 40 kg N ha™ aos 25
DAE (I+N); inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N
ha' aos 25 DAE (lA); e um quarto tratamento somente inoculado com Rhizobium (I-N),
apenas avaliado no segundo ano de cultivo. Na polinizacdo, avaliou-se o nimero de nddulos
(NN), massa seca de nddulos (MSN), massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz
(MSR). Além disto, foi determinado o teor de proteinas soliveis nas folhas (TPSF), em
quatro estadios de desenvolvimento e foram coletadas semanalmente trés plantas ao acaso
para uma analise de crescimento. A maior produtividade de grdos (PG) foi obtida no
tratamento 1A, em ambos 0s anos, ndo sendo observada diferenca significativa nos demais
componentes de produgdo. Assim a inoculagdo de rizobios pode substituir a adubagdo com
20 kg N ha™ na semeadura sem perda de produtividade, mas a inoculagdo com rizébios,
acrescida de 20 kg N ha® na semeadura, nio inibiu a nodulacdo e propiciou alta
produtividade do feijoeiro comum na época da seca. No entanto, mais estudados séo
necessarios para recomendacao dessas praticas agrondmicas.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris, Rhizobium fleirei, Nutri¢cdo de plantas, Ureia.
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ABSTRACT

The principal cause for common bean low yield is its cultivation in soils with low fertility and
poor in nitrogen (N). Therefore, the aim of the study was to evaluate the effect of different
forms of N, mineral fertilizer or N biological fixation, on growth and yield of common bean
cultivar Carioca. Accordingly, two experiments were conducted, in the years of 2013 and
2014, at the experimental field of the Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, Rio de Janeiro State, Brazil. The experimental design was in randomized blocks
with three treatments in the first year: only fertilized with 20 kg N ha™ at sowing and 40 kg N
ha™ with 25 days after emergence (DAE) (A); inoculated with Rhizobium and fertilized with
40 kg N ha™ with 25 DAE (I+N); inoculated with Rhizobium and fertilized with 20 kg N ha™
at sowing and 40 kg N ha™ with 25 DAE (IA); a fourth treatment was include in the second
year, which was only inoculated with Rhizobium (I-N). At pollination, it was evaluated the
number of nodules (NN), nodules dry weight (MSN), shoot dry weight (MSPA) and root dry
weight (MSR). In addition, it was determinate the leaf soluble proteins content (TPSF) in four
developmental stages. Also, a growth analysis was performed using three plants collected
weekly. A significantly higher yield (PG) was observed in the treatment IA, for both years,
without differences for the others yield components. Therefore, the inoculation with
Rhizobium can substitute the sowing fertilization with 20 kg N ha™, without reduction in
yield, but the inoculation with Rhizobium plus a sowing fertilization with 20 kg N ha™ allow a
higher yield of common bean in the dry season. However, more studies are needed to
recommend these agronomic practices.

Key words: Phaseolus vulgaris, Rhizobium fleirei, Plant nutrition, Urea.

13



4.1 INTRODUCAO

O feijoeiro comum é cultivado em diversificados sistemas de producdo e em todas as
regides brasileiras, revestindo-se de grande importancia socioecondmica, pelo fato de ser
componente fundamental da dieta do brasileiro como rica fonte de proteinas, vitaminas,
carboidratos, ferro, além de ser uma cultura com geragdo de empregos, devido a demanda de
mao-de-obra na agricultura familiar, que é considerada uma importante forma de producéo
do feijoeiro comum no Brasil (BINOTTI et al., 2009; HUNGRIA; MENDES; MERCANTE,
2013a).

Embora o Brasil seja o principal produtor e consumidor mundial de grdos do feijoeiro
comum, seu rendimento médio nacional esta entre os mais baixos do mundo (HUNGRIA,;
MENDES; MERCANTE, 2013a). Porém, houve um ganho significativo de produtividade,
devido a evolucéo das praticas culturais, aliada ao desenvolvimento de cultivares modernos e
a adocdo de tecnologias pelos agricultores brasileiros, que permitiram sair do patamar de 500
kg ha™ de média nacional, no final de década de 1970, para 866 kg ha™ na safra de 2015
(CONAB, 2015). Esse aumento de produtividade média nacional foi principalmente devido a
maior participacdo dos grandes produtores, com lavoura tecnificada, com alta produtividade,
plantio irrigado, para a producéo da seca e de inverno (segunda e terceira safras) entre outras
praticas agronémicas. Entre os principais fatores limitantes da produtividade da cultura do
feijoeiro comum no pais, destacam-se aqueles relacionados ao baixo nivel tecnologico
empregado pelos pequenos produtores (GRANGE et al., 2007; CARBONELL et al., 2008),
devido a sua baixa renda, associada as condi¢des climaticas adversas, principalmente a falta
de agua, concentrando sua producdo na epoca das aguas (primeira safra) e cultivando o
feijoeiro comum em solos de baixa fertilidade, especialmente pobres em N (HUNGRIA;
MENDES; MERCANTE, 2013b).

O nitrogénio é o macronutriente requerido em maior quantidade pela cultura do
feijoeiro comum e sua disponibilidade tem influéncia significativa na produtividade
(HUNGRIA; VARGAS, 2000). Sendo uma planta Cs, o feijoeiro comum usa mais de 50% do
N foliar para sintetizar a Rubisco, enzima responsavel por promover a assimilacdo
fotossintética de CO,, o crescimento vegetal e, por consequéncia, a producdo de graos do
feijdo comum (FAGERIA; BALIGAR, 2005; PIMENTEL, 2006). Devido as grandes perdas
desse nutriente nos solos tropicais, por diversos processos (lixiviagdo, desnitrificacdo,
volatilizacdo, etc), o uso racional do N é de fundamental importancia para promover ganhos
de rendimento, reducdo nos custos de producdo e menor risco de poluicdo ambiental
(STRALIOTTO et al., 2002; FAGERIA; SANTOS; STONE, 2003).

Assim como a maioria das leguminosas, o feijado comum pode se beneficiar da fixacao
biologica de nitrogénio (FBN), por meio de uma relacdo simbidtica com rizébios fixadores de
nitrogénio do ar (PINTO; HUNGRIA; MERCANTE, 2007; MULAS et al., 2011). Porém, a
FBN no feijoeiro comum ndo € capaz de prover todas as suas exigéncias, para obtencdo de
elevada produtividade, sendo necessaria a adicdo de fertilizante nitrogenado, para
complementar as exigéncias do feijoeiro comum, que ndao foram supridas pelo N inorganico
do solo ou pela FBN (HUNGRIA; KASCHUK, 2014). No entanto, estudos tém demonstrado
que o feijoeiro comum pode atingir rendimentos superiores a 4000 kg ha™ em condicdes de
manejo e ambientais adequadas para a cultura, sem nenhuma complementacdo com
fertilizante nitrogenado, apenas com o uso da inoculacdo (HUNGRIA et al., 2000).

Tendo em vista que os fertilizantes nitrogenados necessitam de um elevado consumo
de energia na sua fabricacdo e, portanto, representam um elevado custo para a producdo de
alimentos, principalmente para 0s pequenos agricultores, é essencial implementar a eficiéncia
do uso de N na agricultura (SPECHT; HUME; KUMUDINI, 1999). Visto que a nutricdo
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nitrogenada inadequada é um dos principais fatores limitantes para obtencdo de altas
produtividades no feijoeiro comum, é possivel a adogdo de tecnologias que levem ao aumento
da producgéo, mas a baixos custos econémicos, como por exemplo, a utilizacdo de cultivares
com maior potencial de FBN ou com inoculacdo de estirpes de rizobio mais competitivas e
adaptadas as regides tropicais (BRITO et al., 2015). O processo de FBN tem demonstrado sua
importancia para sustentabilidade da agricultura brasileira, pois fornece nitrogénio a um baixo
custo econdmico e com impacto ambiental reduzido quando comparado ao uso de fertilizantes
nitrogenados (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007).

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta do feijoeiro comum a inocula¢do com
rizébio, associada a suplementacdo com N mineral, no crescimento e produtividade da
cultura. No intuito de se avaliar os efeitos das diferentes fontes de N (fertilizante mineral e
FBN) sobre as plantas, fez-se uso da analise de crescimento que, por meio de sucessivas
coletas, permite descrever as alteracbes no acimulo de massa seca do vegetal em funcdo do
tempo (HUNT et al., 2002). Dentre as possibilidades da analise de crescimento, ela é muito
atil na avaliacdo do efeito do crescimento na produtividade das espécies vegetais cultivadas,
possibilitando a obtengé@o de bons resultados sem a necessidade de equipamentos sofisticados
(PEREIRA; MACHADO, 1987).
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Descrigdo da Area Experimental e do Clima

O estudo foi conduzido na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
Estado do Rio de Janeiro, Brasil (latitude: 22°45°S, longitude: 43°41°W e altitude de 40 m). O
clima da regido, segundo a classificacdo de Koppen, € Aw — com verdo quente e chuvoso e
inverno seco. Para isto, foram instalados dois experimentos de Campo, 0 primeiro no ano
2013 e o segundo em 2014, com semeadura no més de maio, que corresponde ao plantio da
seca.

O solo da érea experimental utilizado foi um Argissolo Vermelho Amarelo, cuja
analise quimica, na profundidade de 0-20 cm, revelou: pH em agua 5,6; 1,8 cmol. dm™ de Ca;
1,3 cmol. dm™ de Mg; 0,0 cmol. dm™® de Al; 0,9 cmol. dm™ de H" + Al; 77 mg dm™ de P
disponivel; 92 mg dm™ de K disponivel; 10,1 g kg™ de matéria organica; 79% de saturacéo de
bases (V) e textura franco-arenosa. Para o primeiro ano a precipitacao total, a evaporacéo total
e a temperatura media da maxima e minima, durante o experimento, foram de 153,5 mm,
217,9 mm, 28°C e 18,1°C, respectivamente. No segundo experimento a precipitacéo total, a
evaporacdo total e a temperatura média da maxima e minima, durante o experimento, foram
de 139,2 mm, 235,1 mm, 28,3°C e 18,6°C, respectivamente.

4.2.2 Manejo da Cultura

Para ambos 0s experimentos, foi utilizada a cultivar de feijoeiro comum Carioca que é
proveniente do Instituo Agronémico de Campinas (IAC). Possui habito de crescimento
indeterminado tipo Ill, podendo também assumir comportamento tipo Il, apresentando
floracdo dos 30-35 DAE, com inicio da maturacdo dos 60-65 DAE, e sementes de cor bege
com rajas havana e pequenas e ciclo de vida intermediario, de 85 dias (SILVA, 1981). O
preparo do solo foi constituido por uma aracdo e duas gradagens, seguido pela abertura dos
sulcos mecanicamente. Todos os tratamentos, nas duas épocas de plantio, na semeadura
receberam adubacdo de 30 kg P,Os ha™ (superfosfato simples) e 45 kg K,O ha™ (cloreto de
potéssio). Aos 25 DAE foram aplicados no sulco de plantio 40 kg N ha™ (ureia), com excecéo
do tratamento apenas inoculado sem adubacdo nitrogenada, que serd descrito abaixo. A
adubacdo seguiu os resultados da analise de solo, em concordancia com a recomendacéo e
exigéncia da cultura (VIEIRA et al., 2006). A semeadura foi realizada manualmente, para
obter-se um estande final de 12 plantas por metro linear. Nos tratamentos com inoculacéo, as
sementes foram inoculadas com a estirpe de Rhizobium fleirei (SEMIA 4080, com 1 x 10°
células vidveis por grama de inoculante), presentes no inoculante para feijoeiro comum
produzido pela Embrapa Agrobiologia, sendo utilizado 50 g de inoculante turfoso mais 40 mL
de solucdo de &gua acgucarada a 10% por 10 kg de sementes. ApoOs serem inoculadas, as
sementes secaram a sombra e depois foram semeadas nos sulcos de plantio. Durante o
desenvolvimento da cultura a area experimental foi mantida livre de plantas daninhas pelo
controle manual.

Para realizar a analise de crescimento, foram coletadas trés plantas ao acaso nas linhas
ao lado da bordadura de cada parcela. As coletas foram iniciadas aos 14 DAE e espacadas de
sete dias uma da outra até o fim do ciclo da cultura. Todas as folhas foram separadas do
restante da planta para determinacdo da area foliar por meio do integrador portétil de area
foliar (Li-3000C, da LI-COR). Apds a determinagdo da area foliar, as folhas e o restante da
planta (caule e raizes) foram levados a estufa de ventilagdo forcada a 65°C até obter massa
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constante. Os dados priméarios de massa seca e area foliar foram convertidos para biomassa
por area de terreno e indice de area foliar (IAF) respectivamente. Os dados primarios por area
foram obtidos dos valores alcancados pelo valor médio trés plantas, multiplicado pelo nimero
de plantas em um m?. A partir dos dados de massa seca total (massa seca de foliolos, massa
seca de caule + ramos + peciolos + massa seca de raiz, massa seca de flores e massa seca de
vagens do inicio da sua formacdo até a maturacdo dos grdos) e IAF foram derivadas as taxas
de crescimento da cultura (TCC) e de assimila¢do liquida (TAL) segundo a metodologia
proposta por Hunt (1978).

