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| - RESUMO CERAL

Nos tropicos a nodulacdo e o aumento da producgéo
de grdos de legumnosas, e principalnmente do feijoeiro,
sdo frequentemente |imtados por condi ¢bes  adversas
(acidez do solo, deficiéncia de fosforo, pragas, doencgas,
altas tenperaturas e deficiéncia hidrica), afetando de
forma nmais acentuada, tanto a performance da inoculacéo,
conb a simbiose rizobio-legum nosas. O sucesso na
inocul acdo das senmentes de |egum nosas requer veiculo de
inoculante capaz de manter grande numero de células de
ri zébi o, cono €é observado em turfa. Al ém di sso,
especialmente nas culturas de ciclo curto, € necessario
que as bactérias inoculadas, nesno sob condi¢des adversas,
sobrevivam e se nultipligquem no solo em nanero suficiente
para garantir uma nodul acdo abundante em plantas ainda
jovens. O objetivo deste trabalho foi identificar um

veiculo para inoculante que pernmitisse nmior sobrevivéncia
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do rizobio apés o plantio das sementes e colonizagcdo das
raizes ap6és a germnacdo do feijoeiro sob condicbes de
alta tenperatura e baixa umdade. Apdés o desenvolvinmento
do inoculante msturando rizébio Iliofilizado com 0leo,
foram feitos experimentos sob condicGes controladas em
| aborat ério, wusando trés tipos de solos (Planossolo,
Podz6lico Vermelho Amarelo e Qey Himico) e mstura, em
volume, de vermculita com areia (2:1) esterilizados, para
estudar o efeito de alta tenperatura e baixa umdade, na
sobrevivéncia de rizobio nas senentes, ap6s inoculacdo e
plantio do feijoeiro. Quando foi wusado o inoculante
convencional em turfa e as senentes plantadas em solo seco
e mntido a 40°C por trés dias, a sobrevivéncia do rizobio
foi praticanmente nula. For outro lado o inoculante oleoso
apresentou uma reducdo de 107 para 104 células por
senente. Nos tratanmentos mantidos em solo seco a 30°C, o
i nocul ante convencional em turfa apresentou uma reducdo de
107 para 103 células por senente, contra 107 para 10° para
0 inoculante oleoso. Nos trés tipos de solos estudados,
apés o periodo de estresse hidrico, a irrigacéo
proporcionou um rapido aunento do nunero de rizobio para
108 células por semente, em todos o0s tratanentos, enquanto
que na mstura vermculita:areia esta recuperagdo néo
ocorreu. Em experimento em canpo, em sol o
arenoso  (Planossolo)  foi confirmado que o inoculante

ol eoso, além de propiciar nodulacdo mais wuniforme, no
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tratamento com irrigacdo logo ap6s o plantio, proporcionou
nodul acdo e produtividade nmuito superior ao inoculante
convencional em turfa, quando o solo foi mantido sem

irrigacdo por 4 dias ap6s a seneadura.



GENERAL  ABSTRACT

In tropical ar eas, nodul ation and increased

grain yield by legumnous crops, in general and specially
for Phaseolus, are often limted by adverse conditions
(soil acidity, phosphorus  deficiency, di seases, hi gh
tenperature and water stress), affecting the inoculant

quality as much as the |egume-Rhizobium synbiosis.
Successf ul seed i nocul ation wi t h rhi zobi a requires
carriers capable to mmintain high nunbers of rhizobia, as
observed in peat. Beside that, especially in short cycle
crop, it is necessary a survival of high nunber of
rhizobia inoculated and their nultiplication in the soil
sufficient for early nodulation of the plants. The
objective of this study was to identify inoculant carrier
which alowed large survival of rhizobia after sowing the
seeds and colonization of roots after germnation of bean
subject to high tenperature and water stress. After

obtaining an inoculant containing freeze dryed Rhizobium
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mxed with dry oil, experiments were conducted under
control ed condi tions, using three sterile soils
(Pl anossol o, Podzolico Vermelho Amarelo e G ey Humico) and
a mxture of vermculite wth sand (2:1), to study the
effect of high tenperature and water stress on the
survival of Rhizobium after inoculation and sow ng of
seeds of Phaseolus vulgaris. In seeds inoculated wth
peat - based inoculum (107 cells/seed), after three days
sowmm in dry soil under 40°C no survival of rhizobia was
detected. In ~contrast when the inoculum was oil-based,
under the same conditions at the end of treatment, 104
cells/seed could be recovered. For treatnments maintained
in dry soil at 30°C, the peat-based inoculant showed
decline from 107 to 103 cells/seed, and from 107 to 105
for oil-base inoculant. On the three soils studied, after
the period of water stress, the irrigation pronoted
increases in the number of rhizobia to 10s cells/seed,
whil e on the mxture of vermculite and sand these
recuperation did not occurried. In a field experinent,
conducted in a sandy soil (Planossolo), oil-based inoculum
promoted more uniform and nore abundant nodulation, than
peat - base inoculum Wen inoculated seeds were sown in dry
soil and were mintained in such condition four days
before irrigation, oil-based inoculum promoted early and
more abundant nodulation and higher grain yield than peat-

based inoculum



2- | NTRODUCAO GERAL

O feijdo é uma inportante fonte de proteina para
os povos de nmuitos paises, principalmente os da América
Latina. No Brasil ele temuma inportéancia nuito grande,
onde representa a principal fonte de proteinas para as
popul acbes de baixa renda.

O feijdo vem se destacando dentre os produtos
que compbem agricultura naci onal , pel o incentivo
inmplicito via preco, pela incorporacdo de tecnologias
mel horadas e estruturas de irrigacdo nas grandes
propriedades, havendo inclusive aunento de produtividade
nos ultinos anos (CONAB-MARA, 1993).

Atual mente o Brasil conta com uma area plantada
de cerca de 1,874 x 106 ha, produzindo cerca de 1,230 x
106 t, com produtividade média (92/93) em torno de 656
kg/ha ,que estd ainda muito abaixo do potencial produtivo
desta cultura (CONAB-NMARA, 1993).
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Di ver sos fatores contribuem para a bai xa
produtividade do feijoeiro. Entre os principais fatores
limtantes podenos destacar: baixa fertilidade natural e
acidez dos solos, pragas, doencas, falta de aplicacdo de
insumps, o0 uso de técnicas e nmanejo inadequados e aos
estresses de seca e de calor.

O feijoeiro, assim como outras |egum nosas,
apresenta a vantagem de poder beneficiar-se da sinbiose
com bactérias do género Rhizobium sendo capaz de formar
uma estrutura especializada (nédulo) nas raizes, onde,
através de um conplexo enzimatico denom nado nitrogenase,
tais bactérias captam o Ny atnosférico, transformando-o em
ambnia, que pode ser entdo utilizada pela planta. Em troca
a planta fornece a bactéria energia e fonte de carbono
obtida através da fotossintese.

O potencial de fixacdo de nitrogénio no
feijoeiro é entretanto variavel, j& que tanto a planta
quanto a bactéria sdo bastantes sensiveis aos estresses
ambientais. Atas tenperaturas e baixa unmdade do solo tem
se nostrado fatores limtantes a essa sinbiose (Vincent,
1965, Lie, 1971, 1974, Scudder, 1975; Balasundaram  1988).

Um fator i mportante para que ocorra boa
nodul acdo e fixacdo de nitrogénio é a qualidade do
i noculante utilizado. Conmpb veiculo do inoculante conercial
no Brasil tem sido wutilizada a turfa, que devido a falta

de esterilizacao, falta de wuniformdade, tem I|limtado os



beneficios esperados pelo wuso dessa tecnologia.

O objetivo deste trabalho foi testar um veiculo
para inoculante que permtisse nmaior sobrevivéncia e
coloni zacdo das raizes do feijoeiro sob condicBes de alta

tenperatura e baixa umdade do solo.



3- REVI SAO BI BLI OGRAFI CA

3.1- PRODUCAO DE | NOCULANTE PARA LEGUM NOSAS

3.1.1- ASPECTCs GERAIS

No Brasil, a producdo de inoculantes com rizobio
para legumnosas a nivel industrial iniciou-se na década
de 1950. No inicio as culturas de rizobio foram
acondi ci onadas  essencial mente sobre agar, porém logo em
seqguida foi wusado conmo veiculo, o solo esterilizado e
finalmente a turfa, seguindo a nesma tendéncia que ocorria
em outros paises (Freire, 1968; Vincent, 1970; Roughl ey,
1976) .

Burton (1981) relata que apesar da turfa ser o
veiculo mais utilizado para producéo de i nocul ant es
comerciais, ndo é facil de ser encontrada em nuitos

pai ses, em alguns casos n&o atingindo as especificacdes de



um bom veiculo para inoculante, além disso, raranente &

feita esterilizacdo da turfa antes do preparo do

i nocul ant e.

A qualidade dos inoculantes € estimda pela
concentracéo de cél ul as vi avei s de ri zobio, sendo
determnada no inicio e durante o periodo de validade do
produto, que tem sido de seis meses. Ela estd condicionada
ao tipo de wveiculo, wumdade, aeracdo e fundanental nmente,
pel as condi¢cbes anbientais a que é subnetido o inoculante
até sua utilizacgdao.

Condi cbes anbientais adversas tais cono: calor e
ressecamento, podem causar rapida dinminuicdo no nlGmero de
células viaveis (Kremer & Peterson, 1983).

Vincent (1980) relata que existe influéncia de
outros fatores na viabilidade do rizébio. A tenperatura de
ar mmzenanent o, a umdade e a troca de gases séo
i nportantes, conp tanbém o tipo de esterilizagdo da turfa.

No Brasil, por lei regulanentada n° 86955 de 18

de fevereiro de 1982, oficializou-se o controle de

qual i dade dos i nocul antes comerciais, i ndi cando
especi ficacoes, garantias e t ol eranci as par a 0Ss
i nocul antes. Par a 0S I nocul antes que cont enham
m crorgani smos  fixadores de nitrogénio, est es deverao

apresentar concentracdo nminima de 107 células viaveis por

grama do produto no nomento do uso.
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3.1.2- EFEITO DO VEICULO DO | NOCULANTE NA SOBREVI VENCIA DO
R ZOBI O

Para ser um bom veiculo a turfa deve ter
qual i dades tais como: alta retencéo de um dade,
uniformdade e facilidade de processamento, auséncia de
fons téxicos para a bactéria (O, Nat, AI3T, wm2* etc),
facilidade de esterilizacdo, disponibilidade em quantidade
adequada, baixo custo, boa adesdo as senmentes (Roughl ey,
1976). Além disso €& necessario permtir controle de
qual i dade, 0 que nem senpre € possivel com a turfa.

Devido a heterogeneidade da turfa, alto custo da
esterilizacéo, mui t 0s trabal hos tem sido realizados
buscando alternativas que possam substituir a turfa.
Miitos materiais tem sido testados comp veiculos, tais
comp: palha de mlho e mnerais comp apatita (Smth,

1987); carbono (Minevar & Gaham 1977; Packowski &

Berryhill, 1979; Gonzalez et al., 1986); bagaco de cana
(Lei derman, 1971; Gaham et al., 1974); casca de arroz e
casca de algoddao (CGonzalez et al., 1986); diatomta, pd de

casca de coco, vermculita, vinhaca e conposto urbano
( Fi guei redo, 1989), o6leo (Kremer & Peterson, 1982;
Eagleshan & Coldman, 1985); torta de filtro de wusina de
acucar (Moretti & Saito, 1978) e outros.

