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RESUMO GERAL

SILVA JUNIOR, Elson Barbosa. Eficiéncia simbiética de estirpes de rizobio inoculadas
na cultura do feijao-caupi com énfase na regiao Centro-Oeste do Brasil. 2015. 126f. Tese
(Doutorado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica-RJ, 2015.

O objetivo do estudo foi evidenciar a eficiéncia da inoculagdo com a fixacdo bioldgica de
nitrogé€nio na cultura do feijao-caupi, levando em conta a variabilidade da resposta em funcao
das condi¢des edafoclimaéticas, da eficiéncia simbidtica e da densidade de células das estirpes
inoculadas. As hipéteses apresentadas sdo: A nodulagdo do feijao-caupi na regido Centro-
Oeste pela estirpe de rizébio inoculada no plantio € influenciada pela populacdo nativa ja
estabelecida no solo; a inoculagdo com a mistura de estirpes de rizobio para feijao-caupi tem
maior capacidade de competir com as estirpes ja estabelecidas no solo; e o aumento da
densidade (UFC semente™") na inoculacdo das sementes de feijdo-caupi aumenta a capacidade
das estirpes de rizobio de competir contra as estirpes ja estabelecidas no solo. O estudo
constituiu de um experimento em vasos de Leonard, um experimento em vasos de 5 kg com
substrato (areia e perlita), dois experimentos com amostras de solo (Planossolo Héplico e
Latossolo Vermelho Amarelo) em vasos de 5 kg e oito ensaios de campo, localizados nas
regides Norte (Boa Vista-RR), Centro-Oeste (Sinop-MT e Primavera do Leste-MT) e Sudeste
(Seropédica-RJ e Vila Pavao-ES). Nos experimentos foram usadas quatro estirpes
recomendadas — BR 3267, BR 3262, INPA 03-11B (BR 3301), UFLA 03-84 (BR 3302), mais
a BR 3299 (em processo de recomendacdo), além do consércio/mistura dessas estirpes. Em
vasos de Leonard as estirpes individuais assim como o consércio ou a mistura ndo diferiram
quanto a nodulagdo. Nos ensaios em vasos no Planossolo Haplico e no substrato (areia e
perlita), as avaliacdes com 35 DAE e 50 DAE nao apresentaram diferenca quanto 4 massa
seca da parte aérea. No ensaio com amostra do Latossolo Vermelho Amarelo, o periodo de 20
a 40 DAE foi a fase que concentrou a maior atividade da nitrogenase das estirpes inoculadas e
os resultados com a quantificacdo da FBN (%Ndfa) mostraram que a melhor época para a
realizacdo estd entre 40 e 50 DAE; onde para o N derivado da FBN, a BR 3262 apresentou os
maiores valores aos 30, 40 e 50 DAE. No ambiente de Cerrado, safra 2010/2011, a maior
produtividade (1609 kg ha™) foi para a inoculagdo com a mistura de estirpes; e na Mata
Atlantica, safra 2012, o maior rendimento de grios (1322 kg ha™) ocorreu com a estirpe BR
3267. Na safrinha 2013 em Mato Grosso (Sinop e Primavera do Leste), foi observada nas
estirpes inoculadas dilui¢do isotépica pela abundincia natural delta °N. O rendimento de
graos na inoculacdo com a estirpe BR 3262 foi superior ao controle (Populagcdo nativa) e a
inoculacdo com a estirpe BR 3299 em Primavera do Leste. Em Sinop a inoculacdo com esta
estirpe teve a maior produtividade e foi superior a inoculacdo com BR 3267, BR 3301 e BR
3302. A estirpe BR 3262 também proporcionou o maior acimulo de nitrogénio entre as
estirpes inoculadas em ambos 0s experimentos e contribuiu para entrada de N no sistema via
FBN superior ao controle (populacdo nativa), nos dois ensaios em Sinop e Primavera do
Leste, com 64 ¢ 71 kg ha' de N fixado, respectivamente. A nodulacdo no feijio-caupi
respondeu positivamente ao aumento da densidade de células de rizébios aplicadas nas
sementes, € entre as densidades testadas, para o maior rendimento de griaos do feijdo-caupi
deve-se usar no minimo 1,2 x10° unidades formadoras de coldnias por sementes.

Palavras-chave: Vigna unguiculata. Inoculacao. Quantificacdo FBN.
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GENERAL ABSTRACT

SILVA JUNIOR, Elson Barbosa. Symbiotic efficiency of rhizobia strains inoculated in the
culture of cowpea with emphasis on the Midwest region of Brazil. 2015. 126p.Thesis
(Doctor Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica-RJ, 2015.

The study aimed to demonstrate the effectiveness of the inoculation with the nitrogen fixation
in cowpea culture, taking in to account the variability of the response depending on the
climate conditions, and the efficiency of symbiotic strains and the inoculated cell density. For
that was approached three hypotheses: nodulation of cowpea in the Midwest by rhizobia strain
inoculated at planting is influenced by the native population already established in the soil;
inoculation with the mixture of rizobios strains to cowpea is better able to compete with the
strains already established in the soil and increasing density (seed-! Ufc) on the inoculation of
cowpea seeds increases the capacity of strains rhizobium strains to compete against
established in the soil. Thus the study consisted of one (1) experiment in Leonard jars, one (1)
experiment in 5 kg pots with substrate (sand and perlite), two (2) experiments with soil
(Fragiudult soil and Oxisol) in pots 5 kg and eight (8) field trials, located in the North (Boa
Vista-RR), Midwest (Sinop-MT and Primavera do Leste-MT) and Southeast (Seropédica-RJ
and Vila Pavao-ES). For the experiments we used the four strains recommended BR 3267; BR
3262; INPA 03-11B (BR 3301); UFLA 03-84 (BR 3302), plus BR 3299 (In process of
recommendation) and the consortium / mixture of these strains. In Leonard jars individual
strains as well as the consortium or the mixture did not differ in nodulation. In tests in pots in
soil (Fragiudult soil) and the substrate (sand and perlite), the ratings with 35 and 50 DAE did
not differ as to the dry weight of shoots. In Oxisol , the period 20-40 DAE is the phase that
focuses the highest nitrogenase activity of inoculated strains and the results with the
quantification of FBN (% Ndfa) showed that the best time to carry them out is between 40 and
50 DAE, and the evaluation of nitrogen derived from BNF, BR 3262 presented the highest
values at 30, 40 and 50 DAE. When tested in the Cerrado 2010/2011 harvest inoculation with
the mixture of strains provided the highest yield (1609 kg ha™), while in the Atlantic Forest
harvest 2012 to inoculation with the BR 3267 strain promoted the highest grain yield (1322 kg
ha'l).In tests in the crop in 2013 in Mato Grosso (Sinop-MT and Primavera do Leste-MT), the
inoculated strains showed isotopic dilution by natural abundance delta "°N. Inoculation with
strain BR 3262 afforded the yield of grains higher than the control (native population), the
inoculation with the strain BR 3299 Primavera do Leste-MT while Sinop-MT inoculation
with this strain had the highest productivity and is superior inoculation with BR 3267, INPA
03-11B (BR 3301) and UFLA 03-84 (BR 3302). The strain BR 3262 also resulted in the
highest accumulation of nitrogen between the strains inoculated in both experiments and
contributed to nitrogen entering the system via the top FBN provided by the control (native
population) in both tests in Sinop-MT and Primavera do Leste-MT, providing 64 and 71 kg
ha' of N fixed, respectively. The nodulation in cowpea culture increased with increasing
density of rhizobia cells applied to the seed, and among the tested densities, to be able to
provide the highest yield of cowpea grain must be at least 1.2 x10° colony forming units per
seed.