Quanto a nodulacdo e acumulo de massa seca da planta, no estadio de polinizagéo,
ocasido em que as parcelas apresentam 50% das plantas com botdes florais (VIEIRA et al.,
2006), que ocorreu aos 33 DAE e 31 DAE para 0 ano de 2013 e 2014 respectivamente, foram
coletadas trés plantas ao acaso na linha ao lado da bordadura, por parcela. As raizes foram
separadas da parte aérea e lavadas e 0s nédulos foram separados das raizes e contados para
determinacdo do nimero de nddulos por planta (NN), levados a estufa de ventilacdo forcada a
65°C até obter massa constante para determinar a massa seca de nddulos por planta (MSN). A
parte aérea e raiz também foram secas em estufa de ventilacdo forcada, a 65°C até obter massa
constante, para a determinacdo da massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz
(MSR) por planta. Além disso, na maturacéo fisioldgica, foram coletadas todas as plantas das
duas linhas centrais de cada parcela, desprezando-se 0 meio metro final de cada extremidade,
para determinacdo do nimero de vagens por planta (NV), nimero de grdos por vagem (NGV),
massa seca de 100 grdos (MS100G) e produtividade de grdos (PG) que foi padronizada para
13 % de teor de umidade.

Além disto, em quatro estadios de desenvolvimento, descrito por Vieira et al. (2006):
antes da adubacdo de cobertura (20 DAE), na polinizacdo (quando aparecem 0s primeiros
botdes florais em 50% das plantas) , o florescimento pleno(abertura da primeira flor em 50%
das plantas) e no enchimento de graos (primeiras vagens cheias de grdos em 50% das plantas),
foi coletado o foliolo central da folha mais jovem totalmente expandida (folha em maxima
atividade fotossintética ) de trés plantas por parcela, que foi imediatamente envolvido em
papel aluminio e imerso em nitrogénio liquido. Nestas amostras de folhas foi realizada a
andlise do teor de proteinas soluveis foliar (TPSF), segundo o método de Bradford (1976).

4.2.3 Delineamento Experimental e Andlise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com trés tratamentos
no ano de 2013 e quatro tratamentos no ano de 2014 (inclusdo de uma testemunha sem
aplicacdo nenhuma de N), ambos com quatro repeti¢es. Cada parcela foi constituida por seis
linhas de 5 m de comprimento, com 0,5 m de espacamento entre linhas por 2,5m de largura.
Os trés tratamentos, aplicados no primeiro ano, foram: inoculacdo e adubacdo nitrogenada
com 40 kg N ha™ em cobertura aos 25 DAE (1+N); inoculacéo e adubacdo com 20 kg N ha™
na semeadura e 40 kg N ha™ em cobertura aos 25 DAE (lA); adubacéo com 20 kg N ha™ na
semeadura e 40 kg N ha® em cobertura aos 25 DAE (A). No segundo ano, um quarto
tratamento foi aplicado: inoculacdo sem adubacgdo nitrogenada na semeadura e em cobertura
(I-N).

Os dados de todas as variaveis estudadas foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) pelo teste F, e quando os tratamentos apresentaram significancia, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey com nivel de significancia fixado em p<0,05. A analise
estatistica dos dados foi realizada por meio do software Sisvar 5.1 Build 72 (FERREIRA,
2011), que é distribuido gratuitamente pela Universidade Federal de Lavras (UFLA).

17



4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Acimulo de Massa Seca e Area Foliar

Analisando o acumulo de massa das plantas ao longo do tempo, foram constatadas
diferencas significativas (p < 0,05) para a massa seca total (MST) entre os tratamentos, nos
dois anos de cultivo (Figura 1). Os tratamentos que receberam adubagdo nitrogenada na
semeadura (A e 1A) apresentaram maior acimulo de MST em ambos os anos, fato que pode
ser explicado pela nodulagdo ainda incompleta nos estadios iniciais de desenvolvimento da
cultura, passando a FBN a contribuir efetivamente com N para as plantas, so a partir dos 15 a
20 DAE como ja demonstrado por Hungria; Barradas; Wallsgrove (1991), ocasionando assim
menor acimulo de MST nos tratamentos s6 inoculados na semeadura (I+N e I-N,
respectivamente, para o primeiro e segundo ano de cultivo), sem a dose inicial de N mineral.
Nos dois anos de cultivo, o tratamento 1A apresentou valores significativamente superiores
aos demais tratamentos em grande parte das coletas, sendo observado o pico de acimulo de
MST aos 70 DAE, em ambos 0s anos de cultivo, estadio que corresponde ao enchimento de
gréos, como ja mostrado por Gomes et al. (2000).
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Figura 1: Massa seca total (MST, em g m?) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos, apenas
adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A, V), inoculado com Rhizobium e
adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N, o), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha® na
semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA, A) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-
N, @), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, maio de 2013 e
2014).

Em relacdo ao IAF, também foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos nos dois anos de cultivo (Figura 2), sendo que, o pico de IAF ocorreu aos 63 e 56
DAE para o primeiro e segundo ano respectivamente, coincidindo com o inicio do estadio de
enchimento de grdos, no primeiro ano de cultivo e um pouco antes no segundo ano, assim
como demonstrado por Gomes et al. (2000), indicando senescéncia foliar a partir destes picos,
ou seja, no momento de maior demanda de fotoassimilados pela planta, que corresponde ao
estadio de enchimento de grdos, a planta estd reduzindo a area foliar e por conseguinte a
fotossintese, como pode ser constatado pelos baixos valores da TAL, com conseguente
reducdo nos fotoassimilados que seriam destinados para garantir o enchimento de grdos
(PIMENTEL, 2006). No primeiro ano de cultivo, o IAF do tratamento I+N se manteve
significativamente inferior aos demais tratamentos, principalmente entre o periodo
compreendido dos 21 aos 70 DAE, onde justamente ocorreram as maiores diferengas em
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relacdo ao acimulo de MST entre os tratamentos (Figura 1a). No segundo ano de cultivo, as
diferencgas significativas entre os tratamentos foi mais acentuada no periodo compreendido
entre 0s 28 e 63 DAE, sendo o tratamento A significativamente superior ao I-N. Portanto, o
IAF no tratamento IA foi significativamente superior aos demais tratamentos para varias
coletas (Figura 2), o que permitiu obter-se produtividade mais elevada neste tratamento IA,
em ambos 0s anos de cultivo (Tabela 2). Por conseguinte, o alto 1AF esteve correlacionado
com alta MST (Figura 1) e, provavelmente, com uma fotossintese liquida mais elevada, como
indicado pela TAL (Figura 4), com consequente elevado acimulo de fotoassimilados nas
folhas, segundo Pimentel (2006), que por sua vez contribui para uma elevada produtividade
(Tabela 2).
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Figura 2: indice de area foliar (IAF, em m? m™) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos, apenas
adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha® aos 25 DAE (A, V), inoculado com Rhizobium e
adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N, o), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha™ na
semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA, A) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-
N, ), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, maio de 2013 e
2014).
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Por outro lado, 0 méximo acimulo de massa seca por area de solo no tempo, a TCC,
ocorreu antes do pico de IAF, aos 56 e 49 DAE para o primeiro e segundo ano
respectivamente, ocorrendo diferencas significativas entre os tratamentos, nos dois anos de
cultivo. No primeiro ano, a TCC do tratamento IA foi significativamente superior aos demais,
nas coletas iniciais e finais. Para o segundo ano, houve diferencas significativas apenas aos 28
DAE e 42 DAE com IA significativamente superior a I-N, porém A e I+N ndo diferiram de
ambos. O pico de acimulo de MST ocorreu no final do ciclo, aos 70 DAE, quando a TCC
atinge valores negativos, o que esta relacionado ao fato do feijoeiro comum apresentar
elevada taxa de senescéncia foliar j& a partir do florescimento (PIMENTEL; LAFRAY;
LOUGUET, 1999a). Isto causa uma reducdo da area foliar no estadio de enchimento de gréos,
como pode ser observado na Figura 2, onde o IAF passa a decrescer a partir dos 63 e 56 DAE
para 0 primeiro e segundo ano respectivamente, indicando senescéncia foliar a partir deste
ponto (VIEIRA et al. 2008).
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Figura 3: Taxa de crescimento da cultura (TCC, em g m™ dia™) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos
tratamentos, apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A, V), inoculado com
Rhizobium e adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N, o), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N
ha® na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA, A) e um tratamento adicional somente inoculado com
Rhizobium (I-N, e), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil,
maio de 2013 e 2014).
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A variavel da analise de crescimento, que indica a biomassa produzida por unidade de
area foliar e por unidade de tempo, ou seja, 0 acimulo de biomassa produzida a partir da
fotossintese ¢ a TAL (PEREIRA; MACHADO, 1987), que foi elevada na primeira avaliacéo,
aos 14 DAE para ambos os anos (Figura 4), reduzindo-se gradualmente depois disso. Porém,
0s tratamentos nédo diferiram entre si para a TAL, durante todas as avalicbes e em ambos 0s
anos de cultivo, chegando a valores perto de zero ou negativos, a partir de 63 DAE, o que
coincide com o decréscimo do IAF a partir desta data, aproximadamente no inicio do estadio
de enchimento de gréos. Este decréscimo da TAL e IAF, a partir de 63 DAE, provocar aborto
dos ultimos 6rgédos reprodutivos a se formar (VIEIRA et al. 2008), devido a reducdo da
fotossintese total da planta (PIMENTEL; LAFRAY; LOUGUET, 1999a).
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Figura 4: Taxa de assimilagdo liquida (TAL, em g m? dia®) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos
tratamentos, apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A, V), inoculado com
Rhizobium e adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N, o), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N
ha® na semeadura e 40 kg N ha® aos 25 DAE (IA, A) e um tratamento adicional somente inoculado com
Rhizobium (I-N, e), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil,
maio de 2013 e 2014).
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4.3.2 Nodulagdo e Acumulo de Massa Seca das Plantas no Estadio de Polinizagédo

No estadio de polinizacdo aos 33 e 31 DAE para o primeiro e segundo ano,
respectivamente, que é um estddio com uma alta demanda de N para sintese e atividade da
Rubisco (PIMENTEL; LAFRAY; LOUGUET, 1999a), foram avaliadas as varidveis NN e
MSN, e o acumulo de massa seca das plantas, pela MSR e MSPA, para cada tratamento, em
ambos os experimentos (Tabela 1). Em relacdo ao NN e MSN, houve diferenca significativa
entre os tratamentos, nos dois anos de cultivo. No primeiro ano, o tratamento I1+N foi
significativamente superior para 0 NN e MSN em relagdo aos outros dois tratamentos
adubados com 20 kg N ha’ na semeadura (A e IA) e, no segundo ano a MSN foi
significativamente superior para I-N em relagdo a A com I+N e IA n&o diferindo de ambos.
Porém a MSPA, no primeiro ano, foi significativamente superior para o tratamento 1A, em
relacdo a 1+N, mas o tratamento A ndo diferiu de ambos (Tabela 1a). J&, no segundo ano, ndo
houve diferenca entre os tratamentos para MSPA. 1sso evidencia que a aplicagdo de 20 kg N
ha® na semeadura inibiu apenas parcialmente o processo de nodulacdo da populacdo de
rizébios inoculados, como também observado por Hungria; Campo; Mendes (2003) com a
aplicacdo de 15 kg N ha™ na semeadura do feijoeiro comum a campo, sendo que estes
autores observaram reducdo na nodulagdo com uma dose de 30 kg N ha™ na semeadura. Por
outro lado, estes resultados referentes a nodulagdo contradizem alguns encontrados na
literatura, relatando que, mesmo baixas quantidades de N séo capazes de inibir a nodulacéo
em feijoeiro comum (ROMANINI JUNIOR et al., 2007). Ja em relagdo a MSPA, neste
mesmo estaddio de polinizagdo, foi observada diferenca significativa entre os diferentes
tratamentos, apenas para o primeiro ano de cultivo (Tabela 1a), onde o tratamento IA foi
significativamente superior ao tratamento 1+N, porém ndo diferiu do tratamento A, como
também foi observado para a MST (Figura 1), o IAF (Figura 2) e a TCC (Figura 3), em
ambos 0s anos. No entanto, para a MSR ndo houve diferencas significativas entre 0s
tratamentos em ambos os anos (Tabela 1), como ja relatado por Pimentel (2006) para culturas
anuais.
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Tabela 1: Numero de nodulos por planta (NN), massa seca de nddulos por planta (MSN), massa seca da parte
aérea por planta (MSPA) e massa seca de raiz por planta (MSR), do feijoeiro comum, cultivar Carioca, avaliados
no estadio de polinizacéo, nos tratamentos, apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos
25 DAE (A), inoculado com Rhizobium e adubado com 40 kg N ha® aos 25 DAE (I+N), inoculado com
Rhizobium e adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA) e um tratamento adicional
somente inoculado com Rhizobium (I-N), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio
de Janeiro, Brasil, maio de 2013 e 2014).