Vantagens e desvantagens de diversos materiais

para veiculos transportadores tem sido discutidas nas
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revisdoes feitas por Date & Roughley (1977), Burton (1979),
Paczkowski & Berryhill (1979), Hiltbold et al. (1980) e
Skipper et al. (1980), que relatam que estirpe, nlmero de
rizébio viavel e tipo de veiculo podem contribuir para
| argas variacdes na eficiéncia dos inoculantes.

A eficiéncia da inoculagcdo depende, entre outros
fatores, da nmanutencdo de alto ndanero de células viaveis
de rizobio no inoculante desde a fabricacdo até o seu uso
pelo agricultor (Meade et al., 1985). Aém disso o veiculo
pode tanmbém afetar a sobrevivéncia do rizébio apdés a
i nocul acdo, a germnacdo das sementes até o inicio do
crescimento das raizes (Kremer & Peterson, 1982).

Entre outros fatores, condic¢des adversas do mneio
ambiente (tais conmo acidez, toxidez de aluminio e
manganés, deficiéncia de fosforo, altas tenperaturas e
bai xa um dade) podem causar um rapido declinio no numero
de rizébios aplicados as senmentes (Bowen & Kennedy, 1959;
Brockwel | & Phillips, 1970; Scudder, 1975; Har daker &
Hardw ck, 1978), restringindo anodul agéao e a fixacao
sinbiotica de nitrogénio (Rai & Prasad, 1983).

Tr abal hos tem sido desenvol vi dos vi sando
aunmentar a sobrevivéncia do rizébio na turfa, sob varias
condi ¢coes de tenperatura e um dade. Associacdo de
calcario, superfosfatos e outros materiais a turfa
frequentemente melhoram a sobrevivéncia do rizobio quando

subnetidas a altas tenperaturas e a baixa unidade, mas n&o
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de forma consistente (Brockwell & Phillips, 1970;
Brockwel | & Walley, 1970).

O efeito deletério do ressecamento do veiculo
turfa na sobrevivéncia do rizébio foi notado por Hedlin &
Newton (1948); Vincent (1958); Freire (1963); Thonpson et
al. (1968) e Jauhri & Gupta (1987). Por outro lado o
excesso de umidade também prejudicou a sobrevivéncia de
Rhi zobi um melil oti (Van  Schreven, 1954 citado  por
Roughl ey, 1968).

A influéncia da tenperatura foi estudada por
Spencer & Newton (1953); Qunning & Jordan (1954); Vincent
(1958) e Roughley & Vincent (1967), que wusando turfa
aquecida verificaram que houve restricdo no crescinmento do
ri zobio.

Culturas de células liofilizadas inoculadas em
sementes foram hdbeis na nodulagcdo de plantas apds periodo
prol ongado de armazenagem a 25°C (Appleman & Sears, 1944).
Tem sido ainda observado que o wuso de culturas
liofilizadas sdo mais estaveis ao calor e a dessecacdo.
Inéculo de Rhizobium trifolii liofilizado, ap6s 6 neses de
armazenagem em tenperaturas nenores ou iguais a 37°C
manti nham a habilidade de nodulacdo (MLeod & Roughley,
1961). Por outro |ado, rizobio liofilizado aplicado em
sementes em suspensdo aquosa sobreviveram menos do que
rizobio aplicado em outras formas de inoculante (Vincent,

1965) . Contudo, em rizobio liofilizado suspenso em veiculo
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ndo aquoso, como por exemplo o O6leo, houve aumento da
sobrevivéncia do rizobio pela mnimzacdo dos efeitos do
calor e da baixa um dade apds a inoculacdo das senmentes

(Kremer & Peterson, 1982, 1983).
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3.2- EFEITO DE FATORES AMBIENTAIS NA SIMBIOSE DE RIZOBIO
COM ESPECI ES LEGUM NOSAS.

3.2.1- ASPECTCS GCERAIS

A agricultura nas regibes tropicais esta sujeita
a estresses de solo: PH, defici éncia de P, K,
m cronutrientes, erosdo, conpactacdao (Miunns & Franco,
1982), altas t enper at ur as (Cooper, 1973; Graham &
Hal | i day, 1976) e deficiéncia hidrica (Boyer, 1976; Fisher
& Turner, 1978).

O feijdo € umm cultura tropical originaria de
regido de clima ameno. Dentre os varios fatores anbientais
limtantes, o efeito das tenperaturas elevadas tem sido
i ndi cado comp um dos fatores mais limtantes a nodulacdo e
a fixacdo de nitrogénio em feijoeiro, em areas tropicais e
subtropicais (Gaham & Halliday, 1976).

De um npdo geral as plantas dependentes da
sinmbiose sd mis sensiveis as condicbes de estresse do
que as adubadas com nitrogénio mneral (Ferrari et al.,
1967; Lie, 1974, Qbson, 1977).

A tenperatura no solo em algunas partes nos
tropicos atingem até 65,5°C a 2,5 cm abaixo da superficie
do solo (Marshall & Roberts, 1963) ou acima de 50°C na
profundi dade de plantio (Balasundaram 1975 citado por
Bal asundaram  1988).

Dados de geoterma de um solo descoberto,
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coletados na "Estacdo Ecologia Agricola da Pesagro-Rio",

| taguai - RJ, confirmam essas observacdes sobre os limtes
de tenperatura dos solos tropicais, gque frequentenente
atingem médias superiores a 40°C, podendo chegar até 60°C
nos prineiros cm do solo (Marcante, 1993)

Mesmbo que o feijoeiro seja plantado fora dos
periodos mais quentes, tem a possibilidade de ocorrer
picos de altas tenperaturas, que quase senpre estao
associados a periodos de deficiéncia hidrica (Vieira et
al ., 1991).

A manutencdo da unidade do solo tem também
grande inportancia na sobrevivéncia do rizobio (Wllatt,

1967; Smith & Escurra, 1982; Narencha Kumar & Chandra,
1986) .
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3.2.2- EFEITO DE ALTAS TEMPERATURAS DO SOLO NA
SOBREVIVENCIA DO RIZOBIO

As tenperaturas elevadas podem interferir no
desenvolvinento da planta, na sobrevivéncia do rizoébio no
solo ou na sinbiose, Ilimtando a nodulagdo e a fixacdo de
nitrogénio nas espécies leguminosas (Milder et al., 1977;
G aham 1992).

Lie (1974), Frings (1976) e G bson (1977)
verificaram que a sinbiose rizobio-leguminosa é nmis
afetada pela tenperatura na raiz do que pela tenperatura
na parte aérea.

O efeito da tenperatura na raiz €é nuito
conpl exo, variando com as espécies hospedeiras, com as
estirpes de rizobio e coma interagdo entre elas (Bowen &
Kennedy, 1959; Pate, 1961; Lie, 1971; Gbson, 1977).

Dobereiner & Aronovich (1965) verificaram que,
na Centrosema pubescens Benth, tenperaturas do solo acina
de 3C°C prejudicaram a nodul acdo, a fixacdo e a producao
de forragem sendo o nmesmo observado por Ferrari et al.,
(1967) na soja perene.

Barrios et al., (1963) verificaram que, em
feijdo, grande numero de nddulos por wunidade radicular e
porcentagem de raiz nodulada foram obtidas a 25°C, porém
ndo foram formados nodulos a 33°C. Halliday & Pate (1976)

nmostraram dados simlares para trevo.



13

Jones & Tisdale (1921) e Frings (1976)
verificaram para Phaseolus vulgaris, que em altas
tenperaturas houve reducdo na formacdo de pelos
radi cul ares, reduzindo os sitios para  nodul agdo. A
aderéncia da bactéria tanmbém foi afetada (Frings, 1976), e
0 processo de infeccdo parece ser particularmente sensivel
(Barrios et al., 1963; Frings, 1976).

Joffe et al., (1961) verificaram para Arachis
hypogea e Trifullium pratense, que a fixacdo de N2
atmosférico € um processo ternmosensivel, no qual o
funcionamento da sinbiose € dependente do estreito linmte
de tenperatura.

Mercante (1993) verificou que a fixagdo de N2 no
feijoeiro foi mis afetada do que a formagdo dos nodul os
quando o0 sistema radicular do feijoeiro foi submetido a um
regime de 8h por dia a 38°C

O limte de tenperatura para fixagdo de N em
feijoeiro é considerada entre 30°C (Guss & Ddbereiner,
1972;  Fankhurst & Sprent, 1976; Gaham & Halliday, 1977) e
33°C (Barrios et al., 1963). Declinio na fixagdo de N
nesta cultura foi observada acima de 28°C (Fiha & Minns,
1987).

Mercante (1993) trabal hando com estirpes de R
tropici obtidas do isolamento de nddulos de Leucaena e
CAT 899 que foi isolada de feijoeiro nmas que tanmbém

nodula e fixa nitrogénio em Leucaena, obteve nodulacdo e
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fixacdo de nitrogénio em feijoeiro sob o regine de

tenperatura de 38°C, 8h por dia.
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3.2.3- EFEITO DA BAIXA UMDADE DO SOLO NA SOBREVIVENCIA DO

R zOBI O

A susceptibilidade do rizébio a seca foi bem
estabel ecida por Vincent (1962), que nostrou que a
sobrevivéncia do  Rhizobium trifolii declinou marcadamente
sob estresse hidrico tanto em superficie inerte (vidro)
com na superficie de senentes.

Marshal |l (1964) observou que a populacdo de
Rhi zobium trifolii dimnuiu em 100 vezes quando em solo
seco a 30°C. Contudo, e sabido que o rizdébio pode
sobreviver por longos periodos em solo seco ao ar (Chao &
Al exander, 1982). Marshall (1964) e Bushby & Marshall
(1977) notaram ainda que a reducdo do numero de rizobio
durante a falta de umdade foi afetado pelo tipo de solo e
conteudo de argila. Foi observado ainda no prineiro
trabalho que o0s rizobios de crescinento rapido foram mais
susceptiveis a dessecacdo em solos arenosos do que as
espécies de crescimento lento. Entretanto, em solos
ar enosos, a adicdo de certas argilas (montmorilonita,
ilita), aumentou a sobrevivéncia do rizobio de crescinmento
rapi do. A sobrevivéncia desse rizébio foi satisfatoria em
solos com textura pesada (Marshall, 1964, Danso &
Al exander, 1974).

Nas associ acoes ri zobi o-1 egum nosas a

deficiéncia hidrica dimnui a infeccdo dos pelos
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absorventes pel o ri zobio, chegando até a inibir
conpl etanente a produgdo dos nodulos (Worrall & Roughley,
1976; Smth & Escurra, 1982). Contudo, a irrigacado de
plantas subnetidas a baixa umdade do solo permtiram que
a nodul agdo ocorresse em taxas equivalentes a plantas que
ndo foram subnetidas ao estresse. Em Vicia faba o estresse
hidrico retardou a expansdo dos nddul os,  porém um rapi do
aumento ocorreu apOs irrigacdo (Gallacher & Sprent, 1978).