Key words: Vigna unguiculata. Inoculation. Quantification FBN.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cultura do feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) é conhecida como a cultura
de pequenos agricultores de base familiar das regides Norte e Nordeste, entretanto a cultura
hoje é plantada também na regido Centro-Oeste do Brasil por grandes agricultores que
utilizam modernas tecnologias de producdo. Em 2005, a cultura ja era cultivada em mais de
45 mil ha sob sistema de plantio direto no periodo da safrinha, utilizando o residuo dos
fertilizantes aplicados na soja. Hoje, pode-se dizer que o feijdo-caupi é uma cultura do
agronegocio, que ja ocupa mais de 150 mil hectares no Centro-Oeste (CONAB, 2012). Na
presente situacdo, tornam-se relevantes pesquisas que abordem as condi¢des de producdo e o
ambiente do Cerrado da regidao Centro-Oeste, pois resultados dos trabalhos oriundos das
regides Norte e Nordeste, podem ndo ser apropriados para nortear o cultivo da cultura no
Centro-Oeste. Também os estudos sobre a efici€éncia simbidtica na fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN) se baseiam em realidade diferente da encontrada no Centro-Oeste.

Entre as bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas em leguminosas (BFNNL)
primeiramente descrita a espécie Rhizobium leguminosarum tem destaque, pois dela se
originou o nome rizébio, que tem sido usado coletivamente para denominar as espécies de
BFNNL. A fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN) em feijao-caupi foi entendida por anos
como um processo que nao precisava de interferéncia, em virtude da promiscuidade da planta
em ser nodulada, consequentemente por muitos anos a ideia de sele¢do de estirpes eficientes
para a cultura foi desacreditada. Porém os trabalhos de selecdo de estirpes dos dltimos 15 anos
provaram o contrdario, o que levou a recomendacdo de quatro estirpes autorizadas para
producdo de inoculantes comerciais para a cultura no Brasil, e comercializagdo de mais de
150.000 doses por ano (ANPII, 2012).

Porém, esses estudos resultaram de ensaios localizados nas regides Nordeste, Norte e
Sudeste, com predominio da primeira. Por outro lado, o Cerrado da regido Centro-Oeste é
caracterizado por alta densidade de rizébios no solo, capazes de nodular o feijao-caupi, porém
nao se tem dados cientificos sobre efici€éncia simbidtica das estirpes recomendadas.

A dificuldade de conducgido de trabalhos cientificos que possam abranger mais de uma
regido ou até mesmo mais de um estado, faz com que os resultados de desempenho das
estirpes inoculadas em feijdo-caupi sejam limitados as condi¢des do estudo. Torna-se
necessario uma abordagem mais ampla, onde o desempenho das estirpes seja avaliado
considerando sempre mais de uma condi¢do, seja de casa de vegetacdo, solo, substrato e em
campo. Somente avaliando o desempenho das estirpes, expostas a condicdes edafoclimaticas
diferentes, podem ser obtidos resultados que ultrapassem a fronteira local de um dado estudo.

Na literatura estima-se que a contribuicdo da FBN em feijao-caupi pode estar entre 40
a 90%, uma faixa muita ampla; porem esses valores decorrem apenas de trés trabalhos
(BODDEY et al., 1990; FREITAS et al., 2012; ALCANTARA et al., 2014) que quantificaram
a FBN em feijdo-caupi a campo no Brasil, dois deles da regido Nordeste. Ainda, os trabalhos
que avaliaram nodulagdo e producao do feijao-caupi concentram em um dado local, ou seja,
faltam pesquisas que englobem mais de uma regido no Brasil. Assim diante do novo cenério
no Centro-Oeste e da falta de resultados da eficiéncia simbidtica das quatro estirpes
recomendadas para feijao-caupi na regido, torna-se necessario estudo com essa énfase.

A abordagem da FBN em campo esta relacionada a questdo do balanco nutricional do
sistema do solo, pois o crescimento observado da lavoura do feijao-caupi no Centro-Oeste se
da em dareas comumente cultivadas com soja, onde praticamente ndo ha aplicacdo de adubos
nitrogenados de forma direta na cultura.



Diante do cendrio exposto, a primeira hip6tese do estudo foi que a nodulagdao do
feijdo-caupi na regido Centro-Oeste pela estirpe de rizobio inoculada no plantio € influenciada
pela populagdo nativa ja estabelecida no solo ou derivada dos inoculantes da soja, que
reduziria a eficiéncia da FBN no feijao-caupi. Essa hipdtese foi desenvolvida nos capitulos I,
IT e III. Outra hipétese do estudo € de que a inoculacdo com a mistura de estirpes de rizobio
para feijao-caupi tem maior capacidade de competir com as estirpes ja estabelecidas no solo,
que a inoculagdo com uma tunica estirpe, assim promovendo aumento da produtividade e a
eficiéncia da FBN. Esta hipdtese também foi desenvolvida nos capitulos I, II e III.

O Capitulo I “Caracterizacdo da nodulacdo e eficiéncia simbidtica das estirpes de
feijdo-caupi” buscou reunir o maximo de informag¢des sobre o comportamento da nodulagdo
do feijao-caupi inoculado em condi¢des estéreis e ndo estéreis, assim como avaliar o potencial
da eficiéncia simbidtica das estirpes testadas.

O Capitulo II “Variacdo da resposta do feijdo-caupi a inoculagdo em condigdes
edafocliméticas distintas” relata resultados da investigacdo de como a inoculacdo com as
estirpes de feijao-caupi pode responder diferentemente quando as estirpes sdo expostas em
campo e em dreas distintas.

No Capitulo III “Quantificacio da FBN na cultura do feijao-caupi em campo na
safrinha no Centro-Oeste” foi avaliada a contribuicdo que a simbiose com as estirpes
inoculadas possibilita ao feijao-caupi, através da entrada de nitrogénio no sistema produtivo.

A prética agricola da inoculagdo em feijdo-caupi ainda estd em processo de adogao
pelos agricultores em geral, assim existe a necessidade de mais pesquisas que mostrem as
vantagens do uso da inoculagdo em campo, bem como politicas de financiamento e suporte
que possibilitem acesso dos pequenos agricultores ao inoculante. Entre as pesquisas voltadas
para inoculacdo do feijao-caupi, a densidade de bactérias por semente (UFC por semente)
merece destaque, pois ndo se sabe ao certo qual seria este valor para a cultura. Ja que a
quantidade adequada da estirpe inoculada na semente seria uma estratégia para aumentar a
efetividade das estirpes inoculadas diante as bactérias nativas do solo.