Primeiro ano de cultivo

Tratamentos NN MSN MSPA MSR
(mg) (9) (9)
I+N 57,75 a 170,19 a 7,37b 0,640 a
A 38,00 b 129,03 b 7,67 ab 0,537 a
1A 40,50 b 130,24 b 8,85 a 0,594 a
Pr>Fc 0,0071 0,0109 0,0348 0,2467
CV% 12,98 10,52 7,87 14,05
Segundo ano de cultivo
Tratamentos NN MSN MSPA MSR
(mg) (9) (9)
I-N 70,25 a 182,75 a 6,74 a 0,70 a
I+N 65,00 a 165,50 ab 7,45 a 0,63 a
A 41,75 b 111,78 b 7,86 a 0,58 a
1A 54,64 ab 158,52 ab 8,22 a 0,61a
Pr>Fc 0,0107 0,0151 0,1089 0,1317
CV% 17,21 15,91 10,23 10,04

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

4.3.3 Teor Foliar de Proteina Soltvel em Quatro Estadios Fenoldgicos

O teor de proteina soluvel foliar (TPSF) é proporcional ao contetddo e atividade da
Rubisco, o que influencia a taxa fotossintética liquida e, consequentemente, o rendimento da
cultura (LONG et al., 2006). O TPSF foi quantificado no estadio vegetativo, antes da
fertilizacdo adicional de 40 kg N ha™ de N; no estadio de polinizacdo, quando o TPSF e a
fotossintese liquida sdo maximos (PIMENTEL; LAFRAY; LOUGUET, 1999a; PIMENTEL,
2006); no estadio de florescimento pleno e no estadio de enchimento de grdos. Ndo houve
diferenca significativa para o TPSF entre os tratamentos no estadio vegetativo, antes da
fertilizacdo adicional e também na polinizacdo, para ambos os anos. J& no estadio de
florescimento pleno, que ocorreu aos 39 e 38 DAE para o primeiro e segundo ano,
respectivamente, ocorreram diferencas significativas entre os tratamentos em ambos 0s anos,
com o tratamento 1A significativamente superior ao tratamento I+N, sendo que o tratamento
A que ndo diferiu dos tratamentos 1A e I+N no primeiro ano, mas no segundo ano, 0
tratamento IA foi significativamente superior ao I-N, e os tratamentos A e I+N nédo diferiram
dos tratamentos 1A e I-N, ainda no florescimento pleno.

Os valores de TPSF ndo foram comparados estatisticamente entre os diferentes
estadios de desenvolvimento da planta, mas ele tende a aumentar no estadio de florescimento
pleno e a cair no estadio de enchimento de grdos (Figura 5), provavelmente para permitir a
elevagdo da taxa fotossintética nesse periodo, como observado por Pimentel; Lafray; Louguet,
(1999a); Pimentel; Hérbet; Vieira (1999b), para que ocorra aumento no contetdo foliar de
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carboidratos, que sdo as reservas a serem remobilizadas para manter que o crescimento do
embrido até a maturacéo fisiologica (KRAMER; BOYER, 1995). Assim, os tratamentos com
maior TPSF (Figura 5) terdo, portanto, maior contetido de Rubisco, garantindo provavelmente
maior producdo de fotoassimilados, primeiro para o crescimento da parte aérea (Figura 1) e
depois para o desenvolvimento do grdo (PIMENTEL; HERBET; VIEIRA, 1999b), o que
permitird uma maior produtividade (Tabela 2) dos tratamentos (I+N e 1A) que apresentaram
maior TPSF nesse estadio de desenvolvimento (Figura 5).
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Figura 5: Teor de proteina soltvel (TPSF, em mg de proteina soldvel g de massa fresca foliar), quantificadas
aos 20 dias ap6s a emergéncia (20 DAE), polinizagdo (P), florescimento pleno (FP) e enchimento de gréos (EG)
do feif'oeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos, apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg
N ha™ aos 25 DAE (A), inoculado com Rhizobium e adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N), inoculado
com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA) e um tratamento
adicional somente inoculado com Rhizobium (I-N), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica,
Estado do Rio de Janeiro, Brasil, maio de 2013 e 2014).
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4.3.4 Componentes de Produgéo

Quanto aos componentes de producgéo, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os tratamentos nos dois anos de cultivo para o NV, NGV e MS100G (Tabela 2).
Ocorreu diferenga significativa entre os tratamentos apenas para PG, que representa a
produtividade da cultura, com o tratamento IA apresentando rendimentos mais elevados em
ambos 0s anos. Porém, no primeiro ano de cultivo o tratamento 1A foi significativamente
superior a A com I1+N néo diferindo de ambos, enquanto no segundo ano, o tratamento IA foi
significativamente superior a I-N, com 1+N e A néo diferindo de ambos (Tabela 2). Portanto,
0 NV, que é considerado uma importante caracteristica genotipica para uso em programas de
melhoramento de feijado comum, como informado por Carbonell et al. (2008) ndo foi uma
boa varidvel para discriminar o efeito do N na produtividade do feijoeiro comum. Assim
sendo, o tratamento IA apresentou a MST (Figura 1), o IAF (Figura 2), a TCC (Figura 3), e a
MSPA (Tabela 1) significativamente superiores, sendo que a MSPA se correlacionou com
uma alta PG, nas duas épocas (Tabela 2).

Tabela 2: NUmero de vagens por planta (NV), nimero de grdos por vagem (NGV), massa seca de 100 graos
(MS100G) e produtividade de grdos (PG), do feijoeiro comum, cultivar Carioca, avaliados na maturacdo dos
grdos, nos tratamentos, apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A),
inoculado com Rhizobium e adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (1+N), inoculado com Rhizobium e adubado
com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (lA) e um tratamento adicional somente inoculado
com Rhizobium (I-N), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil,
maio de 2013 e 2014).

Primeiro ano de cultivo

MS100G PG
Tratamentos NV NGV o) (Kg ha'l)
I+N 13,75 a 575a 25,55 a 2346,00 ab
A 13,25a 550 a 25,76 a 2248,69 b
1A 15,0 a 5,50 a 25,69 a 2509,42 a
Pr>Fc 0,7327 0,9190 0,7609 0,2437
CV% 22,51 17,66 1,55 15,64
Segundo ano de cultivo
MS100G PG
Tratamentos NV NGV ) (Kg ha'l)
I-N 15,00 a 525a 25,68 a 2207,52 b
I+N 18,50 a 6,50 a 26,44 a 2529,85 ab
A 17,25 a 6,00 a 26,17 a 2474,77 ab
1A 20,00 a 5,50 a 26,00 a 2642,58 a
Pr>Fc 0,3178 0,7733 0,1059 0,0137
CV% 20,35 19,25 1,47 17,97

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P <0,05).

Nos dois anos de cultivo foi observado que a aplicacéo de 20 kg N ha™ na semeadura,
juntamente com a inoculacdo, permitiu um acréscimo de produtividade, corroborando com
Hungria; Campo; Mendes (2003); Pelegrin et al. (2009). Por outro lado, a produtividade dos
tratamentos I-N e I+N ndo diferiram do tratamento A (Tabela 2), como ja observado por
Bellaver; Fagundes, (2009), mostrando que a inoculagéo pode substituir a dose de 20 kg de N
ha™ na semeadura, mantendo a mesma produtividade (GRANGE et al., 2007).

Hungria; Mendes; Mercante (2013a) relatam que a resposta do feijoeiro comum a
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inoculacdo, em condi¢bes de campo, pode variar em funcéo de fatores bidticos e abidticos.
Entre os principais fatores limitantes ao sucesso da inoculagdo a campo podem ser citados a
presenca de estirpes nativas nos solos brasileiros, que pode ser comprovada pela nodulagdo
do tratamento que n&o recebeu inoculacdo (Tabela 1), a susceptibilidade do feijoeiro comum
ao estresse hidrico e térmico e a variabilidade de resposta das diferentes cultivares a
inoculagdo (GRANGE; HUNGRIA, 2004; VIEIRA et al., 2005). Porém, apesar das
limitacBes edafoclimaticas, ganhos de até 1500 Kg de gréos ha™ em relacéo & testemunha nio
inoculada ja foram relatados em cultivares responsivas a inoculacdo (PERES et al., 1994).
Assim, como pode ser comprovado com os resultados obtidos nestes experimentos, ha uma
indicacdo que apenas o uso da inoculagdo forneceu um aporte de N capaz de gerar
produtividade semelhante aos tratamentos que utilizaram N mineral em 20 kg N ha™ na
semeadura mais 40 kg N ha™ em cobertura aos 25 DAE, e tudo isso a um baixo custo quando
comparado aos adubos nitrogenados.
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4.4 CONCLUSAO

A inoculagdo de rizébio na semeadura pode substituir a adubacdo nitrogenada com 20
kg N ha™ na semeadura, sem perda de produtividade.

A adubagdo com 20 kg N ha™ na semeadura, juntamente com a inoculacéo inibiu
parcialmente a nodulacdo do feijoeiro comum, mesmo assim propiciou acréscimos de massa
seca total e produtividade de gréos.

A avaliacdo do teor de proteinas soliveis no tecido foliar no florescimento pleno se
correlacionou com uma maior produtividade de grdos, sendo, portanto, uma variavel
fisiologica que poderd servir para discriminar gendtipos de feijdo comum mais produtivos.
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5 CAPITULOII

CRESCIMENTO E PRODUTIVIDADE DE GRAOS DO FEIJOEIRO
COMUM SOB INOCULACAO COM RHIZOBIUM E ADUBACAO
NITROGENADA NA EPOCA DAS AGUAS
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RESUMO

Para avaliar os efeitos da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) e, ou, a adubacédo nitrogenada
de semeadura no crescimento e produtividade do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.)
usando a analise de crescimento, dois experimentos de campo foram conduzidos, durante a
época das aguas, dos anos de 2013 e 2014, no campo experimental da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Brasil. Além disto, em ambos 0s experimentos, o teor de
proteinas sollveis foliar (TPSF) foi avaliado em quatro estadios de desenvolvimento. Os
tratamentos inoculado e adubado com 20 kg N ha™ (ureia, CH4sN,0) na semeadura e 40 kg N
ha™ 25 dias apos a emergéncia (DAE) (1A) e o tratamento apenas adubado com 20 kg N ha™
na semeadura e 40 kg N ha™ 25 DAE (A) apresentaram valores significativamente superiores
de taxa de crescimento da cultura (TCC) e indice de area foliar (IAF) que os tratamentos
apenas inoculados com Rhizobium sem adubacédo nitrogenada na semeadura. Além disto, nos
estadios de polinizacao e floracdo, em ambos os anos, o TPSF foi significativamente superior
para o tratamento IA, que também teve uma maior produtividade de grdos (PG), em
comparagdo com o restante dos tratamentos, para ambos os anos. Desta forma, a adubagéo
com 20 kg N ha™ na semeadura junto com a inoculacdo e 40 kg N ha™ 25 DAE (tratamento
IA) pode ser recomendada para o cultivo do feijdo comum com alta tecnologia e
produtividade, mas por outro lado, o tratamento apenas inoculado com Rhizobium na
semeadura e adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N) teve a mesma produtividade que o
tratamento A e pode ser recomendado e empregado pelo baixo custo da tecnologia, pelos
pequenos produtores. Porém, mais estudos sdo necessarios para recomendacao dessas praticas
agronémicas.

Palavras-chave: Eficiéncia no uso de nutrientes, Fixacdo biologica de nitrogénio, Phaseolus
vulgaris L., Proteina soluvel foliar, Rhizobium fleirei.
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ABSTRACT

An evaluation of the effects of biological nitrogen fixation (BNF) and/or sowing N
fertilization on the growth and yield of Phaseolus vulgaris L., using a growth analysis, was
done in t wo field experiments conducted during the rainy seasons of 2013 and 2014 at the
Federal Rural University of Rio de Janeiro (UFRRJ), Brazil,. In addition, in both experiments,
leaf soluble protein content (TSPF) was measured at four growth stages. The treatments
inoculated and fertilized with 20 kg N ha™ (urea, CH4N,0) at sowing with 40 kg N ha™ at 25
days after emergence (DAE) (IA) and the treatment only fertilized with 20 kg N ha™ at
sowing with 40 kg N ha™ at 25 DAE (A) had significantly higher values of crop growth rate
(TCC) and leaf area index (IAF) than the treatments only inoculated with Rhizobium without
N fertilization at sowing. In addition, at the pollination and flowering stages for both years,
TPSF was significantly higher for the 1A treatment, which had also a highest final yield (PG)
compared with the remaining treatments, for both years. Therefore, the fertilization with 20
kg N ha™ at sowing together with inoculation and 40 kg N ha™ at 25 DAE (A treatment) can
be recommended for bean cultivation with high technology and yield. However,, the treatment
only inoculated with Rhizobium at sowing and fertilized with 40 kg N ha™ at 25 DAE (I+N)
had the same PG as the A treatment and it can be recommended for small farmers due to its a
low cost technology. Nevertheless, more studies are required before recommending these
agronomic practices.

