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RESUMO GERAL

CARVALHO, Rita Hiléario de. Desempenho do feijoeiro comum sob inoculacéo conjunta
de bactérias promotoras de crescimento vegetal e estirpes de Rhizobium. 2018. 54f.
Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

A co-inoculagéo em plantas utilizando bactérias promotoras de crescimento surgiu como uma
técnica para incrementar o desenvolvimento e produtividade de cultivos agricolas, devido ao
efeito sinérgico destas bactérias. O objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas em termos
de nodulacdo, producdo de biomassa e de graos, da co-inoculacdo de bactérias promotoras de
crescimento vegetal associadas a estirpes de Rhizobium sp. ja estabelecidas para a cultura do
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.). Foram conduzidos dois experimentos em casa de
vegetacao e trés experimentos de campo. Os experimentos em casa de vegetagdo objetivaram
avaliar o efeito da co-inoculacdo de Rhizobium sp. e bactérias promotoras de crescimento nas
fases iniciais do desenvolvimento vegetativo em duas cultivares de feijoeiro. Os experimentos
tinham delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e seis repeticoes,
sendo efetuadas coletas nas fases fenoldgicas V3 e V4 (emissdo da 12 e da 32 folha trifoliada,
respectivamente), com as cultivares Pérola e BRS Esteio. A co-inoculacdo de Rhizobium com
Bradyrhizobium elkanii estimulou a nodulacdo, em ambos o0s estagios para a cultivar Pérola e
em V4 para a cultivar Esteio. A co-inoculacdo com B. elkanii também estimulou o
crescimento vegetativo inicial, observado com mais intensidade em V4, com aumentos de
67% e 28% na massa de parte aérea para Pérola e Esteio, respectivamente. Ndo houve
diferenca entre a co-inoculagdo com promotoras de crescimento e Rhizobium sp., quando
comparada a inoculacdo apenas com Rhizobium para massa seca de raizes. Os experimentos
de campo avaliaram o efeito da co-inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento
associadas a estirpes de Rhizobium sp., na producéo de biomassa e produtividade de grdos em
trés condicdes agroecoldgicas. Dois experimentos foram conduzidos em Macaé — RJ, em
areas com e sem cultivo anterior de feijoeiro e caracteristicas fisico-quimicas do solo
distintas, com a cultivar BRS Esteio, em delineamento em blocos ao acaso com cinco
repeticbes e cinco tratamentos: testemunha absoluta, testemunha nitrogenada (80 kg ha™ de
N), inoculacdo com estirpes comerciais de Rhizobium sp., co-inoculacdo Rhizobium e A.
brasilense, e co-inoculagdo Rhizobium e B. elkanii. No experimento conduzido na Embrapa
Agrobiologia, acrescentou-se um tratamento com a co-inoculacdo com A. brasilense e
aplicacéo de N mineral em cobertura (40 kg ha™* de N), todos os tratamentos avaliados com as
cultivares BRS Esteio e Ouro Negro. As plantas foram amostradas quando da floragdo plena e
na maturacdo dos grdos. Nas condi¢cbes de campo, ndo foi possivel confirmar o efeito
promotor de crescimento das estirpes inoculadas ou da tecnologia de co-inoculagdo, em
termos de producéo de biomassa e de rendimento de gréos do cultivo do feijoeiro.

Palavras-chave: Feijoeiro comum; Co-inoculacdo; Promotores de Crescimento.
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GENERAL ABSTRACT

CARVALHO, Rita Hilario de. Performance of common bean under co-inoculation of
plant growth promoting bacteria and Rhizobium strains. 2018. 54f. Dissertation (Master's
Crop Science). Institute of Agronomy, Department of Crop Science, Federal University of
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Co-inoculation of plant growth promoting bacteria emerged as a technique for improving
development and crop productivity due to the synergistic effect of these bacteria. The
objective of this work was to evaluated the responses in terms of nodulation, biomass
production and grain yield, of co-inoculation of plant growth promoting bacteria associated
with Rhizobium sp. strains already established for common bean (Phaseolus vulgaris L.) crop.
Two greenhouse experiments and three field experiments were carried out. The greenhouse
experiments aimed to evaluate the effect of co-inoculation of Rhizobium sp. and growth
promoting bacteria in the initial stages of vegetative development of two common bean
cultivars. The experiments had completely randomized design with four treatments and six
replications, and were harvested at the phenological phases V3 and V4 (first and third
trifoliate leaf fully expanded, respectively), with the cultivars Pérola and BRS Esteio. The co-
inoculation of Rhizobium with Bradyrhizobium elkanii stimulated the nodulation, in both
stages for cultivar Pérola and in V4 for cultivar Esteio. Co-inoculation with Bradyrhizobium
elkanii also stimulated the initial vegetative growth, more intensively at V4, with increases of
67% and 28% in the shoot mass for Pérola and Esteio, respectively. There was no difference
between co-inoculation with growth promoters and Rhizobium sp., as compared to sole
inoculation with Rhizobium for root dry mass. Field experiments evaluated the effect of co-
inoculation of growth promoting bacteria associated with Rhizobium strains in the production
of biomass and grain yield in three different agroecological conditions. Two experiments were
conducted in Macaé - RJ, Brazil, in areas with and without previous cultivation of common
bean and distinct soil physicochemical characteristics, with the BRS Esteio cultivar, in a
randomized block design with five replicates and five treatments: absolute control, nitrogen
control (80 kg ha™ N), inoculation with commercial strains of Rhizobium, Rhizobium and A.
brasilense co-inoculation, and Rhizobium and B. elkanii co-inoculation. In the experiment
conducted at Embrapa Agrobiologia, a treatment with a co-inoculation with A. brasilense and
application of mineral N in cover (40 kg ha™ of N) was added, all treatments evaluated with
the cultivars BRS Esteio and Ouro Negro. The plants were sampled at full bloom and grain
maturation. In the field conditions, the growth promoting effect of the co-inoculation
technology was not confirmed in terms of biomass production and grain yield of common
bean crop.

Keywords: Common bean; Co-inoculation; Growth Promoters.
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1 INTRODUCAO

Em leguminosas como o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), o uso de
fertilizantes nitrogenados pode ser substituido parcial ou completamente pelo uso de
inoculantes que contenham bactérias fixadoras de nitrogénio (HUNGRIA et al., 2012). Além
do custo envolvendo o uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos, ha também o dano
ambiental, com consequentes efeitos na contaminacdo dos mananciais hidricos (MERTEN &
MINELLA, 2002). Com isso, independente do nivel tecnolégico dos produtores de feijdo, séo
demandadas tecnologias que representem uma alternativa viavel e sustentavel para promover
a produtividade da cultura (VERONEZI et al., 2012).

O emprego de estirpes bacterianas recomendadas para producdo de inoculantes
comerciais no Brasil, que sejam eficientes para fixagdo biologica de nitrogénio (FBN), torna-
se de grande importancia (VERONEZI et al., 2012). A estirpe BR 322 de Rhizobium tropici
recomendada para inoculacdo do feijoeiro, € uma das estirpes mais testadas em diferentes
condicdes de clima e manejo, mas existem outras estirpes elite como a BR 534 e a BR 520,
consideradas eficientes em associar-se simbioticamente ao feijoeiro (CHUEIRE et al., 2003;
HUNGRIA & VARGAS, 2000; HUNGRIA et al., 2013).

Os inoculantes sdo produtos que contém microrganismos que promovem acdo benéfica
as plantas. Estes devem ser produzidos atendendo os protocolos estabelecidos pela RELARE
e sdo encontrados nas mais diversas formas, géis, liquidos e turfosos (SCHUH, 2005). Porém,
0 sucesso da inoculacdo depende de fatores como a eficiéncia competitiva das estirpes,
cuidados no processo de inoculagdo, sobrevivéncia das estirpes a fatores adversos
(HUNGRIA et al., 1994), qualidade do inoculante, dosagem adotada, entre outros.

Em condicBes de campo, o sucesso da inoculacdo do feijoeiro esta diretamente
relacionado a temperatura e umidade do solo, a utilizacdo de adubos nitrogenados, as
condicdes de fertilidade e pH do solo, aos cuidados no tratamento de sementes com fungicidas
e inseticidas, as condicbes de armazenamento do produto, entre outros. Recomenda-se
também que a inoculacdo seja feita a sombra e a semeadura realizada no mesmo dia,
evitando-se exposicdo ao sol e ao calor excessivo.

Além das bactérias pertencentes ao grupo dos rizobios, novas bactérias tém sido
testadas, quanto a promocdo de crescimento em plantas. As bactérias promotoras de
crescimento sdo capazes de promover o crescimento vegetal através de alteracoes fisioldgicas
devido a liberacdo de horménios, como auxinas e citocinina que promovem aumento no
crescimento radicular (ZAFAR et al., 2012), melhorias na nutri¢cdo vegetal e otimizacdo da
nodulagéo, influenciando na interagéo rizobio-planta (STAJKOVIC et al., 2011).

Visando alcangar o maximo da capacidade de fixar nitrogénio (N) atmosférico, atraves
da associacgdo entre bactérias do grupo dos rizobios e bactérias promotoras de crescimento, a
co-inoculacdo tem surgido com uma técnica de manejo adotada para diversas culturas, a
exemplo da soja e do feijoeiro (BAI et al., 2002). Neste grupo de bactérias promotoras de
crescimento, podemos encontrar as associativas, do género Azospirillum, sendo este género
bastante conhecido por atuacdo em gramineas, capaz de promover interacdes benéficas com
leguminosas em associagdo aos rizobios (YADEGARI et al., 2010).

Muitos trabalhos descrevem os principais beneficios associados a co-inoculacdo de
rizobios, como aumento no teor de N foliar, biomassa vegetal e produtividade de gréos
(GITTI et al., 2012). Trabalhos também relatam a co-inoculagdo de Bradyrhizobium spp. com
bactérias do género dos Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus, entre outros, principalmente
na cultura da soja, onde as informacbes sobre a FBN sdo bem concretas e as estirpes de
Bradyrhizobium sio amplamente utilizadas para inoculagio (ARAUJO & HUNGRIA, 1999;
HUNGRIA et al., 2001). Porém, sdo poucos os estudos relacionados ao uso desse género
como promotor de crescimento associado ao Rhizobium em feijoeiro.



Baseando-se no conceito de que a co-inoculacdo favorece o crescimento vegetal,
foram conduzidos experimentos em condi¢cdes de campo e em condicOes de casa de
vegetacdo, onde plantas de feijoeiro foram submetidas a inoculacdo com estirpes de rizébio, e
co-inoculacdo com outros géneros, associadas ou ndo a aplicacdo de N mineral. Nesse
sentido, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da co-inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento associadas as estirpes de Rhizobium ja estabelecidas para a cultura
do feijoeiro no desenvolvimento inicial, na promog¢éo do crescimento vegetal e no rendimento
de gréos de cultivares de feijoeiro comum.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos da Cultura do Feijoeiro

O feijoeiro comum ¢é uma planta anual herbacea, trepadora ou ndo, pertence a familia
Fabaceae, subfamilia Faboideae, género Phaseolus, e estd classificado como Phaseolus
vulgaris L. (CRONQUIST, 1988). Apresenta duas formas de crescimento: determinado e
indeterminado. O habito de crescimento determinado caracteriza-se por ter o caule e 0s ramos
laterais terminando em uma inflorescéncia (inflorescéncia terminal) e possuir um numero
limitado de nos, j& o habito indeterminado é caracterizado por possuir um caule principal com
crescimento continuo, numa sucessao de nos e entrends (PORTES, 1996).

A cultura do feijoeiro possui dois grandes grupos comerciais, 0 feijdo comum
(Phaseoulus vulgaris L.) e o feijdo caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp], subdivididos a
principio pela coloragdo do tegumento do grdo (BRASIL, 2008). Dentro do grupo do feijdo
comum existem varios tipos comerciais como carioca, preto, mulatinho, manteiga, feijoes
especiais, entre outros (CATALOGO, 2014).

O feijoeiro comum € a espécie mais cultivada entre as demais do género Phaseolus
(YOKOYAMA & STONE, 2000; BARBOSA & GONZAGA, 2012). E uma cultura sensivel
as variacdes de temperatura e ao deficit hidrico, visto que estes fatores podem influenciar na
porcentagem de vingamento das vagens, numero de vagens por planta, e nimero de grdos por
vagem, afetando a produtividade da cultura (ZIMMERMANN et al., 1996).

O feijoeiro apresenta um ciclo variavel de acordo com a temperatura do ambiente e
com a cultivar, o que permite que seja uma cultura adaptavel tanto ao sistema de producéo
agricola intensivo, quanto aqueles que possuem baixo investimento tecnol6gico, sendo uma
cultura amplamente difundida em todo territorio nacional, cultivada por pequenos e grandes
produtores, e produgdo em trés safras durante 0 ano (BARBOSA & GONZAGA, 2012). O
cultivo de feijoeiro comum em pequenas propriedades é feito em sua grande maioria em
sistema com uso reduzido de tecnologias, por vezes voltada para a producdo de subsisténcia,
enquanto cultivos comerciais com elevado emprego de tecnologia e insumos sdo conduzidos
em grandes areas associadas principalmente a terceira safra no periodo de inverno, com a
utilizacdo de sistemas de irrigacdo (FUSCALDI & PRADO, 2005).

De acordo com Barbosa & Gonzaga (2012), cultivares melhoradas de feijoeiro
comum, que proporcionam alto potencial de producdo, elevada adaptagdo e menor
sensibilidade a estresses bidticos ou abidticos, representam significativas contribuicGes a
eficiéncia do setor produtivo. A recomendacdo de novas cultivares tem colaborado para o
aumento da produtividade do feijoeiro no Brasil, que passou de 749 kg ha™ em 1997 para
1.354 kg ha™ em 2011 (PEREIRA et al., 2013), chegando a cerca de 2.000 kg ha™ em 2016
(CONAB, 2017). Dentre os principais grupos comerciais, neste trabalho foram empregadas as
cultivares: Ouro Negro, do grupo comercial preto, que apresenta ciclo de 80-100 dias, e massa
de 100 gréos de 25 g; BRS Esteio, do grupo comercial preto com ciclo de 85-95 dias, e massa
de 100 gréos de 24 g, com alto potencial produtivo, grdos com excelentes propriedades de
cozimento e moderada resisténcia a antracnose. (PEREIRA et al., 2013); e Pérola, do grupo
comercial carioca, com ciclo de 85-95 dias, massa de 100 gréos de 27 g, alto potencial
produtivo e grdos de elevado padrdo comercial, além de apresentar resisténcia & doencas
como mosaico-comum e ferrugem (CNPAF, 2004). As principais caracteristicas destas
cultivares, justificam a escolha delas neste trabalho, além de serem altamente recomendadas
em estudos de fixacdo bioldgica de nitrogénio na cultura.

S&o muitos os fatores que podem determinar o sucesso comercial de uma cultivar,
como a cor do grdo, o tempo de cozimento, a porcentagem de gréos inteiros apds o cozimento,



o brilho dos grdos, a produtividade e a resisténcia da cultivar a fatores bidticos e abioticos
(CARBONELL et al., 2010).