O abaixamento do potencial hidrico do solo
também tem efeito direto na fixacdo de nitrogénio prin-
cipal nente através da dimnuicdo da producdo de fotos-
sintatos pela planta (Sprent, 1976). A fixacdo de nitro-
génio parece ser nmis sensivel do que a nodul acdo. Nbédul os
de trevo vernelho apresentaram uma baixa atividade quando
0 conteldo de umidade do solo ficou abaixo de 8% (Holter,
1978 citado por Sprent et al., 1982), e em trevo branco
houve um declineo marcante na atividade da nitrogenase
quando o solo foi seco, atingindo 50% da capacidade de
canpo (Foulds, 1978 citado por Sprent et al., 1982)

O estresse hidrico reduz tanbém o conteudo de N
na planta, sugerindo que o efeito na fixacdo ¢é mior do
que no crescimento da planta (Engin & Sprent, 1973).
Contudo, Aparico-Tejo et al., (1980) observaram a estreita
relacdo entre o decréscino do potencial hidrico da folha e
a fixacdo de nitrogénio para diversas |egum nosas

forrageiras, sugerindo que o efeito é mediado via planta
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hospedeira.
Revi sando dados de estresse hidrico Sprent
(1976) conclui que esses efeitos podem operar diretanmente
nos nodulos, com indiretamente via reducdo do suprinento
de fotossintatos de folhas estressadas. A inportancia dos
fotossintatos em regular a intensidade e periodicidade da
fixacdo de nitrogénio ja& foi ha nuito reconhecida e a
I nt er dependénci a entre processos de fotossintese e a
fixacdo de nitrogénio ja& foi denonstrada. Tratamentos que
dimnuem o fornecimento de fotossintatos invariavel nente
decrescem a atividade dos nodulos, enquanto que, aqueles
que incrementam a fotossintese irdo aumentar a fixacdo e a
| ongevi dade dos nodul os (Neves, 1981; Neves & Hungria,
1987).

Alta tenperatura e Dbaixa umdade deterioram a
qual i dade do inoculante, causando uma dimnuicdo da
popul acdo de rizobbio, prejudi cando a nodul agdo e posterior
fixacdo de nitrogénio. O inoculante deve manter alta
qual i dade, sendo capaz de proteger o rizobio de condic¢bes
adversas do neio anmbiente até a nodul acdo do hospedeiro.

Desta forma este trabalho teve conmo objetivo
testar um veiculo de inoculante que permitisse uma naior
sobrevivéncia do rizobio e colonizagdo das raizes do
feijoeiro, submetidos a condi¢gbes de alta tenperatura e

bai xa umdade do solo.



4- CAPITWLO |

OBTENGCAO DE | NOCULANTE OLEOSO COM ALTO NUVERO DE CELULAS
VI AVEI S.



4.1- RESUMO

I nocul antes de | egum nosas sao geral mente
expostos a condicdes adversas durante armazenagem
transporte e plantio. Isto pode dimnuir a sobrevivéncia
do rizébio e resultar em nodulacdo deficiente. Tem sido
testados varias materiais para veiculos de inoculante
visando melhorar a sobrevivéncia do rizébio. A turfa tem
sido considerada superior na habilidade de manter alto
nimero de ceélulas vidveis na inoculacdo de sementes,
contudo, quando h& estresse de alta tenperatura ou baixa
um dade, ndo tem sido considerada um bom veiculo. O
obj etivo deste trabalho foi  desenvolver um inoculante
usando células liofilizadas suspensas em 0leo, capaz de
manter alto nlmero de células viaveis. Primeiramente foi
feito um experimento para avaliar a necessidade de se
utilizar detergente como emulsificante para nelhorar a

contagem em placa, ndo sendo encontrado nenhum efeito dos
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detergentes usados. Qutros dois experinmentos foram feitos
utilizando-se celul as centrifugadas e/ ou liofilizadas
m sturadas e/ou apenas cobertas com Oleo, mantido a
tenperatura anbiente em frascos com tanpa rosqueada ou com
rolha de algoddo. O tratanmento com células liofilizadas
msturado com O6leo e guardado em frascos com tanpa
rosqueada, sem acesso de ar ou umdade, foi 0 que manteve

por tenpo mais prolongado células viaveis.



4. 2- | NTRODUCAO

A inoculacdo de |egunminosas com estirpes de
rizobio eficientes e conpetitivas geralmente aumenta a
quantidade de nitrogénio fixado e a producdo da planta.
Contudo, os inoculantes utilizados sdo geralmente expostos
a condi ¢cbes adversas (tenperatura, um dade, luz solar, pH,
etc) durante sua armazenagem transporte e no plantio até
a gerninacdo das sementes, podendo resultar no decréscino
da viabilidade do rizébio e na baixa nodulacdo da planta
(Peterson & Loynachan, 1981).

A perda da viabilidade do rizobio em senmentes
I nocul adas foi observada por Fred et al. citado por
Vincent (1962) onde concluiram a inportancia da natureza
do neio de suspensdo, e também da tenperatura a qual os
inoculantes sdo  expostos

Varias formulacbes de veiculos de inoculantes

tem sido desenvolvidas para nelhorar a sobrevivéncia do
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rizobio. Entretanto, a turfa tem sido considerada o nmelhor
veiculo, emcondi¢des de manter alto nGmero de células
vidveis na inoculacdo de sementes (Strijdon & Deschodt,
1975;  Burton, 1976).

O nmel horanento da sobrevivéncia do rizdébio nos
inoculantes para regibes tropicais pode ser conseguido
usando células [liofilizadas, ja que esse tipo de cultura €
mai s estavel durante armazenagem em altas tenperaturas do
que outras formas de i nocul a. I n6cula de Rhi zobi um
trifolii, apdés 6 nmeses de armazenagem em tenperaturas
menores ou iquais a 37°C mantinham a habilidade de
nodul acdo (MLeod & Roughley, 1961). Por outro |ado,
rizébio liofilizado aplicado em senentes em suspensédo
aquosa sobreviveram nenos do que o rizobio aplicado em
outras formas de inoculante (Vincent, 1965). Contudo, em
rizébio liofilizado suspenso em veiculo ndo aquoso, como
por exenplo o0 0leo, houve aumento da sobrevivéncia do
rizobio pela mnimzacdo dos efeitos do calor e da baixa
um dade ap6s a inoculacdo das sementes (Krenmer & Peterson,
1982,  1983).

Para que a inoculacdo de senmentes seja eficiente
€ necessario que o0s inoculantes sejam capazes de manter
alta quantidade de rizobio efetivo, sob  condi ¢cdes
adver sas, para assegurar a nodulacdo da |egum nosa
hospedeira. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi

desenvol ver um inoculante usando célul as [iofilizadas
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suspensas em 0leo, capaz de liberar alto numero de células

Vi avei s.
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4.3- MATERIAL E METODCS

4.3.1- OBTENCAO DE | NOCULANTE
4.3.1.1- ESTIRPE DE RIZOBIO E MEIO DE CULTIVO

Nos  experimentos prelimnares foi usada a
estirpe de Rhizobium etli BR 365 (=CNPAF 146). Nos
experinentos de sobrevivéncia ap6s a inoculagcdo e no canpo
foi usada a estirpe R tropici BR 322 (=C AT 899),
identificada conmp tolerante as tenperaturas el evadas
(Hungria et al., 1993; Mercante, 1993).

As culturas foram crescidas durante 5 dias a
30°C em nmeio extrato de |levedura agarizado (Fred &
Waksman, 1928) e colhidas em solugdo de sais do nesno

meio, diluida a 1/4 da concentracdo inicial.

4.3.2- CONTAGEM DE R ZOBIO M STURADO AO QLEO

Para estudar anecessidade de se utilizar
detergente cono enulsificante foi feito um experinmento com
dois tipos de detergentes conerciais (arkopal N-60 e
neutral) e dois tipos de Oleo: O6leo de soja bruto (néo
refinado, OB) e 0Oleo de soja conercial refinado da marca
Liza (OR).

Foram usados 0s seguintes tratamentos: 0,5 nm da
emul sdo com OB; 0,5 m da enulsdo com OB, com adic¢do de 1

gota de neutral; 0,5 m da enmulsd com OB, com adic¢do de 1
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gota de arkopal; 0,5 m da enulsdo com OR, 0,5 m da

emul sdo com OR, com adicdo de 1 gota de neutral; 0,5 nl da
emul s&o com OR, com adi¢cdo de 1 gota de arkopal.

A cultura de bactérias foi crescida conforne
descrito anteriormente, centrifugada, 11300 G a 20°C por
15 minutos. Ap6s centrifugacdo para cada 2 ml de pelete
foram adicionados 2 m de OB ou OR Apo6s a adicdo do oleo,
fez-se uma honogeneizacdo por intermédio de varias
passagens em agulha de seringa até se formar uma enul séo
uniforne e nuito consistente.

A determnagdo da sobrevivéncia foi feita em
pl acas usando o neétodo de Mles & Msra (1938), conforme
descrito por Vincent (1970), 5 dias ap6s a mstura com
0leo e/ou detergente, wusando duas séries de diluigles por

tratamento.
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4. 3.3- SOBREVI VENCI A DE RIzOBIO  CENTRIFUGADO  E/ QU
LI OFI LI ZADO M STURADO A0 OLEO.

Para o teste de sobrevivéncia do rizobio foram
usados 0s seguintes tratanentos:
a 1 n do pelete do centrifugado de células nisturado com
0,5 m de 6leo de soja bruto (OB) + 0,5 m de OB
adicionado sobre a suspensdo apés a honogeneizagdo, para
evitar contato direto das bactérias com o ar;
b) 1 m do pelete mnmisturado com 0,5 nm de 6leo refinado
(R + 0,5 nm de OR adicionado sobre a suspensdo apos a
honogenei zacdo para evitar contato direto das células com
0 ar;
c) 1m do pelete suspensdo em solucdo de peptona (5% +
sacarose (10%, colocado 1 m da suspensdo em cada frasco,
congelado em nitrogénio liquida e [liofilizado por 24
horas, posteriormente m sturado com 0,9 m de OB
(honogenei zado com em 4.3.2);
d) 1 m da suspensdo obtida em (c) msturado com 0,9m de
OB (fez-se homogeneizagcdo) + 2,0 mM de OB sobre a
suspensao;
e) 1 m da suspensdo obtida em (c¢c) + 2,0 mM de OB sobre a
suspensdo (sem fazer honogeneizagao).

A obtencdo do pelete foi feita conforne descrita
em 4.3.2. Ap6s centrifugacdo, descartando o sobrenadante,
o pelete foi msturado ao o6leo, fazendo-se honpgeneizacao

conmb em 4. 3.2.
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Todos os tratamentos foram guardados em frascos
com tanpa rosqueada a tenperatura ambi ente. O odleo
utilizado foi autoclavado e seco colocando os frascos em
dessecador contendo silica gel previamente seca, até o
uso.

Foi efetuada contagem de células viaveis 2, 7 e
30 dias apés o preparo, usando o método de Mles & Msra
(1938), com duas séries de diluicdes por tratamento, e

duas repeticbes por série.
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4.3.4- EFEITO DA ARMAZENAGEM NA SOBREVI VENCIA DO RIzZOBIO
LICFILIZADO M STURADO A0 QLEQ

Foram testados 0s seguintes tratanentos:
a) material liofilizado msturado com 1 m de 6leo nujol
(ON), honmogeneizado conforme descrito em 4.3.1.3, guardado
em frascos com tanpa rosqueada;
b) material liofilizado msturado com 1 m de ON
(honogenei zado), guardado em frascos com rolha de algodao;
c) material liofilizado coberto com 2 m de ON (sem
honogenei za¢%), guardado em frascos com tanpa rosqueada,;
d)material liofilizado coberto com 2 mM de ON (sem
homogenei zagcdo), guardado em frascos com rol ha de al godao.

Foi usado o mesno procedimento para obtencdo do
pelete descrito em 4.3.2. O pelete foi  suspenso em
solucdo de peptona (5% + sacarose (10%, colocando 1 i
em cada frasco, congelado em nitrogénio liquido e

liofilizado por 46 horas.

O 6leo wutilizado foi autocl avado e seco
col ocando os frascos em dessecador contendo silica gel
previamente seca, até o uso.