Em funcdo da necessidade de uma prética de inoculagdo ideal, foi formulada a terceira
hipétese, de que o aumento da densidade (UFC por semente) na inoculagdo das sementes de
feijao-caupi aumenta a capacidade competitiva das estirpes de rizébio em relacdo as estirpes
j4 estabelecidas no solo, assim aumentando a nodulacio e a produgdo do feijdo-caupi. Sendo
esta hipétese abordada no Capitulo IV.

Os ensaios relatados no CAPITULO IV “Resposta do feijdo-caupi 4 inoculagio com
diferentes densidades rizobianas” foram desenvolvidos em trés regides (Sudeste, Norte e
Centro-Oeste), para que os resultados ndo fossem restritos ao local de estudo, contrapondo a
questdo da reposta em funcdo da regido. Assim os resultados obtidos para a densidade ideal
serdo abrangentes e podem ser aplicados nas diferentes regides do pais.

Nesta tese buscou-se compor e avolumar evidéncias da eficiéncia da inoculagdo com a
fixagdo bioldgica de nitrogénio na cultura do feijdo-caupi, levando em consideragdo a
variabilidade da resposta em func¢do das condicdes edafoclimaticas, da eficiéncia simbidtica e
da densidade das estirpes inoculadas. Para isso, o estudo compreendeu os seguintes objetivos:

a) Caracterizar a nodulacio do feijao-caupi inoculado com rizébio em substrato e em
solo;

b) Avaliar a eficiéncia simbidtica da nodulacdo das estirpes de rizébio inoculadas em
feijdo-caupi em funcao do ciclo fenolégico em solo da regido Centro-Oeste;

¢) Indicar o periodo mais adequado de coleta de plantas para a quantificacio da FBN
com a abundancia natural delta 15N;

d) Avaliar a resposta da inoculacdo com a mistura de estirpes no feijdo-caupi em
condi¢Oes edafoclimdticas distintas;



e) Quantificar a FBN em campo na cultura do feijao-caupi no periodo de safrinha do
Centro-Oeste; e

f) Recomendar a densidade rizobiana (UFC por semente) para a inoculagdo do feijao-
caupi.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio e a Cultura do Feijao-Caupi
2.1.1Inicio da FBN como tecnologia no Brasil

A FBN juntamente com a fotossintese e a decomposi¢cdo da matéria organica do solo,
sdo considerados os mais importantes processos bioldgicos do planeta. Entre os nutrientes
minerais essenciais as plantas, o nitrogénio (N) € que consome mais energia e,
potencialmente, o mais poluente, sendo geralmente o mais limitante a producdo vegetal
(HUNGRIA et al, 2007), com excecdo de algumas culturas monocotiledoneas.
Microrganismos fixadores de N, chamados de diazotréficos, sdo capazes de quebrar a tripla
ligacdo que une os dois dtomos de nitrogénio atmosférico (N»), transformando-o em amonia
(NH3"), que ainda nos nédulos sdo rapidamente incorporados fons hidrogénio (H"),
abundantes nas células das bactérias, ocorrendo a transformagdo em fons amonio (NH;")
assimildvel pelas plantas, que serdo entdo, distribuidos para a planta hospedeira e
incorporados em diversas formas de N orginico, como os ureidos, aminodcidos e amidas
(HUNGRIA et al., 2007).

Os primeiros trabalhos referentes a FBN no Brasil surgiram por volta de 1930, nos
relatérios do Instituto Agrondmico de Campinas com estudos de simbiose
rizobio/leguminosas (FREIRE, 1999). A partir, de entdo intensificaram os estudos e a
organizacdo dos grupos de trabalho, com destaque para o Centro de Fixacdo Bioldgica do
Nitrogénio, da Fundagdo Estadual de Pesquisa Agropecudria (FEPAGRO), que em 1950
iniciaram a selecdo de estirpes e a producdo de inoculantes, na antiga Secao de Microbiologia
Agricola (SEMIA), da Secretaria da Agricultura do Rio Grande do Sul (FREIRE, 1999).

Em principio as pesquisas envolvendo a FBN foram destinadas a cultura da soja, que
por volta da década de 60 teve o grande impulso na producdo nacional de soja, sendo que ja
em 1976, o Brasil ocupou a vice-lideranca mundial na produ¢do mundial da soja (BOHRER
& HUNGRIA, 1998). Esta selecdo de estirpes resultou de imediato na recomendacgdo da
estirpe SEMIA 587, de alta eficiéncia e competitividade, que foi recomendada juntamente
com as estirpes SEMIA 532 e 543 (FREIRE, 1977; FREIRE et al., 1983) de 1968 a 1996.

Em 1979, a SEMIA 587 voltou a ser recomendada, juntamente com a SEMIA 5019
(29W), por mais tempo usada nos inoculantes, que é a mesma estirpe BR29-RJ, isolada na
Embrapa Agrobiologia por José Roberto Perez, com participacdo de Johanna Dd&bereiner
(DOBEREINER et al., 1970), a partir de um nédulo produzido em uma planta de soja que
havia sido inoculada com uma estirpe com origem SEMIA (FRANCO, 2009). De acordo com
a descricdo de Franco (2009) a Dra. Johanna Dobereiner ajudou a implantar no Programa
Nacional de Pesquisa da Soja o Ensaio Nacional de Variedades Versus Estirpes de Rizdbio.
Os trabalhos de selecdo de estirpes prosseguiram e em 1992 foram recomendadas mais duas
estirpes: SEMIA 5079 e SEMIA 5080 (FREIRE, 1997).

A recomendacgdo destas estirpes para a inoculacdo e o cultivo sucessivo da soja no
Brasil, culminou no estabelecimento destas estirpes no solo e, hoje, poucas sdo as dreas sem
uma populagdo rizobiana elevada (BOHRER &HUNGRIA, 1998; MENDES et al., 2004).
Assim como foi comprovado em alguns levantamentos, Hungria et al. (1994) constataram que
dominam nos solos brasileiros os sorogrupos das estirpes SEMIA 566, SEMIA 5019 (29W) e
SEMIA 587, caracterizadas pela competitividade elevada.

Um dos fatores preponderantes para o estabelecimento da soja no Brasil foi o
desenvolvimento do trabalho de melhoramento genético aliado a selecdo de estirpes,
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resultando em uma FBN eficiente, devido em parte aos esforcos da pesquisadora Johanna
Daobereiner (DOBEREINER & ARRUDA, 1967).

O caminho percorrido pela FBN e o estabelecimento da cultura de soja no Brasil € o
melhor exemplo para a cultura do feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.). De acordo
com Ng & Marechal (1985) esta cultura tem sua origem no oeste da Africa, mais
precisamente na Nigéria. O feijao-caupi chegou a América Latina no século XVI,
primeiramente nas coldnias espanholas e em seguida no Brasil, provavelmente a partir do
estado da Bahia (FREIRE FILHO, 1988). Da Bahia, o feijdo-caupi foi levado pelos
colonizadores para outras dreas do Nordeste e outras regides do Pais. No decorrer destes anos
o estabelecimento da cultura se concentrou nas regides Norte e Nordeste, cultivada pelos
pequenos agricultores (FREIRE FILHO, 2005). Nos tdltimos anos, provavelmente a partir de
2005 em diante a cultura comegou seu processo de expansdo para a regido Centro-Oeste
ocupando espaco em grandes dreas, voltada para uma producdo com maior investimento em
tecnologia, visando a altos indices de produtividade.