Keywords: Nutrient use efficiency, Symbiotic nitrogen fixation, Phaseolus vulgaris L., Leaf
soluble protein, Rhizobium fleirei.
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5.1 INTRODUCAO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é a mais importante leguminosa de graos
cultivada para o consumo humano (MULAS et al., 2011) e a maior e mais barata fonte de
proteinas na América latina, Africa e partes da Asia (CARDOSO; HUNGRIA; ANDRADE,
2012). Contudo, sua produtividade é baixa, pois grande parte da producdo de feijdo comum
estd concentrada em pequenas propriedades, variando de 1 a 10 ha, sem tecnologias caras,
geralmente em areas marginais para a agricultura com baixo teor de nitrogénio (N) no solo
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003; ALKAMA; OUNANE; DREVON, 2012). Dessa
forma, sem uma correta fertilizacdo nitrogenada (BROUGHTON et al., 2003), o rendimento
do feijdo comum nessas areas € baixo. Portanto, dentro do contexto de agricultura com baixo
custo tecnoldgico, com pouco uso de insumos, destaca-se a necessidade do desenvolvimento
de tecnologias modernas de baixo custo, como a fixa¢éo bioldgica de nitrogénio (FBN), alem
d e uma adubacdo com N mais eficiente (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003), que é
essencial para melhorar o rendimento e producédo do feijoeiro comum nestas areas agricolas
marginais, em especial devido ao rapido aumento da populacdo e consequentemente a
demanda por alimentos, que €é maior nestas areas marginais para a agricultura
(BROUGHTON et al., 2003; PIMENTEL, 2006).

Assim como a maioria das leguminosas, o0 feijdo comum pode se beneficiar da FBN
por meio de uma relagcdo simbidtica com rizobios fixadores de nitrogénio (MULAS et al.,
2011; CARDOSO; HUNGRIA; ANDRADE, 2012; HUNGRIA; KASCHUK, 2014). Dessa
forma, o suprimento de N em quantidades adequadas pode aumentar o conteudo de N nas
folhas e, por consequéncia, a fotossintese e o rendimento (HUNGRIA; CAMPO; MENDES,
2003; PIMENTEL, 2006), uma vez que, de acordo com Long et al. (2006), mais de 50% do
teor de N solvel nas folhas é usado na sintese da proteina Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase
/oxigenase (Rubisco), enzima responsavel pela fixagdo do CO; e sintese de carboidratos
(KRAMER; BOYER, 1995). Portanto, se as plantas possuem elevado teor de proteinas nas
folhas (TPSF), no estadio de florescimento, quando a fotossintese &€ maxima, elas poderdo ter
um alto potencial de rendimento (PIMENTEL; LAFRAY; LOUGUET, 1999a; PIMENTEL,
HERBET; VIEIRA, 1999b).

O feijoeiro comum geralmente tem uma baixa capacidade de FBN em relacéo a outras
leguminosas, como a soja (GRAHAM; VANCE, 2003). Assim sendo, as pesquisas em
biotecnologia deverdo procurar estabelecer estratégias para melhorar a eficiéncia da FBN para
o feijdo comum por selecdo de gendtipos e de estirpes de rizobios mais eficientes para
simbiose (GRANGE et al, 2007;, MULAS et al, 2011; CARDOSO; HUNGRIA;
ANDRADE, 2012). A recomendacéo usual a campo € a inoculacdo das sementes com estirpes
de Rhizobium e uma adubacéo adicional de 20 a 40 kg N ha™ aos 25 dias ap6s a emergéncia
(DAE) (VIEIRA et al., 2006).

No entanto, estudos em solos ricos em matéria organica e nutrientes, da regido central
dos Estados Unidos (EUA), cultivados com soja, tem demonstrado que o aumento continuo
da produtividade da soja ao longo dos anos, com novos cultivares, tem como uma de suas
causas, 0 aumento da capacidade de FBN dos novos cultivares com rizébios nativos, mesmo
nesses solos ricos em N e matéria organica (SPECHT; HUME; KUMUDINI, 1999). Além
disso, Voisin et al. (2003), mostraram que a adicdo de fertilizante nitrogenado na semeadura
reduz o nimero de nddulos por planta (NN) formados em Pisum sativum, porém a atividade
especifica da nitrogenase aumentou (isto é, a FBN por massa seca de nddulos), gerando uma
complementacéo significativa de N. No entanto, caso a FBN ndo forneca N em quantidade
necessaria para assegurar elevado rendimento do feijoeiro comum, uma fertilizacéo
complementar de N é necessaria para se obter alta produtividade (VIEIRA et al., 2008).
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Consequentemente, para alcangar um maior rendimento no feijdio comum, mesmo a
um custo elevado, uma adubacéo nitrogenada na semeadura, além da de cobertura, podera ser
recomendada para iniciar fornecimento de N e crescimento, até que ocorra a infecgdo, os
processos de nodulacdo e fixacao e as plantas comecem a produzir N pela FBN (GRANGE et
al., 2007). No entanto, se a adubagdo com N na semeadura for excessiva, isto pode reduzir a
FBN, embora a adubacdo com N em pequenas doses na semeadura possa melhorar a
produtividade do feijoeiro comum (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003). Portanto, esta
pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito da interacdo do potencial FBN com a adubacao
nitrogenada de semeadura, no crescimento e na produtividade do feijoeiro comum, em
comparagdo com plantas que foram apenas inoculados com Rhizobium, ou que apenas
receberam adubacdo com N na semeadura. Para esta avaliacdo, a analise de crescimento da
cultura foi utilizada (HUNT, 1978) para investigar os efeitos da interacdo destas diferentes
fontes de N sobre processos internos que envolvendo toda a planta e seu rendimento final
(HUNT et al., 2002).
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Descricdo da Area Experimental e do Clima

Para avaliar os efeitos da interacdo entre a inoculagdo da semente com Rhizobium e
adubagédo nitrogenada de semeadura em feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L) foram
instalados dois experimentos no Campo Experimental do Departamento de Fitotecnia, da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ, Brasil. O clima da
regido é do tipo Aw, segundo a classificagdo de Koppen, com verdo quente e chuvoso e
inverno seco, e a UFRRJ esta situada a 22°45'S, 43°41'W e 40 m de altitude. O tipo de solo da
area experimental € um Argissolo Vermelho Amarelo (SANTOS et al., 2013), cuja analise
quimica na profundidade de 0-20 cm, revelou: pH em é4gua 5,8; 1,5 cmol. dm™® de Ca; 1,4
cmol. dm™ de Mg; 0,0 cmol, dm™de Al; 0,6 cmol. dm™>de H * Al; 65 mg dm™de P disponivel,
115 mg dm™ de K disponivel; 10,7g kg™ matéria orgénica; e 84% de saturago de bases (V).
O primeiro experimento foi instalado na época das aguas (outubro, 2013). Durante o
experimento, a precipitacdo total, a evaporacdo total e a temperatura média da maxima e
minima, foram de 331,9 mm, 301,8 mm, 29,46°C e 18,9°C, respectivamente. O segundo
experimento foi também instalado na época das aguas (outubro, 2014) e a precipitacéo total
foi 297,8 mm, a evaporacéo total foi 311,50 mm e a temperatura média da maxima e minima
foram de 28°C e 17,93°C, respectivamente durante o ciclo da planta.

5.2.2 Manejo da Cultura

Para ambos os experimentos, foi utilizado o cultivar de feijoeiro comum Carioca, que
é proveniente do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), que possui habito de crescimento
indeterminado tipo Ill, podendo também assumir comportamento tipo Il, apresentando
floracdo de 30-35 DAE, com inicio da maturacéo aos 60-65 DAE, sementes de cor bege com
rajas havana e pequenas, ciclo de vida intermediario (85 dias) (SILVA 1981) e amplamente
cultivado no Brasil. O experimento tevetrés tratamentos no primeiro ano de cultivo: apenas
adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ em cobertura aos 25 DAE (A),
inoculacdo com Rhizobium e adubagdo com 40 kg N ha™ em cobertura aos 25 DAE (I+N),
inoculacdo com Rhizobium e adubac&o com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ em
cobertura aos 25 DAE (IA). Além de um tratamento adicional somente inoculado com
Rhizobium sem adubacao nitrogenada em nenhum estadio (I-N), apenas avaliada no segundo
ano de cultivo. Todos os tratamentos, nas duas épocas de cultivo, receberam adubacao de 30
kg P,Os ha? (superfosfato simples) e 45 kg K,O ha™ (cloreto de potassio), conforme a
recomendacdo de campo (VIEIRA et al.,, 2006). Para inoculagcdo, foi usado a estirpe de
Rhizobium fleirei (SEMIA 4080, com 1 x 10° células viaveis por grama de inoculante),
presentes no inoculante para feijoeiro comum produzido pela Embrapa Agrobiologia, sendo
utilizado 50 g de inoculante turfoso mais 40 mL de solucdo de dgua acucarada a 10% por 10
kg de sementes, apds serem inoculadas, as sementes secaram a sombra e depois foram
semeadas manualmente nos sulcos de plantio, para obter-se um estande final de 12 plantas
por metro linear. Durante o desenvolvimento da cultura a area experimental foi mantida livre
de plantas daninhas pelo controle manual.

Em ambos os cultivos, foi realizada uma analise de crescimento coletando-se trés
plantas ao acaso, nas linhas ao lado da bordadura de cada parcela. As coletas foram iniciadas
aos 14 DAE e espacadas sete dias uma da outra, até o fim do ciclo da cultura. A area foliar
(AF) foi determinada por meio do integrador portatil de area foliar (Li-3000C, da LI-COR) e
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a massa seca de parte aérea e raiz foram obtidas ap0s a secagem em estufa de ventilacéo
forcada, a 65° até obter massa constante. Os dados primarios de massa seca (MS) e area foliar
(AF) foram convertidos para biomassa por area de terreno e indice de area foliar (1AF) pela
extrapolacdo para o niimero de plantas por m? de 4rea de solo explorado. Os dados de MS por
area foram usados para calcular a taxa de crescimento da cultura (TCC) e associado com 0s
dados de IAF, foi calculada a taxa de assimilacdo liquida (TAL), segundo a metodologia
proposta por Hunt (1978).

Nos dois experimentos, durante a época das aguas, com 32 e 33 DAE (estadio de
polinizagdo) para 0 primeiro ano e segundo ano respectivamente, ocasido em que as plantas
das parcelas apresentavam 50% de botdes florais (VIEIRA et al., 2006), foram coletadas trés
plantas por parcela, de modo que as raizes das plantas fossem extraidas ao maximo do solo.
Os nodulos foram separados das raizes, contados e secos a 65°C em estufa de ventilacao
forcada até obter massa constante, para determinacdo do nimero de nédulos (NN) e massa
seca de nddulos (MSN) por planta. A parte aérea e raiz também foram secas em estufa de
ventilacdo forcada a 65°C até obter massa constante, para a determinacdo da massa seca
destas.

Além disto, para ambos os experimentos, o foliolo central da folha mais jovem
completamente expandida de trés plantas por parcela foi coletado para quantificacdo do teor
de proteinas soltveis (TPSF) usando o método de Bradford (BRADFORD, 1976). O TPSF
foi avaliado em quatro estadios de desenvolvimento, assim como descrito por Vieira et al.
(2006): vegetativo (20 DAE), antes da fertilizagdo com N aos 25 DAE; polinizacéo (32 e 33
DAE); florescimento (37 e 39 DAE) e enchimento de vagens (63 e 65 DAE) para primeiro e
segundo ano de cultivo, respectivamente. Para o segundo ano de cultivo, o teor de amido
foliar (TAF), acucares soluveis (TASF) e amino&cidos livres (TALF) foram mensurados no
foliolo central da folha mais jovem completamente expandida de trés plantas por parcela,
seguindo os mesmos procedimentos adotados para a amostragem do tecido foliar para
dosagem do TPSF. Amostras de 100 mg de massa fresca foliar foram coletadas e
imediatamente envolvidas em papel aluminio e emergidas em nitrogénio liquido. Os
contetdos de acgucares soluveis e amido foram determinados segundo a proposta de Farrar
(1995) e aminoacidos livres foram determinados de acordo com Yemm; Cooking (1955),
usando um espectrofotometro (Spectronic, Milton Roy, USA).

Quando a maturacao fisiologica foi atingida, 85 e 83 DAE (para primeiro e segundo
ano respectivamente), todas as plantas das duas linhas centrais de cada parcela foram
coletadas, desprezando-se o meio metro final de cada extremidade, para determinacdo dos
componentes de producdo: niumero de vagens por planta (NV), nUmero de grdos por vagem
(NGV), massa de 100 grdos (MS100G), e massa seca de sementes por area explorada, ou
seja, a produtividade de gréos (PG) que foi padronizada para 13 % o teor de umidade.

5.2.3 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado nos dois experimentos foi em blocos ao acaso,
com trés tratamentos para 0 primeiro ano e quatro tratamentos para o segundo ano, ambos
com quatro repeticdes. Cada parcela foi constituida por 6 linhas de 5 m espacadas de 0,5 m de
distancia, com uma &rea total de 12,5 m? por parcela.