Foi efetuada contagem das <células viaveis,
usando o nétodo Mles & Msra (1938), 2, 7, 30 e 60 dias
apés o preparo, com duas séries de diluicbes por
tratamento, sendo que em uma delas foi adicionado 10% de
leite em p6 da marca nmolico desnatado, para verificar

possivel melhoria na honogeneizacdo durante as dil uicoes.



Foram feitas duas repeticoes

por

série de diluicéao.

29
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4.3.5- PRODUCAO DO | NOCULANTE OLEQSO
A suspensdo de células obtidas em 4.3.1.1 foi
centrifugada, 11300 G a 2°C por 15 mnutos, descartando o
sobrenadante. O pelete foi suspenso em solucdo de peptona
de carne (5% e sacarose (10%, congelado em nitrogénio
liquido e liofilizado segundo Vincent (1970) e mantidas em

dessecador até o uso, por no maxino dois dias apdés a

liofilizacdo. Para obtencdo do inoculante oleoso, as
células liofilizadas foram msturadas ao oOleo mneral
nujol, previamente seco a 100°C por 72 h e resfriado em

dessecador contendo silica gel previamente seca, passando
forcado por uma agulha hipodérmica B-D 30x20 e seringa de
vidro até a wuniformzacdo e obtencdo de uma emulséo

consi stent e.

4.3.6- PRODUCAO DE | NOCULANTE TURFCSO

Da suspensdo de células obtidas em 4.3.1.1, 15
m  foram inoculados, usando uma seringa esterilizada, em
sacos plasticos de polietileno ~contendo 359 de turfa
(previamente noida, seca, e acidez corrigida pela adicédo
de 4% de CaCO;) esterilizados por duas passagens a 120°C
em autoclave com intervalo de 24h. Apdés deixar a 30°C por
24h, a popul acdo de rizbobio estabilizou-se em torno de 108
células por g de inoculante Umdo. O inoculante foi

conservado a 4°C até o uso.
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4. 4- RESULTADGS

- Os resul tados do primeiro teste séo
apresentados na tabela 1 e npbstram que ndo houve efeito da

adicdo dos detergentes neutral ou arkopal, utilizados

visando nelhor individualizar as células viaveis.

- Os resul tados do segundo teste sdo
apresentados na tabela 2 e nobstram que ja aos 2 dias apos
0O preparo, com o uso do Oleo refinado (trat. b) a contagem
f oi zero. Os denai s trat anment os nesta época nao
apresentaram diferencas significativas entre si, sendo que
o tratamento com oOleo bruto colocado sobre as células
liofilizadas (trat. e) tendeu a ser pior. Na segunda
contagem (7 dias apés a mstura) houve um decréscinm no
nimero de celulas, nmas mantendo-se a nesma tendéncia entre
os tratanentos observada aos 2 dias apés a mstura. Na
terceira contagem (30 dias apés a mstura) em todos os
tratamentos ndo houve sobrevivéncia do rizdébio, em nanero
suficiente para ser detectado nas contagens.

Os resultados deste teste nobstram que nenhum dos
tratamentos usados apresentou sobrevivéncia satisfatéria
desde a prineira contagem aos 2 dias apés o preparo do

i nocul ant e.

Os resul t ados do terceiro teste sao
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apresentados na tabela 3 e nostramna prineira contagem (2
dias ap6és o preparo do inoculante) diferengcas entre
tratamentos. As celulas liofilizadas misturadas com 6l eo
nujol e guardadas em frascos com tanmpa rosqueada (trat. a)
obteve maior sobrevivéncia.

Na segunda contagem 7 dias ap6s o preparo do
i nocul ante, observou-se a mesma tendéncia, havendo ainda
sobrevivéncia no tratamento (b) material liofilizado
m sturado com 0leo nujol e guardado em frascos com rolha
de algoddo. Nos tratamentos (c) e (d) ndo houve
sobrevivéncia do rizébio que fosse detectavel na nenor
diluicdo usada (109).

Nas contagens aos 30 e 60 dias ap6s o preparo do
inoculante somente no tratamento (a) células liofilizadas
msturadas com Oleo nujol e guardadas em frascos com tanpa
rosqueada apresentou  sobrevivéncia significativa das
células. No tratamento com células liofilizadas e cobertos
com 6leo nujol em frascos hernmeticanente fechados (trat.
c) nado se detectou na nenor diluicdo wutilizada (102)
células viaveis aos 7 dias apés o0 preparo, enquanto que
aos 30 dias foi observado em media 103 ceéelulas/m de
i nocul ante. Isso pode ter sido devido a dificuldade de
uniformzacdo das dilui¢gbes durante a contagem ou
diferencas entre os frascos anostrados.

A adicdo de leite em pdé nas diluicdes néo

contribuiu para nelhorar a honbgenei zacao.



TABELA 1: Efeito do detergente na di spersdo de células de rizébio
em di | ui cbes sucessivas para contagem

TRATAVENTCS LOG N CHUAS
Tipo de 6leo? Det er gent e VI AVEl 9 mi

OB 9,17

OB + neutr al 9,11

OB + ar kopal 9,17

OR 9,18

OR * neutr al 9,13

OR t ar kopal 9,19

a oB= ¢l eo de soja bruto, OR= 0leo de soja conercial, refinado da
marca Liza.



TABELA 2:

Aval i acdo da sobrevivéncia do
liofilizado misturado ao O0leo.

rizébio centrifugado e/ou

LOG N CELULAS/m DE | NOCULANTE
TRATAMENTOS 2 Das apés o0 preparo do inocul ante
2 7 30
Células centrifugadas, b b
msturadas com B e B 8,97 A 7,26 A 0,00
em cobertura.
Células centrifugadas,
msturadas com CR e R 0,00 B 0,00 B 0,00
em cobertura.
Células Iliofilizadas,
msturadas com CB. 7,97 A 6,66 A 0,00
Células liofilizadas,
m st uradas com OB e 8,84 A 6,15 A 0,00
B em cobertura.
Células Iliofilizadas,
com OB em cobertura. 6,74 A 7,52 A 0,00
M% 10, 2 8,0

AB= 6leo de soja bruto
OR= 0leo de soja conercial,

refinado da marca Liza

bVal ores na nesma coluna com letras diferentes diferem entre
segundo o teste de Tukey a p<O0, 05.

Si

34
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TABELA 3: Avaliacdo da sobrevivéncia do rizobio liofilizado
msturado ao 6leo nujol, guardado emfrascos comtanpa rosqueada ou
com rol ha de al godéo.

LOG N DE CELULAS/m DE | NOCULANTE
T?\IEOPCASI?ANT[I)EO Dias apés o preparo do inoculante
adi cdo
de 2 ® 7 30 °© 60 ©
leite
Rizébio liofilizado | sem 9, 33 7,98 [3,900 |73
msturado com ON *°, d
guardado em frascos | COM 9, 36 8,82 4,09 6, 60
¢/ tampa rosqueada. | pgdia | 9,35 A | 840 A | 3,99 6, 96
Rizobio liofilizado | sem 6, 72 5,33 0, 00 0, 00
m sturado com ON
guardado em frascos | com 7,86 6,81 0,00 0,00
c/rolha de algodao. | ns4ia |[7,84 B [6,07 A | 0,00 0,00
Rizébio liofilizado | sem 7.82 0.00 2.29% }o0.00
coberto com ON , d
guardado em frascos | SOM 7,87 0,00 2,74 0,00
c/ tampa rosqueada. |peqia [7,86 B |0,00 B | 2,51 0,00
Rizé6bio liofilizado | sem 7,43 0,00 0,00 0,00
coberto com
guardado em frascos | com 8,30 0,00 0,00 0,00
c/rolha de algoddo. | .4;, |7,84 8 |0,00 B |o0,00 0,00
CV(% 4,5 25,3

a . .
ON= 6l eo nujol

b Val or es

segundo o teste de Tukey a p<0, 05.

na nmesma coluna com letras diferentes diferem entre si

CNas contagens aos 30 e 60 dias ndo foram efetuadas analises

estatisticas.

4Em uma repeticdo a contagem do nunero de células foi zero.



36
4.5- DI SCUSSAO

O uso dos dispersantes arkopal e neutral visando
elimnar aglomerados de celulas durante as contagens, ndo
nostrou nenhum efeito.

Conparando os resultados do segundo teste com o
terceiro, observanbs que no segundo teste ndo se detectou
nenhuma célula sobrevivente a partir dos 7 dias apés o
preparo do inoculante, em todos o0s tratamentos. ja no
terceiro teste o tratamento, onde as <células liofilizadas
foram msturadas com O6leo nujol e guardadas em frascos
hermeti cament e | acrados, foi possivel det ect ar cél ul as
vidveis até os 60 dias apd6s o preparo do inoculante. A
falta de sobrevivéncia das celulas pode ter sido devido a
troca gasosa nos recipientes, permtindo a entrada de
oxigénio e wumdade ou ao tenpo de liofilizagcdo que neste
caso foi de 48h em conparacdo com 24h do segundo teste,
e/ou ao tipo de 6leo que foi utilizado.

Kremer & Peterson (1982) usando 0l eo de
amendoim seco a |20°C por 12 horas para msturar as
células liofilizadas, observaram 107 células 56 dias apos
0 preparo do inoculante. Posteriormente, Eagleshman &
Gol dman (1985) ndo conseguiram o mesno resultado, mesnmo
usando varios tipos de 0l eos.

Ao conpararnps o0s tratamentos do ‘terceiro teste,

onde o tenpo de liofilizacdo e o tipo de Oleo foi o mesno
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para todos, o tratanento em que houve a mstura do 0éleo
com a bactéria e guardado em frascos com tanmpa rosqueada,
foi o que mnteve nelhor resultado, seguido do tratanmento
em que as células ndo foram m sturadas com 6leo, apenas
adi cionou-se o 0O0leo e guardado em frascos com tanpa
rosqueada, em seguida o tratamento em que as ceéelulas foram
m sturadas ao 0leo, guardadas em frascos com rol ha de
algoddo e por dltimn o tratamento em que foi adicionado o
6leo as células liofilizadas e guardado em frascos com
rolha de algoddo. Esse resultado denonstrou que, o fato

das células serem i sturadas com o Oleo, ficaram mais

pr ot egi das, devido a fina camda de oleo envolvendo a
bactéria, evitando assim a rehidratacéo, mantendo o estado
de | at énci a, com isso, aunentando o periodo de

sobrevivéncia. Kremer et al. (1932) verificou essa fina
camada de 6leo através de um mcroscopio, onde grande
parte das células foram dispersas individual mnente pela
suspensdo em 06leo. No tratanmento em que ndo houve a
honogenei zacdo da bactéria com o 06leo, pelo resultado
obtido, conclui-se que houve rehidratacdo das células, e
recuper acao parcial da atividade netabolica que levou a
norte das nesmas. Esse efeito da ndo honogenei zagdo das
células com o oO6leo, foi sonmdo ao tipo de condici onanento
dos inoculantes, se em frascos com tanpa rosqueada, em que
ndo ha entrada de um dade, ou em frascos com rolha de

al godao, que pernitiu a entrada de um dade.
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O inoculante a base de d6leo nujol, ms sem

exclusdo da umi dade, conercializado no Brasil, também néo
apresentou  bhoa  sobrevivéncia. Estes resultados mostram que
a presenca de preservativo, ou de agua no 0@leo di m nuem a
sobrevivéncia do rizdbbio. HA necessidade entretanto, de
mai s pesquisas visando a producdo de inoculante oleoso com

vi abi | i dade de |ongo prazo.



39
4. 6- OCONOLUSCES

- A utilizacdo de detergentes ou leite nas
diluigbes de inoculante deoso nédo aunentou a dispersdo de
células durante as diluicdes.

