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RESUMO

SILVA JUNIOR, Elson Barbosa. Avaliaco da fixacdio biolégica de nitrogénio em plantios
tecnificados de feijao-caupi na regiao centro-oeste do Brasil. 2012. 57f. Dissertacio
(Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica- RJ, 2012.

O plantio de feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] vem crescendo no Centro-Oeste do
Brasil, que se caracteriza por uma agricultura tecnificada, com média de produtividade de
1000 kg ha-1. Novas tecnologias de inocula¢ido, como veiculos e uma prética agricola de pré
inoculacdo apresentam-se como alternativa as tecnologias atuais. Assim o objetivo deste
trabalho foi avaliar tecnologias de inoculacdo de feijao-caupi na regido Centro-Oeste do
Brasil. Foi avaliada a qualidade do inoculante polimérico IPC 2.2, quanto a sobrevivéncia de
células aos 180 dias de armazenamento e quanto a capacidade de manter células vidveis apds
cinco semanas de inoculagdo. O desempenho agrondmico do inoculante polimérico e da pré
inoculagdo foi comparado com as tecnologias ja recomendadas em trés experimentos distintos
com a mesma cultivar BRS Guariba nas dreas da Embrapa Agrobiologia (Seropédica-RJ),
Embrapa Agrossilvipastoril (Sinop-MT) e na fazenda Novo Horizonte- Sementes Tomazetti (
Primavera do Leste-MT). Foi quantificada a contribui¢do da fixacao bioldgica de nitrogénio
pela abundancia natural do delta 15N (%) nos dois experimentos no Mato Grosso. No
experimento na Embrapa Agrobiologia o inoculante polimérico IPC 2.2 foi comparado com
os veiculos turfoso e liquido, mais os tratamentos nitrogenados com 50 e 80 kg N ha-! e o
absoluto. No experimento na Embrapa Agrossilvipastoril os tratamentos foram pré inoculados
com inoculante polimérico IPC 2.2 e turfoso com 0, 1, 2 e 5 semanas antes do plantio para
ambos inoculantes, mais o tratamento nitrogenado (70 kg N ha-!) e o absoluto. O ensaio na
fazenda Novo Horizonte foi em drea de pivo central de 60 ha, com as estirpes: BR3267 em
veiculo polimérico e liquido; BR3262 em veiculo polimérico; e o consorcio das quatro
estirpes recomendadas (BR3267, BR3262, BR3301 e BR3302) em veiculo polimérico. A
formulaciao IPC 2.2 manteve concentracdo de células superior a 109 células por grama apds
180 dias e no campo ela proporcionou uma produtividade superior ao tratamento absoluto e
igual a dos tratamentos nitrogenados, veiculos turfoso e liquido. A pré-inoculacdo com a
mistura polimérica com cinco semanas obteve a maior massa de nodulos secos, porém nao
diferiu do controle nitrogenado e absoluto, assim como na produtividade os tratamentos nao
diferiram entre si. No ensaio na fazenda Novo Horizonte a inoculacdo com o consércio das
quatro estirpes obteve a maior massa de nddulos secos e diferiu da BR3267 em veiculo
liquido e da BR3262. A contribui¢do da fixa¢do bioldgica de nitrogénio ndo ultrapassou os
50%, obtidas as maiores médias com 48% e 39% do N oriundo da fixacdo bioldgica
respectivamente nos ensaios de pré-inoculacdo (14 dias no veiculo turfa) e com a BR3262, na
fazenda Novo Horizonte e em veiculo polimérico. Assim, se conclui que o inoculante
polimérico pode ser recomendado para inoculacdo tradicional do feijdo caupi e que a
inoculagdo da cultura deve ser uma pratica corriqueira, uma vez que foi comprovado que com
sementes ndo inoculadas ndo houve fixacao bioldgica de nitrogénio.

Palavras-chave: Inoculagdo. Estirpes. Veiculos.



ABSTRACT

SILVA JUNIOR, Elson Barbosa. Evaluation of biological nitrogen fixation in technified
crops of cowpea in the Midwest region of Brazil. 2012. 57p. Dissertation (Master Science
in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica- RJ, 2012.

The planting of cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.] is growing in the Midwest of Brazil,
which is characterized by a technified agriculture, with an average yield of 1000 kg ha-1. New
technologies of inoculation as carriers and the agricultural practice of pre inoculation are
presented as alternative to current technologies. Thus the objective of this study was to
evaluate technologies for cowpea inoculation in the Midwest region of Brazil. The quality of
the polymeric IPC 2.2 inoculant was evaluated for the cells survival at 180 days of storage
and the ability to maintain viable cells after five weeks of inoculation. The agronomic
performance of the polymeric inoculant and the pre inoculation were compared with
technologies already recommended, in three different experiments with the same cultivate
(BRS Guariba) in areas of Embrapa Agrobiologia (Seropédica-RJ), Embrapa
Agrossilvipastoril (Sinop-MT) and in the New Horizon farm — Seeds Tomazetti (Primavera
do Leste, MT). The contribution of biological nitrogen fixation was quantified by 15N natural
abundance delta (%o) in the two experiments in Mato Grosso State. In the experiment at
Embrapa Agrobiologia the polymeric inoculant IPC 2.2 was compared with peat and liquid
carriers, plus nitrogen treatments with 50 and 80 kg N ha-! and the absolute treatment. In the
experiment at Embrapa Agrossilvopastoril the treatments were pre inoculated with polymeric
inoculant IPC 2.2 and peat carrier, with 0, 1, 2 and 5 weeks before planting for both
inoculants plus addition of nitrogen (70 kg N ha-!), and the absolute treatment. The assay at
the New Horizon farm was in a central pivot area of 60 ha with the strains: BR3267 in the
polymeric and liquid carriers; BR3262 in polymeric; and a consortium of four recommended
strains (BR3267, BR3262, and BR3301 BR3302) in the polymeric carrier. The polymer
showed inoculant cell concentration higher than 109 cells per gram after 180 days, and in the
field experiment the formulation IPC 2.2 provided yield above the reference treatment and
equal to the N treatment, and the peat and liquid carriers. The pre-inoculation with the
polymeric blend with five weeks had the highest nodule dry mass, however it did not differ
from the N control and the absolute, and the treatments did not differ for the productivity. In
the essay at the Novo Horizonte farm the inoculation with the consortium of four strains had
the highest nodule dry mass, and it differed from the BR3267 in liquid carrier and the
BR3262. The contribution of biological nitrogen fixation did not exceed 50%, and the highest
averages were obtained with 48% and 39% of N originated from biological fixation,
respectively in the pre inoculation essay (14 days in the peat carrier), and with the BR3262 at
the New Horizon farm with the polymeric carrier. Thus, it is concluded that the polymer
inoculant might be recommended for the traditional form inoculation of the cowpea crop, and
inoculation should be a common practice, since it was proven that with the no inoculated
seeds there was no biological nitrogen fixation.

Key words: Inoculation. Strains. Carriers.
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1 INTRODUCAO

A fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) € um processo natural, realizado por
organismos procariotos (bactérias) que possuem a enzima nitrogenase e explorado pelas
plantas, em principal por espécies leguminosas por meio da simbiose. A utilizagdo de
inoculantes rizobianos especificos para as culturas passaram a intensificar este processo de
fixagc@o de nitrogénio. No Brasil a produgdo de inoculantes vem sendo feita desde a década de
50 e atualmente o mercado brasileiro de inoculantes € um dos maiores do mundo alcangando
mais de 25 milhoes de doses vendidas anualmente (HUNGRIA et al., 2007).

Dentre os esforcos empregados para otimizar tecnologia e aumentar o uso da FBN em
feijdo-caupi nos ultimos anos, destacam-se a selecdo de novas estirpes de rizobio (MARTINS
et al., 2003; LACERDA et al., 2004; ZILLI et al., 2009 e GUALTER et al., 2011) e o
desenvolvimento de novas formulagdes de inoculantes (FERNANDES J UNIOR et al., 2009).
Essas pesquisas tém resultado na ampliacdo da drea plantada com feijao-caupi e inoculada
com rizébio, alcangando 114.200 doses de inoculantes comercializados para a cultura no ano
de 2011 (ANPII- Associacdo Nacional dos Produtores e Importadores de Inoculante,
comunicacdo pessoal).

Na producdo de inoculantes vem crescendo as pesquisas visando veiculos alternativos
a turfa, que € o principal veiculo utilizado para feijao-caupi, que apesar do amplo uso em
diversos paises, apresenta uma série de limitagcdes como a sua escassez no mercado, o alto
impacto ambiental da extra¢do e o custo elevado. Outro veiculo que estd sendo utilizado sdo
as formulagdes liquidas, que também apresenta limitacdes relacionadas ao seu transporte,
necessitando de refrigeracdo, além da dificuldade para formar mistura homogénea com as
sementes (DEAKER et al.,, 2004). Assim misturas poliméricas desenvolvidas a base de
polimeros naturais mostram-se como uma importante alternativa, pois apresentam elevada
compatibilidade com diferentes microrganismos de importancia agricola (SCHUH, 2005;
FERNANDES JUNIOR et al., 2009; SILVA et al., 2009), demonstrando o potencial destes
materiais no desenvolvimento de novas formula¢des de inoculantes.

Em um trabalho de dissertacdo de mestrado desenvolvido com a parceria entre a
Embrapa Agrobiologia e o curso de pds-graduagdo Agronomia- Ciéncia do Solo/UFRRJ uma
mistura polimérica a base de carboximetilcelulose (CMC) e o amido (FERNANDES
JUNIOR, 2006) foi desenvolvida, cuja formulacio estd protegida por patente (n° PI0506338-
8) no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual, com a seguinte denominacdo: IPC 2,2 na
forma de gel. Este veiculo foi utilizado para producdo de inoculantes para feijao caupi neste
trabalho, sendo considerado como uma nova tecnologia e comparado com as tecnologias
recomendadas.

A formulacdo dos inoculantes necessita mais estudos, principalmente para a cultura do
feijdo-caupi que embora em expansao no Centro-Oeste, ndo possui recomendagdes especificas
para a cultura junto ao Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA) para a
forma de uso de inoculantes. Para a recomendacdo de inoculantes e/ou outras tecnologias,
estas devem resultar em resposta igual ou superior a inoculagdo padrdo e/ou as tecnologias ja
utilizadas, respectivamente, e superior ao controle sem inoculacdo e adubagdo nitrogenada
(BRASIL, 2011). Apesar do comércio de inoculantes para feijao-caupi ja ser uma realidade,
esta pratica é mais difundida entre os agricultores tecnificados, assim, uma prética agricola de
pré-inoculacdo poderia também garantir a pequenos agricultores a possibilidade de adquirir
sementes ja inoculadas e aumentar o prazo entre a inoculac@o e o plantio em suas areas.

No Brasil a safra 2010/2011 (Plano Agricola e Pecudria 2011/2012) levou o pais a um
novo recorde na producgao de graos: 161,5 milhdes de toneladas. O resultado esta 8,2% acima
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da safra anterior, com variacdo positiva de 3,8% na drea plantada e de 4,2% na produtividade.
Tal desempenho coloca o pais entre os mais competitivos do mundo, com capacidade de
atender ao aumento da demanda por alimentos. O Brasil ja € um dos principais fornecedores
de proteinas no mercado internacional de alimentos, sendo que a regido Centro-Oeste é uma
das que mais contribuem para essa elevacgao.

O aumento de produtividade s6 € possivel com o emprego de tecnologia, e a cultura do
feijao-caupi estd se desenvolvendo na regido Centro-Oeste exatamente em virtude da
tecnologia. Nesta regido a média de produtividade estd em torno de 1000 kg ha-!, enquanto
que a média nacional € de 366 kg ha-! (DAMASCENO e SILVA, 2009), porém considera-se
este valor abaixo da capacidade produtiva da cultura, que pode chegar at¢ 6 Mg ha-!
(FREIRE FILHO et al., 1998). Ainda existe muito a desenvolver em termos tecnoldgicos para
a cultura. A inoculacdo de sementes € uma tecnologia que pode apresentar resultados mais
expressivos da FBN com a recomendacdo e utilizacdo exata das exigéncias nutricionais e
hidricas para a cultura.

O desenvolvimento do feijao-caupi no Centro-Oeste € expressivo, principalmente no
Mato Grosso, onde se tem mais de 150.000 ha plantados da cultura (Bonchila, comunicagdo
pessoal), sendo que as lavouras sdo conduzidas com diferentes patamares tecnoldgicos,
quanto ao uso de adubos, pesticidas, maquindrios, irrigacao e inoculantes, gerando diferentes
niveis de produtividade, variando de 200 kg ha-! até 2000 kg ha-! de graos de feijao-caupi.
Esta variabilidade pode estar sendo influenciada pela fixa¢do bioldgica de nitrogénio, mas nao
existem dados de FBN desta regido, que pode ser mensurada através da quantificacdo da
FBN, que entre as técnicas que podem ser utilizadas a abundancia natural do isétopo de 8N
merece destaque.

De acordo o ultimo Plano Agricola e Pecuario 2011/2012 do Ministério da Agricultura
o feijdo-caupi ndo apresentou variacdo do preco minimo, tanto em 2010/2011 quanto em
2011/2012, com R$ 53,00 /60 kg. Por outro lado o feijado comum obteve uma variagdo de -
10% passando de R$ 80,00 /60 kg para R$ 72,00 /60 kg, isto mostra que a cultura do feijao-
caupi tem estabilidade de precos no mercado. Porém, quando se faz mencao a produciao do
feijdo comum no pais, englobam-se as regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Nordeste e
no caso do feijao-caupi apenas as regides Norte e Nordeste, pela sua histéria de producdo de
feijao-caupi. Porém, hoje existe a expansao de feijao-caupi na regido Centro-Oeste que deve
ser considerada de forma diferenciada, em virtude dos niveis de produtividades obtidos e da
area colhida.

O cendrio apresentado da relacdo da cultura do feijao-caupi com a regido Centro-Oeste
e da falta de resultados referente a FBN e a propria pratica da inoculagdo, justificam a
necessidade de estudo que abrangessem esses temas. Assim esse trabalho tem como objetivo
geral avaliar tecnologias de inoculagdo de feijao-caupi na regidao Centro-Oeste do Brasil.

Os objetivos especificos sao:

a) Avaliar o desempenho da mistura polimérica IPC 2.2 como veiculo de inoculag¢io
para a cultura do feijao-caupi com resposta igual ou superior a inoculagdo padrao e/ou as
tecnologias ja recomendadas no Sudeste e Centro-Oeste;

b) Avaliar o desempenho da pritica agricola de pré-inoculacdo de rizobios em
sementes de feijdo-caupi em comparacdo a inoculagdo padrdo e/ou as tecnologias ja
recomendadas no Centro-Oeste; €

¢) Quantificar a contribuicao da fixacdo bioldgica de nitrogénio na cultura do feijdo-
caupi inoculado na regidao Centro-Oeste.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizacao da Agricultura Tecnificada

No desenvolvimento da agricultura brasileira o uso de tecnologia foi e € fator
preponderante, em funcdo da diversidade e heterogeneidade em sua aplicacdo nos
estabelecimentos agricolas (SOUZA FILHO et al., 2011). Indicadores de modernizacdo da
agricultura ainda indicam concentracdo nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, em
detrimento de outras regides como o Norte e Nordeste (DELGADO, 2005).

De acordo com SOUZA FILHO et al. (2011), o censo agropecuério de 2006 indica que
36% dos estabelecimentos agropecudrios no Brasil usam adubacdo e 16% fazem aplicacdo de
calcdrio e/ou outro corretivo de pH do solo. No entanto, quando se comparam esses
indicadores entre as macrorregides brasileiras, as diferencas sdo evidentes. Para os
indicadores uso de adubacdo, aplicacdo de corretivo de pH de solo e uso de servigos de
orientagdo técnica, as regides Sul (72%, 39% e 48% dos estabelecimentos rurais daquela
regido, respectivamente), Sudeste (53%, 31% e 31%, respectivamente) e Centro-Oeste (28%,
18% e 30%, respectivamente) ainda apresentam o maior nimero de estabelecimentos
agropecudrios com acesso a esses itens. Em contrapartida, na regido Nordeste, 20% dos
estabelecimentos rurais utilizam adubacao, apenas 3% utilizam algum corretivo de pH de solo
e 8% recebem orientagdo técnica.

Dentro da regido Centro-Oeste, o estado do Mato Grosso local de estudo, teve a
incorporacdo de modernas técnicas de produgdo agricola influenciada direta e indiretamente
pela “Revolucdo Verde”, a partir da década de 70, que levou a uma série de importantes
transformagdes na economia local, sobretudo, com a chegada dos sulistas para a regido. Estes
descobriram que o cerrado da regido centro-oeste era altamente produtivo, ao adotar insumos
e tecnologias adequados (SILVA et al., 2006).

De acordo dados do IPEA (2005) a mobilidade populacional em alguns municipios do
Mato Grosso foi elevada. Por exemplo, nos municipios de experimentacao deste estudo como
Sinop, obteve um aumento populacional de 95% e em Primavera do Leste, o aumento foi de
218%, muito em fun¢do da modernizacdo do setor produtivo rural aliado ao desenvolvimento
dos setores secundério e tercidrio no espaco urbano (SILVA et al., 2006). Segundo SILVA et
al. (2006), apesar da agricultura tecnificada no Mato Grosso ter ocorrido bem depois do
avango dos principais polos agricolas tecnificados das regides sul e sudeste, os grandes grupos
de empresas nacionais e multinacionais de comercializacdo e industrializacdo de alimentos e
racOes animais e as fazendas mais modernas do pais se localizam no estado hoje.

A agricultura tecnificada faz uso e incorporam tecnologias de cariter bioldgico,
quimico e fisico, que tem como principais referéncias o uso de maquindrio para o plantio e
colheita; aplicacdo de corretivos, fertilizantes e suas combinagdes; emprego de técnicas de
cultivo e préaticas agricolas recomendadas (inoculacdo); aplicacdo de agrotdxicos; utilizacdo
da irrigagcdo quando necessario e aquisi¢do de sementes melhoradas.

Segundo NOGUEIRA et al. (2009) o uso de mdquinas agricolas é uma representacdo
classica da moderniza¢do do campo e da elevacdo de niveis de produtividade da agricultura
em vdarias culturas. Esse fator apresenta dados correlacionados entre aumento da area
plantada, produtividade e uso de maquinas na agricultura. O Estado de Mato Grosso, em
termos de mecanizagdo, cresceu mais de 12 vezes em 20 anos, passando de 2.643 para 32.000
tratores, no periodo de 1975-1995/1996, conforme ultimo censo realizado pelo IBGE
(NOGUEIRA et al., 2009).



Segundo VEGRO E FERREIRA (2004), a participacdo do Mato Grosso no total de
fertilizantes consumido no Pais tem crescido em grandes propor¢des, em 1987, participava
com apenas 4,4%, passando para 16,6% em 2002.

De acordo com o Sindicato das Industrias de Defensivos Agricolas (SINDAG, 2007) e
segundo NOGUEIRA et al. (2009) o Mato Grosso € o principal consumidor de agrotéxicos do
pais, cerca de 20%, das 210 mil toneladas de agrotoxicos consumidas pelo Brasil anualmente,
sao aplicadas sobre os solos, a 4gua e o ar de Mato Grosso.

2.2 Estirpes Recomendadas para Feijao-caupi no Brasil

De acordo com o MAPA, baseado na ultima instru¢do Normativa n° 13, de 25 de
marco de 2011, fazem parte da relacdo dos microrganismos autorizados para producdo de
inoculantes comerciais na cultura do feijao-caupi no Brasil quatro estirpes de Bradyrhizobium
sp: SEMIA 6461 (=UFLA 3-84), SEMIA 6462 (=BR3267), SEMIA 6463 (=INPA 03-11B) e
BR3262 (SEMIA 6464). Oriundas dos trabalhos de MARTINS et al., 2003 (SEMIA 6462),
LACERDA et al. (2004) e SOARES et al. (2006) com a (SEMIA 6461) e (SEMIA 6463) e
ZILLI et al., 2008 (SEMIA 6464) respectivamente. Sendo que estas estirpes substituiram a
antiga estirpe recomendada a BR 2001.

De acordo a Tabela 1 adaptada de GUALTER (2010) nota-se que cada estirpe
apresenta caracteristicas diferentes.

Tabela 1. Identificacdo e caracteristicas das estirpes de rizébio.