2.3 Fixacgéo Bioldgica de Nitrogénio no Feijoeiro

O N é um elemento presente de forma abundante na atmosfera em sua forma estavel,
com duas moléculas unidas por uma ligacdo tripla (N=N). Nesta forma, a maioria dos
organismos nao consegue incorporar este elemento a esqueletos de carbono, sendo necessario
sua conversdo para ions de amonio (REIS et al. 2005). Alguns microrganismos presentes no
solo, sdo capazes de realizar a quebra dessa ligacdo tripla e reduzir nitrogénio da forma gasosa
para NH,4", sendo esse processo conhecido como fixagdo biologica de nitrogénio (FBN). A
forma assimilavel deste nutriente para os organismos se encontra disponivel no solo por meio
da decomposicdo e incorporacdo da matéria organica, pela aplicacdo de adubos nitrogenados
ou através do processo de FBN. Em regides de clima tropical, a decomposi¢do da matéria
organica acontece de forma mais intensa, 0 que consequentemente acaba resultando em uma
mineralizacdo mais rapida do N, aumentando as perdas (STRALIOTTO et al., 2002).

A aplicacdo de adubos nitrogenados implica em aumento de custos e danos
ambientais, visto que as fontes aplicadas possuem elevada solubilidade e alta dindmica no
solo, fazendo com que ocorram perdas de N por lixiviacdo na forma de nitrato contaminando
corpos d’agua (HUNGRIA et al., 2001), ou por volatilizacdo na forma de aménia e 6xido
nitroso (LARA CABEZAS et al., 1997), possuindo este ultimo alto potencial de efeito estufa.

O uso de adubos nitrogenados na cultura do feijoeiro comum, tecnicamente deveria ser
estipulada com base na estimativa de rendimento almejado; da quantidade relativa de N que
pode ser fornecido pelo solo com base no histérico de cultivo da area, especialmente em
regides de fertilidade construida, onde altas doses de nitrogénio sdo aplicadas em cultivos
anteriores; da eficiéncia de utilizacdo de N proveniente do fertilizante e até mesmo do
potencial de aproveitamento do processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio. Normalmente,
para produtividades variando de 2.000 a 3.600 kg ha™, as quantidades totais de N variam entre
40 e 100 kg ha™* (FANCELLI & TSUMANUMA, 2007), no entanto aplicacdes acima de 150
kg ha™ sdo comuns em éreas de cultivo de feijoeiro sob pivé central no Cerrado brasileiro.
Neste sentido a FBN torna-se uma alternativa importante, com menor custo e beneficios ao
meio ambiente, quando comparada a aplicacdo de adubos nitrogenados (STRALIOTTO et al.,
2002), uma vez que menores doses de N estdo associadas ao aproveitamento do N obtido pela
cultura através do processo de FBN (PELEGRIN et al., 2009).

Microrganismos procariotos, de vida livre ou associados as plantas realizam o
processo da FBN através de um complexo enzimatico, a nitrogenase, que em leguminosas
ocorre no interior dos nodulos (REIS et al., 2005). Essa enzima € sensivel a presenca de
oxigénio, os nodulos proporcionam condigdes anaerdbicas que garantem seu funcionamento.
Em leguminosas, os nodulos sdo formados a partir da infeccdo radicular por bactérias do
grupo dos rizobios. Dentro dos nddulos, estdo localizados 0s bacteroides que sdo 0s rizébios
em multiplicacdo ao entrar no nddulo. Embora a FBN seja um processo de redugdo, 0s
rizobios demandam oxigénio para seus processos metabdlicos, enquanto a nitrogenase requer
baixas concentragdes de O, Para manter esse fino controle atua a proteina leg-hemoglobina
responsavel pelo controle do oxigénio no nédulo, a qual confere a caracteristica de tonalidade
avermelhada dos nodulos em plena atividade (LOPES, 2007).

O estudo de bactérias fixadoras de N associadas as plantas, tem mostrado a ocorréncia
de uma variedade enorme de microrganismos isolados de familias do reino vegetal (REIS et
al., 2005). A simbiose promove beneficios tanto para a planta, quanto para o grupo de
bactérias noduliferas, pois o rizébio utiliza fontes de energia da planta para sua manutencéo e



multiplicacdo, enquanto a planta aproveita o N fixado nas raizes (CASSINI & FRANCO,
2006).

Os rizébios sdo bacteérias rizosféricas que, atraves dessas associagfes simbidticas com
as leguminosas, favorecem seu crescimento em solos pobres de N, sendo entdo considerados
biofertilizantes e sdo utilizados na agricultura como inoculantes hd mais de 120 anos
(ORMENO-ORRILLO et al., 2015). Os rizdbios, responsaveis pela FBN, eram classificados
em quatro familias (Bradyrhizobiaceae, Hyphomicrobiaceae, Phyllobacteriaceae e
Rhizobiaceae), seis géneros (Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium,
Mesorhizobium e Sinorhizobium), mais de 30 espécies e varios biovares, todos na ordem
Rhizobiales (GARRITY & HOLT, 2001). Atualmente sdo conhecidos 16 géneros em dois
subfilos distinguidos de acordo com as regras padrdo de taxonomia bacteriana. Além dos ja
conhecidos, incluem-se Agrobacterium, Aminobacter, Devosia, Methylobacterium,
Microvirga, Ochrobactrum, Phyllobacterium, Shinella e Ensifer (antigo Sinorhizobium),
(Lindstrom et al., 2013 apud MOUSAVI, 2014) e Neorhizobium (MOUSAVI et al., 2014).

Com o avanco nas técnicas de biologia molecular, foi possivel constatar uma ampla
diversidade genética entre os microssimbiontes, permitindo assim, a definicdo de novas
espécies: R. tropici (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991), R. etli (SEGOVIA et al., 1993), R.
freirei (HUNGRIA et al., 2000), R. gallicum e R. giardinii (AMARGER et al., 1997), R.
leucaenae (RIBEIRO et al., 2012), R. paranaense (DALL’AGNOL et al., 2014) existindo
ainda, diversas estirpes sem posicdo taxondmica definida, que podem representar novas
espécies (DALL’AGNOL et al., 2013).

Embora a eficiéncia da FBN seja considerada baixa no feijoeiro comum em
comparacdo com outras culturas, como a soja, a inoculacdo de sementes € um tema
estratégico na pesquisa e desenvolvimento de tecnologias, uma vez que sua utilizacdo pode
reduzir o uso de fertilizantes minerais (GRAHAM et al., 2003). Essa baixa eficiéncia se da,
devido & existéncia de inumeros fatores limitantes a FBN no feijoeiro comum, podendo ser
agrupados em caracteristicas intrinsecas da hospedeira, edéaficos, climaticos, e a populacdo
nativa de bactérias (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Dentro dos fatores climaticos limitantes a FBN, a ocorréncias de altas temperaturas
afeta a sobrevivéncia do rizébio no solo, a infeccdo, formacdo de nddulos e a atividade da
FBN, inclusive sua sobrevivéncia também no veiculo de inoculacdo durante o transporte e
armazenamento (STRALIOTTO & RUMJANEK, 1999).

A ocorréncia de déficit hidrico durante o ciclo de cultivo do feijoeiro também exerce
efeito negativo em varias etapas do processo de nodulacdo e na atividade nodular, além de
afetar a sobrevivéncia do rizobio no solo (HUNGRIA & VARGAS, 2000). Os efeitos do
estresse hidrico na produtividade das plantas sob condigdes simbioticas sdo distintos
conforme o estagio fenoldgico da planta durante o periodo de estresse. Muitos estudos
mostram as leguminosas e a iniciacdo nodular sendo mais afetadas pelo estresse osmotico e
hidrico do que a estirpe (ZAHRAN, 1999).

Em meio a diversos fatores que limitam a simbiose, a escolha da cultivar é um fator
essencial, devendo haver preferéncia por cultivares que atinjam elevada produtividade e que
possuam alta eficiéncia simbidtica (BARBOSA & GONZAGA, 2012). O feijoeiro é uma
cultura cultivada em diferentes regides, sob diferentes sistemas de producdo e épocas de
semeadura, consequentemente a interacdo entre genétipos e ambiente deve ser de grande
relevancia para estudos da FBN (PEREIRA, 2012). Muitos estudos tém auxiliado na
indicacdo de novas cultivares com alta capacidade produtiva, estabilidade e adaptabilidade,
para diversas regides. Pesquisas conduzidas por Pereira et al., 2012, constataram diferencas
entre gendtipos, entre ambientes e a presenca da interagdo gendtipo x ambiente, em relagdo ao
ciclo, produtividade, massa de cem graos, e tolerancia ao acamamento, o que significa que
existe resposta diferencial dos genétipos aos ambientes. Segundo Piana et al. (1999), o
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feijoeiro é uma cultura com desempenho altamente influenciado pelas variacdes do ambiente,
0 que resulta em produtividade média baixa e instavel ao longo dos anos. Pesquisadores
sugerem a utilizacdo de cultivares com alto grau de estabilidade de desempenho em uma
ampla gama de ambientes (PIANA et al., 1999).

Fatores ambientais podem interferir na relagdo entre o hospedeiro e o microrganismo,
a exemplo da troca de sinais entre a planta e o rizébio. No feijoeiro, a planta excreta
substancias quimicas na rizosfera que possuem a acdo quimiotatica sobre a bactéria, e
facilitam a colonizacéo da raiz pelo rizébio (HUNGRIA & STACEY, 1997). A maximizagdo
desse processo se da através de condicdes ideais, a qual a cultura sera exposta, relacionadas ao
crescimento e a sobrevivéncia do rizobio, formagcdo de nddulos e atividade da enzima
nitrogenase (ARAUJO & HUNGRIA, 1994).

Um micronutriente que pode ser citado como de grande importancia na eficiéncia da
simbiose é o molibdénio (Mo), constituinte estrutural de, pelo menos, duas enzimas
relacionadas ao metabolismo do N, a nitrogenase e a nitrato redutase (JACOB-NETO &
ROSSETO, 1998). Kubota et al. (2008) observaram que plantas de feijoeiro oriundas de
sementes enriquecidas com Mo apresentaram maior atividade da nitrogenase. O fosforo (P) é
outro elemento que além de favorecer no crescimento das plantas, geralmente contribui com
aumento no ndmero, volume e massa de nodulos (MUNNS, 1977). Aradjo et al. (2002)
constataram que sementes com alto teor de P propiciaram maior nimero de nddulos,
crescimento de parte aérea e acumulacdo de N no feijoeiro. Pacheco (2012) verificou que
sementes de feijoeiro com baixo teor de P e alto teor de Mo promoveram maior massa seca de
parte aérea e maior producdo de grdos. A deficiéncia de P na maioria dos solos tropicais tem
efeito marcante sobre a atividade da nitrogenase, devido a grande quantidade de energia gasta
pelo processo de FBN (STRALIOTTO & RUMJANEK, 1999). Além disso, Pacheco et al.
(2012) conduzindo experimentos em condi¢bes de campo, pode concluir que sementes
enriquecidas com P e Mo promovem aumento do rendimento de grdos de feijoeiro em
comparacdo com sementes ndo enriquecidas, e esses aumentos foram associados a maior
acumulo de N nos grdos, maior nimero de vagens por planta e maior indice de colheita.

A cultura do feijdo apresenta grande capacidade de aproveitamento de N disponivel
no solo, porém quando o mesmo se encontra prontamente disponivel, ha reducdo na
nodulagdo e consequentemente na taxa de N derivado da fixagdo biol6gica (MARTINS et al.,
2003).

As estirpes aprovadas para a produgdo de inoculantes na cultura do feijoeiro pelo
MAPA, incluem as estirpes de Rhizobium tropici, SEMIA 4077 (= CIAT 899) e SEMIA 4088
(= H 12), e a estirpe de Rhizobium freirei SEMIA 4080 (= PRF 81) (BRASIL, 2011).

A inoculagdo de sementes é uma tecnologia que pode reduzir os custos da producéo
agricola para aquelas culturas capazes de se associar simbioticamente as bactérias. Neste
sentido, pesquisas relevantes que vao desde o melhoramento genético de plantas até a selecdo
de estirpes eficientes e competitivas, contribuem de forma direta para o0 avango na
produtividade de culturas como a soja e o feijoeiro (DENARDIN, 2006). O uso de inoculantes
no Brasil tem se tornado crescente, e a adocao desta tecnologia se d& pelo surgimento de
novas formulagcfes e técnicas de aplicacdo, que proporcionam além de maior eficiéncia da
FBN, maior praticidade a inoculagéo.

A principio o critério de relevancia para escolha do inoculante, deve ser baseado na
garantia de que a formulacdo proporcionara o maior nimero de células viaveis no momento
da inoculacdo (DENARDIN, 2006). O processo de inoculagdo variard de acordo com as
formulacGes de inoculantes utilizadas. As formulacbes em pO proporcionam maior
homogeneidade na cobertura da semente e requerem utilizacdo de aditivo para melhorar a
aderéncia do produto a semente. Os granulados sdo melhores utilizados, quando aplicados
diretamente no sulco de semeadura. As formulagdes liquidas podem ser aplicadas diretamente
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sobre as sementes ou no sulco de semeadura, sem a necessidade de aditivos que garantam a
aderéncia do produto (DENARDIN, 2006). O uso de inoculantes turfosos é bastante difundido
em territorio nacional, porém agricultores podem preferir o uso de formulacgdes liquidas que
facilitem o trabalho da inocula¢do e diminua o desgaste das maquinas (HUNGRIA et al.,
1997).

De acordo com dados da ANPII (2017), o inoculante turfoso é o mais utilizado para
inoculacdo do feijoeiro, com base no ano safra de 2016, tendo sido comercializado cerca de
260 e 117 mil doses para o inoculante turfoso e liquido, respectivamente. Porém para a cultura
da soja, as formulac6es de inoculantes liquidos sdo as mais comercializadas, chegando a cerca
de 34 milhGes de doses neste mesmo ano, o que torna esta formulagdo a mais utilizada no
Brasil. A turfa € o veiculo com melhor suporte para elaboragéo de inoculantes em pd, porém
deve atender as especificacdes de um bom veiculo, com relacdo a alta retencdo de umidade,
auséncia de toxidez, facilidade de esterilizacdo, baixo custo e boa adesdo as sementes
(SMITH, 1992).

O uso de inoculantes turfosos é bastante difundido em territério nacional, porém
agricultores podem preferir o uso de formulacBes liquidas que facilitem o trabalho da
inoculacdo e diminua o desgaste das maquinas (HUNGRIA et al., 1997).

Diversos experimentos conduzidos no Brasil respaldam os beneficios proporcionados
pela turfa, isso porque este veiculo é capaz de proporcionar uma pequena, porém importante
protecdo dos rizobios a estresses hidricos, térmicos e toxicidade de fungicidas, e nos
inoculantes de turfa esterilizada, a quantidade de células viaveis pode ser até 1000 vezes
maior, que na turfa ndo-esterilizada (HUNGRIA et al., 1997). Estudos quanto a eficiéncia
agrondmica de diferentes formulacGes de inoculantes em soja verificaram que o inoculante
turfoso proporcionou maior nodulacdo nas plantas de soja, quando comparada com o0
inoculante liquido nas condicGes avaliadas (ALBAREDA et al., 2008; ZILLI et al., 2010).

O uso de sementes tratadas com fungicidas ou inseticidas pode afetar o desempenho
das estirpes inoculadas na promocdo da FBN, visto que estas sementes podem elevar a
toxicidade na espermosfera e afetar a multiplicacdo dos microrganismos pds-inoculacdo. Por
isso, atualmente as indicacGes para uso de inoculantes em sementes tratadas indicam a
utilizacdo do dobro da dose, ou a inoculacdo direta no sulco de semeadura (DENARDIN,
2006), buscando prevenir o contato direto dos microrganismos presentes no inoculante com
0S agroquimicos.