- O tratamento wutilizando células liofilizadas
m sturadas com 6leo nujol, guardado com tanmpa rosqueada
sem acesso de ar e unmdade, foi o que nmanteve por tenpo

mai s prolongado células viaveis.



5- CAPI TULO I |

SCBREVIVENOA DO RZBIO EM INOOUANTE CQLECSO E TURFCRO
SBMVETIDO A ALTA TEWPERATURA E BAIXA UM DADE



5.1- RESUMD

Em sistemas agricolas, o rizébio inoculado nas
senent es de |egum nosas é nmuitas vezes subnmetido a
condi ¢Oes adversas antes ou ap6és o plantio, que podem
afetar a sobrevivéncia da bactéria e a subsequente
nodul agéo. O presente trabalho foi realizado para avaliar
o efeito de alta tenperatura e da baixa umdade do solo na
sobrevivéncia do rizdébio inoculado em sementes de feijao,
conparando  inocul ante oleoso com o turfoso. Foram feitos
doi s experi ment os sob condi ¢Oes control adas em

| aborat 6rio, wusando-se duas tenperaturas: 40°C/8h por dia

ou tenperatura anbiente (28°C-30°0C); doi s si stemas
simul ados de rega: irrigado desde o plantio e seco
inicialmente, irrigado 4 dias apés o plantio. O prineiro

experimento utilizou comb substrato uma mistura (21 de
vermculita e areia, e o0 segundo experinmento utilizou 3

tipos de solo (Planossolo, Podz6lico Vernelho Amarelo e
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G ey Himico). Em anbos experimentos quando ndo houve
estresse hidrico, ndo houve diferencas narcantes entre o0s
tipos de inoculantes. Quando foi aplicado o estresse de
seca, 0 I nocul ante ol eoso proporci onou uma  maior
sobrevivéncia ao rizébio em conmparagdo com o0 inoculante
turfoso. Essa diferenca se nostrou mais marcante nos
tratamentos submetidos a tenperatura de 40°C/8h por dia.
De uma maneira geral o estresse de seca apresentou maior
efeito sobre a sobrevivéncia da  bactéria, apés a
i nocul acdo, do que o estresse de calor. Nos solos
estudados apés o periodo de estresse, com a irrigacéao
houve uma recuperacdo do numero de rizobio, sendo que essa
recuperacdo ndo foi observada quando wutilizou-se a mstura

vermculita com areia.



5.2- | NTRODUGCAO

Os beneficios da i nocul acdo das senmentes
dependem da sobrevivéncia do rizobio introduzido no solo.
E necessario que haja sobrevivéncia apés o plantio para
que ocorra nodulacdo na planta ainda jovem e em plantas
perenes € desejavel que ele persista no solo nos anos
subsequentes (Boonkerd & Waver, 1982). Inediatanmente apos
a aplicacdo nas sementes, o rizobio € geralnente exposto a
condi cdes adversas que podem limtar a performance do
inoculo, inibindo a infeccdo, a formacdo de nbédulos e/ou a
fixacdo de nitrogénio nos nodulos que ja tenham sido
formados.

VAari os trabal hos tem sido feitos para
identificar fatores fisicos, quimcos e biologicos que
possam influenciar e regular o nUmero de rizobio no solo.
Altas tenperaturas (Bowen & Kennedy, 1959), baixa um dade

(Marshall, 1964), acidez do solo (Rice et al., 1977) tem
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dermonstrado afetar a sobrevivéncia do rizébio introduzido
no solo.

Altas tenperaturas e baixa um dade séo condi¢des
que geralmente prevalecem nas areas tropicais durante a
época de plantio de Iegum nosas. Esses fatores séo
prejudiciais a sobrevivéncia do rizoébio inoculado nas
sementes (Vincent, 1965; Boonkerd & Waver, 1982) e no
i npedi mento  subsequente da nodul acdo (Bowen & Kennedy,
1959;  Brockwell & Fhillips, 1970).

Acredita-se que a faixa de tenperatura do solo
mais favoravel a nodulacdo e a fixacdo de nitrogénio em
feijoeiro deva estar entre 25°C e 32°C (Guss & Ddbereiner,
1972; Pankhur st 1973; Graham & Hal | i day, 1977) .
Entret ant o, as t enper at ur as nos tropicos atingem
frequentenente, meédias superiores a 40°C nas camndas nais
superficiais (Diatloff, 1970; Sidiras & Pavan, 1986),
est ando portanto aci m das t enper at uras consi deradas
6timas para sobrevivéncia e nultiplicacdo do rizobio
(Somasegaran & Hoben, 1985).

O rizébio, comp outros organisnms gramnegativos
sdo particularmente sensiveis a condicdes de baixa um dade
do solo. A dimnuicdo do nuanero de células viaveis tem
sido verificada nos prineiros estdgios de armazenagem das
sementes (Vincent et al., 1962; Burton, 1967). G eenwood
(citado por Vincent, 1958) observou uma rapida dimnuicdao

do ndnero de células (1000 vezes em 24 horas). Al ém disso,
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Burton (1967) observou uma drastica queda no nuamero de
células viaveis nas prineiras horas apdés a inocul acao.

O efeito da baixa umdade do solo na simbiose
parece variar entre as espécies de |egum nosas, porém
geralnmente o0 estresse de seca, resulta na dimnuicdo da
i nfeccdo dos pelos absorventes e a fixacdo de nitrogénio,
chegando até a inibir conpletanente a producdo de nddul os
(Wrrall & Roughley, 1976; Smth & Escurra, 1982).

A baixa sobrevivéncia do rizobio no inoculante
em turfa aplicado as senmentes € causada pela exposicdo do
rizébio ao excesso de <calor e a seca, durante e apds o
plantio, resultando geralmente na deficiente nodulacdo da
planta (Scudder,  1975).

Miitos trabalhos tem sido desenvolvidos visando
aumentar a sobrevivéncia do rizobio na turfa sob Vvarias
condi cBes de tenperatura e um dade. A adicdo de calcario,
goma  ardbica, acUcar e outros materiais a turfa
frequentemente melhoram a sobrevivéncia do rizébio quando

submetidos a altas tenperaturas e a baixa umdade do solo,

mas ndo de forma consistente (Brockwell & Phillips, 1970;
Brockwel | & Whalley, 1970; Sims et al., 1974, Burton,
1975).

Células liofilizadas sd& mais estdveis ao calor
e a dessecacdo. Rizobio [liofilizado suspenso em 0l eo,

aumentou a sobrevivéncia do rizdobio pela mnimzacdo dos

efeitos do calor e da baixa umdade ap6s a inoculacdo das
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senentes (Kremer & Peterson, 1982, 1983).
Miitos autores associam a naior gravidade dos
efeitos de tenperaturas elevadas e da baixa unmidade, aos
estadios iniciais de desenvolvinento das culturas, quando

0 solo permanece descoberto sujeito a grandes oscilacdes

de tenperatura e um dade (Lal, 1974; Sidiras et al.,
1984). Desta forma o objetivo deste trabalho foi avaliar a
sobrevivéncia do rizobio no inoculante oleoso ou turfoso
submetido a condicdes de alta tenperatura e baixa um dade,

| ogo ap6s a inoculacdo e plantio do feijoeiro.
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5.3- MATERIAIS E METODOS

Para avaliar a sobrevivéncia do rizébio em
inoculante oleoso ou turfoso subnetido a estresse de seca
e calor foram conduzidos dois experinmentos em condic¢des de
| aboratério com tenperatura control ada. Foram  usados
frascos de vidro contendo substrato plantado com senentes
de feijdo cv. carioca 80 inoculadas com inoculante ol eoso
(item 4.3.5) ou inoculante turfoso(item 4.3.6), submetidos
a um tratanento de tenperatura de 40°C/8h por dia, ou
mantidas continuamente a tenperatura anbiente (28°C-
3C). Dois sistemas sinmulados de rega foram adotados:
irrigado (irrigado desde o plantio), e seco (seco
inicialmente e irrigado 4 dias ap6és o plantio. O
del i neament o experi ment al utilizado foi inteiramente
casualizado em fatorial 2x2x2 com 4 repeticoes.

Como substrato foi wusado uma mstura de areia
com vermculita (2:1,v:v), fechados com rolha de algodédo e
esterilizados em autoclave durante 30 mnutos a 125°C

Antes da inoculacdo e plantio, as senentes foram
esterilizadas superficial mente da seguinte form:
col ocadas em alcool durante 30 segundos, depois inmersas em
solucdo de HA o (1:500) durante 1,5 mnutos e, em
segui da, lavadas com agua destilada estéril por 7 vezes.
Foram colocadas dentro do substrato 3 sementes inoculadas

em cada frasco.
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No segundo experimento foi acrescentado um

fator constando de trés tipos de solos (Planossolo,

Podzélico Vermel ho Amarelo e dey Himco). A analise dos

solos utilizados sdo apresentados na tabela 4. Foi
determnada a wumdade inicial dos tratanentos (Tabela 5).

O delineanento experinment al f o inteiramente

casualizado em fatorial 2x2x2x3 (tenperatura, inoculante,

sistema de rega e tipo de solo), com 2 repeticbes e 2

séries de dilui ¢cbes em cada repeti ¢ao.

Foi efetuada contagem do ndamero de células
vidveis no dia do plantio, 3 e 7 dias apo6s o plantio,
utilizando o nmttodo de diluicdes e contagem em placas

(Vincent, 1970) .



TABELA 4:

Analise quinmica e granulométrica dos
experinento 1.
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sol os usados no

ANALI SE QUi M CA PLANOSSOLO PVA GLEY
HIM CO
Fésforo (ppm 6.1 16. 9 58.0
Pot &ssi o (ppm 62.0 50.0 318.0
A1 (mE/100cm’) 0.0 0.2 1.2
PH 5.8 5.4 4.9
My ¥ (mE/100cm’) 1.0 1.6 4.9
Ca "(mE/100cm’) 1.5 2.1 6.0
Carbono (W 0.72 0.78 3.75
Mat. Oganica (W 1.24 1.34 6.46
M neral adicionado? 2 ton/ha 2 ton/ha 6 ton/ha
ANALI SE PLANOSSOLO PVA GLEY
GRANULOMETRI CA HUM CO
Argila (W 2 28 33
Areia (% 81 50 40
Silte (W 17 22 27
Textura Areia Franco Franco
Franca Argilo Argiloso
Arenoso

& para calculo da quant i dade de cal cari o considerou-se 2.106kg

solo por ha.
qual quer

Cal agem aci ma da
possi bi |l i dade de estresse por

aci dez,

reconendacao visando elimnar

Al ou M.



TABELA 5: Um dade inicial dos solos com ou sem estresse

hidrico.
TRATAMENTOS UM DADE*

Sol o Sistena rega ™

Pl anossol o Trat. seco 0.34
Pl anossol 0 Trat. amdo 13.80
PVA Trat. seco 1.44
PVA Trat. (m do 28. 62
dey Himico Trat. seco 6.03
Aey Himco Trat. Umdo 48. 50

* Mtodo Umdade Atual. Manual de
do Solo, EMBRAPA, Servic¢o Nacional
Conservacdo de Solos, RJ, 1979.