Estirpe MAPA Caracteristica cultural Local de
Origem e
Referéncia
TC @ D (2) pH 3) COR @
BR3262 SEMIA 6464 5 1 Alcalino Branca SIPA,

Seropédica-RJ
(ZILLI et al,

1999)
BR3267 SEMIA 6462 5 1-2 Acido Branca Semi-Arido
Nordestino
(MARTINS et
al., 1997)
INPA 03- SEMIA 6463 7 1 Alcalino Branca Amazdnia,
11 B/ Manaus-AM
BR3301 (MOREIRA,
2005)
UFLA SEMIA 6461 6 1-2 Alcalino Branca Amazonia, Ji-
03-84/ Parana-RO
BR3302 (LACERDA et
al., 2004)

D Tempo em dias de crescimento de colonias isoladas. © Didmetro da colonia (mm). ® Alteracio do pH
meio de cultivo. ¥ Coloracdo das colonias. Adaptado GUALTER, 2010.

A estirpe BR3267 (MARTINS et al., 2003) foi selecionada e isolada de ndédulos de
plantas de feijdo-caupi, cultivadas em solos do Nordeste do Brasil, em ambiente de Floresta
Atlantica transicional para o semidrido, localizado nos estados de Pernambuco e Sergipe. O
experimento foi instalado em Petrolina (PE), em 1998 e 1999, com inoculacdo na cultivar IPA
206, tendo uma produtividade de 693 kg ha-l, similar ao controle com fertilizante
nitrogenado. Esta estirpe estd no banco de germoplasma da Embrapa Agrobiologia, RJ.



As estirpes INPA3-11B e UFLA3-84 foram isoladas de solos da Amazonia,
respectivamente de Manaus e Rondo6nia, sendo, portanto, adaptadas a altas temperaturas e as
condicdes de acidez predominantes nos solos brasileiros (MOREIRA, 2005). A INPA3-11B,
isolada de nddulos de Centrosema sp., foi selecionada num primeiro estddio, em 1982, no
INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia), e em estddios posteriores em Minas
Gerais, na UFLA, assim como a UFLA3-84, isolada através do projeto ASB (Alternatives for
Slash and Burn) de solo de pastagem usando feijao-caupi como planta isca (MOREIRA,
2005). INPA3-11B e UFLA 3-84 foram testadas nas variedades BR14-Mulato, BRO8-
Caldeirao e Pogos de Caldas. Os experimentos de eficiéncia agrondmica no campo foram
feitos com adubacdo de 70 kg ha-! de P,Os e 40 kg ha-! K,O usando como fontes o
superfosfato simples e o cloreto de potdssio. Nestas condi¢des, com aplicagdo relativamente
baixa de insumos e em solos com pH variando de 4,9 a 5,9, foram obtidas producdes de graos
de 950 a 1.340 kg ha™ , equivalentes ao tratamento com adubagio nitrogenada de 70 a 80 kg
ha' N-uréia (LACERDA et al., 2004). Os experimentos de campo foram realizados nos
Municipios de Perddes e Iguatama no sul de Minas Gerais.

No ano de 2008 a estirpe BR3262 foi recomendada para inoculacdo em feijao-caupi.
Esta foi isolada do Sistema Integrado de Producao Agroecolédgica (SIPA) em Seropédica, RJ
(ZILLI et al., 1999), apresentando resultados positivos no estado de Roraima e garantindo
ganhos de produtividade expressivos. A estirpe BR3262 (ZIILI et al., 2009) foi testada nos
meses de julho e setembro de 2005 e 2006 (safra agricola de Roraima) onde foram conduzidos
quatro experimentos de campo, inoculando-se sementes de feijao-caupi (cv BRS Mazagao)
com estirpes de bactérias do grupo rizébio. Dois dos experimentos foram implantados no
Campo Experimental Agua Boa (CEAB), da Embrapa Roraima. Foram obtidos em 2005 os
maiores rendimentos de graos, em que a estirpe BR3262 proporcionou rendimentos superiores
a 2300 kg ha-1, ou seja, em termos absolutos a produtividade da cultura inoculada foi cerca de
34% maior que o controle. A estirpe BR3262 mostrou-se a mais adequada para a inoculacao
de sementes de feijao-caupi em drea do cerrado de Roraima.

2.3 Feijao-Caupi no Centro-Oeste

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata) é uma leguminosa oriunda da Africa do Sul, e no
Brasil as condi¢des edafoclimdticas sdo favordaveis ao seu cultivo. Estd cultura ja € bastante
difundida nas regides Nordeste e Norte do pais e constitui uma das principais fontes de
subsisténcia alimentar no semiarido brasileiro (FREIRE FILHO et al., 2005), contendo de 23
a 25% de proteina (ANDRADE JUNIOR et al., 2003). Nessas regides predomina a agricultura
familiar pouco tecnificada, com baixa produtividade. Mas a cultura tem se expandido para a
regido Centro-Oeste, onde a agricultura € tecnificada e busca altas produtividades.

A regido Centro-Oeste (Mato Grosso, Goids e Mato Grosso do Sul) concentra no
Brasil as principais areas tecnificadas de feijao-caupi e poucos estudos sobre a eficiéncia
agronOmica da cultura foram feitos para esse sistema de producdo. O cendrio dessas areas €
diferente do das regidoes Norte e Nordeste, em que predomina a agricultura de subsisténcia de
pequenos agricultores de base familiar. No Centro-Oeste a cultura é conduzida apds a safra da
soja, devido seu ciclo curto (65 a 70 dias), se beneficiando dos adubos antes usados na soja e
ainda se emprega todo o maquindrio da soja para o feijao-caupi.

As cultivares melhoradas, bem como as estirpes de rizébio recomendadas para o
feijdo-caupi, foram originalmente desenvolvidas para as regides Norte e Nordeste, que
apresentam distintas caracteristicas climdticas bem como de solos da regiao Centro-Oeste.
Com relagdo aos tipos de solos este fator ndo € tdo determinante, pois o feijdo-caupi pode ser
cultivado em quase todos os tipos de solos, como por exemplo, Latossolos Amarelos,
Latossolos Vermelho-Amarelos, Argissolos Vermelho-Amarelos e Neossolos Flavicos. De
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modo geral, o feijao-caupi desenvolve-se bem em solos com regular teor de matéria organica,
soltos, leves e profundos, arejados e dotados de média a alta fertilidade. Entretanto, outros
solos como Neossolos Quartzarenicos com baixa fertilidade podem ser utilizados, mediante
aplicagoes de fertilizantes quimicos e/ou organicos (EMBRAPA, 2003).

Na regido Centro-Oeste predominam Latossolos Vermelho-Amarelos e Argissolos
Vermelho-Amarelos. No estado do Mato Grosso a producdo de grios, entre eles o feijao-
caupi, é favorecida em virtude das dreas planas, ideais para o cultivo de lavouras temporarias;
a disponibilidade do principal insumo para corre¢dao dos solos do cerrado (calcario); duas
estacdes do ano definidas — o verdo, que se define como o periodo das chuvas e do plantio e o
inverno, que se caracteriza como um periodo seco, propicio para a colheita. O Mato Grosso
tem vasta extensao de Latossolos (Figura 1) disponivel em http://www.zsee.seplan.mt.gov.br
e complementadas pelo Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (SiBCS), onde o feijao-
caupi vem se desenvolvendo.

Legenda

ARGISSOLOS VERMELHOS
ARGISSOLOS VERMELHO-AMARELD
CAMBISSOLOS HAPLICODS
- CHERNOSSOLOS ARGILUMICOS
d GLEISSOLOS HAPLICOS
3 LATOSS0LOS AMARELOS
LATOSSOLOS VERMELHOS
LATOSSOLOS VERMELHOS-AMARELOS
B LUSSOLOS CROMICOS
* [ HECSSOLOS LTOLICOS
NEOSSOLOS FLUMICOS
NEDSSOLOS QUARTZARENICOS
NITOSSO0LOS VERMELHOS
% PLANOSSOLOS NATRICOS
PLANDSSOLOS HAPLICOS
PLANOSOLOS MIDROMGRFICOS
PUNTOSSOLOS PETRICOS
B FunTossOLOS HAPLICOS
| VERTISSOLOS HIDROMORFICOS
17 AFLORAMENTOS DE ROCHAS

Figura 1. Mapa generalizado das classes de solos do Estado do Mato Grosso.
Fonte: compilado de IBGE/Embrapa Solos (2001).

Em 2009 o estado do Mato Grosso teve safra recorde de sementes e grios de feijao-
caupi, com 130 mil toneladas, em sistemas de producdo tecnificada. A area plantada nos 22
municipios que cultivam a lavoura nesse sistema € estimada em 120 mil hectares, sendo
destaque Primavera do Leste, municipio situado a 240 quilometros ao sudeste de Cuiabd, no
cerrado Mato-grossense, com cerca de 30 mil hectares e produtividade média de 1,2 toneladas
(www.embrapa.br/noticias/safra recorde de feijao caupi/2009), muito acima da média das
regidoes Norte e Nordeste, em torno de 317 kg ha-! (FREIRE FILHO & RIBEIRO, 2005). A
média nacional também estd muito abaixo do potencial da cultura (Tabela 2). Esse aumento
de produtividade € devido, principalmente, ao uso de cultivares melhoradas e de tecnologias
que propiciam a expressdao do potencial produtivo da cultura. A cultivar que predomina na
producdo € a BRS Guariba, desenvolvida pela Embrapa Meio Norte.



Tabela 2. Estimativa da drea cultivada, producdo e produtividade do feijao-caupi no Brasil,
média do periodo de 2004 a 2008.

Regiao Area cultivada (ha) Producao (t) Produtividade
(kg ha™)
Norte' 76.000 67.000 765
Nordeste’ 1.285.826 421.199 328
Centro-Oeste’ 17.852 22.017 1.233
Brasil 1.319.168 482.324 366

'FONTE: ZILLI, et al. (2009)
*Dados de feijao-caupi estimados a partir de dados do IBGE (LEVANTAMENTO, 2004-2008); *Média do
periodo de 2006 a 2008. Fonte: DAMASCENO, K. J. 2010.

A falta de separacdo das estatisticas oficiais da producdo do feijao-caupi (Vigna
unguiculata) e feijdo-comum (Phaseolus vulgaris), ainda ¢ um limitante a expansdo das
exportacdes brasileiras de feijao-caupi. No entanto, com os esfor¢os de alguns produtores e de
empresas, o feijdo-caupi do Brasil iniciou as exportacdes, abrindo outra alternativa de
comercializacdo para o produtor. De acordo com dados (Tabela 3) da Conab, confirmam-se os
dados incompletos para o feijao-caupi, porém com o seu crescente desenvolvimento na regiao
em estudo, estes terdo que ser individualizados para separar a cultura. De acordo os dados
disponiveis no site da FAO (FAO, 2008) sobre a producao mundial de feijao-caupi, no ano de
2007, a cultura do feijao-caupi atingiu 3,6 milhdes de toneladas em 12,5 milhdes de hectares,
sendo o Brasil o terceiro maior produtor com 411.832 toneladas, valor este abaixo do que
mostra a Tabela 2, pois pela FAO a area cultivada no Brasil é de 1.286.380 ha, diferindo dos
levantamentos nacionais.

Tabela 3. Producido de graos (Mil toneladas) de Feijao no Brasil de 1999 a 2005.

Produto 1999/00 2000/01 2001/02 2002/03  2003/04 2004/05
Feijao
(total) 3.098 2.592 2.983 3.205 3.003 2977
Feijao (1?
safra) 1.412 1.156 1.303 1.241 1.235 1.209
Feijao (2°
safra) 1.456 864 1.027 1.246 1.061 1.061
Feijao (3*
safra) 230 572 653 719 707 707

FONTE: www.conab.gov.br

2.4 Veiculos de Inoculacao

Os beneficios da inoculagdo junto com a pressdo produtiva para aumentar oS
resultados desta pratica culminaram na necessidade de aprimorar os inoculantes. Por um lado
os trabalhos de selecao de estirpes continuaram a progredir € recomendar novas cepas para
diversas culturas (cana de agucar, milho, arroz, trigo, eucalipto e etc.), mas os trabalhos
envolvendo veiculos de inoculagdo nao seguiram a mesma evolucdo, sendo comercializado
inoculantes apenas na forma sdélida, liquida ou oleosa. Motivo este, que até hoje o inoculante
turfoso € comercializado, mesmo sendo um recurso limitado e ausente em alguns paises.

Os inoculantes turfosos se destacam pela sua capacidade de retencdo de umidade, em
torno de 40 a 50%, essencial para a proliferacao e viabilidade das células rizobianas, € de facil
esterilizacdo, tem capacidade de tamponamento de seu pH, além da facilidade de manufatura
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e alta superficie especifica que suporta o desenvolvimento e elevada sobrevivéncia de células
(SMITH, 1992). Porém as melhores fontes de turfa sdo da Argentina e do Canadd, com
conteido de matéria organica variando entre 40-50% e em alguns paises devido as politicas
de preservacdo, a exploracao de turfeiras é controlada ou proibida (TEMPRANO et al. 2002).
Este recurso natural requer longo periodo geolégico de formagdo, sendo limitado e com
possibilidades de se tornar escasso futuramente (BUCHER & REIS, 2008).

Um dos fatores limitadores para uso da turfa é sua dificuldade de manuseio em
equipamentos de plantio, isso fez o surgimento dos inoculantes liquidos com a facilidade de
homogeneizacdo e de uso nos equipamentos agricolas, tendo eficicia equivalente aos
encontrados com a turfa (ALBAREDA et al. 2008). Estes inoculantes liquidos condicionam
0s microrganismos com alta sobrevivéncia de células em ambientes refrigerados, com
substancias que favorecem a estabilizacdao osmotica da célula, com alta atividade de dgua e de
potencial hidrico, mas ndo suportam o aumento de temperatura, tendo dificuldades de manter
a populacdo de microrganismos e proporcionar resultados equivalentes a turfa em condi¢des
de campo (STEPHENS e RASK 2000; ZILLI et al. 2010a).

Em nivel de laboratério muitas substancias foram estudas como possiveis veiculos de
inoculantes entre eles t€ém-se gomas naturais, alginatos, poliacrilamida, lignina, argila, carvao
vegetal, fosfato de rocha e até serragem, entre outras. Neste contexto os polimeros naturais ou
sintéticos tém sido apontados como veiculos ecologicamente seguros, por serem degradados
pela acdo de microrganismos sem causar danos ao meio ambiente e capazes de manter
sobrevivéncia de células no inoculante durante o periodo recomendado.

O veiculo utilizado para este trabalho, a base carboximetilcelulose (CMC) e amido
denominado de mistura polimérica IPC 2,2 oriundo de trabalhos anteriores (FERNANDES
JUNIOR. 2006; ROHR, 2007; SILVA, 2009) é um polimero anidnico obtido através da
reacdo da celulose com monocloroacetato de sédio, sendo um hidrocoléide que contribui para
formacdo de gel e na retencdo de dgua (ROHR, 2007), além de apresentar propriedades de
polieletrélito (KAISTNER, 1996). O carboximetilcelulose (CMC) apresenta propriedades
ideais para a formulagdo de inoculantes, como: solubilidade na 4gua fria e quente, aumento da
viscosidade na solugdo, habilidade para formar filme, adesividade, caracteristicas de
suspensdo e retencdo da dgua (ROHR, 2007). O amido € um homopolissacarideo
(carboidrato), formado de monossacarideos ligados entre si e composto por amilose e
amilopectina, o que corresponde a 99% da massa de matéria seca dos granulos (SILVA,
2009). Uma das propriedades mais importantes do amido € a gelatinizacdo, que lhe permite
absorver, no aquecimento, até 2500 vezes o seu peso em dgua (ROHR, 2007). E sendo uma
caracteristica desejdvel para sobrevivéncia de células, quando resfriadas, as cadeias
poliméricas do amido se reagrupam, liberando dgua e quebrando a estrutura do gel formado
(TESTER, 2004).

Os trabalhos com utiliza¢dao de misturas poliméricas apontam que em sua maioria sao
imisciveis, havendo a necessidade da compatibilizacdo do par polimérico misturado para se
obter o sinergismo de propriedades. Para se conseguir a compatibilidade de misturas
poliméricas, sdo utilizados agentes compatibilizantes, esses agentes sdo moléculas que atuam
na interface da mistura, permitindo que haja uma maior interagao na mistura (FERNANDES
JUNIOR. 2006). Os agentes compatibilizantes podem ser polimeros ou copolimeros,
moléculas organicas de baixo peso molecular com abundancia de grupos reativos, por
exemplo, carboxilas e hidroxilas (KONING, et al., 1998).

Na intencdo de se encontrar esse agente compatibilizante, tanto (FERNANDES
JUNIOR. 2006; ROHR, 2007) estudaram a adi¢do de fons de zinco de magnésio na mistura
polimérica a base carboximetilcelulose (CMC) e amido. ROHR, 2007 concluiu que a presenca
de fons Mg™ e Zn** conferem uma forca adicional intermolecular permitindo que essas
cadeias fiquem mais estruturadas adquirindo uma maior estabilidade dimensional. Neste
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mesmo estudo ROHR, 2007 pode identificar que os fons Mg*> atuam fortemente
estabelecendo interagdes com ambas as fases, CMC e amido, enquanto que o fon Zn*’
estabelece interacdes preferencialmente com a fase CMC.

No estudo de FERNANDES JUNIOR. 2006 utilizando como agentes
compatibilizantes o 6xido de zinco (ZnO) 6xido de magnésio (MgO) ambos a 1%, foi
constatado que altas concentra¢des de ZnO podem resultar em grande quantidade de ZnO néo
complexado, ficando livre na mistura, deixando de atuar como compatibilizante, além do ZnO
ter acdo bactericida sobre alguns microrganismos (LIU e YANG, 2003). Levando
FERNANDES JUNIOR. 2006 a concluir que a inoculacio de bactérias em meios contendo
elevadas concentra¢des de ZnO, pode reduzir a sobrevivéncia das células.

No trabalho de (FERNANDES JR et al., 2012) avaliando a inocula¢do em feijao-
caupi, tendo como veiculo a mistura polimérica IPC 2,2 a base carboximetilcelulose (CMC) e
amido, compatibilizada com 6xido de magnésio (MgO) a 1%, foi observado que o inoculante
com o veiculo IPC 2.2 foi superior ao inoculante com a turfa, quanto a massa de nddulos e de
parte aérea seca. Ambos os inoculantes proporcionaram uma produtividade de graos superior
ao controle absoluto (sem nitrogénio e inocula¢do) e similar ao controle adubado com
nitrogénio. Em termos absolutos o inoculante com o veiculo IPC 2.2 obteve uma
produtividade de 1441 kg ha-!, enquanto o inoculante com a turfa obteve 1335 kg ha-1.

2.5 Inoculacao do Feijao-Caupi no Centro-Oeste

A Fixac¢ao Bioldgica de Nitrogénio (FBN) € uma caracteristica de leguminosas como o
feijdo-caupi que se associa simbioticamente com bactérias fixadoras do N, atmosférico do
grupo rhizobium (FERNANDES et al., 2003; ZILLI et al., 2006; COSTA et al., 2006;
XAVIER et al., 2007), permitindo que a cultura tenha grande potencial de crescimento em
solos deficientes em nitrogénio. Este processo (FBN) é caracterizado pela conversdo do
nitrogénio gasoso (N;) em nitrogénio amoniacal (NH4), passando a forma disponivel as
plantas, como mostra a reacao geral abaixo:

N, + 8elétrons + 8 H+ 16 ATP — 2 NH; + H, + 16 ADP + 16 Pi.

A FBN ¢ maximizada quando se faz uso da inoculacdo, como mostrado em diversos
trabalhos. O melhor exemplo € o da cultura da soja, que pode ter no campo aporte de
nitrogénio entre 60 e 90% oriundo da FBN, ndo sendo mais recomendados fertilizantes
nitrogenados para a lavoura no Brasil (HUNGRIA et al., 1994; VARGAS & HUNGRIA,
1997). A industria de inoculantes hoje concentra o desenvolvimento de produtos e tecnologias
para a soja, sendo essa producao de 95% para soja, 4% para feijdo comum e 1% para as outras
culturas (MOREIRA, 2005), entre elas o feijao-caupi, o que pode, entretanto ter seu panorama
alterado pelo seu aumento de producdo em sistemas tecnificados. Na (Tabela 4) temos um
quadro de dados da industria de inoculantes no Brasil.

Tabela 4. Area e comercializagio de inoculante no Brasil.

Inoculante comercializado

Ano Area ha (1) doses (2)

1999 12.995.000 12.060.913
2000 13.508.000 12.285.395
2001 13.970.000 13.953.944
2002 16.329.000 18.309.678
2003 18.475.000 23.748.056
2004 21.376.000 25.966.977
2005 23.301.000 18.067.506

(1) FONTE: CONAB- www.conab.gov.br (2) FONTE: ANPII- www.anpii.org.br



Entretanto, diferentemente da cultura da soja, a prética de inoculagdo ainda € pouco
explorada para o feijao-caupi, sendo as principais razdes o fato de a cultura ser cultivada em
sistemas de subsisténcia, com baixo aporte tecnoldgico, e a falta de respostas positivas dos
inoculantes no mercado até pouco tempo atrds (ZILLI et al., 2006). Mais recentemente, com a
expansdo da cultura no Centro-Oeste e com sistemas tecnificados, a prdtica da inoculacdo
torna-se mais usual.