As formas de aplicagdo dos inoculantes devem variar de acordo com a formulagéo
utilizada, porém alguns estudos afirmam que a inoculacdo tradicional via sementes nem
sempre é eficiente, principalmente devido ao efeito causado pela aplica¢do de fungicidas junto
as bactérias. Contudo, a forma de inoculacéo e o tipo de formulacdo tém potencial para alterar
0 padrdo de nodulacdo radicular (DENTON et al., 2007). Uma alternativa a inoculagéo
tradicional de rizobios tem sido a pulverizagdo do inoculante no sulco de semeadura durante a
distribuicdo das sementes, muito utilizada inclusive na cultura da soja (ZHANG & SMITH,
1996). A pulverizagdo pode ser indicada onde os solos sdo secos e quentes, ou quando as
sementes sdo tratadas. Segundo Neto et al. (2008), a pulverizacdo melhora a distribui¢do do
rizobio na semente e no solo, tornando-o melhor localizado para infecgdo das raizes das
plantas. Este mesmo autor afirma que em solos com alta populagéo nativa, a inoculacéo via
pulverizacdo poderia propiciar uma nodulagdo secundaria, favorecendo o estabelecimento dos
rizobios no solo.

Alguns trabalhos encontrados na literatura encorajam o uso dessa técnica em diversas
culturas como feijao e a soja (RAMOS & RIBEIRO, 1993; ZILLI et al., 2008). Porém, ainda
sdo poucos trabalhos com relagdo aos beneficios dos diferentes tipos de aplicacdo de
inoculantes em diferentes sistemas de cultivo. Neto et al. (2008), avaliando formas de
aplicacdo de inoculante em soja, em areas distintas, encontrou resultados similares em
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nodulagéo para aplicacdo de inoculantes via sulco e via semente. Campos (1999) afirma que
independente das formas de aplicagdo de inoculantes, os ganhos em produtividade na
reinoculacdo em areas com cultivos anteriores de leguminosas € menos expressivo que 0S
obtidos no primeiro ano de inoculagdo. Entretanto, Hungria et al. (1996), em experimentos
conduzidos no Parand, observou que a reinoculagdo, promoveu incrementos no rendimento de
gréos de soja.

2.4 Co-inoculagéo em Feijoeiro com Azospirillum brasilense

As bactérias promotoras de crescimento em plantas compreendem um grupo que
atuam por diversos mecanismos, como a fixacdo de nitrogénio (ASHRAF et al., 2011) e a
producdo de hormdnios vegetais (auxina, giberelina e citocinina) (ASHRAF et al., 2011,
BOTTINI et al.,, 1989; STRZELCZYK et al., 1994), estimulando a ramificacdo da raiz,
aumentam a permeabilidade da raiz, melhoram a absor¢do de minerais em geral, e aumentam
a resisténcia a condi¢cbes adversas como seca, salinidade e compostos téxicos, entre outros
(BASHAN & BASHAN, 2005).

Dentre essas bactérias, destacam-se as do género Azospirillum, amplamente utilizadas
como inoculantes no mundo (HUNGRIA et al., 2013). O género Azospirillum abrange um
grupo de bactérias de vida livre que é encontrado em quase todos os lugares da Terra; ha
relatos, também, de que as bactérias desse género possam ser endofiticas facultativas
(DOBEREINER & PEDROSA, 1987; HUERGO et al., 2008). As bactérias do género
Azospirillum ganharam grande destaque mundial a partir da década de 70 (DOBEREINER &
DAY, 1976), com a descoberta da capacidade de fixar biologicamente 0 N quando em
associagdo com gramineas.

Inicialmente, Ddbereiner & Day (1975) descobriram a capacidade de fixa¢do no
género Spirillum que posteriormente foi nomeado para Azospirillum (TARRAND et al.,
1978). Em resumo, este género estd englobado no Dominio Bacteria na subdivisdo o-
Proteobacteria, no qual se encontram a maioria das bactérias gram-negativas formato vibrio
elou espirilo (MOREIRA, 2010). Atualmente sdo 14 espécies descritas, sendo as mais
estudadas A. lipoferum e A. brasilense (REIS, 2010).

O género Azospirillum é definido como um colonizador geral de raizes, com baixa
especificidade, ja& que ndo apresenta preferéncia por plantas cultivadas, plantas daninhas,
anuais ou perenes (BASHAN & HOLGUIN, 1997).

Considerando os beneficios que podem ser agregados as plantas por estes
microrganismos, uma técnica alternativa de inoculagcdo conhecida também como inoculacéo
mista ou co-inoculagio tem sido pesquisada em leguminosas (BARBARO et al., 2008). Essa
técnica de manejo é baseada na mistura de inoculantes com estirpes de diferentes géneros, ou
seja, combinagdes de microrganismos que interatuam sinergicamente, ou quando um dos
géneros esta atuando como um auxilio bacteriano com objetivo de aprimorar o desempenho
de outros microrganismos benéficos (FERLINI, 2006).

Alguns trabalhos afirmam que com a utilizagdo do Azospirillum brasilense em
leguminosas, ha um efeito benéfico da associacdo com rizobio, que se deve a aptiddo de
producdo de fitormonios, resultando em aumento do sistema radicular e a possibilidade de
explorar um volume mais extenso de solo (BARBARO et al., 2008). No feijoeiro a co-
inoculagdo com Azospirillum pode aumentar a quantidade de N fixado e o rendimento de
grdos (REMANS et al., 2008). Burdman et al. (1997), analisando o efeito de Azospirillum e
Rhizobium na nodulacdo e crescimento do feijoeiro em laboratorio, observaram que a co-
inoculagdo promoveu incrementos significativos no numero de nodulos e na fixacdo de N
atmosférico comparada com a inoculagdo com Rhizobium.



A inoculacdo mista de Azospirillum e Rhizobium estimula a formacdo de nddulos,
resultando em aumento no nimero e na massa, estimula a diferenciagdo das células
epidérmicas nos pelos radiculares, produtividade de gréos e area da superficie radicular, em
leguminosas (BASHAN & BASHAN, 2005). GITTI et al. (2012) verificaram que a
inoculacdo em feijoeiro com A. brasilense nao influencia significativamente o
desenvolvimento de plantas, os componentes de producéo e a producdo de grdos. Cassan et al.
(2009), em avaliacéo da co-inoculacdo de B. japonicum e A. brasilense em soja, verificaram a
producdo de compostos reguladores de crescimento de raiz (AlA), ocasionado pelo A.
brasilense. Segundo Hungria (2011), a co-inoculacdo promove melhorias em parametros
fotossintéticos da planta, resultando em maior producdo de biomassa e maior altura das
plantas.

Ferri et al. (2017), avaliando a co-inoculagdo Bradyrhizobium-Azospirillum em soja,
verificaram que este tratamento promoveu aumento no rendimento de gréos, variando entre 10
e 20% em relacéo a inoculagéo padréo.

Diante desses resultados promissores, a co-inoculacdo com Azospirillum e outros
microrganismos € uma das maiores fronteiras da tecnologia e talvez seja a principal area para
aplicacdo futura no campo dos inoculantes microbianos (PERES, 2014).

2.5 O Género Bradyrhizobium

Inicialmente os rizobios eram agrupados em apenas um género, o Rhizobium Frank
1879 (KUYKENDALL et al., 2005), e posteriormente Jordan (1982) sugeriu uma separacao
taxonémica baseada em curvas de crescimento, para diferenciar os rizobios de multiplicacédo
rapida, daqueles de multiplicacdo lenta. Inicialmente o agrupamento dos rizobios, foi feito
baseado nas caracteristicas fenotipicas, relacionando a habilidade de nodular algumas
leguminosas (STRALIOTTO & RUMJANEK, 1999; WILLEMS, 2006).

Estudos apontam que o género Bradyrhizobium, abrange cerca de 62 estirpes de
bactérias, que podem viver em associa¢Bes simbidticas e endofiticas com leguminosas e nao-
leguminosas (PIROMYOU et al., 2017). Dentre o grupo dos rizébios, as espécies pertencentes
ao género Bradyrhizbium possuem grande importancia agricola, pois sdo capazes de fixar o N
atmosférico em leguminosas, a exemplo da cultura da soja e do feijdo-caupi (CHUEIRE et al.,
2003).

As espécies de B. japonicum (JORDAN, 1982), B. elkanii (KUYKENDALL et al.,
1992) e B. liaoningense (XU et al., 1995) sdo de crescimento lento e associadas a cultura da
soja, porém, apenas B. japonicum (SEMIA 5079 e SEMIA 5080) e B. elkanii (SEMIA 587 e
SEMIA 5019) sédo utilizadas para inoculantes comerciais da soja no Brasil (ALBERTON et
al., 2006; BRASIL, 2011). Na literatura, podemos encontrar varios trabalhos que confirmam
que a associagdo entre a cultura da soja e bactérias do género Bradyrhizobium, pode fornecer
todo N necessario para o seu desenvolvimento, dispensando o uso de adubos nitrogenados
(CHUEIRE et al., 2003; MENDES et al., 2010; HUNGRIA et al., 2013).

Determinadas cepas de Bradyrhizobium podem induzir uma elevada nodulagdo em
leguminosas, porém estes nddulos seriam desprovidos de bacteroides (MARTINEZ et al.,
1985). Surge entdo a hipotese de que quando co-inoculado com estirpes efetivas de rizobio, a
estirpe de Bradyrhizobium estimularia a nodulacdo e esta seria colonizada por rizébios
eficazes (CONCEICAO JESUS et al., 2018).

Estudos atuais sugerem que bactérias do género Bradyrhizobium promovem
incrementos ao desenvolvimento do feijdo comum, quando em associacdo com estirpes do
género Rhizobium. Porém, sdo poucos os estudos que avaliam a inoculagdo conjunta destes
dois géneros em feijdo comum, buscando entender a relagdo entre ambos e os incrementos
observados. Bastos (2016), ao avaliar a co-inoculagdo de promotoras de crescimento no
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feijoeiro comum em casa de vegetacdo, observou que o0s tratamentos co-inoculados com
Rhizbium + (B. diazoefficiens, ou B. elkanii) proporcionaram aumento na parte aérea
comparado a testemunha absoluta, indicando que a associacdo de estirpes de Rhizobium e
Bradyrhizobium foram capazes de promover incrementos a biomassa do feijoeiro. De acordo
com Conceicéo Jesus et al. (2018), resultados encontrados avaliando a co-inoculacdo sugerem
que incrementos obtidos no crescimento do feijoeiro co-inoculado com R. tropici e bactérias
nodulantes contribuiu para uma melhor interacdo entre R. tropici e o feijoeiro.

Diversos estudos foram feitos avaliando a co-inoculagdo de Bradyrhizobium com
microrganismos de outros géneros. Braccini et al. (2016) relataram que a co-inoculagdo de
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense foi capaz de promover incrementos
significativos nos caracteres fisiologicos e promoveu acréscimos no rendimento de grdos da
soja, quando comparado a testemunha. Rodrigues et al. (2012) também encontraram
resultados positivos avaliando a co-inoculacdo de estirpes de Bacillus, Brevibacillus e
Paenibacillus a estirpe de Bradyrhizobium, no feijdo-caupi.

Trabalhos recentes afirmam ser possivel isolar bactérias do género Rhizobium e
Bradyrhizobium de raizes de cana-de-aclcar (PISA, 2013; ROUWS et al., 2015; MATOS et
al., 2017). Thaweenut et al. (2011), Burbano et al. (2011), e Fischer et al. (2012), ao
estudarem transcritos de nifH em vérias cultivares de cana e sob diferentes condicdes de
crescimento, encontraram além de transcricdes de outros diazotréficos, transcrigdes nif de
Rhizobium e Bradyrhizobium, posteriormente confirmado por Rouws et al. (2015). Outros
estudos afirmam que é possivel encontrar Rhizobium leguminosarum em raizes de arroz, trigo
e outras plantas ndo leguminosas (SCHLOTER et al., 1997).

Embora estirpes do género Bradyrhizobium sejam conhecidas por promover a FBN em
algumas leguminosas, 0 mesmo pode ndo ocorrer em outras culturas de interesse agronémico,
visto que estudos afirmam que eco tipos de Bradyrhizobium de vida livre, eram dominantes
em solos florestais da América do Norte (VANINSBERGHE et al., 2015), indicando que este
género pode proporcionar beneficios adicionais além da FBN.

De acordo com Antoun et al. (1998), as pesquisas sobre interacBes Rhizobium-
Bradyrhizobium em plantas ndo leguminosas devem se concentrar em estudos sobre a troca de
sinais planta-bactéria, potencial uso dessas bactérias no controle bioldgico e selecdo de
estirpes que induzam resisténcia em plantas, estirpes benéficas para leguminosas e ndo-
leguminosas, principalmente no sistema de rotacdo de culturas e na compreensdo dos
mecanismos que afetam a colonizacao e sua interagdo com fatores abi6ticos.

Entretanto, podemos encontrar na literatura resultados significativos das pesquisas
para compreensdo dos mecanismos das interacdes entre plantas e microrganismos e como
promovem 0 crescimento vegetal, tendo alguns produtos o sucesso como formulagOes
comerciais, entre eles os inoculantes a base de rizébios (MARTINEZ-ROMERO, 2003;
MABOOD et al., 2014).
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3 CAPITULO | - AVALIACAO DA CO-INOCULACAO DE
BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO NO
DESENVOLVIMENTO INICIAL DE FEIJOEIRO COMUM
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3.1 RESUMO

O crescimento do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) pode ser beneficiado pelo efeito
sinérgico promovido pela co-inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento em plantas.
Com objetivo de avaliar o efeito da co-inoculacdo de Rhizobium sp. e bactérias promotoras de
crescimento nas fases iniciais do desenvolvimento vegetativo em duas cultivares de feijoeiro,
conduziram-se dois experimentos em casa de vegetagdo na Embrapa Agrobiologia. Os
experimentos tiveram delineamento inteiramente casualizado, com seis repeticdes e quatro
tratamentos: testemunha absoluta, inoculacdo com Rhizobium tropici (CIAT 899), co-
inoculacdo com R. tropici e Bradyrhizobium elkanii (BR 29), e co-inoculagdo com R. tropici e
Azospirillum brasilense (BR 11005). Utilizaram-se as cultivares de dois tipos comerciais de
grdos, Pérola, tipo carioca, e BRS Esteio, tipo preto, em substrato estéril com pedrisco e
vermiculita em vaso de Leonard. As plantas foram coletadas durante as fases fenoldgicas
vegetativas iniciais V3 e V4 (abertura da primeira e terceira folhas trifoliadas,
respectivamente), periodo critico para o estabelecimento da nodulacdo em feijoeiro. As
varidveis analisadas foram nimero de nédulos, massa seca de noédulos, massa seca de parte
aérea e de raiz. Na cultivar Pérola, a co-inoculagdo com Bradyrhizobium proporcionou maior
nimero de nédulos comparado a inoculagéo isolada de Rhizobium tropici e a co-inoculacao
com Azospirillum, sendo superior & inoculacéo isolada nas duas fases avaliadas. O nimero de
nodulos da cultivar Pérola, comparados com a inoculacdo isolada de rizobio, apresentou
aumento de 56% e 70%, respectivamente em V3 e V4. Na cultivar BRS Esteio, a co-
inoculacdo propiciou resultados significativos apenas na fase V4, onde a co-inoculagcdo com
R. tropici e B. elkanii propiciou incrementos em numero de nédulos e massa seca de nddulos,
superiores a inoculacdo isolada com R. tropici. O estimulo da co-inoculagdo com
Azospirillum, em comparacdo com o rizébio isoladamente, foi mais evidente em V4 para
ambas cultivares, com um aumento, respectivamente, para Pérola e Esteio, de 53% e 21% no
namero de nédulos e de 24% e 21% na massa de nddulos. Ndo houve diferenca estatistica
entre a co-inoculacdo com promotoras de crescimento e Rhizobium, comparada a inoculacéo
apenas com R. tropici, para massa seca de raizes. A co-inoculagdo com bactérias promotoras
de crescimento foi capaz de propiciar incrementos no desenvolvimento inicial do feijoeiro em
termos de nodulacdo e massa de parte aérea.