Assim como na soja na década de 60, a presente década (2010 a 2020) poderd ser um
marco para a expansdo do feijao-caupi no Brasil, onde nos ultimos anos tem aumentado o
numero de cultivares. Nota-se que o melhoramento genético estd voltado para o aumento de
produtividade e aperfeicoamento da arquitetura da planta, para proporcionar o seu cultivo com
maquindrios. Entretanto, este melhoramento podera interferir na FBN, como observado por
Xavier et al. (2006), em que a taxa de ocupagdo nodular de estirpes de rizobios utilizadas
como inoculante € dependente da origem dos acessos de feijao-caupi.

2.1.2 Cenario nacional do feijao-caupi

A lavoura do feijado-caupi foi caracterizada como de subsisténcia, sendo até a década
de 90, quase exclusivamente cultivada por pequenos e médios agricultores de base familiar
das regides Norte (55,8 mil hectares) e Nordeste (1,2 milhdo de hectares) (FREIRE FILHO,
2005); embora Zilli et al. (2009) tenham mostrado que na regido Norte o feijao-caupi ja
ocupava drea de 76 mil hectares. Segundo Amaral et al. (2005) o feijao-caupi ocupava 60%
das areas cultivadas com feijao no Nordeste e 30% da area total de feijao do Brasil, tendo em
média niveis de produtividade inferiores aos do feijaio comum. Estima-se que 95 a 100% das
areas plantadas com feijao nos estados do Maranhao, Piaui, Ceard e Rio Grande do Norte, o
sdo com feijdo-caupi; sendo o estado do Ceard o maior produtor nacional, com drea plantada
de 550,3 mil hectares e producdo de 167,8 mil toneladas, seguido pelo Piaui (AMARAL et al.,
2005).

Barbosa et al. (2010) avaliaram o perfil socioecondmico e tecnolégico dos produtores
de feijao-caupi na regido Norte e constataram quatro sistemas de cultivo. O primeiro adotado
por 39% dos agricultores e envolve o preparo mecanizado do solo e adubacdo mineral; o
segundo era adotado por 8% dos agricultores, com preparo mecanizado do solo, porém sem
adubacdo mineral; o terceiro sistema foi o mais utilizado, sendo adotado por 42% dos
agricultores, onde se fazia uso do preparo manual do solo com adubacdo mineral; o ultimo
sistema foi adotado por 11% dos agricultores, e € considerado o tradicional, ou seja, envolve o
preparo manual da drea e sem uso de adubagdo mineral.

Almeida et al. (2008) realizou um diagndstico em perimetro irrigado no estado do
Piaui (Caldeirdo, no municipio de Piripiri) da fertilidade dos solos em adreas com historico de
cultivo entre dois e seis anos com feijdo-caupi. Os autores constataram que a maioria das
amostras de solo apresentava teores de P baixo e muito baixo, principalmente com o aumento
da profundidade, mostrando que sé a irrigacdo ndo € suficiente como prética de manejo para
aumentar a produtividade da cultura.



Um dos fatores que provavelmente assegurou a producao de feijao-caupi por pequenos
agricultores € sua capacidade de nodular com diferentes grupos de bactérias, promovendo
assim a assimilacdo de nitrogénio independente da sua aplicacdo na forma de adubagdo,
mesmo sendo estas taxas de FBN abaixo do esperado, em funcdo da especificidade
(RUMJANEK et al., 2005). Esta promiscuidade em ser nodulada fez com que somente em
2004, na reunido da RELARE (Rede de laboratérios para recomendagdo, padronizacdo e
difusdo de tecnologia de inoculantes microbiologicos de interesse agricola), a estirpe, até
entdo registrada no MAPA para feijao-caupi, BR2001, fosse substituida por trés novas
estirpes mais eficientes, a UFLA 03-84 (SEMIA 6461), a BR 3267 (SEMIA 6462) e a INPA
03-11B (SEMIA 6463). Mais recentemente, em 2006 a estirpe BR 3262 (SEMIA 6464) foi
também inserida pela RELARE, compondo hoje quatro estirpes registradas para a inoculagdo
de feijdo-caupi. As estirpes originalmente chamadas de INPA 03-11B e UFLA 03-84 foram
depositadas na cole¢do de culturas da Embrapa Agrobiologia onde receberam a codificagcao
institucional de BR 3301 e BR 3302, respectivamente. Portanto em pesquisas onde as estirpes
sao oriundas da colecdo da Embrapa é comum o uso da codificacao BR.

Assim como a evolugdo das pesquisas voltadas para FBN ajudou no desenvolvimento
da lavoura do feijao-caupi, outro ponto relevante foi o melhoramento genético. O qual teve o
inicio das pesquisas em meados de 1973 a 1991, época em que foi criado o Centro Nacional
de Pesquisa de Arroz e Feijao, onde foi montada uma equipe de pesquisa para o feijao-caupi
em rede nacional. Os trabalhos com o melhoramento da cultura atingiram sua maxima
eficiéncia sob a responsabilidade da Embrapa Meio-Norte a partir de 1991 (FREIRE FILHO
et al., 2009). Como resultado deste trabalho (1973 a 2010) Freire Filho et al. (2011), também
citado por Alcantara (2011), destacam que primeiramente foram lancadas 36 cultivares, dentre
estas, 30 foram para a regido Nordeste. Segundo os autores, de 1991 até 2009 ja foram
lancadas 27 cultivares, destas quatro destinadas exclusivamente para a regido Norte; treze
exclusivas para regido Nordeste; trés recomendadas para as regides Norte e Nordeste; seis
para as regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste; e uma para a regido Sudeste. Estes dados
mostram que grande parte das cultivares estd voltada para as regides Norte e Nordeste.

O feijao-caupi estd sendo plantado por agricultores com alto grau de investimento em
tecnologia de producdo no Cerrado, na safrinha e com o sistema de plantio direto. O feijao-
caupi € cultivado nos meses de fevereiro, marco, abril e maio logo apds a saida do milho e da
soja (ZILLI et al., 2011), substituindo lavouras que seriam de milho, algodao ou da prépria
soja de safrinha. Esta cultura também entra como a primeira na reforma de pastagens. A
lavoura do feijao-caupi vem crescendo expressivamente no Centro-Oeste e mais precisamente
no Mato Grosso, onde se tem plantado toda a sua segunda safra de feijao com o feijao-caupi,
o que correspondeu na safra 2011/2012 a 152,1 mil ha plantados (CONAB, 2012). A lavoura
¢ conduzida com diferentes patamares tecnoldgicos, quanto ao uso de adubos, pesticidas,
maquindrios, irrigacdo, cultivares e inoculantes, gerando diferentes niveis de produtividade,
com variagdo de 200 kg ha™ até 2000 kg ha'de grios de feijao-caupi (SILVA JUNIOR,
2012). Porém, a média de produtividade da regido estd em torno de 1000 kg ha™, valor este
superior a média nacional que é de 366 kg ha™! (DAMASCENO e SILVA, 2009).