Met odos de Analise
de Levantanento e

50
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5. 4- RESULTADCS

G5 resultados do prirneiro experimento, usando a
mstura de vermculita com areia conp substrato para a
germ nacdo das sementes (Figura 1la), mostram que na
auséncia de estresse hidrico, nao houve queda da popul acdo
de rizébio de anbos inoculantes tanto a 30°C conp a 40°C
Entretanto, quando as sementes foram plantadas em
substrato seco e a irrigacdo s6 foi efetuada 4 dias ap6s o
plantio, detectou-se diferencas marcantes na sobrevivéncia
do rizobio em funcdo do tipo de inoculante e da
tenperatura anbiente. Sob estresse de seca o0 inoculante
ol eoso proporcionou maior sobrevivéncia do rizébio apoés
i nocul agdo das sementes tanto a 30°C conb a 40°C. No
substrato usado neste experimento, i sento de matéria
organica, ndo ocorreu aunmento da populacdo de rizébio
entre as contagens 3 e 7 dias ap6s o plantio. Indicando
que mesnb com a adi¢do de agua no quarto dia apds o
plantio, o inicio da germinagdo das sementes ndo favoreceu
a multiplicacdo das bactérias.

Gs resultados do segundo experinmento, onde a
sobrevivéncia do rizébio em senentes inoculadas, foram
testadas em solo Planossolo, solo Podzdlico Vernelho
Amarelo e solo Gey Himco (Figura Ib, ¢ e d), apresentaram
a mesma  tendéncia dos resultados obtidos quando as

sementes foram plantadas em vermculita msturada com
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areia. O solo Podzélico Vermelho Amarelo conferiu maior
protecdo a0 rizébio nos tratamentos sem estresse de seca
em anbos inoculantes. Nos trés solos, o efeito da baixa
um dade somado ao efeito da tenperatura elevada (40°C),
reduziu em apenas 3 dias apds o0 plantio, a populacdo do
rizébio a niveis ndo detectdveis no tratamento em que foi
utilizado o inoculante turfoso. Houve entretanto, nos trés
solos, uma rapida recuperacdo da populacdo do rizébio com
a adicdo de em ambos os tipos de inoculante e em

ambas tenperaturas.



LOG NUMERO CELULAS VIAVEIS/SEMENTE

vermlcull ta:areia

10

Oleo, irrigado, 30°C

Oleo, irrigado, 40°C
turfa, irrigado, 30°C
turfa, irrigado, 40°C

6leo, seco, 30°C
O0leo, seco, 40°C

turfa, seco, 30°C

R A O L

turfa, seco, 40°C

i 1 .
0 Irrigacao
0 3 6

DIAS APOS PLANTIO

Flgura la: Avaliacdo da sobrevlvéncla do riz6bio em Inoculante oleoso ou turfoso, submetldo a dols
slstemas de rega: seco (seco Inicialmente, Irrigado 4 dlas apds o plantlo) e Irrigado (Irrigado desde

o plantlo), mantido a temperatura ambiente (28°C-30°C) ou a 40°C, 8h/dia. Pontos da mesma coleta

com letras diferentes diferem entresi pelo teste de Duncan (p<0,05). o
w



LOG NUMERO CELULAS VIAVEIS/SEMENTE

10
A A
= N
8 AB = s
= A —%— Oleo, irrigado, 30°C
—+<—x C o
BC / £ §leo, irrigado, 40°C
= —O— turfa, irrigado, 30°C
6 cD
—x~ turfa, irrigado, 40°C
DE —&— 4leo, seco, 30°C
4 | ‘ - —¥— 6leo, seco, 40°C
—— turfa, seco, 30°C
—+-~  turfa, seco, 40°C
2
F
0 : =
0 3 Ilrrigacao 6

DIAS APCS PLANTIO

Figura |b: Solo Pianossolo
Pontos da mesma coleta com letras diferentes diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).



LGO NUMERODE CELULAS VIAVEIS/SEMENTE

10
i

8 A o
~—X— oleo, irrigado, 30°C
—&— 6Gelo, irrigado, 40°C

6 —— turfa, irrigado, 30°C
~—>*— turfa, irrigado, 40°C
—— 4leo, seco, 30°C

4 ~¥— 6leo, seco, 40°C
—+— turfa, seco, 30°C

5 - —*= turfa, seco, 40°C

0 \/

. Irrigaca
0 3 ‘ gagao 6 6
DIAS APOS PLANTIO

Figura 1c: Solo Podzdélico Vermelho Amarelo
Pontos da mesma coleta com letras diferentes dIferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

Oi
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LOG NUMERO DE CELULAS VIAVEIS/SEMENTE

10
= L =
2| s < .
¥ B —%- 0leo, irrigado, 30°C
. c —£— §leo, irrigado, 40°C
6 - \E}/ —O— turfa, irrigado, 30°C
. —*— turfa, irrigado, 40°C
—H- 6leo, seco, 30°C
4 —¥— 6leo, seco, 40°C
—+ turfa, seco, 30°C
ol —— turfa, seco, 40°C
E
0 ¥ |
0 3 ] irrigacao 6

DIAS APOS PLANTIO

Figura 1d : Solo Gley Humico
Pontos da mesma coleta com letras diferentes diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

oa
o
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5.5- DI SCUSSAO

Gs resultados encontrados denonstraram que a
sobrevivéncia do rizébio inoculado nas senentes foi
afetada pelo tipo de inoculante, pela tenperatura e pelo
regine hidrico a que foram subnetidos e pelo tipo de
substrato wutilizado.

A contagem em sementes indicou que o inoculante
em O0leo mineral nujol foi superior ao inoculante em turfa,
em pronover a sobrevivéncia do rizobio inoculado nas
sementes, quando foram subnetidos ao estresse de seca e a
tenperatura de 40°C. A aparente baixa sobrevivéncia do
rizobio durante os dias de estresse de seca e de calor
sugere que as culturas em turfa foram mais susceptiveis a
essas condi¢cBes do que as culturas em Oleo. Kremer &
Peterson (1982) encontraram resultados senelhantes, onde o
inoculante em Oleo promoveu uma naior  sobrevivéncia do
rizobio conparado ao inoculante em turfa. Eagl esham &
Col dman  (1985) tanbém verificaram a superioridade do
inoculante em o6leo em relacdo a turfa, quando aplicado em
sementes e estocado em condic¢cdes de seca. Apdés 17 dias em
areia seca subrmetida a 45°C, a viabilidade do rizobio em
sementes inoculadas com inoculante em 6leo foi superior a
das sementes inoculadas com o inoculante em turfa

subnmetido a 25°C.
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Bowen & Kennedy (1959) e Vincent (1965)
observaram que rizobio inoculado em sementes com

inoculante em turfa foram altanmente susceptiveis a

dessecacdo quando encontraram condi ¢des de calor e seca.

Quando 6leo mneral foi usado como agente de
revestimento para inoculante em turfa com cultura de R
japonicum em senentes de soja, ocorreu uma nelhor
sobrevivéncia do rizobio na senmente estocada em 15°C para
30°C (Davidson & Reuszer, 1978).

O oleo envolvendo acelula seca de rizdbio
parece protegé-la da tenperatura alta e da falta de
um dade, por mnté-la sem atividade netabdlica até que a
presenca de umdade permta a sua rehidratagio.

A sobrevivéncia do rizobio também foi afetada
pelo tipo de substrato usado. Quando foi usado a mstura
vermculita-areia, apés a irrigacdo (4 dias ap6és o
pl anti o), ndo foi verificado aumento da populacdo do
rizébio. Entretanto, quando utilizou-se solo Planossolo,
solo Podzdélico Vernelho Amarelo e solo Gey Himco, houve
aunento da populacdo de rizobio apés irrigacdo. Esse
resultado pode ser explicado pelo substrato vermculita-
areia ndo conter nmtéria orgénica. Chao & Al exander (1982)
verificaram que a mnmior sobrevivéncia das bactérias foi
relacionado com o conteddo de matéria organica do solo.

Entre os solos wutilizados observou-se que houve

uma nmaior protecdo da bactéria submetida a tenperatura de
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30°C e 40°C, sem estresse de seca pelo solo Podzolico
Vermel ho Amarelo. A naior sobrevivéncia do rizobio em
solos com textura pesada em relacdo aos solos arenosos tem
sido atribuida a presenca de material coloidal com ilita,
montmorilonita e hematita que parecem interagir com as
células da bactéria, ao contrario de solos arenosos que
geral mente contém pouca argila e com predomnancia de
caulinita e/ou goetita, que parecem ndo pronover protecao
ao rizébio. Marshall & Roberts (1963) atribui a queda de
nodul acdo de trevo pelo baixo ndnero de R trifolii em
sol os arenosos submetidos a altas tenperaturas. A adicéo
de argila em solos arenosos pareceu resolver o problens.
Resul tados obtidos por Danso (1972) <citado por Danso
(1977) mostraram resul tados semel hantes, onde o aunento da
taxa de nortalidade de R neliloti foi nmaior em solos
arenosos do que em solos com maior conteddo de silte e
argila. A adicdo de areia ao solo dimnui a sobrevivéncia
do rizoébio, indicando que o0s coloides protegem o rizobio

do efeito de altas tenperaturas (Danso, 1977).
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5. 6- CONCLUSCES

- Sem estresse de seca e de calor n&@o houve
diferencas marcantes entre o0s inoculantes oleoso e turfoso
na sobrevivéncia do rizébio apds inoculacdo das senentes.

- Com estresse de calor, o inoculante ol eoso
conferiu maior sobrevivéncia do rizobio ap6s a inocul acao
das senentes do que o inoculante turfoso.

} Com estresse de seca e de calor, a
sobrevivéncia do rizébio apés a inoculacdo das senentes
foi praticanente nula com inoculante turfoso, enquanto que
as senentes inoculadas com o inoculante oleoso mantinha
104 células de rizébio por senmente.

- Em substrato contendo matéria organica, 3 dias
apés a renogdo do estresse de seca e de calor houve unma
recuperacdo do numero de rizobio, praticanente igualando-

se aos tratanentos sem estresse.



6- CAPITULO 111

EFEI TO DE | NOCULANTE OLECSO E TURFOSO NA NODULAGAO E
PRODUCAO DO FEI JOEI RO NO CAWPO, SUBMETI DO A ESTRESSE DE
SECA APOS A SEMEADURA.



6. 1- RESUMOD

Miitas espécies |egum nosas sdo autosuficientes
na nutricdo nitrogenada quando em associacdo sinmbiodtica
com bactérias nodul antes de raizes. O sucesso da
i nocul acdo com estirpes de rizobio selecionadas em
cultivares de inportancia econdm ca, € nuitas vezes
prejudi cada pelas condicdes adversas de alta tenperatura,
dessecamento e estresses de solo, resultando na reducdo do
numero de bactérias viaveis, baixa nodulacdo e dimnuicdo
na producdo de grdos. Tenperatura elevada e falta de &gua
apés a seneadura, sdo estresses que ocorrem com frequéncia
na cultura do feijoeiro. O objetivo deste trabalho foi
conparar 0 inoculante em dleo mneral nujol desenvolvido
no capitulo I como inoculante convencional em turfa, sob
condi ¢cbes de estresse de seca nos 4 prineiros dias apés o
plantio no campo. 0S resultados demonstraram a

superioridade do inoculante oleoso em relacdo ao turfoso,
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em todos os paranetros de nodulacao anal i sados (nuanero
peso de nodulos e atividade da nitrogenase), e na producao

de natéria seca resultando em naior producdo de graos.



6.2- | NTRODUGAO

A producdo de graos pelas |egum nosas ¢€
dependente de um adequado suprimento de nitrogénio, que
pode ser obtido, em muitos casos, pela fixacdo biologica
de nitrogénio, ocasionado pelo rizdébio nativo ou através
da inocul acéo.