Os dados de todas as variaveis analisadas, em ambas as épocas de cultivo, foram
submetidos separadamente a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, e quando os
tratamentos apresentaram significancia, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com
nivel de significancia fixado em p < 0,05. A analise estatistica dos dados foi realizada por
meio do software Sisvar 5.1 Build 72 (FERREIRA, 2011), que é distribuido gratuitamente
pela Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Acimulo de Massa Seca e Area Foliar

A anélise de crescimento foi realizada pelo monitoramento da massa seca total da
planta (MST) (parte aérea, raiz e vagem) (Figura 6) e acimulo de area foliar no tempo (dados
ndo mostrados). Houve diferenca significativa para MST entre os tratamentos, em ambos o0s
anos. No primeiro ano de cultivo (Figura 6a), as diferengas significativas entre os tratamentos
foram observadas a partir dos 21 DAE, ficando os tratamentos IA e A, com valores
significativamente superiores aos demais tratamentos no periodo que compreendeu dos 56 até
77 DAE. No final do enchimento de vagens, a MST do tratamento 1A foi significativamente
superior a dos demais, sendo que o pico de acumulo de MST, em todos os tratamentos,
ocorreu aos 70 DAE, com os tratamentos IA e A apresentando-se significativamente
superiores aos demais. Para o segundo ano de cultivo (Figura 6b), foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos ja a partir dos 42 DAE, periodo que sucede o
florescimento, permanecendo o tratamento 1A com valores superiores aos demais, com o pico
de acimulo de MST aos 63 DAE, quando o tratamento IA se torna significativamente
superior ao A, que por sua vez foi superior ao 1+N, mantendo-se assim até o final do ciclo,
com uma Unica diferenga na ultima coleta, onde os tratamentos A e I+N passam a nao diferir
significativamente entre si, permanecendo o IA superior a ambos.
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Figura 6: Massa seca total (MST, em g m?) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos, apenas
adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha® aos 25 DAE (A, V), inoculado com Rhizobium e
adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N, o), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha™ na
semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA, A) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-
N, @), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, outubro de 2013
e 2014).

Em relacdo ao IAF, foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos
nos dois anos de cultivo (Figura 7), com o pico de IAF aos 63 DAE, para ambos 0s anos, o
que coincidiu com o inicio do enchimento de vagem no primeiro ano de cultivo e um pouco
antes no segundo ano. No primeiro ano de cultivo, o tratamento I-N se manteve
significativamente inferior aos demais tratamentos durante grande parte do ciclo, mas
principalmente no periodo compreendido entre os 49 e 70 DAE (Figura 7a), onde justamente
ocorreram as maiores diferencas no acimulo de MST entre os tratamentos (Figura 6a). No
segundo ano de cultivo, a significancia entre os tratamentos foram mais acentuadas no
periodo compreendido entre os 49 e 56 DAE (Figura 7b), sendo o tratamento IA
significativamente superior a 1+N, porém nao diferindo de A, que por sua vez nao diferiu de
I+N aos 49 DAE, e aos 56 DAE o tratamento |A foi significativamente superior aos demais.
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Figura 7: indice de area foliar (IAF, em m? m™) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos, apenas
adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A, V), inoculado com Rhizobium e
adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N, o), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha® na
semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA, A) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-
N, @), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, outubro de 2013
e 2014).

Em relacdo ao acumulo de MST por unidade area de solo no tempo, ou seja, a taxa de
crescimento da cultura (TCC), esta teve seus maximos valores ocorrendo no final da floracéo,
dos 42 e 49 DAE respectivamente para o primeiro e segundo ano de cultivo (Figura 8). No
primeiro ano, houve diferencas significativas entre os tratamentos apenas aos 49 DAE,
quando IA foi significativamente superior a 1+N, enquanto A foi semelhante a ambos. No
segundo ano, os tratamentos A e IA foram significativamente superiores a I-N e 1+N dos 28
aos 63 DAE.
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Figura 8: Taxa de crescimento da cultura (TCC, em g m? dia™) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos
tratamentos, apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A, V), inoculado com
Rhizobium e adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N, o), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N
ha® na semeadura e 40 kg N ha™® aos 25 DAE (IA, A) e um tratamento adicional somente inoculado com
Rhizobium (I-N, e), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil,
outubro de 2013 e 2014).

Finalmente, em termos de analise de crescimento, a TAL, ou seja, a biomassa
produzida por unidade de area foliar e por unidade de tempo teve seu pico aos 14 DAE, e a
partir dai diminuiu sucessivamente até atingir valores negativos no final do ciclo nos dois
anos de cultivo. No enchimento de gréos, a TAL foi minima com valores proximos de zero no
primeiro ano (figura 9a) e negativa no segundo ano (figura 9b), caracteristica tipica do feijdo
comum, que apresenta um numero inferior de vagens, quando comparado ao namero inicial
de flores.
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Figura 9: Taxa de assimilacdo liquida (g m™ dia™) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos,
apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A, V), inoculado com Rhizobium e
adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N, o), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha™ na
semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA, A) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-
N, @), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, outubro de 2013
e 2014).

5.3.2 Nodulagédo e Acumulo de Massa Seca das Plantas no Estadio de Polinizagéo

O potencial de FBN foi avaliado pelo NN e MSN e o crescimento da planta pela
MSPA e MSR, para cada tratamento, em ambos 0s experimentos, avaliados no estadio de
polinizacdo (32 e 33 DAE, para o primeiro ano e segundo ano, respectivamente). Em relagéo
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ao NN, houve diferenga significativa entre os tratamentos, nas duas épocas de cultivos
(Tabela 3), sendo que I+N, no primeiro ano, e I-N e I+N, no segundo ano, foram superiores a
AcelA.

Tabela 3: Numero de nodulos por planta (NN), massa seca de nédulos por planta (MSN), massa seca da parte
aérea por planta (MSPA) e massa seca de raiz por planta (MSR) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, avaliados
no estadio de polinizagéo, nos tratamentos, apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos
25 DAE (A), inoculado com Rhizobium e adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N), inoculado com
Rhizobium e adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA) e um tratamento adicional
somente inoculado com Rhizobium (I-N), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio
de Janeiro, Brasil, outubro de 2013 e 2014).

Primeiro ano de cultivo

Tratamentos MSN MSPA MSR
NN
(M) )] )]
I+N 100,00 a 201,92 a 6,28 a 0,64 a
A 52,00 b 110,01 b 6,19 a 0,59 a
1A 65,50 b 153,72 ab 7,09 a 0,63 a
Pr>Fc 0,0024 0,0054 0,1315 0,3655
CV% 15,35 18,81 8,96 9,40
Segundo ano de cultivo
Tratamentos MSN MSPA MSR
NN
(mg) (9 9
I-N 81,00 a 166,32 a 4,72 b 0,58 a
I+N 78,00 a 172,25 a 569b 0,59a
A 32,70 b 80,16 b 5,48 b 0,62a
1A 42,00 b 93,47 b 7,48 a 0,63a
Pr>Fc 0,0002 0,0005 0,0017 0,8699
CV% 18,63 16,25 11,61 14,88

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

A massa seca de nodulos por planta (MSN) ndo mostrou 0 mesmo padrdo de
significancia que o NN. No primeiro ano de cultivo, I+N e A apresentaram valores para MSN
semelhantes, ao passo que no segundo ano, a MSN foi significativamente superior para I-N e
I+N em relacdo a A e IA (Tabela 3). Quanto a producdo de MSPA, foi observada diferenca
significativa entre os diferentes tratamentos, mas ndo para MSR. A MSPA foi grande para IA
no primeiro ano, porém ndo diferiu significativamente de I+N e A. No segundo ano, a MSPA
de IA foi significativamente superior a dos outros trés tratamentos, e novamente I+N e A ndo
diferiram significativamente entre si (Tabela 3b).

5.3.3 Teores Foliar de Proteina Solavel, Aminoacidos Livres, Amido e AcUcares Soluveis
em Quatro Estadios Fenologicos

Para ambos 0s anos de cultivo, houve diferencas significativas no TPSF entre o0s
tratamentos, para alguns dos quatro estadios avaliados (Figura 10). No primeiro ano, no
estadio vegetativo (20 DAE), antes da adubacdo com 40 kg N ha™, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos no TPSF. No entanto, no segundo ano no estadio vegetativo,
0 TPSF de IA foi significativamente superior comparado a I-N e I+N (Figura 10b), porém foi
similar ao de A.
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Figura 10: Teor de proteina solivel (TPSF, em mg de proteina solivel g™ de massa fresca foliar), quantificadas
aos 20 dias apos a emergéncia (20 DAE), polinizagdo (P), florescimento pleno (FP) e enchimento de gréos (EG)
do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos, apenas adubado com 20 kg N ha-1 na semeadura e 40 kg
N ha-1 aos 25 DAE (A), inoculado com Rhizobium e adubado com 40 kg N ha-1 aos 25 DAE (I1+N), inoculado
com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha-1 na semeadura e 40 kg N ha-1 aos 25 DAE (I1A) e um tratamento
adicional somente inoculado com Rhizobium (I-N), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica,
Estado do Rio de Janeiro, Brasil, maio de 2013 e 2014).

Para a segunda coleta, que foi realizada no estadio de polinizacédo (32 e 33 DAE para o
primeiro e segundo ano, respectivamente), no primeiro ano ocorreu significancia entre os
tratamentos, e o tratamento IA foi significativamente superior aos demais (Figura 10a). No
segundo ano de cultivo, o tratamento IA manteve-se significativamente superior aos demais
tratamentos, porém I+N e A ndo diferiram entre si, mas que por sua vez foram
significativamente superiores a I-N (Figura 10b). Na terceira coleta, que ocorreu no estadio de
florescimento pleno (37 e 39 DAE, para o primeiro ano e segundo ano, respectivamente), no
primeiro ano o tratamento 1A foi significativamente superior aos demais (Figura 10a),
enguanto que no segundo ano, os tratamentos 1A e A foram significativamente superiores a
I+N e I-N (Figura 10b). Na quarta e ultima coleta, no estadio de enchimento de vagens (63 e
65 DAE, para o primeiro e segundo ano, respectivamente), ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos em ambos 0s anos.
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Os valores de TPSF ndo foram comparados estatisticamente entre os diferentes
estadios de desenvolvimento da planta, mas tende a ser maior no estadio de florescimento
pleno e a cair no estaddio de enchimento de vagens (Figura 10), que é tdo importante para
garantir a producéo.

Durante o segundo experimento o TALF, o TAF e o TASF foram avaliados nos
estadios vegetativo, polinizacdo, florescimento e enchimento de vagens (Figura 11). Para o
TALF, ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos, sendo observados
valores mais elevados aos 20 DAE, que estiveram em torno de 25 pg de leucina g™ massa
fresca foliar. Nas coletas posteriores houve tendéncia de queda (Figura 11a). Quanto ao TAF
(Figura 11b) ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos no estadio
vegetativo (20 DAE), mas na polinizacdo, aos 32 DAE, os tratamentos IA e A foram
significativamente inferiores a 1+N, que por sua vez ndo diferiu do I-N (Figura 11b). Na
terceira coleta no estadio de florescimento pleno (39 DAE), o tratamento 1A foi
significativamente inferior aos demais, enquanto que na quarta coleta, no estadio de
enchimento de vagens (65 DAE), ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos,
porém houve tendéncia de maior acimulo de amido no estddio de florescimento pleno
comparado aos demais estadios (Figura 11b).

Quanto ao TASF (Figura 11c), foi observada diferenca significativa entre o0s
tratamentos, sendo o tratamento IA significativamente superior aos demais aos 20 DAE, que
corresponde a primeira coleta. Para segunda e terceira coletas que correspondem,
respectivamente a polinizacédo e florescimento pleno, ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos. Na quarta coleta os tratamentos I-N e I+N foram significativamente superiores
ao IA, sendo que o tratamento A nao diferiu dos demais (Figura 11c).
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Figura 11: Teor de aminoécidos livres no tecido foliar (TALF, em pg leucina g* massa fresca), teor de amido
no tecido foliar (TAF, em mg de glicose g™* massa fresca) e acticares sollveis no tecido foliar (TASF, em mg de
glicose g™ massa fresca) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, quantificados aos 20 dias apds a emergéncia (20
DAE), polinizagao (P), florescimento pleno (FP) e enchimento de grdos (EG), nos tratamentos, apenas adubado
com 20 kg N ha-1 na semeadura e 40 kg N ha-1 aos 25 DAE (A), inoculado com Rhizobium e adubado com 40
kg N ha-1 aos 25 DAE (I1+N), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha-1 na semeadura e 40 kg N
ha-1 aos 25 DAE (lA) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-N), apenas avaliada no
segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, maio de 2013 e 2014)
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5.3.4 Componentes de Producéao

Na maturacdo fisioldgica, foram avaliados os componentes de produgdo NV, NGV,
MS100G e PG, em ambos os anos de cultivo. Para o NV, NGV e MS100G, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos nos dois anos (Tabela 4). J& em
relacdo a PG, o tratamento IA foi significativamente superior a I+N e A, para o0 primeiro ano
de cultivo, entretanto, no segundo ano IA foi significativamente superior a I-N e 1+N, porém
ndo diferiu do A, que por sua vez ndo diferiu do tratamento I+N.

Tabela 4: Ndmero de vagens por planta (NV), nimero de grdos por vagem (NGV), massa seca de 100 grdos
(MS100) e produtividade de grdos (PG) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, avaliados na maturacdo dos gréos,
nos tratamentos, apenas adubado com 20 kg N ha™* na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A), inoculado com
Rhizobium e adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N
ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium
(I-N), apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, outubro de 2013
e 2014).