Palavras-chave: Nodulagdo; Fase fenoldgica; Feijoeiro comum.
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3.2 ABSTRACT

Growth of common bean (Phaseolus vulgaris L.) may be benefited by the synergistic effect
promoted by co-inoculation of plant growth promoting bacteria. In order to evaluate the effect
of co-inoculation of Rhizobium and growth promoting bacteria in the initial stages of
vegetative development in two common bean cultivars, two experiments were conducted in a
greenhouse at Embrapa Agrobiologia. The experimental had a completely randomized design
with six replicates and four treatments: absolute control, Rhizobium tropici (CIAT 899)
inoculation, co-inoculation with R. tropici and B. elkanii (BR 29), and co-inoculation with R,
tropici and A. brasilense (BR 11005). Cultivars of two commercial grain types, Pérola, type
carioca, and BRS Esteio, black type, were used, in sterilized substrate with vermiculite in
Leonard jars. The plants were harvested at the initial vegetative phenological phases V3 and
V4 (first and third trifoliate leaves fully expanded, respectively), critical period for the
establishment of nodulation in common bean. The analyzed variables were number of
nodules, dry mass of nodules, dry mass of shoot and root. In the cultivar Pérola, the co-
inoculation of Rhizobium with Bradyrhizobium provided a greater number of nodules
compared to the sole inoculation of Rhizobium and the co-inoculation with Azospirillum,
being superior to the sole inoculation at both phases evaluated. The number of nodules of the
cultivar Pérola, compared with the isolated inoculation of Rhizobium, showed increase of 56%
and 70%, respectively in V3 and V4. In the cultivar BRS Esteio, co-inoculation provided
significant results only in the V4 phase, where co-inoculation with B. elkanii increased nodule
number and nodule mass above sole inoculation with R. tropici. The stimulation of the co-
inoculation with Azospirillum compared to the isolated rhizobia was more evident in V4 for
both cultivars, with an increase for Pérola and Esteio, of 53% and 21%, respectively, of the
number of nodules and of 24% and 21% % in the mass of dry nodules. There was no
difference between a co-inoculation with growth promoters and Rhizobium, compared to sole
inoculation, for root dry mass. Co-inoculation with growth promoting bacteria was able to
increase the initial development of common bean in terms of nodulation and shoot mass.

Keywords: Nodulation; Phenological phase; Common bean.
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3.3 INTRODUCAO

Embora sejam muitos os fatores limitantes para que a FBN contribua de forma
adequada para o crescimento de plantas de feijoeiro, aqueles que atuam na fase inicial do
processo, podem ser determinantes para o ciclo da cultura. Logo apds a germinagdo, a
nodulacdo ainda ndo é eficiente na promogdo de FBN e os cotilédones ja ndo suprem essa
demanda por nutrientes, fazendo que a planta passe por um periodo deficiéncia de N
(XAVIER et al., 2007). De acordo com Brito et al. (2013), apenas a partir dos 25 dias ap0s a
emergéncia (DAE) a necessidade de N da cultura, seria suprida pela FBN, estendendo-se até a
floracéo.

Uma alternativa a ser utilizada como forma de minimizar os efeitos dessa deficiéncia
inicial de N seria a adocdo de estimulos para as plantas, que ocasionasse uma maior emissao
de raizes, e consequentemente uma nodulacdo mais abundante e precoce. Isso auxiliaria numa
maior eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio pela atividade da nitrogenase, e maior
contribuicdo da FBN.

O uso de bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) pode corroborar
com estimulos ao enraizamento de leguminosas, pois sua acao esta relacionada a producao de
hormonios vegetais (CATTELAN, 1999), que induzem o crescimento de raizes, aumentando
os sitios de infeccdo de rizobios, além de auxiliar no funcionamento da enzima nitrogenase.
Neste caso, a co-inoculacdo de bactérias do grupo dos rizdbios, associadas as BPCP,
contribuirdo para que um dos fatores limitante ndo interfira de forma relevante na fixacao
bioldgica de nitrogénio.

Hungria et al. (2013), analisando algumas das principais limitacfes para eficiéncia da
FBN no feijoeiro, e os beneficios proporcionados pelas promotoras de crescimento, concluiu
que a co-inoculacgdo pode contribuir expressivamente no desempenho da cultura.

Trabalhos como de Naveed et al. (2015) afirmam que a utilizacdo de microrganismos
promotores de crescimento associados a rizébios, podem contribuir expressivamente para
produtividade do feijoeiro.

A partir deste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da co-inoculagdo
de bactérias promotoras de crescimento vegetal no desenvolvimento inicial da nodulacdo no
feijoeiro comum, bem como sua influéncia na producédo de biomassa vegetal.
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3.4 MATERIAL E METODOS

Dois experimentos foram conduzidos em vasos de Leonard (VICENT, 1970) em casa
de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia entre agosto e dezembro de 2017. O primeiro
experimento utilizou a cultivar Pérola do grupo carioca, e o0 segundo utilizando a cultivar BRS
Esteio do grupo preto.

Essas cultivares foram escolhidas com base na elevada insercéo da cultivar Pérola nos
sistemas produtivos de feijoeiro no Brasil e na alta produtividade da cultivar Esteio, langada
com sucesso recentemente pela Embrapa Arroz e Feijdo, a qual tem demonstrado potencial
para FBN em experimentacOes de campo conduzidas no escopo dos projetos da Embrapa
Agrobiologia.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis repeti¢cdes e
quatro tratamentos: testemunha absoluta (sem inoculacdo), inoculagdo com Rhizobium tropici
(CIAT 899 = BR 322), co-inoculacdo Rhizobium tropici + Azospirillum brasilense (Sp 245 =
BR 11005) e co-inoculacdo Rhizobium tropici + Bradyrhizobium elkanii (SEMIA 5019 =
BR29).

As estirpes foram obtidas na colecdo de culturas da Embrapa Agrobiologia. A estirpe
de rizébio foi crescida em meio YM (DOBEREINER et al., 1999) por trés dias sob agitacdo, e
a estirpe de Bradyrhizobium por seis dias, em meio YM. Apds o crescimento a densidade
6tica (DO) do in6culo foi ajustada para 1.0 em espectrofotdmetro a 600 nm, para adequar a
concentrago de células para 10% UFC mL™ conforme recomendado. A estirpe de Azospirillum
foi crescida em meio DYGS (DOBEREINER et al., 1999), com pH 6,8, por 2 dias sob
agitacdo, e o procedimento para ajuste da densidade Otica foi 0 mesmo aplicado para as
estirpes de rizobio e Bradyrhizobium.

Para cada vaso de Leonard foi utilizada a proporcao 1:1 de pedrisco: vermiculita. Os
vasos foram autoclavados por 60 minutos a temperatura de 121 °C a 1 atm, e foram dispostos
em mesas na casa de vegetacdo sob condicdes estéreis. Pouco antes do plantio, as sementes
foram desinfestadas por 1 minuto em alcool 70% e 3 minutos em hipoclorito de sodio,
seguido de lavagens sucessivas com agua destilada estéril. Semearam-se quatro sementes por
vaso, cada semente recebeu 1 mL de inoculo de bactérias no momento de plantio. Nos
tratamentos co-inoculados cada semente recebeu a proporcdo de 0,5 mL de inoculo com
rizobio e 0,5 mL de inoculo contendo Bradyrhizobium ou Azospirillum. Ap6s germinacdo,
cada vaso recebeu uma camada de areia esterilizada com cerca de 1 cm. Semanalmente, 0s
vasos receberam 300 mL de solucdo nutritiva de Norris (NORRIS, 1964) sem N e 10 dias
apos a emergéncia (DAE) foi feito o desbaste mantendo 2 plantas por vaso.

As plantas foram coletadas durante as fases fenoldgicas V3 e V4, que ocorreram aos
20 e 33 DAE para cultivar Pérola e 27 e 36 DAE para a cultivar BRS Esteio. Essas fases séo
caracterizadas pela emisséo da primeira folha trifoliada e terceira folha trifoliada. A parte
aérea foi cortada na altura do né cotiledonar, e o sistema radicular foi lavado e recuperado
juntamente aos nodulos que foram destacados e contados. Os nédulos foram guardados em
frascos de vidros na estufa a 65 °C até atingirem massa constante. A parte aérea e as raizes
foram guardadas em sacos de papel, acondicionadas separadamente, e secas em estufa de
circulacdo forcada a 65 °C para determinacdo da massa da matéria seca.

Na analise estatistica, adotou-se um esquema fatorial considerando as diferentes
épocas de coleta do experimento como um fator. Os resultados foram analisados quanto a
normalidade e a homogeneidade da distribuicdo de frequéncia usando os testes Shapiro-Wilk
e Barttelet. A analise de variancia foi realizada para testar os efeitos e a interacdo entre eles.
Para o teste de comparacdo de medias foi utilizado o teste Duncan ao nivel de 5% de
significancia, utilizando-se o programa estatistico R core team (2015).
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados do tratamento testemunha (sem aplicacdo de N e sem inoculagéo)
demonstram que ndo houve nodulacdo por estirpes nodulantes contaminantes no experimento.

A co-inoculagdo com Bradyrhizobium, no estadio V3 da cultivar Pérola, proporcionou
aumento de 57% no ndmero de nodulos comparado a inoculagdo isolada de Rhizobium
tropici. A co-inoculacdo com Azospirillum, promoveu nodulacdo com valores intermediarios
entre a co-inoculagdo com Bradyrhizobium e inoculagéo isolada (Tabela 1), ndo diferindo
estatisticamente de ambos tratamentos. Souza & Ferreira (2017) encontraram resultados
semelhantes a este trabalho em nimero de nédulos, onde a co-inoculagdo de duas doses de
Rhizobium tropici em sementes e trés doses de Azospirillum brasiliense pulverizadas em
plantas foi um dos tratamentos com maior numero de nddulos em seis dos sete locais
avaliados. Experimentos conduzidos em casa de vegetacdo mostraram que a inoculacdo dupla
de Bradyrhizobium e Azospirillum em plantas de soja respondeu positivamente, mas néo
significativamente ao nimero de nddulos segundo Chibeba et al. (2015). Porém neste mesmo
experimento o autor pode constatar aumento significativo na massa seca de nodulo e na
precocidade da nodulacéo aos 21 DAE.

Ainda que tenha sido observado efeito da co-inoculagdo no nimero de nédulos, o
mesmo ndo se confirmou para a massa seca de nodulos, visto que neste periodo inicial embora
numerosos os nddulos ainda eram pequenos. O nimero de nddulos na fase V3 variou entre 43
e 64 nodulos, que ja indicam uma boa nodulacédo, pois segundo Straliotto (2002), a presenca
de 10 a 20 nédulos com coloragdo vermelha em condi¢des de campo ja é um indicativo de
eficiéncia do processo de inoculacao.

A massa de nodulos secos ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos, exceto
para a testemunha absoluta que ndo apresentou nédulos, conforme ja destacado (Tabela 1).
Avaliando diferentes doses de inoculantes e co-inoculagdo de rizobios com promotoras de
crescimento, Bastos (2016) ndo observou diferencas significativas entre os tratamentos para
variavel massa seca de nddulos aos 35 dias ap6s o plantio.

A massa de parte aérea também ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos no
estadio V3 (Tabela 1). Isso provavelmente se deve ao fato de que, neste periodo, a planta
ainda se encontra na fase de formacao de nddulos e o processo de assimilacao e incorporacao
de N na parte aérea encontram-se ainda em fase inicial. Devido a este fato observa-se que
cultivares de feijoeiro de ciclo longo apresentam maior potencial de resposta a nodulagéo,
visto que o feijoeiro € uma cultura que normalmente apresenta nodulacéo tardia, sendo 0s
beneficios da simbiose iniciados 15 a 20 dias ap6s a semeadura (ARAUJO et al., 1996).

Para a variavel massa seca de raizes, a testemunha absoluta foi superior aos demais
tratamentos, inclusive os co-inoculados, provocado provavelmente pela “fome de N” da
planta, que provoca o crescimento radicular em busca do nutriente efeito amplamente relatado
na literatura. Resultados semelhantes foram encontrados por Rodrigues et al. (2012) em
feijdo-caupi, cuja testemunha absoluta apresentou maior comprimento de raiz em relagéo aos
tratamentos co-inoculados com promotoras de crescimento. Estes resultados podem ser
explicados pelo fato da planta investir mais em crescimento radicular como forma de
aumentar sua capacidade de explorar o meio, quando em condicdo de baixa disponibilidade de
nutrientes e/ou agua (ZONTA et al., 2006), justificada neste caso pela auséncia de N no
substrato/solucéo.

No estadio V4, as plantas apresentavam a terceira folha trifoliada aberta, em fase de
franco crescimento. Com isso, foram evidenciados os efeitos dos diferentes tratamentos. Os
tratamentos de co-inoculacdo foram superiores a inoculacdo isolada de R. tropici para variavel
namero de nodulos tanto para Bradyrhizobium como para Azospirillum, sendo observado um
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aumento de 70% e 53%, respectivamente, no nimero de nodulos para a cultivar Pérola
(Tabela 1).

A co-inoculagdo com Bradyrhizobium foi superior estaticamente a co-inoculagdo com
A. brasilense e a inoculacdo isolada de rizébios, promovendo incrementos na nodulacéo de 11
e 70%, respectivamente (Tabela 1). A massa seca de nodulos e a massa de parte aérea
diferiram entre os tratamentos co-inoculados e o tratamento que recebeu inoculacdo isolada,
sendo aquele superior em 29% e 24%, respectivamente para Bradyrhizobium e Azospirillum.
Os tratamentos de co-inocula¢do com bactérias promotoras de crescimento ou com rizébio
isoladamente proporcionaram acimulo de massa de parte aérea em relacdo a testemunha. No
entanto, 0 incremento em massa seca da parte aérea dos tratamentos de co-inoculagdo em
relacdo as plantas inoculadas apenas com rizobio foi de 67% e 51% respectivamente para
Bradyrhizobium e Azospirillum.

O crescimento radicular das plantas inoculadas com Bradyrhizobium foi superior aos
demais tratamentos, mas a inoculagdo com R. tropici e a co-inoculacdo com A. brasilense néo
afetaram significativamente o desenvolvimento radicular.