Apesar do potencial de fixacdo de nitrogénio por
Phaseol us vulgaris L. ser nmuitas vezes subestimdo,
resultados experimentais nmostram que para as cultivares
mai s utilizadas, com ciclo entre 80 e 90 dias, quando Gem
nodul adas e em condi¢bes favoraveis, podem apresentar
taxas de fixacdo superiores a 40 kg N ha (Franco, 1978).
Desta forma, o fornecinento de nitrogénio da sinbiose
poderia ser suficiente para duplicar a produtividade média
nacional, sem o uso de adubo nitrogenado. Entretanto, nas
areas tropicais e subtropicais, a nodulacdo e o aumento da

producdo de graos por |egum nosas sdo geralnmente |imtados
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por fatores que afetama sinbiose | egum nosa- Rhi zobi um .

Altas tenperaturas e dessecacdo pela baixa
um dade do solo sdo condigcdes que prevalecem na época de
pl antio de |egum nosas. Diatl off (1970) observou que
tenperaturas do solo de 40°C por 4 horas em una area Umda
onde se encontrava senentes de soja inocul adas, houve um
ligeiro declineo na nodul agdo, porem ndo foi critico para
subsequente  nodul acéo. Entretanto, se altas tenperaturas
sdo  simultaneanente experinmentadas com um outro fator de
estresse, conmp a dessecacdo, a queda na nodulacdo é nmais
critica. A umdade do solo nodifica a tenperatura do solo,
| ogo, esses dois fatores estdo intinmanmente |igados.

Condi gbes  adversas como calor e seca no plantio
podem causar uma redugdo na qualidade do inoculante
utilizado pela dimnuicdo do numero de rizdébio aplicado as
sementes (Kremer & Peterson, 1982). A nanutencdo de alto
namero de células viaveis entre a producdo e a aplicacéao
do inéculo € um fator inportante para o sucesso do uso de
i nocul antes (Meade et al., 1985).

O inoculante em 6leo mneral nujol desenvolvido
conforme  descrito no capitulo I nelhorou a sobrevivéncia
do rizobio i nocul ado nas sement es, em condi ¢cdes
controladas. O objetivo deste trabalho foi conmparar o
i nocul ante ol eoso desenvol vi do com o] i nocul ante
convenci onal em turfa, na nodulacdo, na fixacdo de

nitrogénio e na producdo de grdos em condig¢gbes de canpo,



66
com a simulacdo de estresse de seca nos 4 prineiros dias

apés o plantio.
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6.3- MATERIAIS E METODCS

O experimento foi i nstal ado no campo
experimental da EMBRAPA/CNPAB, Itaguai-RJ, em marco de
1991, em solo arenoso, em una area onde ndo havia sido
plantado feijdo, ha pelo nenos 20 anos.

Foram test ados doi s i nocul ant es (ol eoso
preparado como indicado no item 4.3.5 e turfoso preparado
cono I ndi cado no item 4.3.6) e testenunha (sem
I nocul acdo), subnetidos a dois sistemas sinulados de rega:
irrigado (irrigado desde o pl antio) e seco (seco
i nicial mente, irrigado 4 di as apés o plantio. O
delineamento experinental foi um fatorial em blocos ao
acaso com dois fatores (inoculante x regine hidrico), com
parcelas de 2,5m x 4m tendo cada parcela seis fileiras,
sendo a  segunda fileira utilizada para avaliar a
nodul acao, a quarta e a quinta fileiras para avaliar a
producdo, e as denais serviram com bordadura.

Como o experimento foi em canpo, para garantir o
estresse de seca e evitar a contamnacdo, foram
construidos canais entre as parcelas para o escoanento da
dgua das chuvas ou da irrigacdo. As parcelas em que
aplicou-se o estresse de seca, foram cobertas com plastico
preto de polietileno para garantir que o solo ficasse seco
até o inicio da rega. Foi feita determ nacdo da

tenperatura e umdade do solo nos 5 prineiros dias ap6és o
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plantio (Figuras 2 e 3). Fez-se adubagdo e correcdo de
acidez do solo (80 kg/ha de P20g, e 0,5 t/ha de calcario
dolomitico calcinado Mnercal), conforme reconendado pela
analise do solo (tabela 6) segundo o Mnual de Adubacéao
para o Estado do Ro de Janeiro.

O periodo em que as parcelas com estresse de
seca ficaram cobertas, foi de chuva continua, nd8o havendo
diferencas narcantes de tenperatura entre as parcelas
cobertas e ndo cobertas (Figura 3).

O plantio ocorreu em sulcos, col ocando-se 3
sementes inoculadas a <cada 10 cm Sete dias apés a
germnacdo foi feito um desbaste, deixando-se apenas 1
planta a cada 10 cm

A cultivar wutilizada de Phaseolus vulgaris L.
foi a CFN2234 safra 1990 proveniente do canpo experinental
da EMBRAPA/ CNPAB. A esterilizacdo das senmentes foi feita
conforne descrito em 5.3

A inocul acdo das senentes foi feita da seguinte
forma: Apés as sementes serem esterilizadas foram
m sturadas ao inoculante oleoso (obtido conforme descrito
em 4.3.5) ou ao inoculante turfoso (obtido conforne
descrito em 4.3.6), até que todas senentes estivessem
cobertas pelo inoculante e em seguida plantadas e
i medi atamente  cobertas com solo.

Os seguintes paranetros foram analisados: numero

e peso de ndédulos secos a 65°C até peso constante
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atividade da nitrogenase, peso da parte aérea seca a 65°C
até peso constante e producdo de graos (11% de um dade).
Foram efetuadas 6 coletas para avaliacdo da nodul acdo e da
fixacdo de nitrogénio (8, 12, 16, 20, 24 e 45 dias apo6s a
germ nacdo), duas coletaspara avaliar peso da parte aérea
seca (45 e 66 DAG e uma coleta para avaliar producdo de
gréos (66 DAQ.

A avaliacdo da atividade da nitrogenase foi
feita da seguinte forma: Ap6s cada coleta, as raizes foram
destacadas e colocadas em frascos de vidro (300 m),
vedados com tanpa de borracha (Subaseal). Em seguida, 10 %
do ar foi substituido por ga&s acetileno, deixando-se em
i ncubacdo por 15 mnutos. Ao final deste periodo, anostras
de 0,5 nl da mstura gasosa foram retiradas e |evadas para
analise em cromatografo de gas. A nedicdo da atividade da
nitrogenase foi avaliada através da determnacdo do
etileno evol uido pel a reducdo do acetileno,
conforme descrito por Boddey (1982). Apds a determ nacéo
da atividade da nitrogenase, 0s nddul os foram destacados,
contados e colocados para secagem a 65°C, para obtencéo

do peso da matéria seca.
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Figura 2 : Umidade do solo durante o periodo de estresse. Amostras coletadas
de 0 - 10cm de profundidade.
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Figura 3 : Temperatura do ar e do solo durante o periodo de estresse , tomadas as 14:00h.
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TABELA 6:

Andlise quimica e granulométrica do solo
serie Ecologia) do experinmento de

correcao

da fertilidade.

canpo,

ANALI SE QU M CA AMOSTRA
Fosforo  (ppm 3.7
Pot dssio (ppm 44,5
A 3*(nE 100cnd) 0.0
pH 6.1
My2+( e/ 100cmd) 1.3
Ca2*(E/ 100cnP) 0.5
Car bono (% 0.75
Mat. O ganica (9 1.29
Nitrogénio (9 0.121

ANALI SE AMOSTRA
GRANULOVETRI CA
Argila (9 b
Areia (9% 87
Silte (9% 7
Textura Areia

Franca
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6. 4- RESULTADCS

Na avaliacdo do nunero de nddulos (Figura 4)
observou-se que nesmp na auséncia do estresse de seca, as
plantas inoculadas com o inoculante oleoso apresentaram
val ores significativanente mais elevados conparado com as
pl ant as i nocul adas com o i nocul ante  turfoso. Est as
diferencas foram nuito superiores na presenca do estresse
de seca. As plantas sem inoculacdo apresentaram nodul acédo
mnima até os 24 DAG

A nesma tendéncia dos resultados anteriores foi
observada quando avaliou-se o0 peso de nédulos seco
(Figura 5). As plantas inoculadas com o inoculante oleoso
mostraram se inicialmente nelhores do que as plantas
i noculadas com o inoculante turfoso. Com a aplicacdo do
estresse de seca as plantas inoculadas com o inoculante
ol eoso apresentaram una vantagem ainda maior em relacdo as
plantas inoculadas com o inoculante turfoso.

Quando a avaliacdo do numero e peso de nodul os
foi feita as 45 DAG (Figura 6) observou-se que O
i nocul ante ol eoso proporcionou unma excelente nodul acao,
apesar do estresse de seca inicial, enquanto que com o
inoculante turfoso ndo houve recuperacdo da nodul acdo
mesno que sonente 4 dias de estresse de seca tenha sido
aplicado ap6és o plantio. O excesso de wumdade inicial

também prejudicou os tratamentos. As plantas testenunhas
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apresentaram nodul acdo ninima até esta avaliacéao.

Na avaliacdo da atividade da nitrogenase (Figura
7) observou-se que o0s poucos nodulos produzidos pelas
plantas testenunhas ndo apresentaram fixacéo, portanto
foram i neficientes. Nos tratanentos em que ndo foi
aplicado estresse de seca, O excesso de um dade atrasou o
inicio da fixacdo de Np com anmbos inoculantes. Com o
estresse de seca as plantas inoculadas com o inoculante
ol eoso apresentaram fixacdo de N superior as plantas
I noculadas com o inoculante turfoso. Foi observada uma
queda na atividade da nitrogenase e na nodulacdo entre 16
e 24 DAG que foi devido ao ataque de larvas de Cerotonm
arcuata, que foi controlado com o inseticida de contato,
i ngestdo, fumi gante e de profundi dade, DI AZINON (100 m /100
1 HO aplicado aos 15 DAG) e o inseticida sistémco
RAM DOL com extravon (100 m /100 1 H)O aplicado aos 34 DAG
e 49 DAG. Quando foi feita a ultim aval i acdo da
atividade da nitrogenase aos 45 DAG (Figura 6), observou-
se valores superiores de fixagdo de Np, I ndi cando que
houve recuperacdo das plantas ao ataque do Cerotonm
arcuata. Mesnp assim apesar da recuperacdo, as plantas
inocul adas com o inoculante oleoso e que foram subnetidas
ao estresse de seca alcangaram valores superiores aos
demais tratanentos. (Cbservou-se una grande recuperacdo das
plantas inoculadas com inoculante turfoso subnetidas ao

estresse de seca, que nas aval i acdes anteriores
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apresentaram senpre val ores inferiores aos demai s
tratamentos. Os tratamentos em que ndo houve aplicagdo do
estresse de seca apresentaram valores sermel hantes de
fixacdo. As plantas testemunhas até 45 DAG apresentaram
valores da atividade da nitrogenase insignificantes.