A entrada do feijao-caupi no Centro-Oeste estd ligada a necessidade de diversificacao
na producdo, exigida pelo agronegdcio. E este crescimento da produgdo agricola no Centro-
Oeste deve prosseguir com base na produtividade. De acordo com as projecoes do MAPA
(BRASIL, 2011) entre 2011 e 2021 a producdo de graos (arroz, feijao, soja, milho e trigo)
deve aumentar em 23,0%, enquanto a area de plantio deverd expandir-se em apenas 9,5%.
Entdo, assim como na soja na década de 60, esse poderd ser um marco para a expansao do
feijao-caupi no Brasil. De acordo com Silva Junior (2012) atualmente ja ocupam 150 mil ha
plantados com feijao-caupi Centro-Oeste, dos quais 90% estdo em sistemas de alta tecnologia
de producdo e consequentemente ligados ao agronegdcio.
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O feijao-caupi ja pode ser considerado uma cultura do agronegécio. Em 2011, os
exportadores brasileiros conseguiram comercializar o feijao-caupi no mercado internacional a
niveis de 50% a 65% acima da média dos 5 (cinco) anos anteriores (SEMENTES
TOMAZETTI, 2012). Entre os motivos que levaram a exportacdo do produto estd sua adogao
por agricultores com maior uso de tecnologia na producdo agricola e ja inseridos no mundo do
agronegdcio, como também o aumento do consumo de pafses como a India, que é o principal
importador do feijao-caupi brasileiro. Além disso, a continua reducdo de area de feijao nos
paises asidticos produtores de feijao-caupi, que vem substituindo essa lavoura pelo milho e
por fim os graves problemas climaticos, como o excesso de chuvas durante a safra, que a
propria India e outros paises asidticos exportadores de feijio vém enfrentando nos ultimos
anos (SEMENTES TOMAZETTI, 2012).

Apesar do potencial da cultura, o desempenho do feijao-caupi possui entraves
tecnoldgicos; hoje ndo ha registro junto ao MAPA de produtos especificos para cultura, além
do inoculante, embora, no Centro-Oeste seja empregado na sua produgdo todo o aparato
tecnoldgico usado para a soja. Ainda € pouco comum o uso de fertilizantes, entre os quais se
destacam as férmulas prontas 4-14-8 e 6-24-12 (N- K- P); embora trabalhos venham
apontando os beneficios da adubacdo, como a fosfatada e a potdssica (MELO et al., 2013).
Por outro lado, € comum o emprego dos herbicidas de pré e pds emergéncia, defensivos
agricolas e os dessecantes no Centro-Oeste; apesar da escassez de trabalhos envolvendo a
seletividade de herbicidas nesta cultura e falta de agrotdxicos registrados junto ao MAPA,
dificultarem o uso de tais produtos (SILVA & ALBERTINO, 2009). A maioria das
informacdes sobre a utilizacdo de herbicidas estd relacionada a cultura do feijaio-comum
(Phaseolus vulgaris L.) ou da soja (Glycine max (L.) Merr.) (FREITAS et al, 2009). Quanto
aos fungicidas destacam-se os produtos a base de carbendazim, carboxin, fludioxonil e thiram,
os quais foram mostrados em estudo recente de Silva Neto et al. (2013) como compativeis
com a inoculacdo das estirpes BR 3262, BR 3267, INPA 03@11B e UFLA 03284, aplicadas
em veiculo turfoso.

Segundo Freire Filho et al. (2011) na regido Centro-Oeste ha um excesso de producao
de 38.271,7 toneladas. Muito em virtude da produtividade (1000 kg ha™) em comparacio as
regides Norte e Nordeste (400 kg ha™) e também do pouco consumo regional, ligado as
preferéncias culturais. Assim, como nessa regido a cada ano a producdo aumenta, enquanto
que nas regides Norte e Nordeste hd um déficit, o superdvit poderd tanto ser exportado como
comercializado nas outras regioes do Brasil.

2.1.3 Contribuicao da FBN na cultura do feijao-caupi

Até o momento nenhum estudo quantificou a taxa de N fixado nos cultivos de feijao-
caupi no Cerrado e até mesmo em outras regides com as estirpes recomendadas para a cultura.
Os proprios trabalhos de selecdo de estirpes ndo mensuraram a contribuicdio da FBN na
cultura (MARTINS et al., 2003; LACERDA et al., 2004; SOARES et al., 2006; ZILLI et al.,
2006), embora se apresente a estimativa de que a contribui¢do para a economia pela FBN na
cultura é da ordem de US$ 13 milhGes, somente para a regido Nordeste brasileira
(RUMJANEK et al., 2005).

A quantificagdo da FBN em feijao-caupi € pouco conhecida e os poucos trabalhos ja
realizados apresentam valores bem variados, que estimam valores a campo na faixa de 40 a
90% do total de N acumulado pela cultura. Sugerindo que estd variabilidade pode ser
atribuida aos diferentes gendtipos da planta e as diferentes espécies de rizobios (RUMJANEK
et al., 2005; XAVIER et al., 20006).

Para quantificar a contribui¢ao da FBN, principalmente em culturas inoculadas, pode
se utilizar quatro técnicas, que sdo comumente aplicadas aos estudos da fixacdo bioldgica do
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N, atmosférico: a andlise da seiva (HERRIDGE et al., 1982); a atividade da reducdo do
acetileno (SCHOLLHORN & BURRIS, 1966); o aumento no contetido do N-total — método
de Kjeldahl (LIAO, 1981); e as técnicas isotOpicas, tais como abundancia natural BN ou
diluicao isotdpica SN/ marcacao do solo com N (BODDEY et al., 1987: 1990; BODDEY et
al., 2000). A atividade de redugdo do acetileno (ARA) e as técnicas isotépicas sdo as mais
usadas para mensurar a contribuicdo da FBN, apesar de a primeira apresentar limitagoes.

A utilizac@o da redugdo do acetileno partiu da descoberta que o complexo enzimatico
que constitui a nitrogenase, que reduz o N, atmosférico a amdnia (NH'3), também era capaz
de reduzir o acetileno a etileno (SCHOLLHORN & BURRIS, 1966), sem modificacdes
durante o processo, e ainda que o etileno produzido nao inibe a fixacao do N, (HARDY et al.,
1968; BURNS, 1969). Esta descoberta possibilitou o seu uso para indicar de forma indireta a
contribuicao da fixacdo bioldgica de nitrogénio. Porém, a atividade da reducdo de acetileno
(ARA) ficou restrita a sistemas fechados e com raizes intactas (HARDY et al., 1968), o que é
impossivel nos ensaios a campo e até mesmo em vasos em casa de vegetacdo, onde as plantas
noduladas sdo retiradas do solo e expostas ao acetileno. De acordo com Boddey et al. (2007),
para estimar a contribuicio da FBN usando o ARA em um sistema aberto seria necessdria
uma andlise em fluxo continuo, do contrario a técnica € quase inttil. Entretanto a técnica € ttil
como método semi-quantitativo, indicando a ocorréncia da FBN e, desta forma, ja foi
utilizada para mostrar diferencas entre tratamentos por Hungria & Neves (1986) e mais
recentemente Brito et al. (2009; 2011). Apesar de que, de acordo com Boddey et al. (2007) o
ARA avalia a atividade da nitrogenase, apenas por alguns minutos, onde existe flutuacao da
atividade durante o dia e até mesmo ao longo do ciclo da planta.