Primeiro ano de cultivo

MS100G PG
Tratamentos NV NGV ©) (Kg ha)
I+N 6,8 a 4,7 a 26,015 a 1277,42 b
A 6,0 a 55a 25,307 a 1181,16 b
IA 9,0a 50a 25,468 a 1717,94 a
Pr>Fc 0,1664 0,6232 0,3425 0,0081
CV% 27,49 20,99 2,56 17,91
Segundo ano de cultivo
MS100G PG
Tratamentos NV NGV ) (Kg ha'))
I-N 50a 50a 24,412 a 918,14 c
I+N 6,5a 50a 25,272 a 1159,35 bc
A 6,2 a 55a 24,985 a 1277,99 ab
1A 7,7a 52a 25,268 a 1594,91 a
Pr>Fc 0,1959 0,9293 0,5897 0,0003
CV% 25,48 24,10 2,81 10,28

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P <0,05).
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5.4 DISCUSSAO

No primeiro ano de cultivo, foram avaliados trés tratamentos (I+N, A e IA) e um
tratamento adicional, sem adubac&o nitrogenada durante todo o ciclo, I-N, que s6 foi avaliado
no segundo ano de cultivo, de modo a proporcionar um tratamento controle total sem
adubacéo nitrogenada. No entanto, no campo, a fertilizacgdo com 20 a 40 kg N ha™ é
recomendada, pelo menos, aos 25 DAE (VIEIRA et al., 2006), e, portanto, é um tratamento
ndo comumente utilizado por agricultores.

5.4.1 Acumulo de Massa Seca e Area Foliar

A andlise de crescimento do feijoeiro comum no campo apresentou diferencas
significativas para MST entre os tratamentos (Figura 6). No primeiro ano de cultivo, A e IA
tiveram valores significativamente superiores aos outros tratamentos no estadio de
enchimento de vagens (Figura 6a), enquanto que no segundo ano, IA apresentou MST
significativamente superior aos outros tratamentos do estadio de florescimento até a
maturacdo, com o pico de MST ocorrendo no final do estaddio de enchimento de vagens
(Figura 6b), corroborando os resultados de Gomes et al. (2000).

Alem disso, o pico de IAF ocorreu no inicio do estadio de enchimento de gréos, em
ambos os anos (Figura 7), coincidindo com os valores maximos de MST no primeiro
experimento (Figura 6), enquanto que no segundo experimento, o pico IAF ocorreu antes do
pico MST (70 DAE). Ambos os picos ocorreram no inicio do estadio de enchimento de gréos
das plantas em ambos o0s experimentos, em concordancia com Gomes et al. (2000).
Semelhante a MST, foram verificados valores de IAF significativamente superiores para 1A
em ambos os anos (Figura 7). No primeiro ano, o IAF de A e IA foram significativamente
superiores a I+N, para praticamente todo o estadio reprodutivo (Figura 7a), justamente onde
as diferencas significativas para MST ocorreram (Figura 6). No segundo ano, o IAF de A e
IA foi significativamente superior ao do restante dos tratamentos em grande parte do periodo
experimental (Figura 7b). O alto IAF de A e IA esteve correlacionado com alta MST (Figura
6), provavelmente aumentando a fotossintese da planta, que por sua vez resultou em maior
PG para estes tratamentos (Tabela 4). Os picos de MST e IAF ocorreram no estadio de
enchimento de gréos, justamente quando as plantas requerem altas taxas fotossintéticas para
garantir o acumulo de fotoassimilados de reserva e consequentemente alta PG (PIMENTEL,
LAFRAY; LOUGUET, 1999a) e a adubac&o com 20 kg N ha™ na semeadura aumentou MST
e IAF, garantindo alta PG no final do ciclo.

A maxima TCC ocorreu no final do estadio de florescimento, para ambos 0s anos de
cultivo (Figura 8), antes do pico de MST (Figura 6) e IAF (Figura 7). Apds 0s maximos
valores de TCC no final do periodo de florescimento, o crescimento das plantas foi reduzido,
mas a MST continuou a aumentar, porém lentamente, até o estadio de enchimento de gréos,
para todos os tratamentos em ambos os anos (Figura 6). No primeiro ano, ndao foram
significativas as diferencas para TCC dos tratamentos na grande maioria das coletas, e apenas
aos 49 DAE, o IA foi significativamente superior a I+N, porém semelhante a A (Figura 8).
No segundo ano, a TCC de IA e A foram significativamente superiores a 1+N dos 28 a 63
DAE. Assim, os tratamentos fertilizados com N na semeadura (A e IA) apresentaram maior
MST, IAF e TCC, provavelmente devido a dose inicial de N antes da formacao de nodulos e
0 inicio de FBN, pois a FBN no feijoeiro comum s6 passa a contribuir efetivamente com N
para as plantas a partir dos 15 a 20 DAE das plantas (HUNGRIA; BARRADAS;
WALLSGROVE, 1991), o que por sua vez contribuiu para o aumento de N nas folhas mais
jovens, da fotossintese e finalmente da PG.
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A variavel de analise de crescimento que indica a biomassa produzida por unidade de
area foliar, por unidade de tempo, ou seja, 0 acimulo de biomassa da fotossintese é a TAL,
que foi elevada aos 14 DAE para ambos os anos (Figura 9), reduzindo gradualmente depois
disso, chegando a valores perto de zero ou negativos no inicio do estadio de enchimento de
grdos (GOMES et al., 2000), quando as plantas apresentam maxima MST e IAF e necessitam
de alta remobilizacéo de fotoassimilados das folhas para os grdos (PIMENTEL 2006). E bem
conhecido que o feijoeiro comum apresenta senescéncia precoce, 0 que causa abortamento
floral (VIEIRA et al., 2006), como mostrado pelos valores negativos da TAL no estadio de
enchimento de gréos (Figura 9).

5.4.2 Nodulagédo e Acimulo de Massa Seca das Plantas no Estadio de Polinizacéo

No estddio de polinizacdo (32 e 33 DAE, para o primeiro e segundo ano,
respectivamente), que é um estaddio com a maxima fotossintese liquida durante o ciclo do
feijoeiro comum (PIMENTEL; LAFRAY; LOUGUET, 1999a), a planta necessita de um alto
contetdo de N nas folhas para sintese e atividade da Rubisco (PIMENTEL 2006), sendo
neste estadio avaliado o potencial de FBN, por meio do NN e MSN e o crescimento das
plantas pela MSR e MSPA, para cada tratamento em ambos 0s experimentos (Tabela 3).
Houve diferenca significativa entre os tratamentos para 0 NN em ambos os anos (Tabela 3)
com I+N, no primeiro ano, e 1+N e I-N no segundo apresentando valores significativamente
superiores aos tratamentos que receberam adubacgdo nitrogenada na semeadura (IA e A). A
MSN ndo mostrou 0 mesmo padrdo de significancia do NN, no primeiro ano, 1+N e IA
tiveram valores muito semelhantes de MSN, enquanto no segundo ano, a MSN de I-N e I+N
foram superiores as de IA, que por sua vez foi superior a A (Tabela 3). Diferencas
significativas também foram verificadas para MSPA, mas ndo para a MSR, em ambos 0s
anos, como demonstrado anteriormente por sua MST (Figura 6). Assim, a dose inicial de 20
kg N ha’ antes da formacdo dos nddulos e inicio da FBN reduziu, porém ndo inibiu a
nodulacdo e aumentou a MSPA (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003).

5.4.3 Teores Foliar de Proteina Solavel, Aminoacidos Livres, Amido e AcUcares Soluveis
em Quatro Estadios Fenologicos

Um alto TPSF, que € proporcional ao conteldo e atividade da Rubisco, pode
aumentar a fotossintese liquida, e consequentemente o rendimento (LONG et al., 2006).
Assim, o TPSF foi avaliado em quatro estadios de desenvolvimento (Figura 10): no estadio
vegetativo, antes da fertilizacdo adicional N; no estadio de polinizacdo, quando o contetido
de N foliar (GRAHAM; VANCE, 2003) e a fotossintese liquida é maxima (PIMENTEL;
LAFRAY; LOUGUET, 1999a; PIMENTEL; HERBET; VIEIRA, 1999b) para garantir o
acumulo de fotoassimilados nas folhas para, posteriormente, serem exportados e manter o
crescimento do embrido no grdo (KRAMER; BOYER, 1995); no estadio de florescimento,
guando os embrides estdo crescendo e no estadio de enchimento de vagens.

No primeiro ano de cultivo, no estadio vegetativo, antes da fertilizacdo adicional com
40 kg N ha™, ndo foram verificadas diferencas no TPSF (Figura 10a). No entanto, no
segundo ano de cultivo, o TPSF de A e IA foram significativamente superiores a I-N e 1+N
(Figura 10b). No estadio de polinizacdo, o TPSF de IA foi significativamente superior aos
demais tratamentos para ambos os anos (Figura 10), como foi observado para MSPA (Tabela
3), 0 que pode assegurar uma alta fotossintese e acumulacdo de carboidratos para o
florescimento e crescimento reprodutivo.

No primeiro ano de cultivo, no estadio de florescimento pleno, o 1A continuou
mostrando valores significativamente superiores aos outros dois tratamentos para o TPSF
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(Figura 10a), mas no segundo ano, o IA ndo foi significativamente superior a A, porém
ambos foram significativamente superiores a I+N e I-N. Finalmente, no estaddio de
enchimento de vagens, ndo houve diferengas significativas entre os tratamentos para ambos
os anos (Figura 10), provavelmente devido ao aumento da senescéncia das folhas do feijéo
comum, 0 que causa o abortamento das vagens (VIEIRA et al., 2006). Portanto, o TPSF de
IA foi superior aos tratamentos ndo adubados com N na semeadura (I-N e I+N), em
comparagdo com 0s outros estadios, principalmente no estadio de polinizacdo, quando o 1A
teve também uma maior MSPA (Tabela 3).

No segundo experimento, envolvendo quatro tratamentos (A, I+N, 1A e I-N), o TAF,
0 TASF e 0 TALF) foram avaliados nos mesmos quatro estadios, das medi¢cdes do TPSF.
Né&o houve diferenca significativa para TALF entre os tratamentos (Figura 11a), com valores
elevados (cerca de 25 pg de aminoacidos g™ de massa fresca foliar) no estadio vegetativo (20
DAE), e com valores reduzidos no estddio de florescimento, quando o crescimento
aumentou. Os valores de TAF (Figura 11b) ndo apresentaram diferencas significativas entre
0s tratamentos no estadio vegetativo (20 DAE) e enchimento de grdos (65 DAE), no entanto,
no estadio de polinizacdo (33 DAE), a TAF de A e IA foram significativamente inferior a
I+N, porém muito semelhantes a I-N (Figura 11b). No estadio de floracdo (39 DAE), apenas
0 TAF de IA foi significativamente inferior aos outros trés tratamentos (Figura 11b) e os
valores de TAF no estadio de floracdo (Figura 11b) foram aumentados em comparagao com o
restante dos tratamentos (Figura 11b). O baixo TAF dos tratamentos A e IA pode ser devido
a um aumento na exportacdo aclcares para orgdos reprodutivos (PIMENTEL, 2006). Por
outro lado, o TASF de IA foi significativamente superior aos demais tratamentos no estadio
vegetativo (Figura 11c), mas nos estadios de polinizacdo e floracdo, TASF ndo mostrou
diferencas significativas entre os tratamentos e no estadio de enchimento de grdos, o TASF
foi superior para I-N e I+N (Figura 11c). Os valores de TAF e TASF mais baixos para I1A
(Figura 11b e c¢) contrasta com o maior TPSF deste tratamento (Figura 10b), o que é
provavelmente devido a remobilizacdo de acUcar a partir da folha, induzindo a hidrolise do
amido e exportacdo de acucar soltvel a partir da folha para sustentar o crescimento da planta
e depois do embrido no gréo, que comecou no estadio de polinizagdo (KRAMER; BOYER,
1995).

5.4.4 Componentes de Producéo

Quanto aos componentes de producéo, ndo foram observadas diferencas significativas
entre 0s tratamentos nos dois anos de cultivo para o NV, NGV e MS100G (Tabela 4).
Ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos apenas para PG, com o tratamento IA
apresentando rendimentos mais elevados em ambos os anos, embora a PG foi muito
semelhante a de A no primeiro ano (Tabela 4). Assim sendo, a PG foi o Gnico componente de
producdo da cultura capaz de discriminar os efeitos dos tratamentos. O NV ndo se
correlacionou com a maior PG em ambos os experimentos (Tabela 4) e ndo foi uma boa
caracteristica para a sele¢do de gendtipos, como informado por Carbonell et al., (2008). No
segundo ano de cultivo, o I-N mostrou-se significativamente inferior para PG que o restante
dos tratamentos, seguido por A e I+N, que foi muito similar em ambos os anos. Portanto,
para os dois anos de cultivo, a adubacdo com 20 kg N ha™ na semeadura sustentou uma alta
MSPA e IAF dos tratamentos A e IA, juntamente com um elevado TPSF, permitido uma
mais elevada PG destes tratamentos e, assim, a PG foi a melhor caracteristica de
discriminacdo do desempenho do feijoeiro comum neste ambiente.
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5.5 CONCLUSAO

Nos dois experimentos, o tratamento inoculado e adubado com 20 Kg N ha® na
semeadura e 40 Kg N ha™ aos 25 dias apés a semeadura (1A) obteve a maior produtividade de
gréos e, portanto, pode ser recomendada para o cultivo de feijio comum com alta tecnologia
e, consequentemente, alta produtividade de grdos. Por outro lado, o tratamento inoculado e
adubado com 40 Kg N ha™ aos 25 dias ap6s a semeadura (1+N) teve a mesma PG que o
tratamento adubado com 20 Kg N ha™ na semeadura e 40 Kg N ha™ aos 25 dias ap6s a
semeadura (A) e pode ser recomendado como tecnologia de baixo custo para 0s pequenos
produtores na agricultura familiar. Porém, mais estudos sdo necessarios antes de recomendar
estas praticas agrondmicas de inoculacdo com ou sem adubacdo com N na semeadura para
melhorar a produtividade de gréos do feijoeiro comum, na estacéo chuvosa.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a baixa produtividade da cultura do feijoeiro comum no cenério
nacional, pode-se lancar méo da tecnologia da FBN, pois ja é sabido que o uso dessa técnica
com estirpes selecionadas é capaz de resultar em altos rendimentos sem a suplementacéo com
fertilizantes nitrogenados como foi demonstrado por Hungria; Campo; Mendes (2003),
utilizando a estirpe SEMIA 4080. Vérios outros ensaios tém confirmado a viabilidade do uso
de inoculantes contendo estirpes elites (SEMIA 4080, SEMIA 4088 e SEMIA 4077) com a
cultura do feijoeiro comum, com resultados positivos. Fato este que também pode ser
comprovado pelos resultados obtidos no presente estudo, onde o tratamento apenas inoculado
sem a suplementacdo com fertilizantes nitrogenados na semeadura e em cobertura (I-N)
apresentou produtividade superior em quase duas vezes a média nacional, considerando a
época da seca, pois durante a época das aguas as condi¢cdes climaticas ndo favorecem o
cultivo do feijoeiro comum, nas condicdes do local de realizacdo dos experimentos,
principalmente pela ocorréncia de altas temperaturas durante o estadio de florescimento,
proporcionando muitas vezes uma baixa produtividade no plantio das aguas. Sendo
recomendado o plantio de feijdo comum, na regido da baixada fluminense do Rio de Janeiro,
na epoca da seca, a fim de se obter alta produtividade.