No entanto ainda sdo restritos ou inexistentes estudos avaliando os beneficios da
pratica da inoculacdo do feijao caupi na regido Centro-Oeste at€é o momento. Os trabalhos
desenvolvidos foram especialmente no semidrido nordestino, com aumento no rendimento de
graos significativo com a utilizacdo de inoculantes com estirpes eficientes (MARTINS et al.,
2003), no caso a BR3267. Nesses experimentos de campo, os tratamentos inoculados
obtiveram producao semelhante ao uso da adubac¢ao nitrogenada na dose de 50 kg ha-1, dose
utilizada quando se aplica nitrogénio na regido, pratica que niao € comum. Em outro estudo
quatro locais na regido Nordeste, em Teresina (PI) com a cultivar BR 17 — Gurguéia; em
Recife (PE) com a cultivar Canapu; em Petrolina (PE) com a cultivar IPA 206; em Imbatba
(PB) com a cultivar Corujinha; e em dois locais na regiio Norte, em Agua Boa e em
Confianga (RR) com a cultivar Mazagao; foram testadas as estirpes recomendadas para feijao-
caupi (SEMIA 6461, SEMIA 6462 e SEMIA 6463), as estirpes BR3262 e BR3299
comparadas a duas doses com N-uréia (40 e 80 kg/ha-') e com uma parcela de controle
absoluto. Foi observado incremento de produtividade no feijao-caupi inoculado de até 250%
para a estirpe BR3299 e em Recife (XAVIER et al., 2006b). Os autores atribuiram esta
diferenca em relacdo as estirpes inoculadas a especificidade em relacdo as cultivares e das
condig¢des edafoclimédticas nos diferentes locais de experimentacao.

Na regido Norte ZILLI et al. (2009) avaliaram os efeitos da inoculac¢do do feijao-caupi
pelas estirpes recomendadas INPA 03-11B, UFLA 3-84 e BR3267, além das estirpes BR3262
e BR3299, em drea de cerrado e de mata no estado de Roraima. Entre as trés estirpes
recomendadas (BR3267, INPA 03-11B e UFLA 3-84), todas proporcionaram rendimento de
graos com valor estatisticamente igual ao obtido nos tratamentos nitrogenados (50 e 80 kg/ha®
1. Foi observado em termos absolutos, que estas estirpes propiciaram rendimento maior que o
controle em cerca de 150 kg ha! de graos. MELO & ZILLI (2009), também avaliando a
eficiéncia de estirpes para a regido Norte, constataram que maiores rendimentos de graos
foram obtidos com o tratamento nitrogenado e com indculo da estirpe BR3262, com valores
significativamente superiores aos do tratamento controle. J4 a estirpe BR3267, apesar de ter
proporcionado rendimento igual ao da BR3262, produziu menos que o tratamento com adubo
nitrogenado, corroborando informagdes anteriores para a regido com a estirpe 3262 (ZILLI et
al., 2007). Concluindo assim que, embora tenha havido restricdo da nodulacdo das plantas no
campo, a inoculacdo, especialmente com a BR3262, foi vidvel e capaz de substituir a
adubagdo nitrogenada.

Na regido sudeste a estirpe BR3267 foi testada com resultados favordveis (SILVA
JUNIOR et al., 2009), porém foi comparada apenas ao tratamento controle sem nitrogénio,
sem a comparagdo com as demais estirpes.

Estima-se que a contribuicdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio para o feijao-caupi
pode ser superior a 100 kg N ha-1 (WANI et al., 1995). Mas estes dados sdo pouco precisos
quando se trata de testes de campo. Assim, ndo se sabe ainda se em modelo de agricultura
empresarial a FBN serd capaz de suprir todo o nitrogénio exigido pela cultura, pois os dados
referentes a feijado-caupi sdo oriundos de modelos de agricultura familiar, onde o nivel de
producdo da cultura ndo exige altas doses de nutrientes. Nesse sentido alguns trabalhos
informam que a produtividade de grdos aumenta com o uso da inoculacdo junto com a
adubacdo de 20 kg ha-! de N (XAVIER et al., 2008).
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2.6 Formulacoes e Tecnologias de Inoculaciao

Nao s6 os trabalhos usando diferentes veiculos de inoculacdo vém aumentando, como
também sobre as formas de aplicacdo. VIEIRA NETO et al. (2008) avaliaram a viabilidade da
aplicagdo de inoculante na cultura da soja, via semente e sulco de semeadura, em solo ja
cultivado e em solo ndo cultivado com a cultura da soja. Os autores constataram que, apesar
da praticidade da aplicacdo de inoculante via sulco de semeadura, em dreas onde o cultivo da
soja se d4 pela primeira vez, a aplicacdo de inoculante turfoso associado a fungicida e
micronutriente via semente possibilitou maior nodulacdo. J4, apds varios anos de cultivo com
soja, a melhor resposta a nodulacdo ocorreu com aplicagao de inoculante liquido no sulco de
semeadura. Ainda, pelos resultados observados nos tratamentos que envolveram a aplicacao
de micronutriente na semente, essa aplicacao ndo afetou a sobrevivéncia do Bradyrhizobium.

Nesta mesma Otica ZILLI et al. (2008) avaliaram os beneficios da inoculacdo de
Bradyrhizobium na cultura da soja pela pulverizacdo em cobertura. Pelos resultados obtidos,
a inoculagdo por pulverizacdo em cobertura ndo deve substituir a inoculacdo tradicional nas
sementes, haja vista que o melhor resultado ocorreu com a inoculagdo tradicional. Porém, a
técnica mostrou-se vidvel como método complementar, para situacdes emergenciais em que
pode ocorrer falha na nodulagao das plantas e, como consequéncia, deficiéncia de nitrogénio.

Assim ZILLI et al. (2010b) também compararam a inoculagcdo da cultura da soja no
sulco de semeadura e a inoculagdo tradicional nas sementes, sendo essas tratadas ou ndo com
fungicidas, em solo arenoso e com baixo teor de matéria organica no Cerrado de Roraima. A
aplicacdo do inoculante no sulco de semeadura mostrou-se uma alternativa vidvel para a
inoculacdo da soja quando as sementes forem tratadas com fungicidas. A inoculacdo em
sulco proporcionou desempenho da FBN igual ao da inoculagdo realizada diretamente nas
sementes.

Visando de fato a pré-inoculacao ZILLI et al. (2010a) avaliaram essa pratica na soja,
porém chamando-a de inoculacdo de pré-semeadura. Os experimentos mostraram que a
inoculagdo com inoculante turfoso com a dose de 1,2 milhdes UFC semente-! e com cinco
dias de antecedéncia resultou em producdo de valores estatisticamente similares a inoculacdo
padrdo e a adubacdo com 200 kg N ha-1, e em valores absolutos obteve a maior produtividade.
Porém quando se fez uso de fungicida a produtividade ficou abaixo da inoculacdo padrao com
fungicida também, sendo que a inoculagdo com cinco dias de antecedéncia na presenca de
fungicida obteve nimero e massa de matéria seca de nddulos similar ao controle sem
inoculagdo e adubacdo, mostrando que estd pratica se limita diante da presenca de fungicidas.

2.7 Quantificaciao da FBN

A quantificacdo da FBN é uma metodologia que vem contribuindo para interpretacao
dos resultados da inoculagdo em experimentos de campo. A quantificagdo do nitrogénio pode
ser obtida por quatro técnicas aplicadas aos estudos da fixacdo biologica do N, atmosférico:
(a) andlise da seiva; (b) reducdo de acetileno; (c) aumento no conteido do N-total — método
de Kjeldahl; e (d) técnicas isotdpicas.

A técnica de andlise da seiva (HERRIDGE et al., 1982; 1988) é rapida e simples de ser
aplicada e nao utiliza equipamentos sofisticados. Ela também € de avaliacdo instantanea, mas
somente pode ser utilizada em grupo restrito de leguminosas, principalmente aquelas que
produzem ureidos (alantoina e &4cido alantdico) como produtos da FBN exportados dos
nédulos (PEOPLES et al., 1989), que € o caso do feijao-caupi.

A andlise da seiva € uma importante técnica, pois plantas como o feijao e soja
transportam o N proveniente da fixagao bioldgica do N, dos nédulos principalmente na forma
de N-ureideo (alantoina e 4cido alantdico), assim a andlise destes compostos nitrogenados
pode revelar nas plantas a presenca de nitrogénio oriundo da fixagdo atmosférica, pois de
acordo com ARRUDA, et al., 2001, que cita (HERRIDGE, 1982 ¢ HUNGRIA et al., 1985)

11



existe uma correlagdo positiva e significativa entre concentracdo de ureideos na seiva do
xilema e as estimativas do N, proveniente da fixacdo obtidas pelas técnicas de reducao do
acetileno, diluicdo isotépica de "N e aciimulo de N total nos tecidos.

A reducdo de acetileno baseia-se na habilidade da enzima nitrogenase em reduzir
outros substratos além do N»,, como o acetileno (C,H,) ao etileno (C,H4) (TRIVELIN, 2001).
Ja a determinacdo da fixacdo do N, atmosférico pela diferenca no N-total € o método mais
convencional e antigo, e baseia-se no método de Kjeldahl (TRIVELIN, 2001).

2.7.1 Técnicas isotépicas: uso da abundéncia natural do "N para quantificacao da FBN

O atomo € caracterizado com o centro (nucleo), carregado positivamente (protons) e
de particulas sem carga elétrica, que sdao os néutrons e em torno do nucleo, giram particulas de
carga negativa (elétrons). O nimero de prétons e néutrons no nucleo define a massa dos
4tomos. Atomos que possuem diferentes ndmeros de néutrons no nicleo, mas contém mesmo
nimero de prétons sdo chamados de is6topos, pois possuem 0 mesmo nimero atdmico e
diferentes nimeros de massa (BOARETTO et al., 2004), no caso do nitrogénio € o elemento
com 0 numero atdmico 7, assim independente da massa, todo elemento com esse numero
atdmico comportara-se como nitrogénio.

De acordo com TRIVELIN (2001), Burris em 1940 foi o primeiro a indicar o uso de
>N em estudos de fixacdo biolégica do N», apds a descoberta da existéncia do isGtopo de "N,
em 1930 por Naudé, e da obtencdo de compostos quimicos enriquecidos no isétopo pesado.

Segundo BOARETTO et al. (2004) a principal técnica de andlise para is6topos
estdveis € a espectrometria de massas, baseada na separagdo de moléculas gasosas ionizadas
de acordo com suas massas, quando essas atravessam um campo magnético. De acordo o
exemplo de BOARETTO et al. (2004), quando uma amostra de N, € introduzida no aparelho,
as espécies moleculares neutras NN (A=28), NN (A=29) e NN (A=30) sao forcadas
a perderem um elétron por impacto eletronico na fonte de ionizacdo. Em seguida, as espécies
moleculares ionizadas (normalmente monoionizadas) sdo aceleradas e um feixe delas €
introduzido perpendicularmente num campo magnético intenso, onde ocorre a separacdo das
diferentes massas, que siao coletadas e suas intensidades medidas (I). Com os valores
decorrentes devido a revelacdo das espécies ionizadas (Ipg, Ipg € I39) € possivel determinar a
porcentagem de "°N de uma amostra, por exemplo, de parte aérea de feijao-caupi.

O nitrogénio € alvo em estudos de sistemas simbidticos com leguminosas € a melhor
forma de quantificar o nitrogénio de origem simbiética é com o uso do "N. Existem
basicamente trés métodos isotopicos para se quantificar a FBN, o método de reducdo do BN,
método de marcacdo do solo com "N ou de diluicdo isotépica com "N e o método com uso
das variacOes naturais de BN (TRIVELIN, 2001). Estimativas da fixacdo do N, atmosférico
em leguminosas com uso de variacdo natural de '°N requerem uma diferenca mensurével na
abundancia de '°N entre as duas maiores fontes de N para a planta fixadora, ou seja, entre o N
do solo e da atmosfera (TRIVELIN, 2001).

Para quantificar a contribui¢do da FBN para uma cultura em experimentos de campo
as técnicas mais adequadas sdo a diluicdo isotdpica de "N utilizando substrato enriquecido
com este is6topo (BODDEY et al., 1995) ou simplesmente utilizando a sua abundancia
natural no "N disponivel do solo (BODDEY et al., 2000; 2001). Esta dltima possibilidade
tem sido largamente utilizada nos ultimos anos devido ao menor custo e a possibilidade de
aplicacdo imediata em sistemas naturais ou agricolas. No entanto, a andlise da abundancia
natural do "’N demanda equipamentos sofisticados e, dependendo do local de estudo, a
variabilidade na marcagdo natural do solo e os processos de discriminagdo isotdpica podem
mascarar os resultados (BODDEY et al., 2000; 2001).

A técnica da abundincia natural do isétopo "’N toma por base o fato de que o N
mineral do solo € normalmente um pouco enriquecido com N (SHEARER e KOHL, 1986).
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Assim uma planta ndo fixadora do N, da atmosfera, crescendo nessas condi¢des, terd sua
composicio em "N semelhante a do N disponivel do solo, as quais sdo totalmente
dependentes do solo para o seu crescimento e que estdo crescendo préximo a leguminosa que
fixa nitrogénio (SHEARER e KOHL, 1986; BODDEY, 1987). Por outro lado, uma planta
fixadora do N, da atmosfera apresentard teores menores de 15N, devido ao efeito de dilui¢ao
que esse N, causard, uma vez que o N em excesso da atmosfera é zero por definicdo
(MIRANDA et al., 2003), ja que a maior parte do N vird do ar e o padrao da técnica possui
0,3663 % de'°N. Contudo as espécies ndo fixadoras crescendo no mesmo solo apresentarao
abundéncia de "°N semelhante ao solo e maior do que uma planta fixadora. Assim, usando-se
uma planta nao fixadora como marcadora do >N do N mineral do solo, a taxa de fixacao pode
ser determinada pela propor¢do com que este N foi diluido (SHEARER e KOHL, 1986).

Segundo MIRANDA et al. (2003) na prética, € impossivel saber se uma dada planta
nao obtém algum N oriundo de fixagdo, por mecanismos associados ou ndo a planta e além
disso, idealmente, uma planta ndo fixadora deveria explorar volume de solo semelhante ao da
fixadora, apresentando, ainda, padrdes de absor¢ao e assimilacdo do N parecidos. Como tal
condigdo é praticamente impossivel de ser atendida, usa-se o valor médio do "N de algumas
plantas, reconhecidamente de espécies para as quais ndo ha histérico comprovado de fixagcao
bioldgica associada, que estdo crescendo nas mesmas condi¢des das fixadoras.

O uso do valor da abundéncia natural do "N torna-se adequado, pois as culturas
fixadoras como o feijao-caupi apresentam menores valores de % de dtomos de N do que as
plantas-controle, demonstrando, assim, dilui¢do do N absorvido do solo (N-nativo do solo +
N-fertilizante) pelo N proveniente da fixagdo simbidtica, o que € a base do método da
diluicdo isotdpica para a quantificagdo do N, proveniente da atmosfera (HARDARSON et al.,
1988; ALVES et al., 2005).

2.7.2 Contribuicao da FBN para producao do feijao-caupi

A importancia de quantificar a FBN em feijao-caupi deve-se a grande variacdo de
dados (HUNGRIA et al., 1991; FRANCO et al., 2002; SILVA et al., 2006; RUMJANEK et
al., 2005). Segundo esses autores, as estimativas da FBN no campo correspondem de 40 a 90
% do total de N acumulado pela cultura. Essa variabilidade pode ser atribuida as diferencas do
genotipo da planta e da estirpe de rizébio usada na inoculacdo (RUMJANEK et al., 2005;
XAVIER et al., 2006a).

CASTRO et al. (2004) em estudo com adubos verdes em pré-cultivo e consorciados
com berinjela em sistema organico observaram que as maiores contribui¢des da FBN foram
no consércio com o feijao-caupi, tendo entrada de N no sistema de 68 kg ha” quando o pré-
cultivo foi o milheto. Sendo que o valor de N oriundo da FBN no feijao-caupi ultrapassou
90% e gerou balanco de N positivo no sistema, devido a maior entrada de N derivado da
fixagdo bioldgica do nitrogénio.

Dois fatores importantes o género de bactéria usado e a cultivar. ALVES et al. (2003)
mostraram que o sucesso da soja brasileira foi alcancado com o trabalho direcionado entre as
areas de FBN e melhoramento. Hoje a cultura alcanca o patamar de 70- 85% do N requerido
sendo oriundo da FBN, podendo ultrapassar os 90%, com uma produtividade de 1500 kg ha™
a 4000 kg ha”, em que a FBN pode contribuir com 70 a 250 kg N ha™.

Com relagdo as bactérias ZILLI et al. (2006) reporta a MOREIRA e SIQUEIRA
(2002) em que os estudos de FBN em feijao-caupi tém sido com as espécies B. japonicum e B.
elkanii, pelo fato delas apresentarem maiores contribui¢des para a FBN, na maioria das
leguminosas herbdceas, em regides de clima tropical. Como exemplo, no passado para a
cultura da soja foi atribuido a espécie B. elkanii a caracteristica de maior capacidade de
competir contra estirpes nativas e ocupar os nédulos (BODDEY e HUNGRIA, 1997; NEVES
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e RUMJANEK, 1997) e a espécie B. japonicum tem contribuido para maior acimulo de N
(NEVES e RUMJANEK, 1997).

Esta diferenciacdo entre as estirpes foi atribuida a presenca da enzima hidrogenase,
ativa na associacao das estirpes de B. japonicum com a soja (SANTOS et al., 1996), ao passo
que as estirpes de B. elkanii apresentam muitos nddulos fisiologicamente inativos (BODDEY
e HUNGRIA, 1997). Em feijao-caupi este fato nio foi averiguado por ZILLI et al. (2006), que
concluiram ndo existir diferenga quanto a eficiéncia simbidtica e ocupag¢dao nodular entre
estirpes de Bradyrhizobium sp. ou Bradyrhizobium elkanii. PAUFERRO et al. (2010)
observaram que quando foram inoculadas quatro cultivares de soja com as estirpes separadas,
SEMIA 5080 (B. japonicum) e SEMIA 5019 (B. elkanii), a média da massa de matéria seca
de nédulos das quatro cultivares inoculadas com B. elkanii foi superior a do B. japonicum,
porém quando avaliadas quanto ao %Ndfa e a quantidade N na planta provindo da FBN o
tratamento com a inoculacdo com B. japonicum foi superior ao da inoculagdo com B. elkanii.

De acordo com dados da FAO (FAO, 2008) a lavoura de feijao-caupi ocupa 9,2
milhdes de hectares, porém sua producao € de 4,6 milhdes de kg, sendo estimado que a FBN
contribua com 63% do nitrogénio requerido pela cultura (HERRIDGE et al., 2008). Para
PEOPLES et al. (2009), em Breeza e na Austrdlia a contribui¢do da fixacdo simbidtica chega
a apenas 38% do nitrogénio requerido pela cultura, sendo que nestas mesmas regides a soja
tem 90% do nitrogénio oriundo da FBN. No sul da Asia estima-se uma variacdo de 33-77%
do nitrogénio para a lavoura proveniente da FBN (média 58%). Para a Africa, centro de
origem do feijdo-caupi, esta variacdo aumenta para 15 - 89% do nitrogénio proveniente da
FBN (média 52%) e na América do Sul essa variacdo € de 32 - 74% do nitrogénio proveniente
da FBN (média 53%), com a média geral em todo o mundo de 54% do nitrogé€nio oriundo da
FBN (PEOPLES et al., 2009). Estima-se que os valores de N fixado biologicamente (dados de
parte aérea) na América do Sul variem de 9 a 51 kg ha” com média de 29 kg ha” (PEOPLES
et al.,, 2009). Para comparacdo, a soja tem a contribuicdo da fixacdo de nitrogénio via
simbidtica na América do Sul de 78%, com média 136 kg N ha” fixado biologicamente,
levando ainda em consideracdo que o Brasil e a Argentina representam 41% da area cultivada
com soja no mundo (PEOPLES et al., 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Controle de Qualidade do Inoculante de Composicao Polimérica (IPC 2.2)

A mistura polimérica em forma de gel a base carboximetilcelulose (CMC) e amido,
compatibilizada com 6xido de magnésio (MgO) a 1%, denominada de IPC 2.2, com pedido de
depdsito de patente (IP 0506338-8) no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual, foi
desenvolvida na Dissertacio de Mestrado de FERNANDES JUNIOR, 2006 com a parceria
entre a Embrapa Agrobiologia e o Curso de Pds-graduacao em Agronomia- Ciéncia do Solo
da UFRRIJ.