Tabela 1. Numero de nodulos, massa seca de parte aérea, massa seca de nddulos, e massa
seca de raiz de plantas de feijoeiro cv. Pérola no estadio V3 e V4, com 20 e 33 DAE,
respectivamente, submetidas a quatro fontes de N: inoculagdo com R. tropici, co-
inoculagcdo com A. brasilense, co-inoculagdo com B. elkanii e testemunha absoluta

(sem N)
, Massa seca de Massa seca de Massa seca
Ndmero de . 5 '
Fonte de N n6dulos nodulos parte aérea de raiz
(mg planta™) (g planta™) (g planta™)
Estadio V3
Inoculado com R. 83 b 43 a 0,32a 0,12b
tropicli
Co-inoculado com 114 ab 53 a 0,32 a 0,10b
A.brasilense
Co-m_qculado com B. 130 a 64 a 0,34a 0,13 b
elkanii
Testemunha absoluta 0c 0b 0,32a 0,21a
(sem N)
Média 82 40 0,32 0,14
Estadio V4

Inoculado com R. 202 ¢ 201 b 1,08 b 0,40 b
tropicli
Co-inoculado com A. 309 b 249 3 1,63 a 0,46 ab
brasilense
Co-inoculado com B. 344 a 259 3 1,80 a 0,50 a
elkanii
Testemunha Absoluta 0d 0c 0,42 ¢ 0,40 b
(sem N)
Média 214 177 1,23 0,44

Letras minGsculas nas colunas comparam as fontes de N pelo teste de Duncan a 5%.

Na cultivar BRS Esteio, na fase fenoldgica V3 os tratamentos de co-inocula¢do ndo
proporcionaram incrementos a producdo de biomassa (Tabela 2). O tratamento de co-
inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento, associada a estirpe de rizébio CIAT
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899, ndo diferiu estatisticamente da inoculacdo isolada com a referida estirpe. Em cultivo de
soja, Ferri (2017), observou que a co-inoculagéo de Bradyrhizobium spp. e Azospirillum spp.,
foi capaz de promover aumento do nimero de nodulos. Avaliando doses de co-inoculacao de
B. japonicum e Serratia proteamaculans e S. liquefaciens, e temperatura da zona radicular em
soja, Bai et al. (2002) também foi capaz de detectar incrementos promovidos pela co-
inoculagdo no nimero de nodulos e na massa de nodulos.

Pode-se observar que as caracteristicas de nodulacdo dessas cultivares sdo bem
distintas, sendo que Esteio na fase V3 apresenta cerca de 38% menos nddulos e praticamente
metade da massa nodular da cultivar Pérola, o que poderia representar um atraso na nodulacéo
inicial e consequente efeito retardado na promocéao da nodulagéo pelas estirpes promotoras de
crescimento, o que sera verificado a seguir.

Tabela 2. Numero de nodulos, massa seca de parte aérea, massa seca de nddulos, e massa
seca de raiz de plantas de feijoeiro cv. BRS Esteio no estadio V3 e V4, com 27 e 36
DAE, respectivamente, submetidas a quatro fontes de N: inoculagdo com R. tropici,
co-inoculagdo com A. brasilense, co-inoculacdo com B. elkanii e testemunha absoluta

(sem N)
, Massa seca de Massa seca de Massa seca
NUmero de . 4 '
Fonte de N n6dulos nodulos parte aérea de raiz
(mg planta™) (g planta™) (g planta™)
Estadio V3
Inoculado com R. 57 a 23 a 0,17 a 0,20 a
tropici
Co-moculado com A. 66 a 25 g 0,22 a 0,21 a
brasilense
Co-inoculado com B. 80 a 30 a 0,22 a 0,20 a
elkanii
Testemunha Absoluta 0b 0b 0,22 a 0,25 a
(sem N)
Média 51 19 0,17 0.22
Estadio V4

Inoculado com R. 185 ¢ 168 b 0,91b 051a
tropicli
Co-inoculado com A. 224 b 204 a 1,12 ab 0,50 a
brasilense
Co-inoculado com B. 273 a 237 3 1,17 a 0,53 a
elkanii
Testemunha Absoluta 0d 0c 0,23 ¢ 0,38 b
(sem N)
Média 170,5 152 0,86 048

Letras minGsculas nas colunas comparam as fontes de N pelo teste de Duncan a 5%.

Os dados obtidos na segunda coleta, em V4, mostraram que a co-inoculagdo foi
benéfica para a nodulacdo do feijoeiro. Observa-se numero de nddulos superior aos demais
tratamentos para esta cultivar (Tabela 2), sendo superior em 47% para as plantas co-
inoculadas com Bradyrhizobium em relacdo as plantas que receberam apenas rizobio. Para as
plantas co-inoculadas com Azospirillum, o aumento foi de 21%.
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Quando se observa a massa de nddulos secos, o efeito positivo se repete, com as
plantas apresentando acumulo de massa nodular superior em 41% e 21%, respectivamente,
para as plantas inoculadas com Bradyrhizobium e Azospirillum.

A co-inoculagdo com Bradyrhizobium promoveu o desenvolvimento inicial do
feijoeiro, com incremento de 28% na producdo de massa de parte aérea seca em relacdo a
inoculacdo isolada com R. tropici. O desenvolvimento das plantas inoculadas com
Azospirillum foi intermediario entre a inoculacdo isolada de rizébio a e co-inoculagdo com o
bradyrizobio.

Estes dados sdo consistentes com os obtidos no experimento anterior com a cultivar
Pérola, onde a co-inocula¢do com B. elkanii promoveu aumento significativo no nimero de
nodulos, na massa de nédulos e na massa seca de parte aérea, quando comparado com a
inoculacéo de R. tropici.

A inoculacdo com rizobio apenas ou a co-inoculacdo associada tanto a B. elkanii,
quanto a A. brasilense ndo interferiram na massa de raizes secas das plantas de feijoeiro.

Em ervilhas sob condicbes laboratoriais € possivel observar os incrementos pela co-
inoculacdo com Rhizobium e Bacillus, em relagdo a massa da planta fresca, teor de clorofila,
numero de nodulos e massa seca de ndédulos (RAJENDRAN et al., 2008).

A inoculagéo conjunta de Bradyrhizobium com estirpes de Rhizobium e Sinorhizobium
proporcionou aumentos significativos a massa seca de rabanetes, onde o efeito estimulante
mais elevado (aumento de 60% em relagdo ao controle ndo inoculado), foi observado com
uma cepa de B. japonicum (ANTOUN et al., 1998).

Os resultados em condic¢des controladas de casa de vegetacdo apresentados nestes
experimentos com feijoeiro indicaram que, para o género Bradyrhizobium, o potencial de
aumento na biomassa tanto de nddulos quanto da planta na fase inicial de desenvolvimento, é
superior ao obtido com a co-inoculagdo com Azospirillum. Para as cultivares utilizadas, Pérola
e Esteio, em varios pardmetros avaliados as médias obtidas foram maiores e o efeito promotor
de nodulacdo pode ser observado para os estagios V3 de V4 na cultivar Pérola.

Os resultados obtidos de co-inoculacdo com rizobio e bactérias promotoras de
crescimento em casa de vegetacdo, ou seja, em condi¢cbes ambientais controladas, sdo
promissores. Estudos envolvendo o detalhamento destes efeitos durante o desenvolvimento
fenoldgico de cultivares sdo essenciais para compreensao dos fatores envolvidos no estimulo
a nodulacdo visando desenvolver inoculantes de rizébio mais eficientes para uso em
condigGes de campo.

19



3.6 CONCLUSOES

A co-inoculagdo com Bradyrhizobium elkanii e Azospirillum brasilense promoveu
incrementos em numero de nddulos, massa seca de nédulos e massa seca de parte aérea, para
cultivar Pérola na fase V4, sendo superior a inoculacédo isolada com R. tropici. Nesta cultivar,
o efeito de promocdo da nodulagdo pela co-inoculagdo com Bradyrizobium elkanii ja é
observavel a partir do estadio V3 pelo aumento no nimero de nodulos.

Na cultivar Esteio, no estadio fenoldgico V4 a co-inoculagdo com B. elkanii promoveu
aumento significativo no nimero de nddulos, na massa de nodulos e na massa seca de parte
aérea, quando comparado com a inoculacéo de R. tropici.

A co-inoculacdo das plantas com rizobio e estirpes promotoras de crescimento vegetal,

Azospirillum e Bradyrhizobium promoveu a nodulagdo e o crescimento inicial do feijoeiro,
com melhor desempenho para a estirpe de Bradyrhizobium.
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4 CAPITULO Il - CO-INOCULACAO DE RIZOBIOS E
BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL
NO FEIJOEIRO EM CONDICOES DE CAMPO
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4.1 RESUMO

A variabilidade de respostas do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) a inoculacdo de
sementes com estirpes recomendadas de rizobio demonstra a necessidade de estudos voltados
para otimizar a fixacdo bioldgica de nitrogénio em condi¢bes de campo. Objetivou-se com
este trabalho avaliar o efeito da co-inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento e
Rhizobium sobre a producdo de biomassa e producdo de grdos do feijoeiro comum em
condicGes de campo. Conduziram-se dois experimentos em aereas distintas localizadas em
Macaé — RJ, e um experimento na area experimental da Embrapa Agrobiologia, em
Seropédica — RJ. O delineamento adotado foi em blocos ao acaso, com cinco repeti¢fes e
cinco tratamentos, para os experimentos | e Il, e seis tratamentos e duas cultivares para o
experimento I11. Os tratamentos consistiram em: testemunha absoluta, testemunha nitrogenada
(80 kg ha™ de N), inoculagdo com Rhizobium spp., co-inoculagdo de Rhizobium sp. e
Bradyrhizobium elkanii, co-inoculagdo de Rhizobium e Azospirillum brasilense, com a
cultivar BRS Esteio. No experimento Il foi adicionado o tratamento co-inoculacdo de
Rhizobium e A. brasilense + N mineral em cobertura (30 dias apds a emergéncia), todos 0s
tratamentos com as cultivares BRS Esteio e Ouro Negro. As plantas foram coletadas em
floragdo plena e na maturacdo de grdos. Foram analisadas a massa seca de nodulos, parte
aérea e raizes, numero de vagem por planta, nimero de grdos por vagem, massa de 100 graos
e producdo de grdos. O experimento | apresentou uma alta populagdo nativa de rizébios no
solo, ndo ocorrendo diferencas significativas entre as fontes de N avaliadas. No experimento
Il a co-inoculagdo com Bradyrhizobium proporcionou incrementos significativos em massa
seca de parte aérea e de raizes. Além disso, a co-inocula¢do com B. elkanii alcancou 80% da
producdo de grdos da testemunha nitrogenada. No experimento Ill, a cultivar Esteio foi
superior a cultivar Ouro Negro em grande parte das variaveis analisadas. A co-inoculacdo de
Rhizobium com bactérias promotoras de crescimento, associadas a aplicagdo de N em
cobertura ou ndo, ndo proporcionaram incrementos significativos em producéo de biomassa,
comparado aos tratamentos controles. Pode-se concluir que a co-inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento associadas a estirpes de Rhizobium ndo foi capaz de proporcionar
incrementos significativos na producdo de grdos do feijoeiro. Nas condi¢des agroecoldgicas
de campo deste estudo, ndo foi possivel confirmar o efeito promotor de crescimento das
estirpes inoculadas ou da tecnologia de co-inoculagéo.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris; Co-inoculacdo; Promotoras de crescimento.
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4.2 ABSTRACT

The variability of common bean (Phaseolus vulgaris L.) responses to seed inoculation with
recommended strains of rizobia demonstrates the need for studies aimed to optimize the
biological nitrogen fixation under field conditions. The objective of this work was to evaluate
the effect of co-inoculation of growth promoting bacteria and Rhizobium on biomass
production and grain yield of common bean under field conditions. Two experiments were
conducted in distinct areas located in Macaé - RJ, and one experiment in the experimental
area of Embrapa Agrobiologia in Seropédica — RJ. The experiments had a randomized block
design with five replications and five treatments for experiments | and Il and six treatments
and two cultivars for experiment I1l. The treatments consisted of: absolute control, nitrogen
control (80 kg ha™ of N), inoculation with Rhizobium spp., co-inoculation of Rhizobium sp.
and Bradyrhizobium elkanii, co-inoculation of Rhizobium and Azospirillum brasilense, with
the cultivar BRS Esteio. In the experiment 111 the co-inoculation treatment of Rhizobium and
A. brasilense + N mineral in cover (30 days after emergence) was added, all treatments
evaluated with the cultivars BRS Esteio and Ouro Negro. The plants were harvested at full
flowering and grain maturation. The dry mass of nodules, shoots and roots, number of pods
per plant, number of grains per pod, mass of 100 grains and grain yield, were measured. The
experiment | presented a high native population of rhizobia in the soil, and no significant
difference between the N sources evaluated was detected. In experiment Il the co-inoculation
with Bradyrhizobium provided significant increases in dry mass of shoots and roots. In
addition, co-inoculation with B. elkanii reached 80% of the grain yield of the nitrogen control.
In experiment 11, the cultivar Esteio was superior to cultivar Ouro Negro for most of the
analyzed traits. Rhizobium co-inoculation with growth promoting bacteria, associated with N
application at covering or not, did not provide significant increases in biomass production
compared to the controls. It can be concluded that co-inoculation of growth promoting
bacteria associated with Rhizobium strains was not able to provide significant increases in
bean grain yield in the field. In the agroecological field conditions of this study, it was not
possible to confirm the growth promoting effect of the inoculated strains or the co-inoculation
technology.

Keywords: Phaseolus vulgaris; Co-inoculation; Growth promoters.
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4.3 INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris), por ser uma cultura que se beneficia da
associacdo simbidtica com bactérias do grupo dos rizobios, é capaz de aproveitar a
assimilacdo do N pela fixacdo bioldgica (PANKIEVICZ et al., 2015). A interacdo do feijoeiro
com bactérias fixadoras tém demonstrado a capacidade de substituicio da adubacdo
nitrogenada, pelo menos em parte, ainda com obtencédo de altos rendimentos (PELEGRIN et
al., 2009). Segundo Rumjanek et al. (2005), as estimativas da FBN no campo sdo bastante
variaveis, correspondendo em cerca de 40 a 90% do total de N acumulado pela cultura
oriundo da fixacéo.

Embora haja incentivo ao uso da tecnologia de inoculacdo de sementes, devido aos
incrementos observados, muitos agricultores e técnicos ndo recomendam a préatica, fazendo
com que a comercializacdo de inoculantes para o feijoeiro seja baixa, representando apenas
0,74% do total de inoculantes comercializados em 2016 (ANPII, 2017).

Para obtencdo de elevadas produtividades no feijoeiro, os inoculantes devem vencer
uma de suas principais barreiras, que é a competitividade com estirpes nativas, que por vez
podem ter potencial de fixacao variavel (CASSINI & FRANCO, 2006).

Além da selecdo de estirpes capazes de fixar o N atmosférico em simbiose com o
feijoeiro, a busca por novas combinac6es eficientes tornam-se ferramentas importantes neste
processo (SOARES et al., 2006).

Diante disso, a associacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal e bactérias
do grupo dos rizobios, surge como possivel alternativa para promover incrementos no
crescimento vegetal e na producdo de grdos. Em razdo da rapida colonizacdo desses
microrganismos na rizosfera e estimulagdo no crescimento da planta, existe um grande
interesse em estudar microrganismos promotores de crescimento existentes na rizosfera
buscando otimizar a produgéo da cultura de interesse (FIGUEIREDO et al., 2010).

Entretanto, devido aos muitos fatores que interferem nesta simbiose em condicGes de
campo, os estudos envolvendo a resposta a co-inoculacdo estdo ainda em fase inicial, com
elevada variabilidade e com inimeras questdes a serem respondidas, como por exemplo o
efeito de diferentes condic¢bes agroecologicas, de cultivares e mesmo formas de inoculacéo.