A quantificacdo da FBN em sistemas naturais torna-se tarefa bem dificil em virtude
das transformagdes que ocorrem com o nitrogénio no solo, porém, a partir de 1940, com a
introducdo de técnicas com o uso de ’N em estudos de fixacdo biolégica do N», os trabalhos
nesse tema evoluiram. Hoje, basicamente podem ser usados trés métodos para se quantificar
esse nitrogénio originado da FBN, o método de redugdo do N, o método de marcacio do
solo com N ou de diluicdo isotépica com "N e o método que faz uso das variacdes naturais
de N (TRIVELIN, 2001). Em sistemas simbidticos com leguminosas, a melhor forma de
quantificar o nitrogénio de origem simbidtica é pela abundéncia natural do "°N disponivel do
solo (BODDEY et al., 2000; 2001), pois pode ser utilizada para qualquer experimento e
apresenta baixo custo comparada aos demais.

O uso do isétopo de nitrogénio, parte da premissa da distribui¢do dos isétopos estaveis
N e 15N, onde o "N é mais abundante na atmosfera, com 99,6337%, enquanto o 5N
corresponde na atmosfera a 0,3663% (JUNK & SVEC, 1958). Desta forma, baseado que ha
um enriquecimento do solo com "N em comparagdo ao ar, convencionou-se que o delta

(5)15N da atmosfera, usado como padrdo nas andlises, tem valor zero (0%0) (MARIOTTI,

1983). O uso da unidade delta (&), correspondente ao excesso de'"N em relacdo ao ar, que é o
padrdao, multiplicado por mil. Assim, com as andlises isotOpicas € possivel determinar o
nitrogénio proveniente do ar e do solo. Para fins de informacio, 5 a 10%o (deltas) sdo valores
comuns para os solos brasileiros (ALVES et al., 2003), mensurado com plantas de referéncia.
Exemplificando, uma planta fixadora que apresente 0%o (deltas), corresponderd a uma fixacao
bioldgica de nitrogénio na planta de 100%. Enquanto que uma planta fixadora que apresente
5% deltas em solo que as plantas de referéncia tenham 10%c (deltas), correspondera
aproximadamente a uma taxa de FBN de 50%, sem considerar o valor B.

O uso da técnica da abundéncia natural do isGtopo "°N depende da escolha de uma
planta controle (referéncia), ndo fixadora de nitrogénio atmosférico e que ocorra na drea
experimental e tenha crescimento radicular similar a planta de estudo. Assim estd planta tera
sua composi¢do em °N semelhante 2 do N disponivel do solo, enquanto que a planta fixadora
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do N, da atmosfera apresentard teores menores de "N, devido ao efeito de diluicdo que esse
N, causard, uma vez que o "N em excesso da atmosfera é préximo de zero (SHEARER e
KOHL, 1986; BODDEY, 1987).

O primeiro trabalhou que quantificou a contribui¢do da FBN em feijao-caupi no Brasil
foi de Boddey et al. (1990), com a cultivar Vita, que foi inoculada com a estirpe de
Bradyrhizobium spp. BR 53. Foi estimada a contribuicdo da FBN pela técnica da diluicao
isotépica com "N marcado em duas localidades, e os autores observaram que no ensaio no
Rio de Janeiro o N derivado da FBN na cultura chegava a apenas 36,7 %, na média de trés
plantas de referéncia (sorgo, soja ndo nodulante e arroz), enquanto no ensaio em Brasilia foi
obtida contribui¢do do N oriundo da FBN na planta de 73,5 %, com a média de duas plantas
de referéncia (sorgo e arroz). Entretanto nesse trabalho também foi relatado que ndo havia
diferenca entre o N derivado da FBN nas plantas de feijao-caupi inoculadas com a estirpe de
Bradyrhizobium spp. BR 53 e as ndo inoculadas.

Virios estudos apontam estd variabilidade da contribui¢io da FBN em feijao-caupi, e
no Brasil um exemplo positivo desta variagdo foi encontrado por Castro et al. (2004), que o
valor de N oriundo da FBN no feijao-caupi ultrapassou 90% e gerou um balanco de N
positivo no sistema, devido a maior entrada de N derivado da FBN. Enquanto que Unkovichet
al. (2010) mostraram na Austrdlia que o feijdo-caupi obteve 2% do nitrogénio derivado da
fixacdo bioldgica, com apenas 1 kg N fixado por hectare. Esta variabilidade € confirmada por
Herridgeet al. (2008), que encontraram na cultura do feijao-caupi valores desde 8 a 97% de
nitrogénio oriundo da fixacdo biolégica. Na Africa, estd variacdo estd entre 15 - 89% do
nitrogénio proveniente da FBN (média 52%) e na América do Sul essa variacio € de 32 - 74%
do nitrogénio proveniente da FBN (média 53%), com a média geral em todo o mundo de 54%
do nitrogénio oriundo da FBN (PEOPLES et al., 2009).

Brito et al. (2009) avaliaram a contribuicdo da FBN em feijao-caupi comparando com
feijdo comum (Phaseolus vulgaris) em experimento com vasos e usando a técnica da
abundancia natural do isétopo N, onde observaram que a partir dos 31 dias o feijao-caupi ja
tinha atingido valor de FBN acima dos 70%. Ainda, foi verificado que na maturagdo
fisiolégica (78 DAS), o feijao-caupi obteve 93% do nitrogénio proveniente da fixagdo
simbidtica, apontando o tempo maior para se atingir a méaxima fixacdo bioldgica. Nesse
ensaio os autores utilizaram a cultivar CNC x 284-4E e plantas de arroz e soja ndo nodulante
como plantas de referéncia.

Em condic¢des de campo no Brasil, porém em ambiente semi-drido Freitas et al. (2012)
e usando a diluicdo isotépica com "N marcado, observaram que uma variedade de feijdo-
caupi obteve aos 80 dias 79% do nitrogénio oriundo da fixacdo bioldgica, correspondendo a
entrada no sistema de 45 kg ha™ de nitrogénio por via simbiética.

Também no Brasil e em ambiente semi-arido, mas com a técnica da abundancia
natural do delta '°N, Alcantara et al. (2014) constataram que todos os progenitores das
cultivares de feijao-caupi avaliados foram responsivos a FBN, com os genétipos TVu 1190,
CNC 0434, Alagoano e BRS Guariba, e alcangaram valores de cerca de 60% do N acumulado
na parte aérea das plantas oriundo da FBN.