O veiculo polimérico IPC 2.2 foi produzido na UFRRIJ, no Instituto de Tecnologia
(Seropédica, RJ, Brasil) de acordo com métodos previamente estabelecidos pelo grupo de
pesquisa (FERNANDES JUNIOR et al., 2006).

A segunda etapa de preparacdo do inoculante foi realizada na Embrapa Agrobiologia/
Laboratério de Ecologia Microbiana (Seropédica, RJ, Brasil) seguindo os métodos oficiais
emitidos pela RELARE (Rede de Laboratorios para recomendagao, padronizagdo e difusdo de
tecnologia de inoculantes microbioldgicos de interesse agricola) e recomendados pelo MAPA
(BRASIL, 2011). Sendo que a INSTRUCAO NORMATIVA N° 13, DE 24 DE MARCO DE
2011, em seu artigo 1° estabelece as especificacdes para a produgdo de inoculantes:

Art. 1° Os inoculantes produzidos, importados ou comercializados no pais, de acordo com
as suas caracteristicas e para fins de registro, deverdao observar as seguintes condicdes e
especificacoes:

I - os produtos que contenham bactérias fixadoras de nitrogé€nio para simbiose com
leguminosas deverdo apresentar concentragio minima de 1,0 x 10° Unidades Formadoras
de Coldnias (UFC) por grama ou mililitro de produto, mantendo a garantia registrada até
a data de seu vencimento;

II - para os demais inoculantes, formulados com bactérias associativas e micro-
organismos promotores de crescimento de plantas, a concentragdo de micro-organismos
serd a informada no processo de registro do produto, de acordo com a recomendagdo
especifica emitida por 6rgao brasileiro de pesquisa cientifica oficial ou credenciado pelo
MAPA;

IIT - serem elaborados em suporte esterilizado, e, quando sélido, livre de micro-
organismos em fator de diluicdo 1 x 107

IV - estarem livres de micro-organismos néo especificados em fator de dilui¢do 1 x 107;
V - serem elaborados em suporte que fornega todas as condigdes de sobrevivéncia ao
micro-organismo;

VI - apresentarem prazo de validade de, no minimo, seis meses a partir da data de
fabricacdo; e

VII - serem elaborados somente com micro-organismos relacionados no Anexo II desta
Instru¢do Normativa.

As estirpes de Bradyrhizobium utilizadas foram as recomendadas para produgdo dos
inoculantes comerciais para feijdo-caupi especificadas no anexo na instru¢do normativa:
UFLA 3-84= BR3302 (SEMIA 6461); INPA 03-11B= BR3301 (SEMIA 6463), BR 3267
(SEMIA 6462) e BR 3262 (SEMIA 6464), mais a estirpe BR3299 em processo de
recomendacao. Cada inoculante produzido continha apenas uma estirpe, sendo estas crescidas
separadamente em meio de cultura 79 liquido YM- Yeast, Manitol (FRED ¢ WAKSMAN,
1928) até atingir o pico de crescimento, apresentando uma concentracio de 10° unidades
formadoras de colonia- UFC (3 a 7 dias) e adicionado a mistura polimérica autoclavada na
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proporcio de 1:3 (suspensio de células e veiculo) e homogeneizada (FERNANDES JUNIOR
et al., 2009).

Ap6s o preparo dos inoculantes foram retiradas amostras do inoculante denominadas
A e B para a quantificacdo da concentracdo rizobiana final do inoculante e presenca de
contaminante seguindo as recomendacdes emitidas pelo MAPA (BRASIL, 2010). Foram
retiradas 10,0 g de inoculante de cada amostra em frasco esterilizado de 250-300 mL e
adicionar 90,0 mL de solugdo fisiolgica (8,5 g L), homogeneizado em agitador orbital por
um periodo de 20 minutos para depois ser coletada, com pipeta uma aliquota de 1,0 mL que
foi transferida para um tubo contendo 9,0 mL de solugdo fisiolégica, formando a dilui¢do 107
Do tubo com a dilui¢do 107 foram retirados 1,0 mL com uma nova pipeta e transferido para
outro tubo contendo 9,0 mL de solugdo fisiolégica para formar a dilui¢io 107 e assim,
sucessivamente, até formar a dilui¢do 10°. Estas foram inoculadas 0,1 mL em triplicata
distribuido na superficie do meio, usando-se a alca de Drigalski pelo método do
“espalhamento” em placas de Petri contendo o meio de cultura CRYMA- Congo Red, Yeast,
Manitol, Agar (FRED e WAKSMAN, 1928) para avaliacdo da concentracio do inoculante e
para quantifica¢do da presenca de contaminantes usou-se os meios de cultivo batata- dextrose-
agar -BDA e dgar nutritivo- NA (FRED e WAKSMAN, 1928) com a finalidade de verificar a
qualidade do inoculante conforme recomendacdo do MAPA. Sendo incubadas em posi¢cdo
invertida a 28 + 2°C por um periodo de 3 a 7 dias de acordo a estirpe contida no inoculante e
apos este periodo realizadas contagens de unidades formadoras de coldnia- UFC (BRASIL,
2010). Este mesmo procedimento de avaliagcdo foi realizado apds 24 horas de preparacao dos
inoculantes e também aos 180 dias de armazenamento.

Em seguida a contagem da placa foi calculado o nimero de bactérias pela seguinte
formula (BRASIL, 2010):

N o de célula/grama ou mililitro de inoculante = f x N, em que:

f = fator de dilui¢do e

N = niimero médio de coldnias das trés placas na dilui¢ao selecionada entre 30 -300
UFC;

O fator de dilui¢do € dado pela reciproca da diluicdo na placa multiplicada por dez, no
caso de inoculacdo de 0,1 mL. Em uma contagem da dilui¢do 10 o fator de diluicdo é 10*.

O objetivo deste experimento foi assegurar que o inoculante a base da composicao
polimérica IPC 2.2 estava de acordo as normas exigidas para producao de inoculantes.

3.2 Avaliacao em Campo do Inoculante de Composicio Polimérica (IPC 2.2)

Ap6s o controle de qualidade o experimento foi instalado no campo experimental da
Embrapa Agrobiologia, Seropédica (RJ), em solo classificado como Argissolo Vermelho-
Amarelo (EMBRAPA, 1997), em parceria com a empresa de inoculantes TURFAL no dia 05
de maio de 2010, utilizando apenas uma estirpe (BR3267), tradicionalmente a mais
comercializada no mercado (TURFAL, 2010)

A localizacdo geografica do experimento foi de 22°45’S, 43°40°W e 30 m de altitude
ao nivel do mar. O clima predominante € o quente e umido sem inverno pronunciado,
identificado como do tipo Aw na classificacdo de Koppen. A estacdo chuvosa estende-se de
outubro a fevereiro, com precipitacdo pluviométrica minima em julho. As temperaturas mais
altas sdo registradas nos meses de janeiro e fevereiro e as mais baixas em julho. A
precipitacdo pluviométrica mensal, durante o ciclo da cultura, pode ser observada na Figura 2.

A fertilidade do solo do local de plantio foi previamente avaliada, na camada de 0 a 20
cm, segundo EMBRAPA (1997). Em funcao dos dados obtidos, foi feita a corre¢do da acidez
do solo com 1,5t ha' de calcério calcitico e 80 kg K,O ha'! (Superfosfato Triplo), e
posteriormente refeita a andlise do solo, que apresentou as seguintes caracteristicas: pH, 5,2;
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Al trocavel, 0 cmolc dm 3 ; K, 100 cmolc dm'3; Ca, 1,1 cmolc dm 3; Mg, 1,3 cmolc dm 3;
matéria organica, 16,7 g kg 1; P, 13,3 mg dm3e N, 0,79 g kg L

Instituto Macional de Meteorologia - INMET

Chuva Acumulada Mensal X Chuva (Normal Climatolégica 61-90)
RIC DE JANEIRO (RJ) - Para o Ano: 2010
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Figura 2. Precipitacao pluvial (mm) mensal registrada durante a conducao do experimento.
Fonte: INMET, 2011.

O delineamento experimental foi distribuido em blocos casualizados, tendo cada
parcela 4x6 metros (com distancia de 1,5 metros entre parcelas). Cada tratamento teve 6
repeticoes (com 2 metros de distancia entre blocos), em drea total de 1750 m2 (50 x 35 m).

O tratamento teste do inoculante polimérico foi comparado a um tratamento controle
negativo (sem adubacdo e sem inoculagdo), dois tratamentos controle positivo (sem
inoculacdo) com diferentes niveis de adubagdo nitrogenada (50 e 80 kg N ha™), tratamento
controle com inoculante tradicional comercial a base de turfa e um tratamento comparativo
com um inoculante liquido comercial, estes da empresa Turfal Ltda. A adubagdo nitrogenada
foi feita no plantio e no inicio da floragdo (aproximadamente 20-25 dias apds a emergéncia
das plantas), na propor¢do de Y4 do total de N na primeira administracdo e o restante na
segunda. A fonte de N utilizada foi a uréia (45% de N).

Foram usadas no experimento sementes do cultivar BRS Guariba, inoculadas com a
estirpe de Bradyrhizobium japonicum BR3267 (SEMIA 6462) para os trés veiculos (liquido,
turfoso e polimérico). As sementes foram inoculadas no dia do plantio, sendo considerada a
densidade de populacdo de plantas de 150.000 ha-!. As inocula¢des, com os inoculantes,
polimérico, turfoso e liquido, foram realizadas em frascos estéreis mantendo a proporcao de
recomendacao da empresa TURFAL (100g /15 kg de sementes de feijao-caupi).

As varidveis analisadas foram: massa seca dos nédulos (mg planta™), matéria seca da
parte aérea, % N na parte aérea, % N no grdo e produtividade de grios secos (13% de
umidade). A nodulagdo foi avaliada a partir de cinco plantas coletadas 31 dias apds a
emergéncia- DAE (09 de junho) e a produtividade avaliada aos 70 DAE, baseada na
amostragem de area util (8 m?) de cada parcela, tendo-se considerado as quatro fileiras
centrais. A massa de matéria seca dos nédulos e a matéria seca foram avaliadas de acordo
com metodologia da EMBRAPA (1997), apds secagem (em estufa de circulagdo forgcada a
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65°C até massa constante. Determinaram-se, também, os teores de nitrogénio total na parte
aérea e no grao pelo método Kjeldahl (URQUIAGA et al., 1992). O acimulo de nitrogénio
nos graos e na parte aérea foi calculado multiplicando-se o peso da matéria seca da parte aérea
(g) ou dos graos * (% de N)/100.

Essa fase avaliou a eficiéncia da mistura polimérica como veiculo de inoculagdao do
feijao-caupi em condi¢des de campo.

Os dados foram analisados através do programa Sisvar v. 4.5 (FERREIRA, 2008),
sendo realizada a andlise de varidncia e a comparacdo das médias através do teste T de
Student (LSD) ao nivel de probabilidade de 0,05.

3.3 Avaliacoes da FBN no Centro-Oeste

A segunda parte da dissertacdo foi desenvolvida na regido Centro-Oeste, onde se
concentram no Brasil as principais dreas tecnificadas de feijao-caupi. O projeto faz parte do
plano de acdo coordenado pela Embrapa Agrobiologia, institui¢do cuja origem estd associada
aos historicos nas linhas de pesquisa em FBN no Brasil e conta com parcerias e colaboragdes
institucionais de trés unidades da Embrapa (Roraima, Meio-Norte e Agrossilvipastoril) e
cinco universidades (UFRRPE, UNEB, UFERSA, UFC e UFRR)J).

Os experimentos foram conduzidos nas cidades de Primavera do Leste (maior
produtora de feijao-caupi do Mato Grosso) e em Sinop-MT com a colaboracdo da Embrapa
Agrossilvipastoril. O experimento em Primavera do Leste foi instalado na area da empresa
(Sementes Tomazetti), na fazenda Novo Horizonte no periodo da safrinha (abril/2011) e o
experimento em Sinop foi realizado na 4rea da unidade de pesquisa da Embrapa
Agrossilvipastoril (dezembro/2010).

A cultivar utilizada de feijao-caupi foi a BRS Guariba (Tabela 6), que é recomendada
para todo o Brasil (FREIRE FILHO et al., 2007). Foi utilizada uma populacao de plantas de
200.000 ha-! no experimento de Sinop- MT de pré inoculacdo, e para o experimento de
Primavera do Leste- MT foi utilizada uma populacdo de 240.000 plantas ha”, sendo as
caracteristicas dessa cultivar apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas da cultivar de feijao-caupi BRS Guariba (FREIRE FILHO et

al., 2007).
Carater Caracteristica
Habito de crescimento Indeterminado
Porte Semi-ereto
Cor da flor Branca
Cor da vagem imatura Roxa
Cor da vagem matura Roxa
Cor da vagem seca Roxa
Comprimento da vagem 17,8 cm
N° de graos por vagem 12
Nivel de insercdo das vagens Acima da folhagem
Forma da semente Arredondada
Cor do tegumento Branca
Cor do halo Sem halo
Peso de 100 graos 19,5 ¢
Classe comercial Branca
Subclasse comercial Branca
N° de dias para floragdo 41 dias
Ciclo 65-70 dias

Adaptado GUALTER, 2010.
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De acordo com a Figura 3 a precipitagdo pluviométrica da regiao do Mato Grosso se
concentra nos meses de janeiro a margco. Dados da estacdo meteoroldgica de Rondondpolis
que engloba a precipitacao tanto para a cidade de Sinop quanto para a cidade de Primavera do
Leste, exemplificam a diferenca de culturas de safra e de safrinha. Na Figura 3 nota-se que a
partir de abril a falta de chuvas passa a ser um fator limitante para producao, sendo possivel o
cultivo apenas com uso de irrigacao.

Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
Chuva Acumulada Mensal X N® de Dias com Chuva
RONDOMNOPOLIS (MT) - Para o Anao: 2011 até 31/8/2011
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Figura 3. Precipitacao pluvial (mm) mensal registrada durante a conducao do experimento.
Fonte: INMET, 2011.

3.3.1 Avaliacio da pré-inoculacio de rizébios em sementes de feijao-caupi
a) Teste de pré-inoculacao de rizébios utilizando o veiculo IPC 2.2 em sementes de
feijao-caupi em laboratério

Sementes de feijao-caupi (cv IPA 206) foram inoculadas com o inoculante polimérico
na concentracdo da ordem 10° UEC g'1 de inoculante, contendo a BR3267 em dois
experimentos. O primeiro seguiu a proporcao de 10 g de inoculante polimérico em 1 kg
semente e o segundo foi utilizado 1 g de inoculante polimérico por semente. No primeiro
experimento as sementes inoculadas foram subdivididas em 15 aliquotas e no segundo em 18,
em ambos as aliquotas foram de 20 g de sementes, em placas de Petri (aproximadamente 100
sementes). Essas amostras foram armazenadas em placas de Petri estéreis na temperatura
ambiente em laboratério (24 + 3°C). No primeiro experimento, a cada semana foi quantificada
a presenga de rizobios (BR3267) e contaminantes de trés aliquotas de 20 g até o total de cinco
semanas. Essas mesmas sementes também foram germinadas em agir-dgua e em vasos de
Leonard em casa de vegetacdo a cada semana, durante cinco semanas. O segundo
experimento foi quantificado apenas a concentrag@o e rizobios uma hora apds a inoculacio e
no decorrer das cinco semanas seguintes.

A avaliacdo da concentracio de rizébios e células ndo rizobianas foi feita
semanalmente durante cinco semanas, em triplicata seguindo as recomendagdes do MAPA
(BRASIL, 2010) de recuperagdo e quantificacdo de Bradyrhizobium em sementes inoculadas
(RELARE, 2007). As aliquotas com amostras de 100 sementes foram colocadas em
erlenmeyer (A) esterilizado, com 90 mL de solugdo fisiologica (NaCl a 0,85%) e adicionadas
2 a 3 gotas de Tween 80 (polioxietilenorbitano monolaurato) e o material agitado por 15
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minutos (primeira lavagem), isso apenas no segundo experimento, pois no primeiro
experimento nio houve uso de Tween. A suspensdo no Erlenmeyer (A) foi transferida para o
Erlenmeyer (B), também esterilizado, com capacidade minima de 250 mL. Outros 90 mL de
solucdo fisioldgica com 3 gotas de Tween 80 foram adicionadas ao Erlenmeyer (A), agitado
por 15 minutos (segunda lavagem) e novamente transferida a suspensdo para o Erlenmeyer
(B) e completado o volume do Erlenmeyer (B) com solugdo fisioldgica, totalizando 200 mL.
Foi tomado 10 mL da suspensao (Erlenmeyer B) e colocado em Erlenmeyer (C) esterilizado
contendo 90 mL de solugdo fisiolégica e o volume agitado para obter a diluicao 10", Entdo
foram pipetados 1 mL da diluicio 10" em frasco estéril com 9 mL de solugio fisioldgica,
obtendo assim a dilui¢cdo 1072, seguindo assim sucessivamente até obter a diluicao 10°. A
contagem foi realizada em placas de Petri inoculadas com 0,1 mL distribuido na superficie do
meio, usando a alca de Drigalski por meio da técnica do “drop plat” no primeiro experimento
nos meios de cultura: semi seletivo lkuta (IKUTA, 1995) para avaliar a concentracdo de
rizobios; agar nutritivo (AN) para avaliar a concentracdo de bactérias ndo-rizobianas € 0 meio
batata-dextrose-dgar (BDA) para avaliar a concentracdo de fungos, e no segundo experimento
fez-se uso da técnica do ‘“‘espalhamento” no meio de cultura Ikuta. Estas placas foram
incubadas em posi¢do invertida em estufa a 28-30°C por 3- 7 dias, apds entdo foi feita a
contagem das colonias nas placas.

Em seguida a contagem foi calculado o nimero de bactérias recuperadas das sementes.
Dado pela seguinte féormula (BRASIL, 2010):

N° de células recuperadas/semente = f x N x 200 / 100, na qual:

f = fator de dilui¢do;

N = niimero médio de coldnias das trés placas na diluicao selecionada entre 30- 300
UFC;

200 = volume total da solucdo de lavagem,;

100 = ntimero de sementes;

O fator de dilui¢do € dado pela reciproca da diluicdo na placa multiplicada por dez, no
caso de inoculacdo de 0,1 mL. Em uma contagem da dilui¢do 10 o fator de diluicdo é 10*.

Os dados do primeiro experimento foram analisados através do programa Sisvar v. 4.5
(FERREIRA, 2008), sendo realizada a andlise de variancia e a comparacao das médias através
do teste de Scott- Knott T ao nivel de probabilidade de 0,05 e para o segundo experimento foi
feita a analise de regressao.

Este experimento avaliou a capacidade do polimero IPC 2.2 de manter células
rizobianas vidveis na semente por um periodo de cinco semanas apds a inoculagao.

b) Avaliaciao da pré-inoculacao de rizobios em sementes de feijao-caupi em campo na
regiao Centro-Oeste

O experimento foi realizado em Sinop-MT na drea experimental da Embrapa
Agrossilvipastoril sem uso de irrigacdo em um Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico
(EMBRAPA, 1997), em altitude 368m (11° 51° 29” S e 55° 36’ 1,6” W). A andlise de
fertilidade do solo antes do plantio foi realizada na profundidade de 0 a 20 cm, com as
seguintes caracteristicas: pH, 5,2; aluminio trocdvel, 0,17 cmolc dm *; K, 72 cmolc dm™; Ca,
1,88 cmolc dm 3; Mg, 0,40 cmolc dm 3; matéria organica, 34,9 g kg 1; P, 6,71 mg dm3e N,
2,1 g kg '. O plantio foi realizado em 08 de dezembro de 2010, a primeira coleta para massa
de nodulos secos, massa de matéria seca da parte aérea seca, N-total da parte aérea e
abundéncia natural de °N foi em 12 de janeiro de 2011 (32 DAE) e a segunda coleta para
avaliar a produtividade e N-total nos graos foi em 23 de fevereiro de 2011 (73 DAE).