Na avaliacdo da producdo de matéria seca feita
aos 45 e 66 DAG (Figura 8), observou-se que nas duas
aval i acbes a testenmunha apresentou uma producdo de mtéria
seca bem menor em relacao aos demais t rat ament os. As
plantas inoculadas com o inoculante oleoso apresentaram
valores de matéria seca superiores as plantas inocul adas
com o inoculante turfoso. Com o estresse de seca, as
plantas inoculadas com o inoculante oleoso tenderam a ser
superiores na prineira avaliacdo aos 45 DAG porém essa
diferenca ndo foi observada no crescimento total das
plantas aos 66 DAG O excesso de umdade na época do
plantio refletiu em nenor crescinento das plantas até os
45 DAG havendo unma recuperacdo aos 66DAG

Na avaliacdo da producdo de grdos (Figura 9),
observou-se que o0 excesso de umdade inicial referido nas
aval i acOes anteriores refletiu-se, prej udi cando a
producdo. A producdo de graos das plantas inoculadas com o
inoculante oleoso foi superior a producdo das plantas
inocul adas com o inoculante turfoso. Com o estresse de

seca houve superioridade das plantas inoculadas com o

inoculante oleoso. As plantas testenunhas apresentaram
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val ores de producdo significativamente inferiores aos

demais tratamentos. A producdo do nel hor tratamento chegou
a obter em média 600 kg/ha a nmais em relacgdo

t est enmunha.

a producédo da
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Figura 4: Numero de noédulos de feijoeiro cv. Carloca 80, Inoculado com inoculante oleoso ou turfoso,

submetido a dois slstemas de rega: seco (seco Inicialmente, Irrigado 4 dias ap6s o plantio) ou lIrrigado
(irrigado desde o plantio). Pontos da mesma coleta com letras diferentes diferem entre si pelo teste
de Duncan (p<0,05).
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Peso de ndédulos secos de feijoeito, cv. Carioca 80, Inoculado com Inoculante oleoso ou turfoso

Submetido a dois sistemas de rega: seco (seco Inicialmente, Irrigado 4 dias apéso plantio) ou Irrigado

(Irrigado desde o plantio). Pontos da mesma coleta com letras diferentes diferem entre si pelo teste de
Duncan (p<0,05).
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Figura 6: Numero, peso de nédulos secos e reducdo de acetileno de raizes de feijoeiro, cv. Carioca 80,
inoculado com Inoculante oleoso ou turfoso, submetido a dois sistemas de rega: seco (seco Inicialmente,
irrigado 4 dias ap6s o plantio) ou irrigado (irrigado desde o plantio). Plantas colhidas 45 DAG.
Colunas com letras diferentes diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).
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Figura 7: Reducdo de acetileno (atividade da nltrogenase) de noédulos em raizes de feijoeiro, cv. Carioca 80
Inoculado com Inoculante oleoso ou turfoso, submetido a dois sistemas de rega: seco (seco Inicialmente,

irrigado

irrlgado 4 dias ap6s plantio) ou Irrigado (Irrigado desde o plantio). Pontos da mesma coleta com letras
diferentes diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).
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Figura 8: Producdo de matérla seca da parte aérea do fejoeiro, cv. Carioca 80, Inoculado com Inoculante

oleoso ou turfoso, submetido a dois sistemas de rega: seco (seco iniclalmente, Irrigado 4 dias apds o
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Figura 9: Producdo de gréos(kg/ha) de feljoeiro, cv.Carioca 80, inoculado com Inoculante oleoso ou
turfos, submetido a dois sistemas de rega: seco (seco Inicialmente, irrigado 4 dias ap6s o plantio)
ou irrigado (Irrigado desde o plantio). Colunas com letras diferentes diferem entre si pelo teste de

Duncan  (p<0,05).
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6.5 D SQUSSAO

De uma maneira geral os resultados apresentados
no presente trabalho nostraram que as plantas inocul adas
com inoculante oleoso apresentaram nmaior nodul acdo,
crescinento das plantas e producdo de grdos do que as
plantas inoculadas com inoculante turfoso. Resultados
semel hantes foram obtidos por Krener & Peterson (1982).

A maior nodulacdo observada, reflete a maior
sobrevi vénci a das bactérias apos a i nocul acdo das
sementes, observada nos trés tipos de solos e na mstura
de vermiculita com areia, estudada no capitulo Il. A ém do
mais, este efeito foi mais pronunciado quando as senentes
I nocul adas foram subnetidas ao estresse de seca,
resul tando em maior nodul agdo em plantas nmais jovens, nmais
nitrogénio fixado, resultando em um acréscinmo de 240 kg/ha
de grdos em relacdo as plantas inoculadas com inoculante
turfoso.

As plantas que foram submetidas ao estresse de
seca em todos os tratamentos apresentaram resultados
superiores em relacdo as plantas que ndo foram subnetidas
ao estresse. Esses resultados indicam que o0 excesso de
umi dade logo ap6és a seneadura do feijoeiro é prejudicial a
cultura. Nesse trabalho ndo foi possivel separar o efeito
do excesso de um dade sobre o crescinento da planta, do

efeito sobre a sobrevivéncia da bactéria. Entretanto,
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Afiana & Al exander (1979) observaram que a sobrevivéncia
de R trifolii e de R japonicum dimnuiram com o
progressivo aumento de umidade (10% 22% 35% e 45%.
Roughley & Vincent (1967) tanmbém verificaram que tanto o
excesso conop a falta de wumdade foram prejudiciais a
sobrevivéncia do rizobio.

O excesso de &gua dimnui o vigor das plantas e
isto pode estar relacionado com a falta de oxigénio
durante a germnagdo e posteriormente no desenvol vi mento
do sistema radicular e na nodulacdo. Kornelius & Freire
(1974) concluiram que aeracdo e umdade tem grande
influéncia no desenvolvinento do sistema radicular, da
nodul acdo e da parte aérea do feijoeiro.

Nesse trabalho ndo foi possivel detectar o
efeito de altas tenperaturas associado com a falta de
um dade durante o plantio, ou ap6s o0 cessanmento do
estresse, estudado no capitulo Il, pois, durante todo o
experimento a tenperatura maxima e ninima do ar foram de
32°C e 22°C respectivanente, sendo considerada a faixa
6tima de tenperatura para nodulacdo, funcionanmento da
sinmbiose e crescimento do feijoeiro (Guss & Dobereiner,
1972; Pankhurst, 1973; Gaham & Halliday, 1977).

Os resultados de producdo obtidos pelo nel hor
tratanento deste trabal ho (1213 kg/ ha), quase o dobro da
produtivi dade média nacional conseguida na safra de 92/93

que foi de 656 kg/ha (CONAB-MARA, 1993), confirm, a
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i mportancia da fixacdo sinmbidtica de nitrogénio para o
feijoeiro, obtida através da inoculacdo de senmentes com
i nocul antes contendo bactérias eficientes e veiculos de
i nocul antes capazes de proteger a bactéria contra fatores
adversos, que geralmente ocorrem na época de plantio, conp
altas tenperaturas e baixa um dade.
Estes resultados confirmam a possibilidade de
dobrar a producdo nacional do feijoeiro, sem aunentar a
drea plantada ou a necessidade de adubos nitrogenados,
podendo resultar em economia superior a 100 mlhdes de
dol ares. Entretanto, ha necessidade do desenvolvinmento de
um inoculante ol eoso conerci al que mant enha alta

viabilidade até o uso.
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6.6- CONCLUSCES

- O excesso de unidade |ogo apés a seneadura do
feijoeiro prejudicou o crescinento das plantas e a
producdo de grdos em todos os tratamentos.

- O inoculante em 6leo mneral conferiu maior
nodulagdo inicial resultando em maior producdo de grdos do
que o inoculante convencional em turfa. Este efeito foi
miito mais pronunciado quando ocorreu estresse de seca
logo apés a senmeadura das senentes i nocul adas.

- A recuperagdo no crescinmento das plantas na
altima  colheita (66 DAG no tratamento com inocul ante
convencional, ndo refletiu em aunento na producdo de
graos.

- O nmelhor tratamento de inoculagao (inoculante
em 0leo mneral) aunentou em 600 kg/ha de grdos em relacgao

ao controle sem nodul agéo.
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7- CONCLUSCES GERAIS

- A sobrevivéncia de rizébio no inoculante em
6leo mineral nujol foi dependente da exclusdo de um dade
durante a estocagem do mesno.

- O estresse de seca prejudicou mais a
sobrevivéncia do rizébio apdés a inoculacdo, do que o
estresse de calor.

- O inoculante em Oleo mneral nuj ol
propor ci onou  nai or sobrevi véncia do rizébio apos a
i nocul acdo das senentes, quando subnetidos a estresse de
calor e seca, que o inoculante emturfa.

- O inoculante em 6&leo mineral nujol propiciou
mai or nodul acdo em plantas jovens, resultando em nmaior
producdo de grédos que o inoculante em turfa. Este efeito
foi mito nmais pronunciado quando as senentes foram

pl antadas em solo seco e nmantidas 4 dias sem irrigacéo.
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ANEXO 1
Resumo da analise de variancia (valores F e coeficiente
de variacdo) do Log do numero de células/semente dos
resultados apresentados no capitulo II.
Substratos Fonte de variacédo Valor F
3 DAG 7 DAG
vermiculita: inoculante 3.91 39.36*
areia sist. de rega 43.71* 147.39*
temperatura 3.53 10.41*
inoc.x temp. 2.77 0.20
inoc.Xx rega 2.98 41.65*
rega X temp. 3.76 7.89*
inoc X rega x temp. 2.81 0.13
Coeficiente de Variagcdo (%) 31.5 17.8
Solo inoculante 52.24* 1.72
Planossolo sist. de rega 217.73* 3.13
temperatura 17.88* 0.64
inoc. x temp. 0.72 15.66*
inoc. X rega 43.0* 6.89*
rega x temp. 1.23 0.00
inoc X rega X temp. 0.13 13.70*
Coeficiente de Variacéd (%) 16.1 5.0
Solo inoculante 33.54~* 2.87
Podzdlico sist. de rega 176.49* 11.61*
Vermelho temperatura 6.72* 7.31*
Amarelo inoc. x temp. 2.03 0.82
inoc. X rega 17.09* 1.42
rega x temp. 2.52 1.04
inoc X rega x temp. 0.02 0.63
Coeficiente de Variacao (%) 19.5 22.3
Solo inoculante 783.60* 0.31
Gley Humico sist. de rega 3228.60* 13.85*
temperatura 64.99* 20.36*
inoc. x temp. 14.54* 20.72*
inoc. X rega 819.15* 6.86*
rega x temp. 0.03 7.95*
inoc X rega x temp. 16.55* 0.48
Coeficiente de Variacao (%) 5.0 4.5

*Significativo p<0,05 pelo teste de Duncan.
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ANEXO 2

Resumo da analise de varidancia (valores F e coeficiente de variagdo) de
niamero de noddulos/pl, peso de nddulos secos/pl e reducdo de acetileno dos
resultados apresentados no capitulo IlII.

Variavel Fonte de Valor F

variacao Coletas (DAG)

8 12 16 20 24 45

NUmero de inoculante 69.50* | 92.44* | 47.74~* 39.0* | 93.57* 90.34*
nédulos/ sist. rega 4.76%* 3.77 0.57 3.06 34.41~* 14.98*
planta inoc X rega 2.82 5.72* 5.33* 0.97 7.738 17.60*
Coef. de Variacdo (%) 37.0 26.9 35.0 40.0 31.0 26.9
Peso de inoculante 36.31* | 42.56* 60.53* | 20.55* | 22.84* | 116.90*
noédulos sist. rega 1.07 0.11 0.30 5.17* 4.79% 30.30*
secos/ inoc x rega 3.22 0.88 3.60 1.78 2.12 30.32%
planta
Coef. de Variacdo (%) 61.0 40.7 30.5 54.6 58.6 22.4
Redugao inoculante 2.92 24.49% | 34.90% | 15.95% 9.82% 82.96%
de sist. rega 3.07 49 .88% 6.59% 7.71% 7.67% 106.84%*
acetileno inoc X rega 2.92 24 .,22% 3.10 1.94 2.29 28.87%
Coef. de Variacao (%) 279.17 69.0 45.5 63.8 81.9 27.5

* significativo pelo teste de Duncan (p<0,05).
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