Vale ressaltar que experimentos conduzidos em condi¢Ges de campo geralmente se
aproximam das condi¢des de cultivo dos agricultores, isso porque as condicdes
edafocliméticas interferem diretamente na evolucéo das plantas no campo, o que ndo ocorre
ou ocorre com menor intensidade em experimentos conduzidos em casa de vegetacdo. No
campo, a inoculacdo das sementes deve ser feita momentos antes da semeadura, e € descrita
como uma atividade que reduz a eficiéncia da semeadura em razdo do tempo despendido para
que seja realizada a operacdo (ZILLI et al., 2010). Além disso, a inoculagdo em campo requer
alguns cuidados para que seja feita de maneira eficiente e promova retorno ao agricultor, o
que pode fazer com que esta seja uma operagdo que necessite de médo de obra especializada. A
inoculacdo deve ser feita a sombra utilizando a dosagem adequada e o tipo de inoculante
adequados para cultura atendendo aos requisitos minimos exigidos pelo MAPA.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da co-inocula¢do de bactérias promotoras
de crescimento associadas as estirpes de Rhizobium ja estabelecidas para a cultura do
feijoeiro, no crescimento vegetal e producdo de grédos em condi¢fes de campo, em trés regiGes
agroecoldgicas distintas.
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4.4 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos trés experimentos de campo, em diferentes condicdes
agroecoldgicas, no Estado do Rio de Janeiro. O primeiro na regido serrana, 0 segundo na
regido litoranea de Macaé, e o terceiro na area experimental da Embrapa Agrobiologia em
Seropédica - RJ. Macae esta localizada na regido Norte Fluminense, e responde pela maior
area de cultivo de feijdo (35,5%) e maior produtividade média do estado, com cerca de 1.059
kg ha™® (SOUZA FILHO & ANDRADE, 2010). A 4rea do primeiro experimento é de cultivo
tradicional de feijoeiro pelos ultimos 10 anos, sendo uma regido de sopé de montanhas, onde
ocorre acimulo de matéria organica. A area do segundo experimento encontra-se em local
elevado, com histdrico de cultivo de cana-de-agucar. Ambos locais séo areas tradicionais de
cultivo de feijoeiro. A classificacdo do clima de Macaé é Aw segundo Kdppen e apresenta
22,9 °C de temperatura média. Para o terceiro experimento foi escolhida uma area no campo
experimental da Embrapa Agrobiologia, sem histérico de cultivo de feijoeiro nos Gltimos 5
anos, onde foram instalados sistema de irrigacdo e de monitoramento das condicGes
ambientais, uma vez que se trata de local vigiado que possibilitou a instalacdo dos
equipamentos durante todo o ciclo da cultura. Nesta regido o clima é classificado como Aw
segundo Kdppen, com temperatura média de 23,5 °C durante o ano.

4.4.1 Descricao e localizacao das areas experimentais

Os dois primeiros experimentos foram conduzidos de maio a agosto de 2016, em
parceria com a Empresa de Pesquisa Agropecuéria do Estado do Rio de Janeiro (PESAGRO)
e a Secretaria Municipal de Agricultura e Agronegécios de Macaé. O experimento | foi
implantado na regido serrana de Macaé - RJ (22° 15° 54 S, 41° 59' 3” W), na localidade de
Corrego do Ouro, numa gleba pertencente a Secretaria Municipal de Agricultura. Esta area
experimental apresentava cultivos sucessivos de feijoeiro, ha cerca de 3 anos antes do plantio
do experimento. O solo foi caracterizado em camadas de 0-10; 10-20; 20-30 e 30-40 cm. Os
teores de matéria organica decrescem em profundidade, com valores entre 15,0 e 28,1 g kg™.
A granulometria mostra o predominio da areia grossa, seguido do silte e argila com valores
para ambas entre 220 a 296 g kg>. O solo foi classificado como Neossolo Filvico Th
Distrofico Gleissdlico, caracterizado pela influéncia aluvial e do lencol fredtico em
subsuperficie. Apos resultados obtidos na andlise quimica (Tabela 3), foi feita uma adubacéo
complementar atendendo as necessidades da cultura, que consistiu na aplicacdo de 60 kg ha
P,0s, na forma de superfosfato simples, 40 kg ha* K,O, como cloreto de potassio, e 20 kg ha’
1 N mineral na forma de ureia para testemunha nitrogenada, conduzida no plantio, e 60 kg ha™
N em cobertura, num total de 80 kg ha™ N.

O experimento 1l foi conduzido em um assentamento proximo a regido litoranea de
Macaé — RJ (22° 15 23”7 S; 41°44°6” W), em parceria com a PESAGRO e Secretaria
Municipal de Agricultura e Agronegdcios de Macaé. O historico de plantio indicou um
cultivo de cana-de-agucar por 10 anos sucessivos, 0 que explica a baixa fertilidade deste solo
na ocasido do plantio. O solo foi caracterizado em camadas de 10 cm, até os 40 cm de
profundidade e classificado como Latossolo Amarelo Distrofico tipico, caracteristico de solos
que apresentam boas condic@es fisicas de retencdo de umidade e boa permeabilidade, porém
com baixa fertilidade. A adubac&o de plantio consistiu na aplicagdo de 100 kg ha™ P,Os, 80
kg ha®! K,O e 20 kg ha™ N (testemunha nitrogenada), com aplicacdo de 60 kg ha™ N em
cobertura.
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Tabela 3. Caracteristicas quimicas dos solos coletados para o experimento | em Corrego do
ouro, e experimento Il em &rea de assentamento, localizados em Macaé - RJ.

C Al Ca H+AI Mg K P H

S eeS———— 011770] RN [ R — mgLt— P
Experimento | 1,27 0,14 2,04 3,91 0,73 1705 17,66 5,75
Experimento 11 0,65 0,07 1,24 2,94 0,38 22,5 583 5,64

O experimento 111 foi conduzido entre junho e setembro de 2017 na area experimental
da Embrapa Agrobiologia, Seropédica — RJ (22°44°53” S; 43°40°14” W), onde ndo havia
plantio de leguminosas por mais de 5 anos. Havia 2 anos que o local estava em pousio e
anterior a esse periodo ocorreu um plantio de cana-de-agucar por 3 anos. O solo foi
caracterizado em camadas de 0-10; 10-20; 20-30; 30-40; 40-50; e 50-60 cm de profundidade,
revelando um solo um Argissolo Vermelho-Amarelo, com teores de argila total que chegam a
380 g kg™ em profundidade. A analise quimica desta area (Tabela 4) foi realizada seguindo o
mesmo protocolo das analises anteriores. A adubacdo de plantio consistiu na aplicacdo de 90
kg ha* P,0s, 40 kg ha™* K,0 e 20 kg ha™ N (testemunha nitrogenada).

Tabela 4. Caracteristicas quimicas das amostras de solo coletadas a partir da area do
experimento 111, na Embrapa Agrobiologia, Seropédica — RJ.

C Al Ca H+AI Mg K P

pH

Experimento 111 % e cmol, dm’s mg L -
Amostra A 1,09 0,04 1,69 2,97 0,96 27,67 3,13 5,43
Amostra B 1,05 0,02 1,53 2,95 0,78 29,13 4,28 5,51

Os tratos culturais adotados nos trés experimentos, referem-se ao controle de plantas
daninhas através da capina manual aos 30 DAE. Para o experimento Il também foi feito o
controle da “vaquinha” (Diabrotica speciosa) com inseticida DECIS 25 EC aos 40 DAE.
Além disso, ndo foi feita irrigacdo nos experimentos conduzidos em Macaé, enquanto que em
Seropédica a irrigacdo foi realizada por aspersdo duas vezes por semana, Ou sempre que
necessario, desde a emergéncia até o inicio da maturacdo dos graos.

4.4.2 Delineamento experimental e tratamentos

A cultivar BRS Esteio, do grupo preto, foi utilizada nos experimentos | e Il. Foi
adotado um delineamento de blocos ao acaso, com cinco repeti¢cbes e cinco fontes de N:
testemunha absoluta (sem aplicacdo de N e sem inoculacgdo), testemunha nitrogenada (20 kg
N ha™ N na semeadura e 60 kg ha™ N em cobertura), inoculagdo com Rhizobium tropici (BR
322 = SEMIA 4077 e BR 534 = SEMIA 4088) e R. freirei (BR 520 = SEMIA 4080), co-
inoculagdo com Rhizobium spp. + Bradyrhizobium elkanii (BR 29), e co-inoculagdo com
Rhizobium spp. + Azospirillum brasilense (BR 11005).

O experimento 111 consistiu em um delineamento de blocos ao acaso, esquema fatorial
6x2, para fontes de N e cultivares, respectivamente, com cinco repeticdes. As fontes de N
utilizadas foram iguais aos experimentos anteriores, acrescentando: co-inoculagdo com
Rhizobium spp. + Azospirillum brasilense (BR11005) + 40 kg ha™ de N mineral em cobertura
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(30 DAE). Foram utilizadas as cultivares BRS Esteio e a Ouro Negro (grdo tipo preto),
consideradas responsivas a FBN.

Os inoculantes turfosos contendo as estirpes usadas foram preparados pelo Centro de
Recursos Bioldgicos Johanna Dobereiner (CRB-JD), da Embrapa Agrobiologia, obedecendo
aos requisitos de qualidade de inoculantes determinados pela RELARE (BRASIL, 2011). A
inoculacdo das sementes deve ser feita momento antes do plantio, preferencialmente na
sombra. As sementes foram colocadas em saco plastico com o inoculante turfoso acrescido de
solucdo acucarada 10%, feito isto, o saco é fechado e séo feitos movimentos que garantam a
mistura do inoculante a semente. Apds feita a mistura, as sementes séo postas sobre folhas de
papel & sombra para secagem adequada, antes de serem levadas ao sulco de plantio.

As parcelas experimentais foram compostas por 3 m de largura e 5 m de comprimento,
totalizando 15 m2 por parcela, com seis linhas espagadas por 0,5 m. As parcelas possuiam
espacamento 1,0 m entre elas.

4.4.3 Quantificacdo da populacéo nativa de rizobio

Foram instalados trés experimentos em casa de vegetacdo entre 2016/2017 na
Embrapa Agrobiologia, em Seropédica - RJ, com objetivo quantificar a populacdo de rizobios
nativa do solo das areas experimentais.

A quantificacdo da populacdo nativa de rizobio foi conduzida seguindo o método do
ndmero mais provavel em plantas, tratando-se de um método indireto de contagem, pois
envolve a verificacdo de presenca ou auséncia de nddulos em plantas inoculadas através de
aliquotas de dilui¢des seriadas decimais das amostras de solo (SOMASEGARAN & HOBEN,
1985). Para isso, foram coletadas amostras na camada de 0-20 cm, para obtencdo de amostras
compostas, de forma antecipada a instalacdo dos experimentos. Essas amostras sao secas ao
ar, destorroadas e homogeneizadas. A primeira diluicdo (10™) foi obtida através da adigéo de
90 mL de solucdo salina estéril (0,85% NaCl) a 10 g de solo, em Erlenmeyer esterilizado.
Apdbs homogeneizacdo em agitador por 20 minutos, uma aliquota de 1 mL foi retirada e
transferida para um tubo com 9 mL da solucéo fisiolégica para obtencéo da diluicdo 10 e
assim sucessivamente (BRASIL, 2010). Os experimentos foram compostos por plantas
inoculadas com aliquotas oriundas das diluicdes seriadas de 10 a 10°, além do controle
negativo (contendo apenas solucédo salina 0,85% estéril), com 4 repeticdes. Como planta isca
utilizou-se a cultivar Pérola, do grupo carioca.

As plantas foram mantidas em garrafas do tipo “long neck” revestidas com papel
pardo, contendo 300 mL de solugéo nutritiva de Norris desprovida de N (NORRIS, 1964).
Foram colocadas duas fitas de papel filtro de 2 cm de largura e comprimento igual a altura da
garrafa para servirem de suporte as raizes, e também para promover umidade e suporte para
crescimento do sistema radicular da planta. As garrafas foram esterilizadas em autoclave por
30 minutos a 121 °C e a 1 atm, j& contendo a solucéo nutritiva.

Antes da semeadura, as sementes de feijdo comum cv. Pérola foram desinfestadas
superficialmente com alcool etilico 70% por 1 minuto e hipoclorito de sodio 2% durante 3
minutos, e submetidas a lavagens sucessivas com agua destilada estéril. Apds a desinfestagéo,
as sementes foram pre-germinadas em placas de Petri com papel filtro, ambos estéreis, onde
permaneceram durante cerca de 48 horas a temperatura de 30 °C, em camera de crescimento.
No momento do transplantio das sementes para as garrafas, foi adicionado 1 mL de cada
diluicdo do solo sobre as sementes pré-germinadas e na testemunha absoluta foi inoculado 1
mL de solucdo salina estéril. As plantas foram mantidas por 25 dias até a coleta, para
identificacdo das plantas que apresentavam nodulos. A quantificacdo da populacdo nativa de
rizobio foi feita pelo nimero mais provavel em plantas (ANDRADE & HAMAKAWA,
1994).

27



4.4.4 Amostragem de biomassa e colheita de gréaos

Foi feita avaliacdo da biomassa de parte aérea, raizes e nodulos aos 35 DAE, no
estagio de floracdo plena. Durante amostragem de biomassa, foram coletadas 6 plantas por
parcela, na segunda linha de plantio, excluindo-se as plantas de bordadura lateral e de inicio
da linha. As plantas foram retiradas do solo com auxilio de uma pa reta, sendo a parte aérea
cortada ao nivel do solo e as raizes e nddulos levados para processamento no laboratério. As
raizes foram lavadas e os nddulos destacados, e 0 material vegetal (parte aérea, raizes e
nodulos) foi seco em estufa com circulacdo forcada de ar a 65 °C até massa constante,
obtendo-se os dados de massa seca de parte aérea, de nddulos e raizes.

Ao final do ciclo, na maturacdo dos graos, a coleta de producdo foi feita no metro
quadrado da parcela (1 m?) e no resto da linha, excluindo as bordaduras laterais e de inicio de
linha, e também a linha de amostragem de biomassa. As vagens colhidas foram postas em
sacos de pano e levadas para um galpdo até a secagem completa para processamento do
material. Nas plantas colhidas na area central de 1,0 m? foram determinados o nimero de
plantas e o numero de vagens, e as vagens foram trilhadas, e os grdos de cada parcela foram
pesados. Uma amostra de 100 grdos de cada parcela foi pesada, seca em estufa e pesada
novamente, obtendo-se o teor de umidade dos grdos de cada parcela. Com isso, foram
estimadas as varidveis de nimero de plantas, nimero de vagens por planta, massa de 100
gréos e produtividade de gréos. A produtividade de gréos foi corrigida para 13% de umidade.