Os inoculantes utilizados neste experimento foram produzidos com o veiculo turfoso e
o veiculo polimérico 2.2. Para a producdo do inoculante turfoso, a turfa oriunda do Paran,

20



obtida do estoque da Embrapa Agrobiologia, foi moida, peneirada, ajustada o pH entre 6,9 —
7,0 e autoclavada, entdo sim foi adicionado o inoculo na proporcao de 1/3 (1 parte de inoculo
e 3 partes de veiculo). Para o inoculante polimérico IPC 2.2, o veiculo a base
carboximetilcelulose (CMC) e amido, compatibilizada com 6xido de magnésio (MgO) a 1%,
foi produzido na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro/ Instituto de Tecnologia
(Seropédica, RJ, Brasil), sendo em seguida autoclavada para a adi¢do do inoculo na propor¢ao
de 1/3 (1 parte de inoculo e 3 partes de veiculo). Para ambos os inoculantes foi utilizada a
estirpe BR3267 e realizados os testes do controle de qualidade, preconizando a recomendagdo
do MAPA, concentracio minima de 10° UFC g' de inoculante e ndo apresentar
contaminantes até a diluicao de 10° (BRASIL, 2011).

O experimento constituiu de dez tratamentos: pré inoculacio com inoculante
polimérico IPC 2.2 com 0 semana, 1 semana, 2 semanas € com 5 semanas; e pré inoculagdao
com inoculante a base de turfa com 0 semana, 1 semana, 2 semanas e com 5 semanas, por fim
os tratamentos sem inoculante e sem N (testemunha absoluta) e a testemunha sem inoculacdo
e com dose de N (70 kg ha-!) recomendada para a cultura. As semente pré inoculadas foram
armazenadas em temperatura ambiente em laboratério (24 + 3°C). A adubacdo nitrogenada
foi feita no plantio e no inicio da floracdo (aproximadamente 20-25 dias apds a emergéncia
das plantas), na propor¢do de Y4 do total de N na primeira administracdo e o restante na
segunda. A fonte de N utilizada foi a uréia (45% de N). O delineamento foi em blocos ao
acaso, com 4 repeticdes, com parcelas contendo 8 linhas de plantio tendo cada parcela 4x6
metros (com distancia de 1,5 metros entre parcelas).

As varidveis analisadas foram: massa de matéria seca dos ndédulos (mg planta'l),
matéria seca da parte aérea, massa seca total(g planta’), % N na parte aérea, abundéncia
natural de "N, % N no grao, produtividade de graos secos (13% de umidade), acimulo de
nitrogénio na parte aérea- ANPA (mg planta™), sendo (ANPA = matéria seca da parte aérea x
% N na parte aérea/100) e acimulo de nitrogénio nos graos- ANG (kg ha-!), sendo (ANG =
produtividade x % N no grao/100). A nodulacdo foi avaliada a partir de cinco plantas
coletadas 32 dias ap6s a emergéncia e a produtividade avaliada aos 73 DAE, baseada na
amostragem de area util (8 m?) de cada parcela, tendo-se considerado as quatro fileiras
centrais. A massa de matéria seca dos ndédulos e a matéria seca foram de acordo com
metodologia da EMBRAPA (1997), apds secagem (em estufa de circulacio for¢ada a 65°C até
massa constante). Determinaram-se, também, os teores de nitrogénio total na parte aérea e no
grao pelo método Kjeldahl (URQUIAGA et al., 1992).

Os dados foram analisados através do programa Sisvar v. 4.5 (FERREIRA, 2008),
sendo realizada a andlise de varidncia e a comparacdo das médias através do teste T de
Student (LSD) ao nivel de probabilidade de 0,05.

Nessa fase foi avaliada por até quantos dias a pratica da pré inoculagdo pode ser
recomendada.

3.3.2. Avaliacao do inoculante polimérico com diferentes estirpes na regiao Centro-Oeste

O experimento foi instalado na cidade de Primavera do Leste-MT em parceria com a
Empresa (Sementes Tomazetti), na fazenda Novo Horizonte em drea de Latossolo Vermelho
Amarelo Distréfico (EMBRAPA, 1997). Essa empresa foi uma das pioneiras no plantio de
feijdo-caupi na regido Centro-Oeste e nos ultimos anos tem usado inoculantes em toda a
producio.

O inoculante comumente utilizado pela empresa na inoculagio das sementes de feijao-
caupi € o na forma liquida Legumax com a estirpe BR3267 da Empresa Turfal. Como teste foi
utilizado o inoculante polimérico IPC 2.2, o veiculo a base carboximetilcelulose (CMC) e
amido, compatibilizada com 6xido de magnésio (MgO) a 1%, produzido na Universidade

21



Federal Rural do Rio de Janeiro/ Instituto de Tecnologia (Seropédica, RJ, Brasil), sendo em
seguida autoclavada para a adi¢do do inoculo na proporcdo de 1/3 (1 parte de inoculo e 3
partes de veiculo). Para o inoculante polimérico IPC 2.2 foi realizado os testes do controle de
qualidade, preconizando a recomendacdo do MAPA, concentracdo minima de 10° UFC g de
inoculante e ndo apresentar contaminantes até a diluicdo de 107 (BRASIL, 2011), tendo o
inoculante liquido da empresa Turfal também apresentada estas recomendacdes de acordo a
embalagem.

O ensaio foi instalado em drea de pivo central de 60 ha-! com a cultivar BRS Guariba,
nos dias 05, 06, 07 e 08/04/2011, a primeira coleta para massa de nédulos secos, massa de
matéria seca da parte aérea seca, N-total da parte aérea e abundancia natural de >N foi em 15
de maio de 2011 (35 DAE) e a segunda coleta para avaliar a produtividade e N-total nos graos
foi em 25 de junho de 2011 (75 DAE).

Para este ensaio cada tratamento teve area de 15 ha, sendo as estirpes usadas as
seguintes: BR3267 em veiculo polimérico, BR3262 em veiculo polimérico, consércio das
quatro estirpes recomendadas (BR3267, BR3262, BR3301 e BR3302) em veiculo polimérico
e 0 quarto tratamento a estirpe BR3267 em veiculo liquido (inoculante da Turfal Ltda.) usado
pela propriedade.

A fertilidade do solo no local de plantio foi avaliada previamente, para a camada de 0
a 20 cm, de acordo com metodologia da EMBRAPA (1997), com as seguintes caracteristicas:
pH, 5,55; aluminio trocavel, 0,02 cmolc dm’3; K, 128 cmolc dm? ; Ca, 3,30 cmolc dm ; Mg,
0,53 cmolc dm’3; matéria organica, 25,5 g kg’l; P, 7,79 mg dm? e N, 12 ¢g kg’l. A area
utilizada para o ensaio tinha cultivo anterior com arroz, que foi colhido para o plantio do
feijao-caupi. Nesse ensaio ndo foi possivel o teste com os controles positivo (adubacdo
nitrogenada) e absoluto (sem inocula¢do e adubacao nitrogenada), pois a propriedade tem toda
a sua producdo a partir de semente inoculada, ou seja, ndo € usado fertilizante nitrogenado na
lavoura do feijao-caupi.

O inoculante com a estirpe BR3267 em veiculo liquido- Legumax (inoculante da
Turfal Ltda.) foi aplicado nas sementes na propor¢do de 300 ml ha-! (300 ml/ 50 kg semente).
Os inoculantes poliméricos com as estirpes BR3267, BR3262 e o consércio foram aplicados
na propor¢ao de 100 ml ha-! (100 ml/ 50 kg semente), sendo que o inoculante liquido foi
usado em dose trés vezes superior a do inoculante polimérico.

As varidveis analisadas foram: massa seca dos nédulos (mg planta™), massa seca de
raiz (mg planta'l) matéria seca da parte aérea (mg planta'l), massa seca total (g planta™), % N
na parte aérea, abundancia natural de °N, % N no grio, produtividade de grios secos (13%
de umidade), acimulo de nitrogénio na parte aérea- ANPA (mg planta'l), sendo (ANPA =
matéria seca da parte aérea X % N na parte aérea/100) e acimulo de nitrogénio nos graos-
ANG (kg ha-1), sendo (ANG = produtividade x % N no grao/100). A nodulac¢do foi avaliada a
partir de cinco plantas coletadas 30-35 dias apds a emergéncia, a massa seca dos nédulos e a
matéria seca foi avaliada de acordo com metodologia da EMBRAPA (1997), apds secagem
(em estufa de circulacdo for¢ada a 65°C até massa constante). Determinaram-se, também, os
teores de nitrogénio total na parte aérea e no grao pelo método Kjeldahl (URQUIAGA et al.,
1992).

Para a coleta das plantas, cada tratamento de 15 ha foi dividido em 10 dreas de 1,5 hae
nesta area 0,5 ha foi considerado bordadura, assim dentro de 1,0 ha foram retiradas cinco
plantas/ponto em um total del10 pontos equidistantes. Sendo considerado o ensaio com quatro
tratamentos, com dez repeti¢des cada.

Os dados foram analisados através do programa Sisvar v. 4.5 (FERREIRA, 2008),
sendo realizada a andlise de varidncia e a comparagdo das médias através do teste T de
Student (LSD) ao nivel de probabilidade de 0,05.
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Nessa fase foi avaliada em condicdes de campo a indicacdo de utiliza¢do do inoculante
polimérico com diferentes estirpes para producao de inoculantes para feijdo-caupi na regido
Centro-Oeste, comparando o veiculo polimérico com o liquido produzido a nivel empresarial.

3.4 Quantificacao da Contribuicio da FBN em Feijao-caupi

A quantificagdo da FBN foi realizada nos experimentos descritos anteriormente, sendo
eles: a) Avaliacdo da pré-inoculagdo de rizobios em sementes de feijao-caupi na regido
Centro-Oeste: Sinop- MT (Embrapa Agrossilvopastoril); e b) Desempenho produtivo do
inoculante polimérico com diferentes estirpes para feijao-caupi no Centro-Oeste: Primavera
do Leste - MT (Sementes Tomazetti);

Para a quantificacdo da contribuicio da FBN foi utilizada a técnica de abundancia
natural do isétopo de nitrogénio "°N.

No experimento (a) as plantas de feijao-caupi foram coletadas no periodo de floracao,
35 dias apds a emergéncia, sendo cinco plantas por parcela. Na mesma oportunidade foram
coletadas plantas de pé-de-galinha (Eleusine indica) invasoras nao fixadoras de N, que se
estabeleceram nas respectivas parcelas mais plantas de feijao ndo nodulante (Phaseolus
vulgaris) NORH 54 e sorgo BRS 306 (Panicum maximum) que foram plantadas entre cada
bloco para serem utilizadas como plantas de referéncia. Para o ensaio (b) as plantas foram
coletadas no periodo de floracdo, 35 dias apés a emergéncia e cada tratamento de 15 ha-! foi
dividido em 10 areas de 1,5 ha! e nesta drea 0,5 ha™! foi considerado bordadura, assim dentro
de 1,0 ha™ foram retiradas cinco plantas/ponto em um total de10 pontos equidistantes. Sendo
considerado o ensaio com quatro tratamentos, com dez repeticdes cada. Neste ensaio foram
coletadas apenas as plantas de pé- de- galinha (Eleusine indica) como plantas de referéncia,
invasoras ndo fixadoras de N, que se estabeleceram na area.

Todas as plantas foram secas a 65°C em estufa de circulacdo forcada até massa
constante, moidas e analisadas quanto a abundancia natural do isétopo >N (OKITO et al.,
2004) por espectrometro de massa de razdo isotopica, modelo Delta Plus (Finnigan MAT,
Bremen, Germany) no “Laboratério John M. Day de Isétopos Estdveis” da Embrapa
Agrobiologia.

A composicio do istopo "N foi mensurada através da diferenca do nimero de
atomos de °N para 15N, usando a atmosfera como padrao de acordo (JUNK e SVEC 1958;
MARIOTTTI et al., 1981):

815N (%0) = [15N/14N]amostra - [15N/14N]padrﬁo
X 1000

[15N/14N]padrﬁo

Para o célculo da estimativa da FBN por meio da abundancia natural utiliza-se a
seguinte expressao %Ndfa de SHEARER e KOHL (1986):

%Ndfa = 100 ((§"N ref) — (§"°N planta fixadora))

(8'°N ref — B)

BN ref — Valor de 8N do solo obtido através de plantas ndo fixadoras, utilizadas como
testemunha e coletadas em cada parcela experimental (Sorgo e Feijdo ndo nodulante);

8"N planta fixadora — Valor de 8"°N da planta fixadora de N, (feijao-caupi);

B — Valor da discriminagdo isotépica de °N, sendo B a propor¢io de '°N da planta fixadora
crescida totalmente dependente da FBN.
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Para este trabalho foi estimado o valor B para a parte aérea de feijao-caupi de -1,66
deltas (BODDEY et al., 2000).

Também foi estimada a quantidade de nitrogénio na parte aérea oriunda da FBN, de
acordo (SHEARER E KOHL 1986; MASKEY et al., 2001):

N derivado FBN na parte aérea (mg planta™) = (%Ndfa / 100) x N acumulado
massa seca parte aérea).

N fixado kg ha-! = N derivado FBN (kg planta-!) x populacdo plantas ha-!

Os dados foram analisados através do programa Sisvar v. 4.5 (FERREIRA, 2008),
sendo realizada a andlise de variancia e a comparacdo das médias através do teste Tukey ao
nivel de probabilidade de 0,05.

Nessa fase foi quantificada a contribuicdo da fixagdo bioldgica de nitrogénio na
cultura do feijao-caupi na regidao Centro-Oeste.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Controle de Qualidade do Inoculante de Composicao Polimérica (IPC 2.2)

Os inoculantes preparados apresentaram a concentracdo na ordem de 10° UEC
(unidades formadoras de coldnia) g'1 de inoculante nos periodos de 24 horas e seis meses apds
a fabricagdo, conservados em geladeira (5 °C), nas cinco estirpes. O inoculante polimérico
manteve as caracteristicas recomendadas pelo MAPA (BRASIL, 2011), que preconiza uma
concentracio minima de 1x10° UFC g até seis meses de armazenamento e que ndo haja
crescimento de contaminantes na diluicdo de 10°. Ndo foi observado crescimento de
contaminantes, estando, portanto de acordo o MAPA (BRASIL, 2011) e na faixa aceitavel
que ¢ inferior a 10° g"'. A BR3267 foi a estirpe que apresentou a maior concentracdo, apés 24
horas de fabricacdo apresentou 7,0 x 10° UFC g e depois de seis meses de 2,0 x 10° UFC g’
(Tabela 6). As estirpes apresentaram queda na concentracdo de UFC g'1 aos seis meses, porém
ainda dentro do limite de 10° UFC g’

Tabela 6. Numero de unidades formadoras de colonia (UFC) presentes no inoculante
polimérico produzido contendo cinco estirpes individuais (BR3267, BR3262, BR3301,
BR3302 e BR3299*) com um dia e com seis meses apds a producao.

x10° UFC g de inoculante

Sobrevivencia BR 3267 BR 3262 BR 3301 BR 3302 BR 3299
Rizébio (apds 24 horas) 7,0 6,5 6,0 5,0 4,0
Rizébio (apds seis meses) 2,0 2.5 1,5 1,0 1,2
Contaminante (fungo) 0 0 0 0 0
Contaminante (nio rizobiano) 0 0 0 0 0

*Estirpe em processo de recomendagao

4.2 Avaliacoes em Condicoes de Campo do Inoculante de Composicao Polimérica (IPC
2.2)

Na avaliacdao da massa de nédulos secos (Tabela 7), os tratamentos ndo diferiram entre
si, porém € aceitdvel que em condicdes de campo ocorra elevada nodulacdo em tratamentos
nao inoculados, uma vez que naturalmente os solos apresentam estirpes nativas, porém elas
sd0 muito varidveis quanto a eficiéncia simbidtica (NEVES & RUMJANEK, 1997).

NASCIMENTO et al. (2008) mostraram que os maiores valores de matéria seca de
nddulos foram obtidos nos tratamentos com populacdo nativa (sem inoculac¢do), indicando
que a populacdo nativa foi tdo eficiente na nodulacdo quanto as estirpes utilizadas. Neste
mesmo trabalho ndo houve diferenca significativa na produtividade do feijdo-caupi entre os
tratamentos inoculados, com excec¢do daqueles com a mistura de estirpes BR3301 + BR3302
(recomendadas) com valor significativamente inferior aos dos demais tratamentos.

ZILLI et al. (2010) avaliaram o uso de inoculantes liquido e turfoso para cultura da
soja e observaram que o turfoso foi superior ao liquido quanto ao numero e massa seca de
nédulos na média de duas safras (2005 e 2006). Porém para a produtividade e a quantidade de
nitrogénio acumulado no grao os inoculantes nao diferiram entre si e foram estatisticamente
iguais ao tratamento nitrogenado (200 kg N ha™), apesar de que numericamente o tratamento
nitrogenado apresentou valor superior ao dos inoculantes liquido e turfoso.

Na avaliacdao da massa da parte aérea seca (Tabela 7), o tratamento com a adubacdo de
80 kg N ha™ foi superior ao controle negativo, justificado pelo aporte de nitrogénio as plantas,
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propiciado pela adubagdo acima do recomendado para a cultura (70 kg N ha-!). No nitrogénio
acumulado na parte aérea, os tratamentos ndo diferiram entre si. Mas no nitrogénio acumulado
no grao o tratamento com o polimero foi superior ao controle negativo e ao inoculante
liquido, mostrando que apesar do tratamento com 80 kg N ha! ter possibilitado aumento de
fitomassa, este ndo proporcionou maior acumulo de nitrogénio na planta. GUALTER et al.,
2011, verificaram que no parametro acumulo de nitrogénio na parte drea, a adubacgdo
nitrogenada (80 kg N ha-1) foi superior as estirpes recomendadas (BR3262 e INPA 03-11B) e
no parametro produtividade as estirpes recomendadas foram similares ao tratamento
nitrogenado, sendo que estas estirpes foram inoculadas com o veiculo turfoso.

O aporte de nitrogénio oriundo da adubacgdo nitrogenada aumentou a produtividade
dos tratamentos nitrogenados (50 e 80 kg de N ha-!), que foram maiores em valores absolutos
que a dos inoculantes liquido e turfoso, devido ao aporte de nitrogénio, que beneficia a
producdo de massa vegetativa e consequentemente a produtividade (OLIVEIRA et al., 2003).
Segundo MENDES et al. (2008) sempre que a disponibilidade de N no solo € abundante, este
¢ absorvido em detrimento do N da fixacdo, enquanto o N-fixado € a maior fonte do nutriente
quando o N do solo torna-se limitante.

O nitrogénio acumulado na parte aérea nao diferiu entre os tratamentos, o que
evidéncia que o tratamento sem inoculacdo e adubacdo, absorveu nitrogénio do solo, mais
precisamente oriundo da matéria organica com 16,7 g dm™. Para a cultura do feijdo-caupi a
adicao de nitrogénio é recomendada para solos com teor de matéria organica inferior a 10 g
dm™. Assim como a alta produtividade do tratamento sem inoculaco e adubacdo também
pode ser atribuida em decorréncia da disponibilidade de nutrientes no solo. Para efeitos de
parametro para a recomendacgdo de fertilidade do solo para feijdo-caupi, consideraram-se as
quantidades de fosforo (P) mg dm’ (0,0 a 5,0 — baixo; 6 a 10 — médio e >10 — alto) e para
potassio (K) mg dm™ (0,0 a 25,0 — baixo; 26,0 a 50,00 - médio e > 50,0 — alto), e no
somatorio de Ca + Mg mmolc dm? (0,0 a 2,0 — baixo; 2,1 a 5,0 — médio e >5,0 — alto), assim
nota-se que tanto P com 13,3 mg dm>, quanto K 100 mg dm™ apresentaram alta concentragao
no solo, e o somatério de Ca + Mg com 2,4 mmolc dm™ estdo em concentragdao média.

Os inoculantes apresentaram produtividades similares a dos tratamentos nitrogenados
(50 e 80 kg de N ha-!), porém apenas o inoculante com o veiculo polimérico e o tratamento
com adubacgdo de 80 kg N ha-! foram superiores ao controle negativo (Tabela 7). O veiculo de
inoculacdo a base de mistura polimérica IPC 2.2 possibilitou um incremento de produtividade
de mais de 200 kg ha-! em relacdo as tecnologias ja recomendadas (inoculantes liquido e
turfoso), superior ao controle negativo (sem inoculagcdo e adubagdo) e igual ao tratamento
com 80 kg N ha-1.

Em outro estudo também foi observado efeito significativo da aplicacdo do inoculante
polimérico IPC 2.2, sobre a produtividade de colmos em cana de acucar. Em média, o
aumento da produtividade de colmos foi de 50 Mg ha-! em relagdo ao controle negativo
sendo igual ao controle nitrogenado, adubagdo com 120 kg ha-! de N (SILVA, et al., 2009).
Estes resultados podem estar ligados a protecdo das estirpes de Bradyrhizobium frente ao
estresse hidrico e altas temperaturas possibilitadas pelos polimeros em géis (SCHUH, 2005).
HUNGRIA e VARGAS (2000) evidenciaram que temperaturas do solo elevadas t€ém, limitado
a FBN em regides tropicais, afetando as etapas de crescimento do rizébio e das plantas
hospedeiras, sendo os efeitos ainda mais dristicos na simbiose. Também consideram a
precipitacao pluvial, como um fator climdtico limitante a FBN.