A recomendacdo de adubacdo nitrogenada o para o cultivo do feijoeiro comum,
independente da expectativa da safra, é a aplicacdo de 20 a 40 kg N ha™ na semeadura e 40 a
60 kg N ha® antes do florescimento (VIEIRA et al., 2006), porém nos Gltimos anos essa
recomendacdo vem sendo revisada, passando a ndo ser mais recomendado adubacdo com
fertilizante nitrogenado na semeadura. Apds a semeadura, devem ser realizadas visitas as
lavouras, verificando se hd nodulacdo e presenca de sintomas de deficiéncia de N. segundo
Barbosa; Gonzaga (2012) o fertilizante nitrogenado deve ser aplicado somente se 0 nimero de
nodulos na regido da coroa da raiz for inferior a 15 por planta ou o interior deles nédo
apresentar coloracdo avermelhada, no estadio V4, ou seja, quando o feijoeiro comum estiver
com a terceira folha trifoliolada expandida. Apds o estadio V4 ha poucas chances de resposta
positiva da planta ao N aplicado. Porém o tema ainda demanda mais estudos devidos a
variabilidade nos resultados.

Assim, segundo os resultados obtidos nestes experimentos, ha uma indicacdo que o
uso da inoculacdo nos tratamentos I-N e I+N forneceu um aporte de N capaz de gerar
produtividade semelhante ao tratamento que utilizou N mineral em 20 kg N ha™ na semeadura
mais 40 kg N ha® em cobertura aos 25 DAE e, isso a um menor custo, podendo ser
recomendado para pequenos produtores, que utilizam poucos recursos tecnoldgicos na
agricultura familiar. Por outro lado, a adubagdo com 20 kg N ha™ na semeadura, junto com a
inoculacdo, mais 40 kg N ha™ em cobertura aos 25 DAE, do tratamento |A, permitiu obter-se
maior produtividade, podendo ser recomendado para uma agricultura de maior nivel
tecnoldgico, que visa alta produtividade. Contudo, mais estudos, com outros cultivares e em
outros locais, sdo necessarios para estas recomendacoes.
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8 ANEXOS

Anexo 8.1: Massa seca de folhas (MSF, em g m?) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos,
apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A), inoculado com Rhizobium e
adubado com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha™ na
semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-N),
apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, maio de 2013 e 2014).
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Anexo 8.2: Massa seca de folha (MSF, em g m®) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos,
apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A), inoculado com Rhizobium e
adubado com 40 kg N ha® aos 25 DAE (I+N), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha® na
semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-N),
apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, outubro de 2013 e
2014).
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Anexo 8.3: Massa seca de caule (MSC, em g m™) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos, apenas
adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A), inoculado com Rhizobium e adubado
com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40
kg N ha™ aos 25 DAE (IA) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-N), apenas avaliada
no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, maio de 2013 e 2014).
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Anexo 8.4: Massa seca de caule (MSC, em g m?) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos,
apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A), inoculado com Rhizobium e
adubado com 40 kg N ha® aos 25 DAE (I+N), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha® na
semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-N),
apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, outubro de 2013 e
2014).
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Anexo 8.5: Massa seca de raiz (MSR, em g m™) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos, apenas
adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A), inoculado com Rhizobium e adubado
com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40
kg N ha'' aos 25 DAE (IA) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-N), apenas avaliada
no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, maio de 2013 e 2014).
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Anexo 8.6: Massa seca de raiz (MSR, em g m™) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos, apenas
adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A), inoculado com Rhizobium e adubado
com 40 kg N ha™ aos 25 DAE (I+N), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40
kg N ha'' aos 25 DAE (IA) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-N), apenas avaliada
no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, outubro de 2013 e 2014).
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Anexo 8.7: Massa seca de vagem (MSV, em g m?) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos,
apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A), inoculado com Rhizobium e
adubado com 40 kg N ha® aos 25 DAE (I+N), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha® na
semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-N),
apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, maio de 2013 e 2014).
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Anexo 8.8: Massa seca de vagem (MSV, em g m?) do feijoeiro comum, cultivar Carioca, nos tratamentos,
apenas adubado com 20 kg N ha® na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (A), inoculado com Rhizobium e
adubado com 40 kg N ha® aos 25 DAE (I+N), inoculado com Rhizobium e adubado com 20 kg N ha® na
semeadura e 40 kg N ha™* aos 25 DAE (IA) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium (I-N),
apenas avaliada no segundo ano de cultivo (Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, outubro de 2013 e
2014).
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Anexo 8.9: DOSAGEM DE METABOLITOS PRIMARIOS, PARA CARACTERIZAR O
“STATUS FISIOLOGICO” DA FOLHA E DA PLANTA.

Segundo proposta de Carlos Pimentel (Professor Titular do Dep. de Fitotecnia, IA,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Km 47 da BR 465, Seropédica, RJ,
23851-970) e Marcos Paulo Santos da Fonseca (Assistente do laboratorio de Fisiologia da
Producéo).

A) PREPARACAO DOS DOIS EXTRATOS PARA AS DOSAGENS:

A1) EXTRACAO PARA ACUCARES SOLUVEIS, AMIDO E AMINOACIDOS:

1. Coletar cerca de 100 a 200 mg de folhas frescas (ou 10 mg de folhas secas), embrulhar
em papel aluminio e armazenar imediatamente em nitrogénio liquido (pode ser também em
sacos plasticos armazenados em gelo comum, gelo seco ou gelo com NaCl, mas isso é
inadequado para publicagdes internacionais) e levar para pesagem (no gelo, levar para
pesagem o mais rapido possivel). Na hora da preparacdo do 1° extrato, em amostras
acondicionadas no gelo, retirar rapidamente o material de folhas frescas, pesar e picar a folha
(em pedagos pequenos de 5mm), colocando o material foliar em 10 mL de etanol 90%, para
armazenagem do extrato. (Caso seja feita a armazenagem em nitrogénio liquido colocar a
amostra coletada em almofariz gelado e macerar com nitrogénio liquido até virar po fino
como talco, para pesar em seguida, antes de colocar a amostra no etanol 90%. Usando o
nitrogénio liquido, podem-se reduzir as amostras para a analise, usando somente 10 a 20 mg
de folhas em 1 mL de etanol 90%, depois extrair de novo com outro mL de etanol 90%, e
completar para 2,5 mL, como descrito no item 2 abaixo).

2. Para a extracdo de acgucares soluveis, aminoacidos e amido em seguida (esse Ultimo no
precipitado), colocar os 10 mL do 1° extrato (item 1), em banho-maria por uma hora, a 60°C
(podendo, depois, centrifugar a 10.000 g por 10 min e retirar cuidadosamente o sobrenadante).
Transferir o sobrenadante para um frasco de 25 mL, e re-extrair o residuo (precipitado), com
mais 10 mL de etanol 90% a 60°C (podendo novamente centrifugar a 10.000 g por 10 min e
retirar cuidadosamente o segundo sobrenadante). Combinar os dois extratos (ou
sobrenadantes) e completar para 25 mL (extrato 1 para dosagem de acucares sollveis e
aminodacidos). Armazenar em frascos na geladeira, para dosagens posteriores. Guardar o
residuo (precipitado) das 100 a 200 mg de folhas frescas (ou 10 mg de folhas secas) restante
das extracdes de acUcares solUveis e aminoacidos, para fazer a dosagem de amido nele.

A2) EXTRACAO PARA PROTEINAS:

1. Coletar cerca de 20 a 50 mg de folhas frescas (ou 2 a 5 mg de folhas secas), embrulhar
em papel aluminio e imediatamente armazenar em nitrogénio liquido (pode ser também em
gelo seco ou gelo com NaCl, mas isso é inadequado para publicacdes internacionais, como
dito anteriormente). Na hora da extracdo, retirar rapidamente o material de folhas frescas e
pesar para entdo colocar em almofariz gelado para macerar, ou com nitrogénio liquido até
virar p6é fino como talco, ou caso ndo haja uso do nitrogénio liquido, macerar em almofariz
gelado o material pesado de folhas, com 5 mL do tampéo de extracdo gelado, citado abaixo.
A) No caso do material macerado em 5 mL do tampdo de extracdo, armazenar na
geladeira até realizar as leituras ou centrifugar a 15.000 g por 10 minutos a 4° C, e retirar
cuidadosamente o sobrenadante, para fazer a dosagem de proteinas.

B) No caso do macerado com nitrogénio liquido (ideal para publicacdes internacionais),
transferir todo o pd fino de folha para tubo de centrifuga de 2 mL e adicionar tampdo de
extracdo no volume de 3 vezes a massa do material macerado (se foi usado 50 mg de folha,
usar 1,5 mL de tampdo de extracdo). Agitar e centrifugar a 15.000 g por 10 minutos a 4° C.
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Ao final da centrifugacdo, retirar cuidadosamente o sobrenadante, para fazer logo a dosagem
de proteinas ou armazenar em freezer a -20° C.
a) Um tamp?o de extrag&o, segundo MEDICI et al. (2004), é:
100 mM TRIS/HCI pH 7,8;
1 mM DTT (DiTioTreitol);
10% (v/v) glicerol,
0,2% (p/v) PVPP (PoliVinilPoliPirrolidona).
b) Outro tampé&o de extracdo mais simples, modificado de PHAM THI et al. (1982), é:
50 mM TRIS/HCI pH 7,8;
0,2% (p/v) PVP (PoliVinilPirrolidona);
1 mM DTT (DiTioTreitol), ou 5% (v/v) beta-Mercaptoetanol.
Referéncia para cada tampéo:
MEDICI, L.O.; AZEVEDO, R.A.; SMITH, R.J., LEA, P.J. The influence of nitrogen
supply on antioxidant enzymes in plant roots. Functional Plant Biology, v.31, p.1-9, 2004.
PHAM THI, A.T.; PIMENTEL, C.; SILVA, V. Effects of Water Stress on
Photosynthesis and Photorespiration of Atriplex nummularia, a C4 plant. Photosynthetica,
v.16, p.334-342, 1982.

B) DOSAGENS DE ACUCARES SOLUVEIS E AMIDO (segundo Farrar, 1995; e
para o amido, também pode ser segundo McCready et al., 1950):

Procedimento:

1. Se desejar extrair amido segundo proposta de FARRAR (1995), siga este passo, caso
contrario prossiga a partir do item 2 desse procedimento, para dosagem de agucares soluveis
somente. Para a extracdo e analise de amido, apos os itens 1 e 2 da extracdo de acUcares
soluveis e aminoacidos (procedimento anterior), preparar 20 unidades enzimaticas da enzima
amiloglucosidase (Sigma, A3514), por 10 mL de tampéo acetato 0,2 M, pH 4,5 (0,03030 mL
da enzima A3514 em 10 mL do tampdo). Adicionar 10 mL do reagente (tampao + enzima)
sobre o residuo das 100 a 200 mg de folhas frescas (ou 10 mg de folhas secas) restante da
extracdo de acucares solUveis e aminoacidos, e colocar em banho-maria a 40°C por 24 horas.
Apos este periodo, adicionar mais 10 mL de tampéo acetato pH 4,5 sobre a amostra de tecido,
esperar decantar e em seguida, retirar o sobrenadante, juntando este ao primeiro, e completar
para 25 mL (extrato 2 para dosagem de amido) com tampéo acetato, e guardar na geladeira
em frascos de plastico (Pode-se reduzir as amostras conservadas no nitrogénio liquido, usando
0 residuo de 10 mg de folhas em 1 mL de tampé&o acetato pH 4,5, e completar para 2,5 mL de
tampao).