4.4.5 Analise estatistica

Na analise estatistica, para os experimentos conduzidos em Macaé -RJ o delineamento
adotado foi em blocos ao acaso, enquanto que no experimento em Seropédica — RJ 0
delineamento foi de blocos ao acaso, em esquema fatorial. Os resultados foram analisados
quanto a normalidade e a homogeneidade da distribuicdo de frequéncia usando o0s testes
Shapiro-Wilk e Barttelet. A analise de variancia foi realizada para testar os efeitos e a
interacdo entre eles. Para o teste de comparacdo de médias foi utilizado o teste Duncan ao
nivel de 5% de significancia. Utilizou-se o programa estatistico R core team (2015).
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na area do experimento | foi detectada uma elevada populacdo nativa de 1,09 x 10’
células g™ de solo, enquanto as outras &reas experimentais ndo apresentaram populacéo nativa
significativa, sendo que na area Il ndo foi detectada a presenca de rizobio no solo e na area IlI
havia menos que 30 células g™ de solo. Segundo Hungria et al. (2003), populagdes em torno
de 10° g de solo ja sdo suficientes para promover elevadas nodulacdes. Provavelmente a
elevada populacdo observada na area experimental | seja recorrente do estimulo radicular a
proliferacdo de simbiontes microbianos, oriundos dos cultivos sucessivos de feijoeiro na area
I. Brito et al. (2015) verificaram que &reas com cultivos anteriores de feijoeiro comum, podem
favorecer o estabelecimento de estirpes nativas eficientes e competitivas, que podem resultar
em baixas respostas a inoculagdo de estirpes comerciais e aplicacdo de N. Assim como
Pacheco et al. (2012), que observou que plantas de feijoeiro ndao inoculadas apresentaram boa
nodulacdo onde o plantio foi conduzido em area previamente cultivada com feijoeiro, porém
onde o cultivo anterior era de milho, observou-se o efeito da inoculacdo com estirpes
recomendadas nas sementes.

No experimento I, ndo houve diferencas estatisticas entre os tratamentos para as
variaveis massa seca da parte aérea, de raiz e nddulos (Tabela 5). Os tratamentos também néo
diferiram para o nimero de vagens por planta, nimero de grdos por vagem, massa de 100
gréos e producéo de gréos (Tabela 6), e ndo afetaram o estande final de plantas. A nodulagéo
do tratamento ndo inoculado (testemunha absoluta) foi similar aquela observada nos
tratamentos inoculados, indicando que a populacdo de rizébio presente no solo apresentou
elevada efetividade simbidtica. A presenca significativa de rizébio no solo dificulta a infecgédo
das raizes pela estirpe do inoculante devido a alta adaptabilidade e competitividade desta
populacdo nativa. Nao houve efeito da co-inoculacdo sobre a nodulacdo das plantas, embora
os valores sejam de 40 e 28 nddulos para os tratamentos co-inoculado com Bradyrhizobium
em comparagdo com o tratamento inoculado apenas com rizobio (Tabela 5). O elevado
coeficiente de variacdo desta variavel obtida a campo, acima de 80%, provavelmente
interferiu no resultado obtido.

A inibicdo a nodulacdo no tratamento onde foi aplicado N mineral é bastante evidente,
embora ndo confirmada estatisticamente pelo mesmo motivo, elevado coeficiente de variagéo,
tem sido amplamente relatada na literatura (PACHECO et al.,, 2014), pois limita a
contribui¢do do N oriundo da simbiose. Resultados similares foram encontrados por Soares et
al. (2006), onde o solo apresentava alta populacdo nativa (10° células g* solo), todos os
tratamentos apresentaram massa seca de nodulos semelhantes, exceto a testemunha
nitrogenada (70 kg ha™ de N) que apresentou valor bem abaixo dos outros.
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Tabela 5. Massa seca de parte aérea, massa seca de nodulos e massa seca de raiz, de plantas
de feijoeiro co-inoculado com riz6bio e bactérias promotoras de crescimento (B.
elkanii e A. brasilense) no estadio de floracdo plena, em Cérrego do Ouro, Macaé — RJ
(Experimento 1). Com aplicacéo de 80 kg ha™ N na testemunha nitrogenada

Massa secade  Massa seca de Massa seca
Fontes de N parte aérea nodulos de raiz
(g planta™) (mg planta™) (g planta™)
Testemunha absoluta 4,50 31 0,47
Testemunha nitrogenada 4,63 9 0,60
Inoculado com Rhizobium 4,22 28 0,40
Co-inoculado com Azospirillum 4,46 40 0,51
Co-inoculado com Bradyrhizobium 4,65 32 0,42
Media geral 4,49 28 0,48
CV (%) 27,88 82,09 28,07

Médias desprovidas de letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Os resultados dos componentes de producao apresentados na Tabela 6 corroboram que
a populacdo nativa de rizobios, além de apresentar-se efetiva simbioticamente mostrou-se de
elevada eficiéncia. A produtividade do tratamento testemunha, sem aplicacdo de N e sem
inolculagéo alcancou 2.332 kg ha™, 89% da producéo da cultura quando adubada com 80 kg
ha™ de N.

Tabela 6. Numero de vagens por planta, nimero de grdos por vagem, massa de 100 grdos e
produtividade de gréos, de feijoeiro em funcdo co-inoculacdo de rizébio e bactérias
promotoras de crescimento, em estadio de maturacdo de grdos, em Corrego do Ouro,
Macaé — RJ (Experimento 1), com aplicacdo de 80 kg ha®’ N na testemunha
nitrogenada

NUmerode Numerode Massade  Producdo

Fontes de N vagens por  grdos por 100 gréos de gréos

planta vagem Q) (kg ha®)
Testemunha absoluta 8,1 5,3 26,5 2332
Testemunha nitrogenada 8,9 5,8 28,6 2600
Inoculado com Rhizobium 7,7 5,7 27,2 2257
Co-inoculado com Azospirillum 9,4 5,4 26,7 2221
Co-inoculado com Bradyrhizobium 7,5 4,9 27,2 2380
Média geral 8,3 5,4 27,2 2358
CV (%) 25,74 11,93 4,51 13,49

Médias desprovidas de letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Brito et al. (2015), em experimentos conduzidos na regido de Macaé-RJ, também néo
observaram diferencas significativas entre os tratamentos-controle, com inoculagcdo ou com
aplicacdo de 80 kg ha™ de N no plantio, em termos de massa seca de parte aérea e producéo
de grdos do feijoeiro. Devido a consistente falta de resposta a inoculagdo e mesmo a adubacéao
nitrogenada na regido de Macaeé, pode-se afirmar que a presenca de estirpes efetivas e
eficiente no solo naquela regido, aliado a boa fertilidade e teor de matéria organica das regides
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de baixada, dispensam a pratica de adubacao nitrogenada para obtencdo de produtividades de
até 2.300 kg.ha™.

No experimento Il, as plantas co-inoculadas com Rhizobium-Bradyrhizobium
apresentaram valores de massa seca da parte aérea aos 41 dias apds a emergéncia (DAE)
superior aos demais tratamentos e similar aos valores das plantas que receberam 80 kg ha™ de
N mineral no plantio. Esses dados corroboram aqueles obtidos em casa de vegetagéo relatados
no Capitulo | desta dissertacdo, que indicaram favorecimento da co-inoculacdo com esta
bactéria ao desenvolvimento inicial desta cultivar. A producdo de massa seca da parte aérea
das plantas co-inoculadas com Bradyrhizobium foi 54, 52 e 36% maior do que as observadas
para a testemunha absoluta, para co-inoculacdo Rhizobium-Azospirillum e para inoculacéo
com R. tropici, respectivamente, indicando o seu potencial de promocdo do crescimento
vegetal nas fases iniciais de desenvolvimento da cultura.

Veronezi (2012), na avaliacdo da inoculacdo de rizobios, isoladamente, comparados
com a co-inoculacdo de A. brasilense, ndo detectou diferencas quanto a producdo de matéria
seca da parte aérea, massa de nddulos secos e N total da parte aérea das plantas. Porém, foi
observado um incremento de 63,3% no numero de nddulos nas plantas que receberam a co-
inoculacdo, quando comparadas com aquelas apenas inoculadas com o isolado. Entretanto,
Aradjo & Hungria (1999) observaram que as plantas de soja tiveram um aumento no nimero
de nddulos devido a co-inoculacdo de Bradyrhizobium e Bacillus subtilis, sendo 59% maior
que o tratamento ndo inoculado e 27% maior que o inoculado isoladamente com
Bradyrhizobium.

Tabela 7. Massa seca de parte aérea, massa seca de nodulos e massa seca de raiz de feijoeiro
comum em funcdo da inoculagdo e co-inoculacao de rizobio com bactérias promotoras
de crescimento aos 41 DAE, na area de assentamento em Macaé - RJ (Experimento
1), com aplicacdo de 80 kg ha™ N na testemunha nitrogenada

Massa secade  Massasecade  Massa seca de

Fonte de N parte aérea nodulos raiz
(g planta™) (mg planta ™) (g planta™)
Testemunha absoluta 3,09b 14 b 0,39
Testemunha nitrogenada 3,93 ab 10b 0,48
Inoculado com Rhizobium 3,49Db 79 a 0,42
Co-inoculado com Azospirillum 3,12b 9% a 0,33
Co-inoculado com Bradyrhizobium 4,75 a 114 a 0,52
Média Geral 3,68 62,4 0,43
CV (%) 30,17 44,62 29,79

Letras minasculas nas colunas comparam as fontes de N pelo teste de Duncan a 5%.

Na massa seca de raiz, os tratamentos nédo diferiram entre si, porém podemos observar
que a co-inoculagdo com Bradyrhizobium promoveu incrementos em relacdo aos outros
tratamentos (Tabela 7). E preciso ressaltar que a coleta das raizes em condi¢des de campo é
complexa devido a dificuldade inerente a obtencdo de um torrdo similar para cada parcela e a
dificuldade de se coletar todas as raizes da amostra obtida. O aumento da producdo de massa
de raizes propiciaria uma maior quantidade de sitios de infeccdo para o rizobio e aumento da
nodulagédo (KROLOW et al., 2004).

Os dados relativos a produtividade do experimento Il serdo apresentados abaixo apesar
de os dados demonstrarem a baixa produtividade da cultura, o que impede quaisquer
inferéncias sobre o uso da tecnologia em avaliacdo. A auséncia de chuvas na regido, a
impossibilidade de irrigacdo na &rea experimental, o baixo teor de matéria orgénica e a
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localizacdo do experimento em uma area elevada, fizeram com que a produtividade fosse
drasticamente afetada, apesar de o plantio ter sido realizado com intervalo de tempo de um dia
em relacdo ao experimento I.

O numero de vagens por planta e 0 nUmero de grdos por vagem nao apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 8). Contudo, alguns resultados
encontrados na literatura, afirmam que a co-inoculagdo A. brasilense e R. tropici
proporcionam maior nimero de vagens (PERES, 2004; MEIRELLES et al., 2014). J4 em
relacgdo ao numero de grdos, Soratto et al. (2014) relatam que esta variavel ndo foi
influenciada pela co-inoculacdo, visto que esta € uma caracteristica que apresenta alta
herdabilidade genética, sendo pouco influenciada pelo ambiente. O mesmo ocorre para massa
de graos de acordo com Meirelles et al. (2014), e relatado por Corsini (2014) que por 2 anos
consecutivos observou que ndo houve diferenca significativa na massa de 100 gréos para as
combinacg6es simbioticas.

Foi detectada diferenca estatistica na producdo de grdos para testemunha nitrogenada,
sendo superior aos tratamentos testemunha absoluta, inoculado com Rhizobium e co-
inoculado com Azospirillum, e similar a co-inoculagdo com Bradyrhizobium (Tabela 8).

Porém este experimento apresentou uma produtividade muito baixa, considerada até
insignificante inclusive quando comparada & média da regido (1.059 kg ha™). Este fato pode
ser explicado pelas condi¢bes climaticas desfavordveis ocorridas no periodo de
estabelecimento da cultura, como intenso déficit hidrico na area do agricultor, e devido a
auséncia de sistema de irrigacdo, resultaram num fraco desenvolvimento da cultura. Além
disso, os dados de anélise de solo demonstram o baixo teor de nutrientes como Ca, P, Mg e K
(Tabela 3), e, embora tenha sido realizada uma adubacdo complementar anterior ao plantio
algum desequilibrio nutricional pode também ter influenciado no desenvolvimento das plantas
devido ao intenso cultivo anterior de cana-de-agUcar sem a devida reposicdo de nutrientes no
solo.

Tabela 8. Numero de vagens por planta, nimero de graos por vagem, massa de 100 graos e
producdo de grdos de feijoeiro em fungdo da inoculacdo e co-inoculacdo de rizébio e
bactérias promotoras de crescimento aos 82 DAE, no assentamento em Macaé — RJ
(Experimento 11), com aplicacdo de 80 kg ha™ N na testemunha nitrogenada

Numerode Numerode Massade  Producdo

Fonte de N vagens por grdospor 100 grdos  de graos
planta vagem (9) (kg ha™)
Testemunha absoluta 2,5 4,1 194 b 261 Db
Testemunha nitrogenada 2,4 51 225a 404 a
Inoculado com Rhizobium 2,3 4 18,7b 267 b
Co-inoculado com Azospirillum 1,9 4,1 18,6 b 263 b
Co-inoculado com Bradyrhizobium 2,7 4,2 191b 325 ab
Média Geral 2,36 4,3 19,66 304
CV (%) 22,3 17,21 11,3 28,81

Letras mindsculas nas colunas comparam as fontes de N pelo teste de Duncan a 5%.

A co-inoculacdo com Bradyrhizobium apresentou uma producéo de gréos similar a
testemunha nitrogenada (80 kg ha™ N), dado que deve ser interpretado com as ressalvas ja
elencadas, mas que corrobora com os resultados de pesquisas onde o N mineral pode ser
substituido parcialmente, ou em alguns casos totalmente pelo uso de inoculantes, efeito que é
evidenciado em solos com baixa populagédo de rizébio como € o caso desta area. Além disso, a
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co-inoculacéo obteve na producdo de gréos 58 e 64 kg ha™ acima dos valores da testemunha
absoluta (sem N e sem inoculacéo) e a inoculagdo com Rhizobium, respectivamente. Embora,
ndo se encontre muitos trabalhos na literatura que associem Rhizobium e Bradyrhizobium,
este trabalho surge como uma iniciativa para essa combinagcdo de microrganismos. Em
condi¢cdes de campo, em contrapartida, os resultados séo variaveis devido a influéncia de
fatores bidticos e abidticos que afetam a eficiéncia das bactérias promotoras de crescimento
vegetal (MABOOD et al., 2014).

No experimento conduzido na area experimental da Embrapa Agrobiologia,
novamente observou-se a ocorréncia de condi¢cGes ambientais adversas no decorrer da
conducdo do experimento. Observou-se no periodo de condugdo do experimento a ocorréncia
ndo usual para a regido, de baixas temperaturas durante o periodo experimental,
especialmente se considerarmos a temperatura do solo. E possivel verificar na Figura 3 que
por diversas ocasides a temperatura do solo oscila entre 10 e 15 °C tanto durante a fase inicial
de desenvolvimento da cultura quanto posteriormente na fase de enchimento de gréos. Estas
temperaturas estdo bem abaixo do 6timo para atuacdo da enzima nitrogenase, em torno de 25
a 28 °C (ZHANG, 1996).

Neste experimento ndo houve interacdo significativa entre as cultivares e as fontes de
N. Porém podemos observar mais uma que vez que as plantas que receberam nitrogénio
mineral (80 kg ha™ N) produziram menor massa de nédulos secos em ambas as cultivares
(Tabela 9). Este resultado evidencia o efeito inibitdrio na nodulagdo pela aplicacdo de N
mineral na cultura do feijoeiro. Segundo Mercante et al. (1992), em condicdes de elevada
disponibilidade de nitrogénio, o feijoeiro opta por utilizar a forma prontamente disponivel, e
reduz o efeito da nodulacdo. Por outro lado, Oliveira (2013), observou que o fornecimento de
N (80 kg ha™) n&o propiciou efeito negativo sobre a nodulacéo, sendo este semelhante aos
outrosltratamentos, talvez, pelo fato das doses aplicadas no plantio serem sempre baixas (20
kg ha™).