A produtividade nos tratamentos foi acima de 1000 kg ha-!, superior a média nacional
(300 a 400 kg ha-!) e ao patamar de 500 kg ha-! estabelecido pelo MAPA como resultado para
que o experimento seja considerado valido para recomendacdo de novos procedimentos para
serem adotados no uso e aplicacdo de inoculantes. Em estudos anteriores em condi¢des de
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campo também foi observado efeito significativo do uso do polimero IPC 2.2 sobre a
produtividade de colmos em cana-de-agicar (SILVA et al., 2009).

O veiculo de inoculagdo IPC 2.2 apresentou resultados dentro das especificagcdes
estabelecidas pelo MAPA (BRASIL, 2010; 2011) para o controle de qualidade do produto, em
relac@o a sobrevivéncia de células e auséncia de contaminantes durante o periodo de 180 dias.
A eficiéncia agronOmica apresentou resposta igual as tecnologias recomendadas, com
produtividade superior ao controle absoluto e igual a dos inoculantes liquido, turfoso e ao
tratamento com 80 kg N-uréia ha-!.

Tabela 7. Massa de nddulos secos, massa de matéria da parte aérea (folhas, caules e ramos)
seca e nitrogénio acumulado na parte aérea de plantas de feijao-feijao BRS Guariba,
31 dias apds a emergéncia, nitrogénio acumulado nos graos e produtividade de graos a

os 70 DAE.

Tratamento *No6dulos secos Matéria da parte N acumulado N acumulado Produtividade

(mg planta™) aérea seca parte aérea graos (kg ha™)
(g planta’l) (mg planta’l) (kg ha™)

Controle negativo 24,6 A 49B 182,7 A 44 B 1.132B

Controle positivo 33,6 A 5,4 BA 206,4 A 50 BA 1.319 BA

(50 kg N ha™")

Controle positivo 23,8 A 6,2 A 234,77 A 54 BA 1.395 A

(80 kg N ha™)

Inoculante (Turfa) 352 A 5,2 BA 213,1 A 46 BA 1.214 BA

Inoculante 594 A 4,9 BA 200,0 A 45 B 1.195 BA

(Liquido)

Inoculante 60,2 A 5,3 BA 211,3 A 56 A 1.431 A

(Mistura

Polimérica IPC

2.2)

CV% 58,03 19,60 21,92 16,92 16,18

Meédias de seis repeticdes seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de T de Student
(LSD), a 5% de probabilidade. (*Dados transformados pela raiz quadrada de Y + 1.0)

4.3 Avaliacio da Pré-inoculacio de Rizébios em Sementes de feijao-caupi na Regido
Centro-Oeste

4.3.1 Teste de pré-inoculacao de rizobios em sementes de feijao-caupi em laboratorio

A inoculacdo de bactérias nas sementes deve anteceder horas antes do plantio para
assegurar a sobrevivéncia e viabilidade das bactérias na semente. No Brasil, a técnica da
inoculacdo em sulco € usada para a cultura da soja como forma de viabilizar a inoculagao
junto com a aplicacdo de fungicidas nas sementes (HUNGRIA et al., 2007; ZILLI et al.,
2010), sendo essa pratica recomendada tecnicamente (EMBRAPA, 2008). O uso dessas
técnicas de inoculacdo poderia ser estratégico no caso de atrasos nos plantios causados por
intempéries climaticas ou ainda a distribui¢do de sementes ja inoculadas.

No primeiro experimento de pré-inoculacdo (Tabela 8) a recuperacdo manteve-se
constante no decorrer dos 35 dias de armazenamento, comprovando a capacidade do polimero
em manter vidveis as bactérias apds a inoculagdo. Resultados semelhantes foram encontrados
por FERNANDES JUNIOR (2006) que avaliou a sobrevivéncia de células em sementes de
feijdo-caupi inoculadas com a estirpe BR3267 usando diferentes veiculos de inoculante a base
de CMC e amido, indicando a capacidade das misturas poliméricas em proteger as células em
sementes inoculadas e armazenadas. KIM et al. (1988) também comprovaram essa capacidade
do CMC trabalhando com bactérias do género Lactobacillus, Pediococcus e Streptococcus.
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JUNG e MUNGNIER (1982) ressaltam que os biopolimeros s@o eficientes para o crescimento
e incubacdo de bactérias, devido a capacidade de limitar a transferéncia de calor, propriedades
reoldgicas e alta atividade de 4dgua.

Com relacdo a contaminacdo por fungos, foi observada presenca de fungos na ordem
de 10" apenas na 3* semana de estocagem das sementes pré-inoculadas (Tabela 8) o que
sugere ter havido problemas na estocagem apenas das aliquotas usadas nesta avaliacdo. Ao
avaliar a germinacao de sementes logo apds a inoculagdo, foi constatado que a inocula¢ao nao
afetou a germinacdo. Em vasos de Leonard a porcentagem de germinagdo foi de 100% e em
placas de Petri contendo dgar-dgua foi de 97%. Na avaliacdo da germinacdo em vasos de
Leonard ao longo dos 35 dias (Tabela 8), também foi observado que ndo houve efeito
negativo do inoculante na germinagdo, nao diferindo estatisticamente a germinacdo (%) em
func¢do dos dias de armazenamento em temperatura ambiente em laboratério (24 + 3°C).

Tabela 8. Sobrevivéncia de rizébio (BR3267), presenca de contaminantes e (%) de
germinacdo de sementes de feijdo-caupi IPA 206 inoculadas com inoculante
polimérico 7, 14, 21, 28 e 35 dias antes da avaliacdo de recuperacdo de rizébios das

sementes.
Varidveis Dias de armazenamento apds a inoculagdo
7 14 21 25 35
1ILog UFC semente’’ 7.15a 7.19a 7.33a 7.40a 7.34a
2Contaminante ( bactéria) 0 0 0 0 0
2Contaminante (fungo) 0 0 10 0 0
1(%) Germinagdo sementes 100a 100a 98a 100a 98a

IMédias seguidas por letras iguais, nas linhas, nfo diferem entre si pelo teste de Scott- Knott a 5% de
probabilidade.
2 Quantificado de acordo a dilui¢do com presenga de contaminante.

A partir das sementes de feijao-caupi inoculadas no segundo experimento (Figura 4)
foi possivel avaliar que nas 1* e 2* semanas de armazenamento a concentragdo de rizébios
esteve abaixo de 10° UFC semente™, provavelmente em virtude do prazo de estabilizacdao
bacteriana. Segundo FERNANDES JUNIOR et al., 2006 entender essa dindmica pode auxiliar
na determinacdo de diferentes estratégias de manuseio e armazenamento, bem como avaliar os
efeitos das concentracdes de agentes compatibilizantes e de polimeros utilizados para alcancar
condi¢des mais estdveis. Nao foi observada recuperacdo de rizébios de forma linear,
exatamente porque nas duas primeiras semanas a concentragdo de rizobios esteve abaixo de
10° UFC semente™', mais nos dias 21, 28 e 35 observou-se a estabilizacdo com a concentragdo
de 10° UFC semente-!. Independente dessa alteracdo, essa densidade de células do inoculante
nas sementes estd acima da recomendada, por exemplo, para a soja que € de 6+10° UFC
semente-1, o que seria permitido de acordo o MAPA para uma pratica agricola.
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Figura 4. Sobrevivéncia de rizébios (BR3267) inoculadas com o inoculante polimérico em
sementes de feijado-caupi IPA 206 no decorrer de 35 dias apds a inoculacdo e
armazenadas em temperatura ambiente em laboratério (24 + 3°C). 5% de
significancia.

Os resultados do presente estudo mostram que o inoculante desenvolvido a base de
composi¢des poliméricas CMC/amido pode ser usado para a inoculacdo em pré-semeadura,
estando de acordo com resultados anteriores (FERNANDES JUNIOR et al., 2009). Porém ¢é
interessante ressalta que ndo foi quantificada a concentracdo inicial de rizobios nas sementes
utilizadas, pois estudos evidenciaram dispersdo de rizébios via sementes de feijao-caupi
(LEITE et al., 2009). Fato que pode ser comprovado uma vez que no primeiro experimento a
inoculag@o na propor¢ao de 10 g de inoculante para 1 kg de semente levaria a uma densidade
na ordem de 10°, e foi recuperada uma concentracio de rizébios na ordem de 10”. Assim
pode-se inferir que no segundo experimento mesmo tendo inoculado uma concentragdo na
ordem de 10° por semente, a recuperacdo poderia ter sido influenciada pela presenca inicial de
rizobios ja contida nas sementes.

Apesar do presente potencial do inoculante polimérico em manter a viabilidade de
rizobios apds a inoculagdo por até 35 dias, este potencial ndo foi testado na presenga de
fungicidas, que comumente sdo utilizados no tratamento de sementes e que afetam
negativamente a sobrevivéncia dos rizébios nas sementes (VIEIRA NETO et al., 2008; ZILLI
et al., 2010).

4.3.2 Avaliacao da pré-inoculacao de rizobios em sementes de feijao-caupi em campo na
regiao Centro-Oeste

Na avaliacdo da inoculacdo com antecedéncia, a massa de nddulos secos € um
parametro fundamental. De acordo a Tabela 9, a maior massa de nédulos secos foi obtida com
o inoculante polimérico com 35 dias de antecedéncia ao plantio, sendo superior a inoculagdo
como inoculante turfoso no dia do plantio, com 7 e 35 dias de antecedéncia ao plantio.
Também se verificou que a utilizagdo do inoculante polimérico com 35 dias de antecedéncia
ao plantio foi superior a com 14 dias de antecedéncia ao plantio. Foi observado que o valor
inferior da nodulagdo quando utilizado o inoculante polimérico com 14 dias de antecedéncia
ao plantio, em comparac¢do a inoculagdo com 35 dias de antecedéncia ao plantio, estava
relacionado aos resultados obtidos em laboratdrio. Nestes as recuperagdes de rizébios com 7 e
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14 dias apés a inoculacdo apresentavam concentracio inferior a 10° UFC semente,
considerando este ser o periodo de estabilizacdo dos microorganismos no meio de
sobrevivéncia.

De acordo as figuras 5 e 6 nota-se que o inoculante polimérico tem um coeficiente de
correlagdo de (R2= 0,93), com uma equagdo de regressao polinomial para massa de nddulos,
enquanto que o inoculante turfoso tém um coeficiente de correlagdo de (R*= 0,89), com uma
equacdo de regressdo polinomial, porém com caracteristicas diferentes, o inoculante
polimérico com o passar dos dias da inoculacdo tende a aumentar a massa de nodulos, por
outro lado o inoculante turfoso tende de diminuir a massa de nédulos. Neste mesmo sentido
porém com uma prazo curto ZILII et al. (2010) avaliaram o efeito da inoculacdo de
Bradyrhizobium em pré semeadura de soja e constataram que a inoculagdo realizada com
inoculante turfoso com antecedéncia de cinco dias da semeadura proporcionou nimero e
massa de ndédulos estatisticamente igual a inoculacdo padrao. Porém quando houve tratamento
de sementes com fungicida antes da aplica¢do do inoculante, verificou-se que, no tratamento
com a inoculacdo em pré-semeadura, houve redu¢do no nimero e massa de ndédulos, com
valores semelhantes aos observados no controle sem inoculacao.

VIEIRA NETO et al. (2008) relatam a viabilidade da aplicacdo de inoculantes na
cultura da soja, via semente e sulco de semeadura com inoculante liquido, em solo ja
cultivado ou nao com soja. Estes autores perceberam que em dreas de primeiro cultivo a
inoculagdo em sulco apresentou resultado similar a inoculagdo padrdao quanto a massa de
ndédulos, porém em dreas ja cultivadas a inoculacdo padrao foi melhor, exceto quando feita em
valor igual a trés vezes a dose recomendada para a inoculacdo. ZILLI et al. (2008) observaram
que a utilizacdo de inoculante liquido de Bradyrhizobium em soja, usando pulverizagdo em
cobertura, proporcionou massa de nédulos e de parte aérea inferior a inoculagdo padrao.

Neste mesmo sentido, porém com um prazo curto ZILLI et al. (2010) avaliaram o
efeito da inoculacdo de Bradyrhizobium em pré semeadura de soja e constataram que a
utilizacdo do inoculante turfoso com antecedéncia de cinco dias da semeadura proporcionou
nimero e massa de nédulos estatisticamente igual a inoculagdo padrdo. Porém quando houve
tratamento de sementes com fungicida antes da aplicacdo do inoculante, verificou-se que, no
tratamento com a inoculacio em pré-semeadura, houve reducdo no nimero e massa de
nddulos, com valores semelhantes aos observados no controle sem inoculacao.

Foi notada relagdo entre as varidveis de massa de matéria de raiz seca e massa de
matéria da parte aérea seca (Tabela 9). O tratamento com maior massa de raiz, a inoculacio
com 14 dias de antecedéncia ao plantio com o inoculante turfoso obteve a maior massa da
parte aérea, sendo similar ao controle nitrogenado. Quanto a massa de matéria da parte aérea
seca, a inoculagdo no dia do plantio com inoculante turfoso foi inferior ao tratamento
nitrogenado e a inoculacdo com inoculante turfoso com 14 dias de antecedéncia ao plantio.
Os valores da massa total seguiram o mesmo padrdao da massa de matéria da parte aérea, com
superioridade do tratamento nitrogenado e inoculado com o inoculante turfoso com 14 dias de
antecedéncia ao plantio.

Pode se observar na Tabela 10 que os tratamentos nio diferiram entre si no teor de
nitrogénio nos graos, mas quanto ao teor de nitrogénio na parte aérea o tratamento
nitrogenado foi superior a todos os tratamentos exceto aos inoculados com o polimero no dia
do plantio e com 35 dias de antecedéncia. J4 no acimulo de nitrogénio na parte aérea o
tratamento nitrogenado foi superior apenas a os tratamentos inoculados com a turfa no dia do
plantio e com 35 dias de antecedéncia e o tratamento inoculado com o polimero com 14 dias
de antecedéncia. No acumulo de nitrogénio nos graos o tratamento inoculado com o polimero
no dia do plantio foi superior numericamente até ao tratamento nitrogenado e estatisticamente
sendo superior a os tratamentos inoculados com a turfa com 14 e 35 dias de antecedéncia ao
plantio e ao tratamento inoculado com o polimero com 14 dias de antecedéncia.
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Tabela 9. Massa de nddulos secos, massa de raiz seca, massa de matéria da parte aérea seca
(caule, ramos e folhas) e massa total seca (n6dulos, raiz e parte aérea) de plantas de
feijao-caupi (BRS Guariba), 32 dias apés a emergéncia. Sementes inoculadas com 0,
7, 14 e 35 dias antes do plantio com inoculante polimérico e turfoso, armazenadas em
temperatura ambiente em laboratdrio (24 + 3°C).

Tratamento *MS nédulos MS raiz MS)parte MS total
aérea
—————————— mg planta™------------ S ) Y11 p—

Controle S/N 248,1BA 409,0CB 3,6BA 4,2BA
Controle C/N- 70 kg ha™' 230,3CBA 503,8BA 4,6A 5,3A
Turfa (dia do plantio) 124,7C 370,5CB 2,8B 3,3B
Turfa (7 dias) 163,8CB 429,2CB 3,7BA 4,3BA
Turfa (14 dias) 242, 4CBA 581,8A 4,6A 5.4A
Turfa (35 dias) 191,6CB 393,3CB 3,4BA 4,0BA
Polimero (dia do plantio) 208,7CBA 353,3C 3,4BA 4,0BA
Polimero (7 dias) 218,6CBA 419,7CB 3,9BA 4,5BA
Polimero (14 dias) 184,6CB 476,2CBA 3,6BA 4,3BA
Polimero (35 dias) 317,1A 374,2CB 3,6BA 4,3BA
CV% 38,93 23,97 26,11 24,76

Médias de quatro repeti¢des seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de T de
Student (LSD), a 5% de probabilidade.
*MS= massa seca
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Figura 5. Massa de nédulos secos de feijao caupi BRS Guariba, 32 dias apds a emergéncia de
sementes inoculadas com o inoculante polimérico (BR3276) no dia do plantio, 7 dias antes do
plantio, 14 dias antes do plantio e 35 dias antes do plantio, com as sementes armazenadas em
temperatura ambiente em laboratorio (24 + 3°C). 5% de significancia.
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Figura 6. Massa de nddulos secos de feijao caupi BRS Guariba, 32 dias ap6s a emergéncia de
sementes inoculadas com o inoculante turfoso (BR3276) no dia do plantio, 7 dias antes do
plantio, 14 dias antes do plantio e 35 dias antes do plantio, com as sementes armazenadas em
temperatura ambiente em laboratério (24 + 3°C). 5% de significancia. 5% de significancia.

Tabela 10. Teores e acimulo de nitrogénio na parte aérea e nos graos secos, mais a
produtividade de grdos de plantas de feijao-caupi (BRS Guariba). Sementes inoculadas
com 0, 7, 14 e 35 dias antes do plantio com inoculante polimérico e turfoso, com as
sementes armazenadas em temperatura ambiente em laboratério (24 + 3°C).

Tratamento Teor N Teor N N N acumulado Prod.
parte graos acumulado graos
aérea parte aérea
32 *DAE 74 DAE 32DAE = - 74 DAE---------
(%) -(mg planta™)- - (kg ha")----------
Controle S/N 4,17EDC 3,83A 150,96CBA 50,51BA 1.311,4A
Controle C/N-70kgha  4,60A 3,80A 209,62A 54,41BA 1.431,4A
Turfa (dia do plantio) 4,25DC 3,54A 118,90C 49,77BA 1.406,4A
Turfa (7 dias) 4,29DC 3,63A 159,51CBA 50,51BA 1.385,8A
Turfa (14 dias) 4,15EDC 3,57A 192,80BA 48,89B 1.365,5A
Turfa (35 dias) 4,10ED 3,72A 136,60CB 48,71B 1.311,4A
Polimero (dia do plantio)  4,58BA 3,79A 158,20CBA 60,40A 1.585,2A
Polimero (7 dias) 4,30DCB 3,72A 167,00CBA 54,31BA 1.468,9A
Polimero (14 dias) 3,97E 3,73A 143,42CB 48,76B 1.306,8A
Polimero (35 dias) 4,42CBA 3,74A 158,20CBA 56,90BA 1.549,8A!
CV% 4,44 6,11 25,62 14,18 14,60

Médias de quatro repeticdes seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de T de
Student (LSD), a 5% de probabilidade.

*DAE= Dias apds a emergéncia

ITratamento difere dos tratamentos inoculados com o polimero com 14 dias de antecedéncia, com a turfa com 35
dias de antecedéncia e do controle sem inoculacdo e adubacdo pelo teste T de Student (LSD), a 8% de
probabilidade.
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Na avaliacdo da produtividade (Tabela 10) os tratamentos nao diferiam entre si, mas
os tratamentos inoculados com o inoculante polimérico no dia do plantio e com 35 dias de
antecedéncia apresentaram valores absolutos de produtividades, com 1585, 2 Kg ha-le 1549,8
kg ha-! respectivamente. Possivelmente nao foi observada diferenca estétistica em virtude da
alta produtividade do controle negativo. Este fato evidéncia a presenga de estirpes nativas
eficientes e indica que o nitrogénio ndo era o fator limitante, pois o tratamento adubado com
N também nio se diferiu dos demais. Porém quando passa a probabilidade para 0,08 nota-se
que a inoculacdo com 35 dias de antecedéncia € superior a os tratamentos inoculados com o
polimero com 14 dias de antecedéncia, com a turfa com 35 dias de antecedéncia e do controle
sem inoculacido e adubacdo. ZILLI et al. (2010) em trabalho com inoculagdo de soja com
cinco dias de antecedéncia encontraram que para o inoculante turfoso a inocula¢do padrao nao
diferiu da inocul¢do com antecedéncia, exceto quando se fez uso de fungicidas, em que a
inoculagdo com antecedéncia mostrou produtividade abaixo da inocual¢io padrao.