1.1.  Se desejar extrair amido, segundo proposta de MCCREADY et al. (1950), siga este
passo, caso contrario prossiga a partir do item 2 desse procedimento, para dosagem de
acucares soltveis somente. Para a extracao e analise de amido, ap0s os itens 1 e 2 da extracéo
de acUcares soliveis e aminoacidos (procedimento anterior), adicionar 3 mL de HCIO, (acido
perclorico) a 35% ao precipitado (residuo) obtido no item 2 do processo de extracdo de
acucares sollveis, amido e aminoacidos, em banho de gelo (0°C) por 15 minutos. Centrifuga-
se por 10 minutos a 4500 rpm e separa-se 0 sobrenadante (3 mL). Repete-se essa operacao por
mais duas vezes e, portanto, os trés sobrenadantes perfazem 9 mL no total. Como o HCIO,
estava a 35% adiciona-se 6 mL de H,O, para dilui-lo para 21% (para a leitura também, se
houver necessidade, dilui-se com HCIO,4 a 21%), ficando com 15 mL (extrato 2 para dosagem
de amido).

2. Transferir 1 mL da solucéo problema, do extrato 1 (para dosar aglcares soluveis) ou 2
(para dosagem de amido), contendo 20 a 100 pg de agUcar, para um tubo de ensaio grande.
Adicionar 1 mL de fenol ( 5% p/v).
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3. Adicionar cuidadosamente com um “dispenser”, mais ndo lentamente, 5 mL de &cido
sulfarico PA. Misture completamente, por agitacdo vertical, com auxilio de um bastdo de
vidro, utilizando luvas de borracha, pois o0 conjunto de vidro ira esquentar. Deixar ao ar livre
por 10 minutos apos a agitacdo do Gltimo tubo.

4. Fazer a leitura de absorbéncia em 485 nm no espectrofotdmetro, e contraste com um
branco contendo: 1 mL de etanol 90 % ou do reagente enzima + tampéao ou ainda HCIO4 a
21% (na metodologia do MCCREADY et al., 1950), mais 1 mL de fenol 5%, mais 5 mL
acido sulfurico sulfurico. A curva de calibragdo deve ser feita com glicose (0 - 100 ug de
glicose mL™ de etanol 90%, com 0, 20, 40, 60, 80, 100 ug de glicose mL™).

Preparo da curva padrao de glicose:

Preparar uma solucdo estoque, com 10 mg de glicose 100 mL™ de Etanol 90% (100 pg
glicose mL™). 0 pg mL™: 1 mL de Etanol 90%; 20 pg mL™: pipetar 2 mL do estoque e diluir
para 10 mL com etanol 90%; 40 pg mL™: pipetar 4 mL do estoque e diluir para 10 mL com
etanol 90%; 60 pg mL™: pipetar 6 mL do estoque e diluir para 10 mL com etanol 90%; 80 ug
mL™: pipetar 8 mL do estoque e diluir para 10 mL com etanol 90%; 100 ug mL™: pipetar 10
mL do estoque.

Observagoes:

1 Ao colocar o acido sulfarico, a mistura aquece e pode provocar jatos para fora do tubo,
especialmente se a temperatura do laboratorio estiver elevada. Deve-se usar um “dispenser”
para adicionar o &cido, que deve escorrer junto a parede do tubo de ensaio, que devera
suportar altas temperaturas (Pyrex).

2. DiluicGes com etanol 90% ou tampé&o acetato pH 4,5, podem ser necessarias, caso as
leituras sejam muito altas.

3. Preparo de 2 litros de tampéo acetato pH 4,5: 91,31 mL de acetato de sodio 0,2 M +
159,00 mL de &cido acético 0,2 M + 1749,00 mL de &gua deionizada.

Referéncias:

FARRAR, J. F. 1995. Carbon partitioning. In: Photosynthesis and Production in a
Changing Environment. Eds.. HALL, D.O.; SCURLOCK, JM.0.; BOLHAR-
NORDENKAMPF, H.R.; LEEGOOD, R.C.; LONG, S.P. Cap. 15, p. 222-246. ISBN — 0-412-
42910-1. 464 p.

MCCREADY, R.M.; GUGGOLZ, J.; SILVEIRA, V., OWENS, H.S. 1950.
Determination of starch and amylase in vegetables. Analytical Chemistry, v.22, p.1156- 1158,
1950.

C) DOSAGENS DE AMINOACIDOS LIVRES (segundo YEMM; COCKING, (1955)):
Preparo dos reagentes:

1. Tampao citrato 0,2M - pH 5,0: Pesar 21,008 g de &cido citrico e dissolver em 200 mL
de 4gua. Adicionar a 200 mL de NaOH N ( 8g 200 mL™ ) e corrigir o pH para 5,0, com NaOH
2N. Diluir para 500 mL, adicionando 1 gota ou pedrinha de timol, para evitar o crescimento
de fungos, e guardar na geladeira.

2. Cianeto de potassio 0,01M: Pesar 0,1628 g de KCN e diluir a 250 mL de agua (valido
por 3 meses).

3. Etanol a 60%

4. MetilGlicol (EtilenoGlicol MonoMetil Eter) com ninidrina: Preparar ninidrina 5%
(p/v) com metilglicol (5 g 100 mL™ de metilglicol ou 1 g 20 mL™ de metilglicol). Guardar em
frasco escuro (valido por pouco tempo).

5. Cianeto de potassio com metilglicol: Pipetar 5 mL do reagente 2 e completar a 250 mL
com metilglicol, ou 0,5 mL do reagente 2 completando a 25 mL com metilglicol (valido por
pouco tempo)
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6. Metilglicol + cianeto de potéssio + ninidrina. Adicionar 50 mL do reagente 4 a 250
mL do reagente 5 ou 5 mL do reagente 4 em 25 mL do reagente 5, (valido por 1 semana).
Usar esse reagente 6 ap0s estocar por 1 noite.

Procedimento:

1. Colocar em tubo de ensaio Pyrex alto, 0,5 mL do tampé&o de citrato, 1 mL da solucéo
problema (retirada dos 25 mL do extrato 1 separados no item 2 da extracdo para a dosagem de
acucares soltveis e aminoacidos), ou branco e a curva padréo, e 1,2 mL do reagente 6. Fechar
os tubos com papel aluminio e agitar;

2. Aquecer em banho-maria a 100°C por 15 minutos;
3. Esfriar em agua corrente por 5 minutos e diluir com 3 mL de etanol 60%;
4. Agitar e fazer a leitura em 570 nm.

Preparo da curva padrao de leucina:

Preparar uma curva padrdo de amino-N com leucina (PM = 131) nas seguintes
concentragdes: 0,0-0,1-0,2-0,3-0,4 — 0,5 mM de leucina (As leituras de ABS (DO) para
as concentracgdes de 0,3 a 0,5 mM, em um espectrofotdmetro visivel podem ficar muito altas e
neste caso, a curva devera ser feita com 0,0 — 0,02 - 0,05-0,1 - 0,15 - 0,2 mM.

Preparar uma solucdo estoque de 2 mM (0.262g L™ ou 0,131g em 500 mL), com HCI
0,1N (8,5mL de HCI conc PA), em 1 L de agua. Dissolver 0,262g de leucina em 500 mL de
agua, adicionar 8,5 mL de HCI PA e completar a 1000 mL com &agua (ou dissolver 0,132 g em
400 mL de agua mais 4,24 mL de HCI e completar a 500 mL com agua). Fazer as outras
concentragdes diluindo a solucdo estoque em tampéo de citrato (pH = 5,0): 0,0mM, com 1 mL
do tampao citrato; 0,02mM, com 0,1 mL do estoque mais 9,9 mL do tampéo citrato; 0,05
mM, com 0,25 mL do estoque mais 9,75 mL do tampdo citrato; 0,1 mM, com 0,5 mL do
estoque mais 9,5 mL do tampao citrato; 0,15 mM, com 0,75 mL do estoque mais 9,25 mL do
tampao citrato; 0,2 mM, com 1 mL do estoque mais 9 mL do tampao citrato.

Referéncia:

YEMM, E.W.; COOCKING, E.C. The determination of amino acids with ninhydrin.

Analyst, v.80, p.209-213, 1995.

D) DOSAGENS DE PROTEINAS (método de Bradford):
Preparo dos reagentes:

Reagente de Bradford: Dissolver 0,111 g (111 mg) de Coomassie Brilliant Blue G-250
(90%) (ou 0,154 g de Coomassie 65%) em 50 mL de etanol 95% com agitacdo constante
(agitador e massa magnética), sem aquecimento, durante 1 h. Em seguida, transferir a solucéo
para baldo volumétrico de 1000 mL, adicionar 100 mL de H3PO4 concentrado (85%) e
completar o volume com 4gua deionizada. Preparada a solucédo, realizar duas filtracbes em
papel de filtro qualitativo e guardar o reagente em frasco escuro a temperatura ambiente. As
concentragdes finais no reagente sdo: Coomassie Brilliant Blue G-250 (0,01%), etanol
(4,75%) e acido fosforico (8,5%).

Preparo da curva padrao de Albumina Bovina:

Preparar uma solugéo estoque, com BSA (Bovine Serum Albumin), a 1 g de BSA L™ ou
100 mg BSA 100 mL™: Dissolver 0,1g de BSA em cerca de 70 mL de agua deionizada e
completar o volume para 100 mL (A curva padréo pode ser de 0 a 100 ug BSA 100 pl™; mas
com nosso equipamento foi feita de 0 a 35 pg BSA 100 pL™): 0 g BSA L™, pipetar o volume
(100 pl) desejado em &gua; 0,1 g BSA L™, pipetar 1 mL da solugo estoque e completar a 10
mL com agua; 0,15 g BSA L™, pipetar 1,5 mL da solucéo estoque e completar a 10 mL com
4gua; 0,2 g BSA L™, pipetar 2 mL da solugo estoque e completar a 10 mL com agua; 0,25 g
BSA. L™, pipetar 2,5 mL da solugéo estoque e completar a 10 mL com &gua; 0,3 g BSA L™,
pipetar 3 mL da solugo estoque e completar a 10 mL com agua; 0,35 g BSA L™, pipetar 3,5
mL da solucéo estoque e completar a 10 mL com &gua;
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Procedimento:

1. Adicionar aos tubos de ensaio 100 pl da solucdo problema, 5,0 mL do “reagente de
Bradford” e agitar em agitador de tubos de ensaio;
2. Apds 15 minutos, fazer a leitura em espectrofotdmetro a 595nm, em cubetas de

plastico ou de vidro, tendo como “branco” um tubo de ensaio contendo 100 ul de &gua
deionizada e 5,0 mL do “ reagente de Bradford”. A cor permanece estavel por cerca de 1h;

3. De posse das leituras espectrofotométricas da amostra, fazer os célculos da
concentracdo de proteina sollvel, tendo como referéncia a equacdo obtida para a curva
padréo;

4. Expressar a concentracdo em mg proteina soldvel. g™ massa fresca (ou seca ).
Observagoes:
1. N&o utilizar cubetas de quartzo, devido a tendéncia de ligacdo do complexo corante-

proteina @ mesma. O complexo azul nas cubetas de quartzo pode ser removido através de
lavagem com detergente, seguida por 4gua e acetona ou colocando-se as cubetas de molho em
HCI 0,1 M.
2. Realizar as determinagdes em alguns extratos, para verificar se a concentracdo de
proteina nos mesmos encontra-se dentro da faixa de concentracdo da curva padrdo (faixa
Otima de leitura entre 0,0 e 0,40). Se necessario, proceder a diluicdo dos extratos (por
exemplo: pipetar para tubos de ensaio 250 pl de extrato e 750 pl de agua deionizada — fd
=4),
Referéncia:

BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry,
Bethesda, v.72, p.248-254, 1976.
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Anexo 8.10. Correlagio entre o teor de proteina sollvel e a produtividade de grdos do feijoeiro comum,
cultivar carioca, cultivado nas épocas da seca e das aguas sob trés tratamentos no primeiro ano da época da seca
e das aguas: apenas adubado com 20 kg N ha™ na semeadura e 40 kg N ha aos 25 DAE (A), inoculado com
Rhizobium e adubagdo com 40 kg N ha™* aos 25 DAE (I+N), inoculado com Rhizobium e adubag&o com 20 kg N
ha™ na semeadura e 40 kg N ha™ aos 25 DAE (IA) e um tratamento adicional somente inoculado com Rhizobium
sem adubagdo nitrogenada em nenhum estadio (I-N), apenas avaliada no segundo ano das épocas de cultivo
(Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, maio e outubro de 2013 e 2014).

Epoca
de Ano Valores 20 DAE P FP EG

cultivo

Correlagdo 0,999 0,999 0,946 0,791

2013 R2 0,865 0,943 0,971 0,885

p-valor 0,043* 0,152 0,108 0,219

Seca Correlagdo 0,803 0,970 0,989 0,838

2014 R2 0,657 0,915 0,938 0,831

p-valor 0,189 0,044* 0,031* 0,088

Correlagdo 0,709 0,971 0,985 0,940

2013 R2 0,999 0,999 0,896 0,032

< p-valor 0,003* 0,004* 0,208 0,885
Aguas

Correlagdo 0,810 0,956 0,968 0,911
2014 R? 0,645 0,449 0,980 0,703
p-valor 0,196 0,329 0,010 0,161

* Valores diferem entre si a p<0,05
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