A quantificagdo da FBN em feijao-caupi € cada vez mais presente nos trabalhos com a
cultura e pode ser ferramenta fundamental nas pesquisas. A quantificacdo € quase sempre
baseada na abundéncia natural de [1"°N, com destaque para os trabalhos de Belane & Dakora
(2009), que avaliaram 30 genotipos de feijao-caupi em Ghana no ano de 2005; assim como
Belane & Dakora (2010) que encontraram para plantas de feijdo-caupi com 46 DAP variacdo
de 63% a 87%. Também Belane & Dakora (2011) evidenciaram na avaliacdo de cultivares
que existe correlagdo positiva entre o N fixado via simbiotica e o carbono fixado via
fotossintese. Nyembra e Dakora (2010), em estudo em zona agroecoldgica de Zambia,
fizeram uso da abundancia natural de 8N e Pule-Meulenberg et al. (2010) avaliaram nove
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genotipos de feijao-caupi em Ghana e encontraram valores de fixa¢ao bioldgica variando de
69% a 87%, para coleta aos 46 DAP. Os estudos mais recentes com feijdo-caupi no
continente africano também fizeram a quantificacio da FBN com a abundancia natural de
8N (BELANE et al., 2011; 2014).

Normalmente, em solos pobres em nutrientes os valores de quantificacdo da FBN
(%Ndfa) chegam aos 90% ou até mais na cultura da soja. Porém, deve-se ter em vista que em
areas com boa fertilidade e alto teor de matéria organica no solo e do préprio nitrogénio as
plantas podem limitar a fixacdo biol6gica em uma preferéncia de obtengao de N via solo, ja
que o mesmo nao € limitante no solo. Ainda assim ndo se pode comparar a soja com o feijao-
caupi, ja que a soja demanda quantidade de nitrogénio bem maior que o feijao-caupi,
chegando a soja a exportar 200 kg N ha” (ALVES et al., 2006). No ambiente de Cerrado
atingem produtividade de soja de até 4.000 kg ha™', exportando nos grios entre 250 e 280 kg
N ha', na maioria dos casos praticamente todo esse N derivado da FBN (ALVES et al.,
2003). Comparativamente, hoje a produtividade média de feijao-caupi em sistema tecnificado
no Cerrado é de 1000 kg ha’', logo ao final do ciclo sdo exportados em torno de 40 kg N ha™!
em forma de graos, ji que o teor de nitrogénio no grao de feijao-caupi é préoximo de 4%.
Assim a demanda da FBN em feijao-caupi para um balanco positivo € bem abaixo do
necessario para a soja e, como mostrado por Freitas et al. (2012), ja foi possivel uma fixagao
de 45kg N ha™.

Desta forma, destaca-se o trabalho de Silva Junior (2012), que avaliou a contribuicdo
da FBN utilizando a técnica da abundincia natural do 15N, em area de Latossolo Vermelho
Amarelo Distréfico, em Primavera do Leste-MT. O autor constatou que a média de nitrogénio
acimulado nos graos, consequentemente o valor que foi exportado do sistema na forma de
graos, foi de 32,7 kg ha'l; porém, com a inoculacdo foi colocado no sistema uma média de
17,2 kg ha™' de nitrogénio pela via da fixacdo biolgica do N atmosférico. A inoculagdo
possibilitou a entrada de quase todo o N exportado, tendo a estirpe BR 3262 fixado 80% do N
exportado. Assim, apesar de primariamente ter gerado um balanco negativo no sistema, a
tendéncia é que a fixacdo biolégica ultrapasse os 35 kg ha™' de N fixado, resultando em um
balanco positivo. A avaliacdo feita de forma precoce, aos 35 dias apds a emergéncia indicou o
inicio do processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio na cultura do feijao-caupi, a partir da
nodulacdo da planta do feijdo-caupi, que pode ser observada entre 15 e 20 dias apds a
emergéncia.

2.2 Variacdo da Resposta das Estirpes de Bradyrhizobium Recomendadas para Feijao-
Caupi

A inoculagdo do feijao-caupi € uma tecnologia recente no Brasil, e tem sua origem em
trabalhos de selecdo de estirpes nos ultimos 15 anos, que ja visavam ao registro no MAPA,
embora esteja em processo de expansdo. De acordo com o MAPA, na ultima instru¢do
Normativa n°® 13, de 25 de marco de 2011, fazem parte da relacdo dos microrganismos
autorizados para producdo de inoculantes comerciais na cultura do feijdo-caupi no Brasil
quatro estirpes de Bradyrhizobium sp: UFLA 03-84= BR 3302 (SEMIA 6461); BR 3267
(SEMIA 6462); INPA 03-11B= BR 3301 (SEMIA 6463); e BR 3262 (SEMIA 6464). Sendo
oriundas dos trabalhos de Martins et al., 2003 (BR 3267), Lacerda et al. (2004) e Soares et al.
(2006) com (UFLA 03-84 e INPA 03-11B) e Zilli et al., 2009 (BR 3262) respectivamente.
Estas estirpes substituiram a antiga estirpe recomendada, a BR 2001.

Os estudos prosseguem tanto no sentido de atestar a eficiéncia das estirpes em
diferentes regides e cultivares de feijao-caupi (ALMEIDA et al., 2010; CHAGAS JUNIOR et
al., 2010; ALCANTARA et al., 2014; MARINHO et al., 2014), como também de selecionar
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novas cepas, mais eficientes que as estirpes recomendadas (COSTA et al., 2011; FERREIRA
et al., 2013).

Os trabalhos envolvendo o desempenho das estirpes recomendadas para feijao-caupi
estdo concentrados nas regides Norte e Nordeste, como por exemplo, na regido Nordeste
(MARTINS et al., 2003; ZILLI et al., 2006; COSTA et al., 2011; MARINHO et al., 2014) e
na regido Norte (ZILLI et al., 2009; CHAGAS JUNIOR et al., 2010; GUALTER et al., 2011).
Ainda pode-se destacar os trabalhos de Lacerda et al. (2004) e Soares et al. (2006) no estado
de Minas Gerais. Porém, até hoje, ndao hd um trabalho conjunto de avaliacio da FBN em
feijao-caupi em todo territério nacional. No momento, a regido Centro-Oeste é polo de
interesse, por se tratar de uma nova drea de producdo e a falta de resultados da eficiéncia
simbidtica com a inoculag¢do das estirpes recomendadas (UFLA 03-84; BR 3267; INPA 03-
11B e BR 3262).

No decorrer deste processo a estirpe BR 3299, isolada da Zona da Mata de Sergipe por
Martins (1996), apesar de ndo estar registrada no MAPA € frequentemente utilizada nos
estudos de eficiéncia em comparagdo com as estirpes recomendadas (ZILLI et al., 2009;
ALMEIDA et al., 2010; CHAGAS JUNIOR et al., 2010; GUALTER et al., 2011; MARINHO
et al., 2014). Até pouco tempo a BR 3299 era considerada um Bradyrhizobium sp. Semelhante
as quatro estirpes registradas, porém recente estudo de Radl et al. (2014) evidenciou que a
estirpe pertence a uma nova espécie, Microvirga vignae. Portanto abre-se uma nova
perspectiva de trabalho com essa estirpe, com técnicas e estratégias especificas, desde seu
crescimento até seu uso como inoculante para feijao-caupi.