Nas figuras 7 e 8 mostraram claramente a diferenca entre os veiculos de inoculagdo,
mostrando que a inoculagdo com o polimero matem-se quase constante a produtividade no
decorrer dos dias de antecedéncia ao plantio, com um coeficiente de correlacao de (R?= 0,93),
com uma equacgao de regressao polinomial, mostrando uma queda na produtividade com 7 e
14 dias da inoculagdo com antecedéncia, dias estes que parecem ser o periodo de estabilizagcdo
do rizébio no veiculo. Porém fica evidente que a pratica da inoculagdo com antecedéncia s6 €
possivel com o inoculante polimérico, pois na figura 8 tem-se um alto coeficiente de
correlagdo negativa (R2= 0,99) indicando uma reducao linear da produtividade em fun¢do do
aumento de dias da inoculagdo antes do plantio com o inoculante turfoso.

VIEIRA NETO et al. (2008) observaram a viabilidade da aplica¢do de inoculantes na
cultura da soja, via semente e sulco de semeadura, em solo ja cultivado e ndo com soja. Os
resultados mostraram que, apesar da praticidade da aplicacdo de inoculante via sulco de
semeadura, em dreas onde o cultivo da soja se da pela primeira vez, ao contrdrio do que se
observou para dreas j4 cultivadas com essa leguminosa, é necessdrio promover maior contato
do inoculante com a semente, o que parece ser obtido com a aplicagdo de inoculante turfoso
via semente.

Produtividade
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Figura 7. Produtividade de feijao caupi BRS Guariba, 35 dias ap6s a emergéncia de sementes
inoculadas com o inoculante polimérico (BR3276) no dia do plantio, 7 dias antes do plantio,
14 dias antes do plantio e 35 dias antes do plantio, com as sementes armazenadas em
temperatura ambiente em laboratdrio (24 + 3°C). 5% de significancia. 5% de significancia.
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Figura 8. Produtividade de feijdo caupi BRS Guariba, 35 dias apds a emergéncia de sementes
inoculadas com o inoculante turfoso (BR3276) no dia do plantio, 7 dias antes do
plantio, 14 dias antes do plantio e 35 dias antes do plantio, com as sementes
armazenadas em temperatura ambiente em laboratério (24 + 3°C). 5% de
significancia. 5% de significancia.

ZILLI et al. (2008) avaliaram um método de inoculacdo de Bradyrhizobium em soja,
por meio de pulverizacdo, tendo este método de inoculacdo proporcionado rendimento
superior ao controle absoluto e igual ao tratamento nitrogenado. Porém, os autores
verificaram que inoculacdo por pulverizacdo em cobertura ndo deve ser uma pratica para
substituir a inoculagdo tradicional nas sementes, pois o melhor resultado ocorreu com a
inoculagdo padrdo, tendo produtividade de graos superior ao tratamento com inoculagdo em
cobertura e do controle. ZILLI et al. (2010) estudaram a inoculacdo da soja com
Bradyrhizobium no sulco de semeadura com a inoculacdo tradicional nas sementes.
Concluindo que a inoculag@o no sulco de semeadura foi tecnicamente vidvel, especialmente
para areas desprovidas de bactérias nodulantes de soja e com baixos teores de matéria
organica. Porém quando se fez aplicacdo do aplicacdo do fungicida carbendazim-tiram,
houve redugdo superior a 500 kg ha-!, comparada aos tratamentos sem fungicida e com
inoculagdo no sulco de plantio com o fungicida. O efeito negativo da aplicacdo de fungicidas
junto com a inoculagao j4 tinha sido comprovado (ZILLI et al., 2009).

A FBN mensurada pela técnica da abundancia natural do 15N, fazendo uso de plantas
de referéncia de espécies ndo fixadoras de nitrogénio, conforme a Tabela 11 mostra que as
plantas usadas apresentaram valores de deltas proximos (Pé de galinha- Elseusine indica=
6,351 e Feijao ndo nodulante- Phaseolus vulgaris NORH 54= 6,348). Seguindo BODDEY et
al. (1995), que recomendam o uso de pelo menos duas especies ndo fixadoras para melhor
andlise. ALVES et al. (2005) fazem referéncia ao uso de genotipos niao nodulantes das
leguminosas como plantas de referéncia, desde que explorem o mesmo volume de solo e
tenham a mesma distribuicao de raizes das plantas testes (BODDEY et al., 1996).

34



Tabela 11. Delta §'"°N (%0), nitrogénio proveniente da FBN (%Ndfa), nitrogénio derivado da
FBN na parte aérea (mg planta™) e nitrogénio fixado (kg ha-!) de plantas de feijdo-
caupi (BRS Guariba), 35 dias apds a emergéncia.

Tratamento 8N (%¢)  Ndfa(%) N derivado FBN Kgha-!N
na parte aérea fixado
(mg planta™)
BR3267- polimero (dia do plantio) 4,13edcba 21ba 33,02ba 6,3ba
BR3267- polimero (7 dias) 2,60ba 41a 67,85ba 12,9ba
BR3267- polimero (14 dias) 4,7T7fedcb 28ba 46,84ba 8,9ba
BR3267- polimero (35 dias) 4,98fed 13ba 24,00ba 4,5ba
BR3267- turfa (dia do plantio) 4,89fedc 18ba 23,19ba 4,4ba
BR3267- turfa (7 dias) 3,82dcba 31ba 50,12ba 9,5ba
BR3267- turfa (14 dias) 2,50a 48a 88,21a 16,7a
BR3267- turfa (35 dias) 2,72cba 45a 61,76ba 11,7ba
Controle absoluto 6,41f Ob 0,0b 0,0b

Plantas de Referéncia 8N (%o)
Pé¢ de galinha (Eleusine indica) 6,35ef
Feijao nao nodulante (Phaseolus vulgaris L. NORH 54) 6,34ef

CV% 19,99 57,43 68,01 68,04

Meédias de quatro repeti¢cdes seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Sementes inoculadas com a BR3267 com 0, 7, 14 e 35 dias antes do plantio com inoculante polimérico
e turfoso, com as sementes armazenadas em temperatura ambiente em laboratério (24 + 3°C),
mais o controle absoluto sem inoculacdo e fonte de nitrogénio mineral em Sinop- MT.

Os dados na Tabela 11 mostram que em todos os tratamentos ocorreu diluicao
isotdpica, exceto para o controle absoluto, onde mostra que o feijaio-caupi ndo inoculado
apresenta um valor de delta similar as plantas usadas como referéncia de especies ndo
fixadoras de nitrogénio. Observa-se uma variagdo nos valores de deltas entre os tratamentos
inoculados de 2,50%0 a 4,98%o.

E assumido que a planta usada como referéncia terd enriquecimento com "N similar
ao do solo e tomados como base para solos brasileiros valores de 5 a 10 deltas (ALVES et al.,
2005). Assim as plantas usadas como referéncia estdo dentro de uma faixa aceitavél. Outro
ponto relevante é o valor assumido para B (-1,66 deltas) (BODDEY et al., 2000), j4 que ndo
foi feito experimento para se chegar a este indice. NYEMBRA e DAKORA (2010) em estudo
em zona agroecologica da Zambia utilizaram para o valor B -2,2%., j4 BELANE e DAKORA
(2009 e 2010) utilizaram -1,759%eo.

Os tratamentos pré inoculados com veiculo turfoso (Tabela 11) apresentaram um
aumento na fixacdo com 18%, 31% e 48% com a inoculacdo no dia do plantio, 7 dias antes e
14 dias antes respectivamente e praticamente se mantendo com 35 dias antes do plantio com
45% do nitrogénio proveniente da fixacdo bioldgica de nitrogénio. Diferentemente do que
ocorreu com a produtividade que decaiu linearmente com o aumento de dias 4pos a
inoculagcdo. Em veiculo polimérico a inoculacao no dia do plantio proporcionou uma fixagao
de 26% , enquanto que com 7 dias antes foi de 41%, 14 dias antes foi de 28% e 35 dias antes
de 13%. Estatisticamente o tratamento de inoculacdo com a turfa com 14 e 35 dias de

35



antecedéncia ao plantio foi superior ao controle absoluto, assim como a inoculacdo com o
polimero com 7 dias de antecedéncia.

BRITO et al. (2009) avaliaram a contribui¢do da FBN em feijao-caupi comparando
com feijado comum (Phaseolus vulgaris) em experimento com vasos, tendo observado que a
partir dos 31 dias o feijao-caupi j4 tinha atingindo um valor de FBN acima dos 70%. Ainda,
foi verificado que na maturacdo fisiologica (78 DAS), o feijao-caupi obteve 93% do
nitrogénio proveniente da fixacdo simbidtica, apontando o tempo maior para se atingir a
méxima da fixacdo bioldgica, tendo o autor utilizado a cultivar CNC x 284-4E e plantas de
arroz e soja nao nodulante como plantas de referéncia.

Observa-se que nas variavéis massa de raiz e de nddulos analisadas anteriormente
(Tabela 9), a maior massa de raiz foi obtida no tratamento inoculado com a turfa com 14 dias
de antecedéncia, que também apresentou a maior massa de ndédulos entre os tratamentos
inoculados com veiculo turfoso, tendo este o tratamento a maior fixacdo de nitrogé€nio via
simbiotica, com 48%. Isto indica uma relagdo favordvel entre massa de raiz e nédulos para
fixacdo bilogica de nitrogénio.

O tratamento inoculado com o polimero com 35 dias de antecedéncia apesar de ter
apresentado a maior massa de nddulos, obteve apenas 21% do nitrogénio fixado por via
simbiotica, mas por outro lado, o tratamento inoculado com o polimero com 7 dias de
antecedéncia obteve 41% do nitrogénio fixado por via simbiotica.

O acumulo de nitrogénio na parte aérea e a quantidade de nitrogénio fixado pela
cultura apresentaram valores estatisticamente similares ao da fixacdo bioldgica com relagcdo
ao comportamento dos tratamentos.

Sabendo que em feijao-caupi por volta de 15 dias apés a emergéncia comegam a surgir
os primeiros nddulos e considerando o inicio do processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio
apartir de 20 dias, nota-se que em apenas de 15 dias de fixagdo bioldgica o feijao-caupi
apresentou uma variacdo entre os tratamentos inoculados de 4,4 a 16,7 kg de nitrogénio
fixado ha-! (Tabela 11) , j4 que a coleta da parte derea foi realizada com 35 dias apds a
emergéncia. Observa-se a importancia da inoculagdo em feijao-caupi, enquanto o tratamento
inoculado com a turfa com 14 dias de antecedéncia atingiu 16,7 kg de nitrogénio fixado ha-!,
o tratamento nao inoculado ndo obetve nitrogénio proviniente da fixagcao bioldgica.

Em feijdo-caupi a aplicagcdo de fertilizantes nitrogenados apresenta baixa eficiéncia,
segundo estudos que mostraram que o feijdo-caupi absorveu mais N do solo e da fixacdo
simbidtica do que de fertilizantes como ureia e sulfato de amonio (ALFAIA, 1997 e BRITO et
al., 2009). Assim mesmo que o tratamento ndo inoculado tenha obtido uma produtividade
estatisticamente similar a os demais tratamentos inoculados (Tabela 10), € possivel que neste
tratamento o nitrogénio absorvido seja oriundo do solo, pois nas dreas de plantio direto o teor
de matéria organica no solo é maior, como neste experimento que o solo apresentou 34,9 g
dm3 de MO e 2,1 g dm3 do préprio nitrogénio, assim esgotando este nutriente no solo.
Embora ALVES et al. (2005) mostraram que o plantio direto, entre outros beneficios, parece
estimular o processo simbidtico, provavelmente pela menor disponibilidade de N no solo que,
de acordo KESSEL e HARTLEY (2000), se deve a maior imobilizacdo da populagdo
microbiana do solo.

Os estudos sobre o potencial de fixagdo bioldgica de nitrogénio do feijdo-caupi t€ém
sido intensificados, mas ainda ndo se podem generalizar os niveis de fixacdo obtidos de forma
pontual. UNKOVICH et al. (2010) mostraram que na Austrdlia o feijao-caupi teve 2% do
nitrogénio derivado da fixacdo bioldgica, com apenas lkg N fixado ha-!, mas em uma
avaliacdo mais global de dados ja publicados e dados inéditos também na Austrdlia foi
verificada uma média de fixacdo de 56%, com o valor minimo de 38% e o maximo de 74% e
tendo fixado apenas 24 kg N ha™. Estes dados confirmam a variacio dos valores de fixacdo de
nitrogénio em feijdo-caupi, nao podendo atribuir a cultura valor de fixacdo média acima de
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60%. Outros trabalhos, a serem realizados, devem considerar esta variacdo em fungdo da
regido de estudo e de caracteristicas do sistema solo-planta.

Normalmente, em solos pobres em nutrientes os valores de %Ndfa chegam aos 90% e
até mais. Deve-se ter em vista que o modelo de cultura tecnificada nesse estudo niao é o
comumente encontrado nos estudos ja realizados, assim, no solo com aplicacdo de fertilizante
nitrogenado e alto teor de matéria organica no solo a %Ndfa foi baixa ( < 50%), e nado se
compara o feijao-caupi a soja. J4 que a soja demanda uma quantidade de nitrogénio bem
maior que o feijado-caupi, assim fazendo usos frequente da FBN para atingir as quantidades de
nitrogénio requeridas. ALVES et al. (2003) mostram que em lavoura de soja com
produtividades de 1,5 a 4,0 toneladas ha-! a FBN contribuiu com 70 a 350 kg ha-1, isso devido
a grande quantidade de N exportado pela cultura, de até 200 kg N ha” (ALVES et al., 2006),
levando a um balanco negativo da entrada e de saida de nitrogénio no sistema.
Comparativamente, a recomenda¢do de adubacdo nitrogenada para feijao-caupi € de 70 kg ha-
1. O teor de nitrogénio no grao de feijao-caupi é proximo de 4% e hoje a produtividade média
de feijao-caupi tecnificado é de 1000 kg ha-1, logo ao final do ciclo sdo exportados em torno
de 40 kg N ha-1.

4.4 Avaliacao do inoculante polimérico com diferentes estirpes na regiao Centro-Oeste

Observa-se na Tabela 12, que a inoculagdo com o conjunto das quatro estirpes obteve
a maior massa de nddulos secos, diferindo da BR3267 em veiculo liquido e da BR3262,
levando em consideracdo que a BR3267 em veiculo liquido foi inoculada com dose trés vezes
superior a usada nas estirpes em veiculo polimérico. CHAGAS JUNIOR et al. (2010)
avaliaram as estirpes para feijdo-caupi e encontraram o menor valor, entre as estirpes
inoculadas, para a estirpe BR3262 quanto a massa de nddulos secos, corroborando esses
resultados.

Na avaliacdo da massa de matéria da parte aérea seca, a BR3262 foi superior a
BR3267 em veiculo liquido, mas ndo diferiu da BR3267 em veiculo polimérico e do
consorcio das quatro estirpes recomendadas. Como em ZILLI et al. (2009), que testaram
cinco estirpes (BR3267, BR3262, BR3301, BR3302 e BR3299) e observaram que a estirpe
BR3262 proporcionou acimulo da massa de matéria da parte aérea seca superior ao controle,
ao passo que entre as demais estirpes, apenas o a BR3267 apresentou valores iguais ao
tratamento como a estirpe BR3262.

Tabela 12. Massa de nédulos secos, massa de raiz seca, massa de matéria da parte aérea seca
(caule, ramos e folhas) e massa total (nddulos, raiz e parte aérea) de plantas de feijao-
caupi (BRS Guariba), 35 dias apds emergéncia.

Tratamento Massa Massa raiz Massa parte Massa total seca

nédulos secos seca aérea (g planta™)
(mg planta™) (mg planta™) seca (g planta™)

BR3267 (liquido) 101,4B 612,6B 4,4B 5,1B

BR3262 (polimero) 91,4B 934,8A 5,7A 6,7A

BR3267 (polimero) 167,2BA 587,2B 4,6BA 5,3B

Consorcio (polimero) 186,8A 709,0B 5,1BA 6,0BA

CV% 64,68 22,58 27,86 22,54

Meédias de dez repeticdes seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de T de Student
(LSD), a 5% de probabilidade.
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E relevante ressaltar que a superioridade de massa de matéria da parte aérea seca pode
ser consequéncia da superioridade de massa de raiz seca (Tabela 12) do tratamento com a
BR3262 diante dos demais tratamentos. Neste caso tem-se uma relacdo visivel com o
tratamento inoculado com BR3262, que teve a menor nodula¢io, porém apresentou o maior
crescimento radicular e consequentemente aumento da massa de matéria da parte aérea seca,
diferindo da BR3267 em veiculo liquido. Mais nao diferiu da BR3267 em veiculo polimérico
e do consorcio das quatro estirpes.

O tratamento inoculado com BR3262 também obteve a maior massa total seca,
diferindo da BR3267 tanto em inoculante liquido, quanto polimérico. Estes resultados podem
indicar que o crescimento radicular aumentou a absorcao e assimilac@o de nitrogénio e outros
nutrientes aumentando o crescimento vegetativo, ou por outro passo a BR3262 mesmo com
baixa nodulacdo apresentou alta eficiéncia simbidtica acarretando no alto crescimento
vegetativo, como confirmado adiante na Tabela 13.

Em avaliagdo das estripes recomendadas CHAGAS JUNIOR et al. (2010) notaram que
para a cultivar de feijao-caupi Nova a estirpe BR3262 foi a tGnica que se mostrou superior
quanto a massa de raiz seca, em relagdo ao tratamento com adubacdo, porém ela apresentou
resultados inferiores quando comparada as outras estirpes na produtividade, assim como foi
observado neste experimento (Tabela 12).

Em recente estudo ZILLI et al. 2011 avaliaram a nodulagdo de feijao-caupi da cultivar
BRS guariba em casa de vegetacdo pelas estirpes recomendadas para soja: SEMIA 5079 (=
CPAC 15) e SEMIA 5080 (= CPAC 7) de Bradyrhizobium japonicum; SEMIA 587 e SEMIA
5019 (= BR 29) de B. elkanii; duas das estirpes atualmente recomendadas para a cultura do
feijao-caupi: SEMIA 6462 (= BR3267) de Bradyrhizobium japonicum ¢ SEMIA 6464 (=
BR3262) de Bradyrhizobium elkanii. Neste estudo constataram que as estirpes recomendadas
para soja obtiveram nuimero de nddulos similar as estirpes recomendadas para feijao-caupi,
indicando capacidade destas em nodular feijao-caupi, porém as estirpes CPAC 7, CPAC 15 e
BR 29 quando avaliado a eficiéncia nodular ficaram abaixo das estirpes recomendadas para
caupi (BR3262 e BR3267), tendo que apenas a estirpe SEMIA 587 foi similar as estirpes de
feijao-caupi.

Esses resultados levam a inferir que a nodulacdo do feijao-caupi na regido Centro-
Oeste pode estar sendo realizada pelas estirpes de soja, conduzindo a baixos valores de
fixacdo bioldgica de nitrogénio Ndfa(%) na cultura, pois nas dreas do Centro-Oeste onde esta
sendo inserida a cultura do feijao-caupi, eram e sdo comumente cultivadas com soja e,
portanto, apresentam alta densidade de rizébios no solo com populacdo ja estabelecida
(MENDES et al. 2004), devido a inoculacdo destas quatro estirpes recomendadas para soja,
especialmente as tradicionais SEMIA 587 e a BR29. Assim ndo se t€m uma relacdo de
competitividade das estirpes de feijao-caupi com as de soja. A estirpe de feijao-caupi mais
utilizada a BR3267 foi isolada da regido Nordeste e estd sendo inserida no Centro-Oeste. Em
areas de soja apesar da alta eficiéncia simbidtica existem dificuldades em se introduzir novas
estirpes mais eficientes, em virtude da estabilizacdo das estirpes tradicionalmente inoculadas,
podendo deduzir que a insercao das estirpes de feijdo-caupi também enfrentou esse problema.

Notou-se a maior produtividade em valores absolutos (Tabela 13) foi obtida pela
BR3267 no veiculo liquido, provavelmente em fung¢do da alta dosagem utilizada na
inoculagdo. Os trés tratamentos inoculados com o polimero apresentaram valores de
produtividade muito préximos. A BR3267 no veiculo polimérico mesmo com uma densidade
de inoculacdo inferior a usada no veiculo liquido ficou apenas 27,1 kg abaixo, mostrando a
capacidade do veiculo polimérico em manter células vidveis da inoculagdo até a nodulacdo. O
fator densidade de rizobios na inoculagao € bastante relevante ja que para a cultura do feijao-
caupi ndo existe recomendacdo definida. A produtividade média da regido Centro-Oeste € de
1000 kg ha™ assim estando estes resultados dentro da faixa aceitdvel para a regido.
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Percebe-se na Tabela 13, que o N acumulado na parte aérea no tratamento inoculado
com a estirpe BR3262 foi superior ao do inoculante liquido com a estirpe BR3267 e similar
ao tratamento com o consdrcio e a BR3267, ambos em veiculo polimérico. Assim, nota-se que
o inoculante polimérico mesmo inoculado em baixa densidade de células semente”' promoveu
os maiores valores de N acumulado na parte aérea. Nos parametros de N acumulado nos
graos, teor de N na parte aérea e nos graos os tratamentos apresentaram valores similares.