Embora dados de quantificacdo de populacdo nativa pelo nimero mais provavel deste
experimento tenham apresentado uma populacdo de rizébio que pode ser considerada baixa
(na ordem de 10%), as plantas que ndo foram inoculadas (tratamento controle absoluto)
produziram massa de nodulos similar estatisticamente a co-inoculagdo com Bradyrhizobium e
a co-inoculagdo com Azospirillum + N cobertura (Tabela 9).

A cultivar BRS Esteio apresentou desenvolvimento vegetativo superior a cv. Ouro
Negro em massa seca de parte aérea e massa seca de raizes (Tabela 9). Segundo informacdes
do CNPAF, a cv. BRS Esteio apresenta elevado rendimento e alta estabilidade (PEREIRA et
al., 2013), sendo altamente indicada para uso de sistemas com fixagédo biologica de nitrogénio.
A producdo de massa de parte aérea seca desta fase de desenvolvimento da cultura indica que
o N mineral aplicado favoreceu o desenvolvimento inicial das plantas em relacdo aos
controles inoculados e co-inoculados, e ao controle sem N e sem inoculagéo (Tabela 9).

Avaliando o efeito da co-inoculacao sob diferentes doses de inoculante em vasos com
solo, Bastos (2016) observou que a inoculagdo com A. brasilense (10* UFC mL™) associada a
aplicacdo de N mineral foi capaz de aumentar a massa seca de parte aérea, quando comparada
a testemunha nitrogenada isolada.

De maneira geral, os tratamentos co-inoculados apresentaram valores inferiores
aqueles alcancados pela inoculacdo isolada com Rhizobium tropici, em massa seca de parte
aérea e em massa seca de raiz. Esses resultados corroboram com dados encontrados por
Burdman et al. (1997), que avaliando a inoculagdo com R. tropici e A. brasilense verificaram
inibicdo do desenvolvimento das plantas comparado a inoculacdo isolada de R. tropici.
Diversos estudos afirmam que estirpes de R. tropici sdo resistentes a acidez do solo, altas
temperaturas e presenca de metais pesados no solo (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991). N4o
podemos descartar 0 efeito das baixas temperaturas do solo na eficiéncia do processo de
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fixacdo biologica de nitrogénio, tanto nas fases iniciais de desenvolvimento da cultura, quanto
apos os 35 DAE, fase em que ocorreria 0 pico da atividade da nitrogenase na cultura do
feijoeiro. Pesquisas conduzidas por Silva et al. (2009) em condicdes de campo nao foram
capazes de detectar diferencas significativas entre a inoculagdo com Rhizobium e o controle
absoluto, corroborando com os resultados encontrados. Do mesmo modo, Kumar Rao & Patill
(1976) também ndo observaram diferencas significativas em massa seca de parte aérea ao
comparar a inoculacdo isolada de Rhizobium com a co-inoculagdo de Rhizobium e
Azotobacter em condigdes de campo.

Brito et al. (2015), em experimentos conduzidos em Macaé — RJ com a cultivar Ouro
Negro, observaram que a massa seca de parte aérea da cultivar foi superior nas plantas que
receberam N mineral do que as que receberam inoculagdo com estirpes comerciais de rizobio
e mais cobertura com 40 kg ha™ N. As plantas que receberam 80 kg ha™ N apresentaram
maior massa seca de parte aérea do que as plantas co-inoculadas sem suplementacao de N.

Tabela 9. Massa seca de parte aérea, nddulos e raizes, das cultivares de feijoeiro BRS Esteio
e Ouro Negro em estaddio de floracdo plena sob inoculagdo e co-inoculacdo de
bactérias promotoras de crescimento, associadas ou ndo a aplicacdo de N mineral, em
Seropédica — RJ (Experimento I11). Com aplicacdo de 80 kg ha™ N na testemunha
nitrogenada

Fontes de N Esteio Ouro Negro Média
Massa seca de nddulos (mg planta™)
Controle absoluto (sem inoculacdo e sem N) 30 64 18 bc
Controle nitrogenado (80 kg ha™ N) 6 2 4c
Inoculado com Rhizobium sp. 70 44 57 a
Co-inoculado com Azospirillum sp. 50 63 57 a
Co-inoculado com Azospirillum sp. + N cob 24 25 24 bc
Co-inoculado com Bradyrhizobium sp. 37 37 37 ab
Média 36 30
CV (%) 90,99
Massa seca de parte aérea (g planta™)
Controle absoluto (sem inoculacéo e sem N) 5,32 4,43 4,88 ab
Controle nitrogenado (80 kg ha™ N) 6,16 5,6 5,88 a
Inoculado com Rhizobium sp. 5,80 4,81 5,30 ab
Co-inoculado com Azospirillum sp. 541 3,69 455Db
Co-inoculado com Azospirillum sp. + N cob 5,37 4,38 4,87 ab
Co-inoculado com Bradyrhizobium sp. 4,88 3,72 4,30 b
Média 549 A 4,44 B
CV (%) 26,26
Massa seca de raizes (g planta™)
Controle absoluto (sem inoculacdo e sem N) 0,68 0,47 0,58
Controle nitrogenado (80 kg ha™ N) 0,68 0,73 0,71
Inoculado com Rhizobium sp. 0,79 0,67 0,73
Co-inoculado com Azospirillum sp. 0,71 0,53 0,62
Co-inoculado com Azospirillum sp. + N cob 0,71 0,62 0,66
Co-inoculado com Bradyrhizobium sp. 0,62 0,58 0,60
Meédia 0,70 A 0,60B
CV (%) 24,89

Médias seguidas pela mesma letra ou desprovidas de letra, mindsculas nas colunas e maiusculas nas
linhas, ndo diferem pelo teste de Duncan a 5%.
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Os resultados nem sempre positivos sdo citados por muitos autores, pois nem sempre
as bactérias promotoras de crescimento mostram consisténcia nos resultados de campo,
embora submetidas a condi¢des semelhantes, indicando a necessidade da continuidade das
pesquisas visando identificar os fatores limitantes ao processo. Sera importante conduzir mais
experimentos com o monitoramento das condi¢cBes ambientais visando identificar os
principais fatores limitantes a esta simbiose.

N&o houve interacdo significativa entre os tratamentos para as variaveis de numero de
vagens, numero de gréos por vagem, massa de 100 gréos e producéao de gréos (Tabela 10).

A cultivar BRS Esteio se mostrou superior a Ouro Negro no ndmero de vagens e a
producéo de grdos. Ferreira et al. (2000), em experimento comparando a inoculagéo isolada
de R. tropici com os controles absoluto e nitrogenado, também ndo observaram diferencas
significativas. Gitti et al. (2012) também n&o observaram diferengas no numero de vagens
entre a inoculacdo com A. brasilense e a testemunha ndo inoculada em feijoeiro.

O controle nitrogenado foi superior aos outros tratamentos em relacdo a massa de 100
grdos (Tabela 10). Embora tenha sido relatado na literatura que esta variavel esta relacionada
a atributos genéticos da cultivar, sendo pouco influenciada por fatores ambientais
(MEIRELLES et al., 2014). Vale ressaltar que ambas as cultivares utilizadas tiveram a média
da massa de 100 grdos menor do que a média atribuida para cultivar, sendo 24 g para BRS
Esteio e 25 g para Ouro Negro, indicativo de que as condi¢es ambientais podem ter afetado o
pleno desenvolvimento da cultura, em especial a temperatura, uma vez que a umidade do solo
foi controlada pelo sistema de irrigacéo.

A producéo de gréos para o controle nitrogenado foi superior a inoculacgéo isolada com
Rhizobium e similar ao controle absoluto e a co-inoculagdo com Azospirillum (Tabela 10). Ja
Hungria et al. (2003), em experimentos conduzidos em condi¢des de campo, observaram
maior produtividade com a inoculagdo e o controle nitrogenado em relacdo ao controle sem
adubacdo. Em area sem histérico de cultivo de feijoeiro comum, Brito et al. (2015) pode
constatar que a inoculagdo com estirpes de rizébio associada a adubacdo de cobertura com 40
kg ha™* de N elevou o rendimento de gréos do feijoeiro.

A co-inoculagdo com Azospirillum propiciou boa producdo de gréos se comparada a
co-inoculacdo com adicdo de N mineral, mesmo ndo apresentando diferenca estatistica
(Tabela 10). Bastos (2016) observou maior massa seca de graos na co-inoculagdo associada a
adubacdo nitrogenada, do que na testemunha absoluta, porém também ndo observou
diferencas estatisticas no nimero de gréos por vagem e na massa se 100 graos.

Pode-se afirmar que nas condicdes testadas, o efeito das bactérias promotoras de
crescimento foi de baixa magnitude em comparacao a adubacdo mineral, tendo os tratamentos
co-inoculados alcangado valores de producdo de grdos menor que os controles absoluto e
nitrogenado. O mesmo néo foi relatado por Yadegari et al. (2010), que observou que a co-
inoculacdo de rizObio e promotoras de crescimento foi capaz de promover aumentos
significativos no rendimento e producéo de graos do feijoeiro.

As respostas da inoculagdo com bactérias selecionadas sdo instaveis em diversos
trabalhos, em decorréncia de varios fatores edafoclimaticos e geneticos, além de suas
interacbes que interferem nos processos simbidticos e assimbidticos entre a planta e os
microrganismos envolvidos (ANTOUN et al., 1998; CASSINI & FRANCO, 2006).

As condi¢des ambientais durante o periodo experimental foram atipicas para a regido,
0 que pode ser verificado no grafico de temperatura do solo. Houve picos de baixa
temperatura, em torno de 14 °C por dois periodos consecutivos. O efeito das baixas
temperaturas justamente no periodo de desenvolvimento nodular na fase vegetativa cerca de
30-45 DAE afeta sobremaneira a efetividade da FBN (GUSS, 1972; PEREIRA, 2014).
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Tabela 10. Numero de vagens por planta, nimero de grdos por vagem, massa de 100 gréos e
producdo de grdos das cultivares de feijoeiro BRS Esteio e Ouro Negro, no estadio de
maturacao de graos, submetidas a inoculacéo e co-inoculagédo de bactérias promotoras
de crescimento, associadas ou ndo a aplicagdo de N mineral, em Seropédica — RJ
(Experimento 111). Com aplicacéo de 80 kg ha™ N na testemunha nitrogenada

Fonte de N Esteio Ouro Negro Média
Numero de vagens por planta
Controle absoluto (sem inoculacdo e sem N) 5,8 55 5,7
Controle nitrogenado (80 kg ha™ N) 7,1 58 6,4
Inoculado com Rhizobium sp. 6 5,3 5,7
Co-inoculado com Azospirillum sp. 5,3 6 5,7
Co-inoculado com Azospirillum sp. + N cob 6 4,8 5,4
Co-inoculado com Bradyrhizobium sp. 59 5,3 5,6
Média 6,0 A 54B
CV (%) 15,88
NUmero de grdos por vagem
Controle absoluto (sem inoculacdo e sem N) 51 4,7 4,9
Controle nitrogenado (80 kg ha™ N) 54 4,8 51
Inoculado com Rhizobium sp. 51 51 51
Co-inoculado com Azospirillum sp. 4,9 51 5
Co-inoculado com Azospirillum sp. + N cob 4,8 5 4,9
Co-inoculado com Bradyrhizobium sp. 4,7 5,2 5
Média 5 5
CV (%) 11,90
Massa de 100 gréos (Q)
Controle absoluto (sem inoculacdo e sem N) 22,5 22,3 22,4 b
Controle nitrogenado (80 kg ha™ N) 24,5 24 24,3 a
Inoculado com Rhizobium sp. 22 21,7 219D
Co-inoculado com Azospirillum sp. 21,4 22,8 22,1b
Co-inoculado com Azospirillum sp. + N cob 22,1 22,8 225D
Co-inoculado com Bradyrhizobium sp. 22,6 22,1 22,3b
Média 22,5 22,6
CV (%) 6,17
Producdo de grdos (kg ha™)
Controle absoluto (sem inoculacdo e sem N) 1870 1750 1810 ab
Controle nitrogenado (80 kg ha™ N) 2530 1760 2150 a
Inoculado com Rhizobium sp. 1810 1620 1720 b
Co-inoculado com Azospirillum sp. 1630 1900 1770 ab
Co-inoculado com Azospirillum sp. + N cob 1800 1500 1650 b
Co-inoculado com Bradyrhizobium sp. 1740 1640 1690 b
Média 1900 A 1700 B
CV (%) 22,88

Médias seguidas pela mesma letra ou desprovidas de letra, minusculas nas colunas e maitsculas nas

linhas, nédo diferem pelo teste de Duncan a 5%.
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4.6 CONCLUSOES

Em experimento conduzido em cérrego de ouro na regido serrana de Macaé - RJ, ndo
foi observado efeito da inoculagcdo com rizébio e co-inoculagdo com bactérias promotoras de
crescimento vegetal em nenhuma das variaveis avaliadas em plantas de feijoeiro comum.

No segundo experimento, também conduzido em Macaé - RJ, a co-inoculagdo com
Bradyrhizobium elkanii favoreceu o desenvolvimento inicial da cultura, pelo incremento da
massa de parte aérea seca comparada com a inoculagéo isolada de Rhizobium. O rendimento
de gréos foi afetado pelo déficit hidrico verificado no periodo experimental.

A cultivar BRS Esteio foi superior a cultivar Ouro Negro no desenvolvimento inicial
avaliado pela massa de parte aérea seca e de raizes e na produtividade avaliada pelo numero
de vagens e producdo de graos.

A co-inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento, associada ou ndo a adubagdo

de N mineral, ndo proporcionou incrementos na producdo de grdos, nas condicdes
edafocliméticas avaliadas.

37



5 CONCLUSOES GERAIS

Em experimentos conduzidos em condicdes controladas pode-se observar que a co-
inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento promoveu incrementos no
desenvolvimento inicial do feijoeiro, observados pela nodulacdo e biomassa vegetal, com
destaque para cultivar Pérola do grupo carioca e para co-inoculagdo de Rhizobium tropici e
Bradyrhizobium elkanii.

N&o foi possivel reproduzir em condi¢bes de campo os beneficios da co-inoculagédo
verificados em condicGes de casa de vegetacao para a cultura do feijoeiro.
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ANEXO

No experimento Il foram monitoradas as condigdes ambientais através de um
pluviémetro e sensores colocados em diferentes locais nas parcelas para monitorar a umidade
e temperatura do solo durante todo o periodo experimental. Os parametros micro
meteorologicos foram avaliados entre 13/06/2017 a 06/09/2017 por um datalloger CR200
(Campbell, EUA) programado para coletas de total da precipitacdo e medias horarias dos
outros parametros (Figura 2).

A coleta das informac6es contidas no equipamento foi feita semanalmente a partir de
um computador e armazenada.

= T
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Figura 1. Estacdo micro meteorologica na area experimental em Seropédica — RJ. (Foto:
Wenceslau Teixeira)
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Figura 2. Dados de temperatura do solo durante conducdo do experimento em Seropédica - RJ.
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Figura 3. Dados de umidade relativa durante conducdo do experimento em Seropédica — RJ.
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