Tabela 13. Teores e acimulo de nitrogénio na parte aérea e nos graos, mais a produtividade
de graos de plantas de feijao-caupi (BRS Guariba). *Dias apds a emergéncia-DAE.

Tratamento Teor N Teor N N N acumulado Prod.”
parte aérea  graos” acumulado grios ¥
parte aérea
35 *DAE 75DAE 35DAE 75DAE
(%) —(mg planta™)-- oo |95 1V R —

BR3267 (liquido) 4,77A 3,45 211,91B 33,9 982.5
BR3262 (polimero) 5,03A 341 292,03A 32,4 9493
BR3267 (polimero) 4,779A 3,40 219,37BA 32,5 955,4
Consorcio (polimero) 5,06A 3,37 259,46BA 32,2 956,6
CV% 16,56 34,13

Meédias de dez repeticdes seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de T de Student
(LSD), a 5% de probabilidade.

(UProdutividade baseada na produgio de 1ha, sem repeti¢des, impossibilitando o teste estatistico.

@Teor de N nos grios obtido de cinco repeti¢des, mas da coleta baseada na producio de lha, sem repeticdes,
impossibilitando o teste estatistico.

N acumulado nos grios obtido a partir dos resultados (1) e (2), impossibilitando o teste estatistico.

Em éreas tecnificadas e de alto investimento como essas em que a cultura do feijao-
caupi estd sendo inserido no Centro-Oeste, alguns parimetros usados em experimentos
visando ao modelo de agricultura familiar ndo sdo adequados. Nessas areas ndo € possivel
atribuir o crescimento da parte vegetativa da planta somente a nodulagcdo, pois o nivel
nutricional das dreas de plantio € maior comparado com os experimentos em outras dreas, sem
contar que a disponibilidade de dgua, seja pela chuva ou uso de irrigagcdo, faz com que estes
plantios alcance produtividades superiores a de regides como no Nordeste, que tem a dgua
como limitante. Assim, o crescimento da parte aérea pode ndo ser apenas funcio do nivel de
nodulacdo, e sim da relacdo de raiz e nddulo, contribuindo para aporte de nutrientes para a
parte aérea.

Apesar da correlacdo observada entre raiz e parte aérea, percebe-se que o tratamento
com a estirpe BR3262 foi superior aos demais quanto a massa de raiz e gerou maior massa da
parte aérea, mas obteve a menor produtividade entre os tratamentos. Esse resultado mostra
que o desenvolvimento vegetativo do feijao-caupi ndo necessariamente aumenta a sua
produtividade, assim a eficiéncia relativa de muitas estirpes avaliadas com relagdo a parte
aérea nao significa que estas promoveram um aumento de produtividade.

Por outro lado a disponibilidade de nutrientes no solo em niveis adequados, como K
(potassio) com 128 mg dm>, P (fésforo) com 7,79 mg dm>, somatério de Ca (célcio) e Mg
(magnésio) com 3,83 mmolc dm™ e matéria organica com 25,5 g dm™ contribuem para o
desenvolvimento vegetativo da cultura. Uma vez que o P auxilia na nodulagdo pela
transferéncia de energia na forma de ATP e no aumento no numero de pélos radiculares
proporcionando mais sitios de infeccdo para a bactéria (OKELEYE e OKELANA, 1997).
Quando presente em niveis insuficientes, é capaz de comprometer a eficiéncia da associagdao
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simbidtica (FREIRE FILHO et al., 2005), enquanto que a deficiéncia de K afeta a fotossintese
e, consequentemente, o fornecimento de fotossintatos da planta para a bactéria, limitando a
nodulagdo e a fixacdo simbidtica do nitrogénio (DUKE e COLLINS, 1985).

Na Tabela 14, referente a FBN mensurada pela técnica da abundancia natural do N,
percebe-se que a mesma planta (P¢€ de galinha- Elseusine indica) tem valor de delta inferior ao
experimento de Sinop- MT, com 5,101 %.. No experimento de Primavera do Leste- MT
(Tabela 14) a planta usada como referéncia pode ter subestimado a fixacdo da planta teste,
uma vez que esta planta Elseusine indica foi usada como referéncia na mensuracdo da FBN
em cana de agicar em Minas Gerais, em que apresentou valor de delta de 7,66 (BODDEY et
al., 2001). E evidente que essa variacdo nos valores de delta da planta de referéncia pode ser
apenas uma variag¢ao do préprio solo.

O N disponivel no solo apresenta menor enriquecimento com PN, pois a planta de
referéncia apresenta valores de 8'°N inferiores ao encontrado em Sinop. No entanto, todos os
tratamentos indicam dilui¢do isotépica, consequentemente ocorreu fixacdo de nitrogé€nio via
simbiotica. Apesar de que o tratamento inoculado com a estirpe BR3267 em veiculo
polimérico apresentou um valor de 8'°N estatisticamente similar ao da planta de referéncia.

Nota-se que a BR3267 testada em dois veiculos de inoculacao (liquido e polimérico) e
inoculada em duas densidades, inoculante liquido (300 ml/ 50 kg semente) e inoculante
polimérico (100 ml/ 50 kg semente) apresentou resultados diferentes. A inoculacdo com a
BR3267 em veiculo liquido apresentou fixacdo bioldgica de N de 27% (Tabela 14), isto
provavelmente pela alta densidade de inoculagdo utilizada. Enquanto, que quando inoculada
com a densidade de 100 ml ha (100 ml/ 50 kg semente), dose trés vezes inferior a usada com
o inoculante liquido, fixou de forma bioldgica apenas 11% do N (Tabela 14), indicando que
estd estirpe pode ser sensivel a densidade de inoculacdo. Mais de acordo a Tabela 11, também
se comprova que a inoculagcdo para feijdo-caupi € necessdria para a producdo em sistemas
tecnificados, tendo em vista que o tratamento nao inoculado ndo apresentou fixagao bioldgica
de nitrogénio.

Tabela 14. Delta §'"°N (%0), nitrogénio proveniente da FBN (%Ndfa), nitrogénio derivado da

FBN na parte aérea e nitrogénio fixado (kg ha-!) de plantas de feijao-caupi (BRS

Guariba), 35 dias apds a emergeéncia.

Tratamento 8N (%) Ndfa(% N derivado kg ha-' N
) FBN parte fixado
aérea
(mg planta™)
BR3267 (polimero) 4,32B 11C 26,55B 6,4B
BR3262 (polimero) 2,43A 39A 108,61A 26,0A
BR3267 (liquido) 3,28A 27B 56,30B 13,5B
Consoércio (polimero) 2,59A 37BA 96,06A 23,0A

Planta de Referéncia 8"°N (%o)
Pé de galinha (Eleusine indica)' 5,10B
CV% 19,45 28,93 35,23 35,23

Meédias seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Sementes inoculadas com a BR3267 com inoculante polimérico e liquido. E inoculagdo com a BR3262 e com o
consdrcio com o inoculante polimérico em Primavera do Leste- MT.
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Por outro lado, mesmo os tratamentos inoculados com a densidade de 100 ml ha’
(100 ml/ 50 kg semente), dose trés vezes inferior a usada com o inoculante liquido, obtiveram
os maiores valores Ndfa(%), 39% com a inoculagdao da BR3262 e 37% com a inoculacido do
consorcio das quatro estirpes recomendadas, confirmando que esta estirpe de B. elkanii a
priori (BR3262) e o conjunto podem ser utilizados para inoculacdo na regiao Centro-Oeste e
nao foram sensiveis a densidade de inoculacao.

A variacdo nos valores de Ndfa(%) em feijao-caupi € evidente. BELANE e DAKORA
(2009) avaliaram 30 genotipos de feijao-caupi em Ghana no ano de 2005, usando a
abundancia natural de 8 N com plantas de 46 DAP e encontraram variagdo de 7,91% a
58,2%, porém quando analisados em 2006, com 15 genotipos com plantas de 72 DAP, a
variacdo foi de 55,7% a 89%. Apesar de ndo ser um aspecto bem estudado ainda, ndo s6 a
idade da planta na avalia¢do pode influénciar diretamente nos resultados de fixa¢do, mais o
componente raiz também. Neste mesmo trabalho de BELANE e DAKORA (2009) uma das
cultivares utilizadas na avaliacdo aos 46 DAP obtiveram 25,3% do Ndfa na parte aérea e na
raiz com 76,1%, ja com 72 DAP a fixac@o na parte aérea passou para 89% e na raiz foi para
7,8%, isto indica que a taxa de fixacdo bioldgica da raiz pode influénciar os resultados de
fixag@o da parte aérea.

Em Primavera do Leste os tratamentos inoculados com a BR3262 e o conjunto de
estirpes apresentaram maior massa de raiz e, consequentemente, foram os que mais fixaram
nitrogé€nio via simbiotica. BELANE e DAKORA (2010) encontraram para plantas de feijao-
caupi com 46 DAP variagdo de 63,51% a 86,7%; ja aos 67 DAP a variacdo foi de 56,2% a
96,3%. BELANE e DAKORA (2011) evidenciaram na avaliacdo de cultivares que existe
correlacdo positiva ao avaliar o N fixado via simbiotica e o carbono fixado via fotossintese,
como indicador do uso eficiente de carbono e nitrogénio, ja que as bacterias nos nédulos sdao
dependentes do transporte de fotossimilados da parte aérea para as raizes e para os nddulos.

A quantidade de nitrogénio fixado ha-! no sistema, mostra que mesmo a avaliacao
sendo realizada com apenas de 15 dias de fixacdo bioldgica, conforme discutido
anteriormente, os tratamentos inoculados ja indicam fixacdo. O tratamento inoculado com a
BR3262 e o consoércio das quatro estirpes recomendadas foram superiores estdtisticamente,
chegando a fixar 26 kg ha-! e 23 kg ha-!, respectivamente (Tabela 14). De acordo a Tabela 13,
o N actiimulado nos graos e que consequentemente foi exportado do sistema ficou entre 32 e
34 kg ha-!, confirmando que apesar de primariamente esta gerando um balanco negativo no
sistema, a tendéncia € que a fixacdo bioldgica ultrapasse os 35 kg ha-! de N fixado, gerando
um balanco positivo.

O sistema de plantio direto adotado na propriedade mais o fato que a cultura anterior
foi arroz podem interferir nos resultados. Apesar de ALVES et al. (2005) mostraram que o
plantio direto estimula o processo simbidtico, pela menor disponibilidade de N no solo,
devido a maior imobilizagdo da populagdo microbiana do solo, provocado pela menor
movimentagdo e aeracdo. Neste experimento o solo apresentou 25,5 gdm3de MO e 1,2 g dm
3 do préprio nitrogénio, levando a inferir que as plantas podem limitar a fixagao bioldgica em
uma preferéncia de obtencdo de N via solo, ja que o mesmo nao € limitante no solo. E ao
mesmo tempo é possivel que o °N quantificado no feijdo-caupi tenha sido obtido via solo,
pois no ciclo natural do nitrogénio o "N é ultimo a sair do sistema em fungdo de sua massa e
sabendo que a cultura anterior foi arroz que também se beneficia de fixacdo bioldgica. De
acordo CAMPOS et al., 2003 alguns genétipos chegam a 30% do nitrogénio oriundo da
fixacdo bioldgica, assim este material vegetal reposto ao solo poderd enriquecer o solo com
nitrogénio na forma de "N,

Nao se pode afirmar que nestas dreas de plantio direto, onde o sistema favorece a
simbiose, que a FBN na cultura do feijdo-caupi atingird niveis acima de 60% do nitrogénio
oriundo da fixagdo bioldgica, pois nestes solos com alto teor de matéria organica e nitrogénio,
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as plantas poderam optar em obter N via solo. Porém a inoculacdo permitird tanto o aumento
de produtividade quanto manter o nivel de nitrogénio no sistema, para ndo gerar um balango
negativo de entrada e saida de N. Como, por exemplo, NYEMBRA e DAKORA (2010), em
estudo em zona agroecologica central da Zambia, um sistema estabilizado, encontraram que o
feijao-caupi fixou de forma bioldgica 35,4 kg N ha-!, com 58,5% do nitrogénio oriundo da
fixacdo bioldgica. Assim indicando que em sistemas onde o nitrogénio ndo seja o fator
limitante a porcentagem de N oriundo da fixacdo bioldgica serd reduzida em funcdo
principalmente do teor de matéria organica e do proprio N no solo.

PULE-MEULENBERG et al. (2010) avaliaram nove gendtipos de feijao-caupi e em
Ghana encontraram valores de fixacao bioldgica variando de 69,3% a 86,6%, para coleta aos
46 DAP. J4, quando os autores avaliaram estes gendtipos na Africa do Sul a variacio foi de
59,3% a 92,9%, para coleta aos 46 DAP. Porém apesar de algumas cultivares apresentarem
alta fixacdo bioldgica de nitrogénio, estas possuem média produtividade. Em Ghana, a
cultivar com a maior fixacao biolégica (86,6%), obteve uma produtividade de 791,2 kg ha-! e
na Africa do Sul, por exemplo, uma cultivar com fixagao bioldgica de 72,6%, rendeu uma
produtividade de apenas 512,1 kg ha-!.

A cultivar BRS guariba tem atingido alta produtividade comparada a média nacional,
porem os valores de fixacdo bioldgica de nitrogénio estdo abaixo de 50% (Tabela 11 e 14). O
que pode ser explicado pelo tempo da avaliagdo, a cultivar e a capacidade dos solos em
fornecerem o nitrogénio necessdrio para o ciclo da cultura. A capacidade de fixagdo bioldgica
de nitrogénio pelas cultivares de feijdo-caupi deve ser levada em consideragdo junto com o
potencial produtivo. A cultivar utilizada nestes experimentos (BRS Guariba) € recomendada
para o ambito nacional tendo em nivel de campo uma produtividade média de 1000 kg ha-!
como encontrado no experimento de Primavera do Leste, que reflete o cenério de producao do
Centro-Oeste.

Conforme observado por NEVES e RUMJANEK (1997) a espécie B. japonicum
contribui para maior acimulo de N. PAUFERRO et al. (2010) observaram em quatro
cultivares de soja com as estirpes separadas, SEMIA 5080 (B. japonicum) e SEMIA 5019 (B.
elkanii), que quando avaliadas quanto %Ndfa e quantidade N na planta provindo da FBN a
inoculagdo com B. japonicum foi superior a inoculacdo com B. elkanii. Mas nota-se que
nestes experimentos de feijdo-caupi os maiores valores de fixacdo simbidtica de N foram
obtidos com a BR3262, que é aparentemente da espécie B. elkanii (Tabela 14), ndo
confirmando o que é encontrado por alguns autores, que atribuem a espécie B. elkanii apenas
a caracteristica de maior capacidade de competir contra estirpes nativas e ocupar os nédulos
(BODDEY e HUNGRIA, 1997; NEVES ¢ RUMJANEK, 1997). Por outro lado os dados
corroboram estudo de ZILLI et al. (2006), que ndo encontrou diferenca entre as estirpes
Bradyrhizobium elkanii ou Bradyrhizobium sp. quanto a eficiéncia simbidtica e a capacidade
de ocupagdo nodular.

A variacdo da %Ndfa nos experimentos de Sinop e Primavera do Leste (Tabela 11 e
14) confirma HERRIDGE et al. (2008), que encontraram na cultura do feijao-caupi valores
desde 8 a 97% de nitrogénio oriundo da fixacdo bioldgica, sendo que nesse estudo o valor
minimo encontrado foi de 4% e o maximo de 48%. Esta variacdo pode ser em funcdo da
presenca de nitrogé€nio no solo inibindo a FBN, a data exata da coleta e a relacdo entre a
cultivar e a bactéria utilizada.
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5 CONCLUSOES

O inoculante polimérico com o veiculo IPC 2.2 obteve uma produtividade
estatisticamente superior ao controle absoluto e similar as tecnologias ja recomendadas,
podendo ser recomendado para inoculagdo das estripes de feijao-caupi.

A prética agricola da pré inoculagdo mostrou-se vidvel em laboratério com a utilizagao
do inoculante polimérico, porém ainda sdo necessarios mais estudos para se recomendar a
pratica no campo.

A prética agricola da pré inoculacdo com inoculante turfoso resultou em uma redugdo
linear da produtividade em func¢do do aumento de dias do plantio apds a inoculagao.

No experimento de pré inoculacdo as maiores produtividades foram obtidas com a
inoculagcdo com inoculante polimérico no dia do plantio (1585,2 kg ha-! ) e com 35 dias com
antecedéncia (1549,8 kg ha-1).

A quantificacdo do nitrogénio oriundo da FBN em feijao-caupi na regidao Centro-Oeste,
com 35 dias apds o plantio ndo ultrapassou os 50% Ndfa.

Diante dos resultados da quantificagdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio a inoculagdo
mostra-se uma pratica necessdria para o Centro-Oeste, visto que quando as sementes nao
foram inoculadas, as plantas nao obtiveram fixacdo bioldgica de nitrogénio.

A inoculagdo com a estirpe BR3262 e o conjunto das quatro estirpes recomendadas,
possibilitaram com apenas 15 dias do processo de fixac@o bioldgica de nitrogénio uma entrada
no sistema de mais 20 kg ha-! de nitrogénio.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A maior parte dos trabalhos realizados no Brasil se limita ao estudo de parametros
como o nimero e massa de matéria seca de nédulos, massa de matéria seca da parte aérea,
teor de nitrogénio e produtividade. Porém, na estimativa dos valores para a contribuicao da
FBN, nas dreas de Cerrado comumente cultivadas com soja inoculada podem ocorrer
problemas de nodulacdo cruzada. Estirpes recomendadas para soja, que se encontram em alta
densidade no solo, em virtude dos anos de inoculagao, podem nodular o feijao-caupi.

Este fato foi averiguado por ZILLI et al. (2011), em estudo com inoculacdo em casa de
vegetacdo. As estirpes recomendadas para a soja nodularam o feijao-caupi e foram similares
as estirpes recomendadas para feijdo-caupi quanto ao nimero e massa de matéria seca de
nédulos, também a massa de matéria seca da parte aérea, N-total e quanto a efici€ncia
nodular. Apesar das estirpes SEMIA 5080 e SEMIA 5079 apresentarem baixa eficiéncia, a
SEMIA 587 apresentou eficiéncia de FBN na cultura do feijao-caupi semelhante a das estirpes
SEMIA 6463 e SEMIA 6462.

Diante das avaliacdes feitas e das caracteristicas da agricultura no Centro-Oeste,
recomenda-se 0 uso da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e identificacdo
sorolégica (ELISA) para confirmar se as estirpes de feijdo-caupi estdo ocupando os sitios de
nodulacdo de forma satisfatéria, uma vez que os solos apresentam alta densidade de rizobios
recomendados para soja, também capazes de nodular o feijao-caupi, porém com baixa
eficiéncia.

Deve se continuar a quantificar a quantidade de nitrogénio oriundo da FBN em feijao-
caupi (%Ndfa) em nimero maior de cultivares, em outros sistemas de producdo com o feijao-
caupi e em estados fisiologicos diferentes da planta, com enfase para a maturagao.

A prética agricola de pré inoculagdo deve ser mais estudada, em especial sobre o
comportamento das bactérias nas duas primeiras semanas e a compatibilidade destas com a
aplicacdo de fungicidas. Devendo ser feita uma recuperacdo de rizobios nas sementes
inoculadas avaliando tratamentos com e sem presenca de fungicida.

O uso de inoculante é extremamente necessario para a produgdo do feijdo-caupi e
diante da escasses do uso da turfa como veiculo, o inocualnte polimérico € uma tecnologia
essencial para ser usada no Brasil e em paises com baixa tecnologia, como a Africa do Sul
origem do feijao-caupi, sendo esta tecnologia de facil reprodu¢cdo e manipulagcdo, sem gerar
subprodutos danosos ao homem e ao ambiente.
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8 ANEXOS

Figura 10. Coleta de plantas e nddulos de feijdo-caupi (BRS guariba), 32 dias apds a
emergéncia. Embrapa Agrossilvipastoril, Sinop- MT.

Figura 11. Coleta da produgdo de grdos de feijdo-caupi (BRS guariba), 74 dias apds a
emergéncia. Embrapa Agrossilvipastoril, Sinop- MT.
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Figura 12. Coleta de plantas e nddulos de feijdo-caupi (BRS guariba), 35 dias apds a
emergéncia. Fazenda Novo Horizonte- Sementes Tomazetti, Primavera do Leste- MT.
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