Dentre os primeiros resultados significativos da inoculacdo do feijao-caupi podem ser
destacados a inoculagdo da cultivar IPA 206 com a estirpe BR 3267 (MARTINS et al., 2003),
que proporcionou uma produtividade de 693 kg ha™', similar ao tratamento com fertilizante
nitrogenado, em experimento instalado em Petrolina, PE. J4 as estirpes INPAO3-11B e
UFLAO3-84 foram testadas nas cultivares BR14-Mulato, BRO8-Caldeirdo e Pocos de Caldas,
onde foram obtidas produgdes de graos de 950 a 1.340 kg ha’', equivalentes a adubacio
nitrogenada de 70 a 80 kg ha™' N-uréia (LACERDA et al., 2004), em experimentos realizados
nos Municipios de Perddes e Iguatama no sul de Minas Gerais. A dltima estirpe recomendada,
BR 3262 (ZIILI et al., 2009) foi testada na safra agricola de Roraima, onde foram inoculadas
sementes de feijao-caupi (cv BRS Mazagio), proporcionando rendimentos de graos superiores
a 2300 kg ha e em termos absolutos a houve um aumento da produtividade foi cerca de 34%
em relacdo ao controle sem nitrogénio.

Os resultados levaram a inferir que na producdo do feijao-caupi no Brasil a demanda
de nitrogénio é suprida pela FBN. Assim mais trabalhos foram realizados para afirmar a
eficiéncia da inoculac@o com as estirpes recomendadas em outras condi¢des edafocliméticas.
Como por exemplo, Chagas Junior et al. (2010) avaliaram as estirpes em Gurupi (TO) e
observaram que a estirpe UFLA 03-84 (BR 3302) proporcionou os melhores resultados para
trés cultivares de feijao-caupi nos trés experimentos, e estes foram semelhantes ao tratamento
adubado com nitrogénio. Ao passo que em Soares et al. (2006) a estirpe INPA 03-11B (BR
3301) promoveu maior nodulagdo nas plantas; também como Costa et al. (2011), em Bom
Jesus, Piaui, obtiveram maior nodulagdo por esta estirpe. Independente da estirpe, a produgao
com as sementes inoculadas foi superior a do controle sem inoculagao.

Melo & Zilli (2009), avaliando a eficiéncia de estirpes para a regido Norte,
constataram que maiores rendimentos de graos foram obtidos com o tratamento nitrogenado e
com indculo da estirpe BR 3262, com valores significativamente superiores aos do tratamento
controle. Na regido sudeste a estirpe BR 3267 foi testada com resultados favoraveis (SILVA
JUNIOR et al., 2012), quando comparada ao tratamento controle sem nitrogénio € com
nitrogénio, sem a comparagdo com as demais estirpes.
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Em estudos recentes na regido Nordeste, Alcantara et al. (2014) mostraram em
Teresina-PI que quatro progenitores das cultivares de feijao-caupi avaliados responderam a
FBN com a inoculacao das estirpes recomendadas. Da mesma forma, Marinho et al. (2014) na
mesma regido observaram para quatro cultivares de feijao-caupi testadas na localidade de
Bebedouro (Petrolina, PE) as menores produtividades no controle sem inoculagao.

Exemplo de variacdo da resposta com a inoculacao das estirpes recomendadas estd no
trabalho de Marinho et al. (2014), onde trés de quatro cultivares estudadas obtiveram
nodulacdo similar entre as plantas inoculadas com as estirpes recomendadas e as ndo
inoculadas para a localidade de Mandacaru (Juazeiro-BA), enquanto que na localidade de
Bebedouro (Petrolina, PE) trés destas quatro cultivares mostram diferenca na nodulagdo.
Quando foi avaliada a produtividade na localidade de Mandacaru (Juazeiro-BA), em valores
absolutos, a estirpe UFLAQ03-84 proporcionou o maior rendimento em duas variedades, a BR
3299 em uma e a BR 3267 em outra, enquanto que na localidade de Bebedouro (Petrolina,
PE) a BR 3262 proporcionou o maior rendimento em duas variedades, a INPAO3-11B em
uma e a BR 3267 em outra. Resumidamente, uma estirpe pode mostrar melhores resultados
que a outra quando muda a localidade ou a variedade, desta forma dificultando a
recomendacao especifica de uma determinada estirpe para a inoculag¢do no feijao-caupi.

Os resultados da producao do feijao-caupi com diferentes cultivares tem mostrado o
beneficio da inoculacdo independente da estirpe, apesar da planta ser conhecida como
promiscua, ou seja, apresenta nodulacdo com diferentes bactérias do grupo rizébio, incluindo
bactérias nativas do solo. Este fato é associado a baixa eficiéncia simbidtica (NEVES &
RUMIJANEK, 1997), e aponta a necessidade de expansdo da tecnologia de inoculacdo de
sementes de feijao-caupi.

2.3 Fatores Especificos que Afetam Diretamente a Variabilidade da Eficiéncia
Simbiédtica

2.3.1 Competicao por fotoassimilados

No estadio reprodutivo do feijao-caupi (R1 a R6) ocorre a transloca¢do de nutrientes,
entre eles o N, para as partes reprodutivas, sementes e vagens (dreno). Este processo comum
de translocacdo de nutrientes para o dreno gera competi¢do por fotoassimilados entre as
bactérias dos nddulos e as vagens e sementes, reduzindo o suprimento de fotoassimilados para
os nodulos, que consequente reduz a fixagdo bioldgica de nitrogénio (LAWN & BRUN,
1974).

Conforme Alcantara & Reis (2008) a FBN € dependente da formacdao de
fotoassimilados e consequentemente a taxa de fixacdo € proporcional a taxa fotossintética do
vegetal. Esta hip6tese e destacada por Schulze (2004), que afirma que a taxa de fixagdo do N
€ regulada pelo fornecimento de assimilados aos nédulos ou pelo metabolismo de assimilados
de compostos que podem ser usados pelos bacterdides. Assim a redu¢do da FBN no estadio
reprodutivo é consequéncia da diminui¢do da fotossintese e a competicdo por carboidratos
para os oOrgdos reprodutivos aumenta, diminuindo a FBN (PATE, 1996), o que também
explicaria porque a taxa maxima da FBN em feijao-caupi ocorre préximo a floragdo (R2),
pois esta é exatamente a fase em que ocorre maior taxa fotossintética.

A translocacdo dos fotoassimilados para a nutricio dos microrganismos contidos nos
ndédulos constitui, de acordo com Alcantara & Reis (2008), a fosforilagdao oxidativa, oriunda
de produtos elaborados nas folhas pelo processo da fotossintese (sacarose, glicose e acidos
organicos), que fornece energia e poder redutor para os bacterdides e células corticais e
também esqueletos de carbono para o transporte do nitrogénio fixado. Segundo Alcantara &
Reis (2008) a sacarose, produto da fotossintese é a principal fonte de energia para os nddulos,
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sendo metabolizados dicarboxilados (malato e succinato), enzimaticamente, no citoplasma
vegetal. Para Reis et al. (2006) estes dicarboxilados suprirdo a demanda energética dos
bacterdides ativos na FBN.

Com o suprimento energético para os bacterdides, os mesmos manterdo a FBN ativa,
assim o N derivado da FBN, contido, por exemplo, no glutamato € usado para suprir outros
tecidos das plantas, através da sintese de compostos aminados. Existe uma variacdo na
molécula usada no transporte deste N, geralmente leguminosas de clima tropical exportam
ureidos, enquanto que as de clima temperado exportam amidas (UDVARDI et al., 1990). Os
produtos exportados apresentam diferentes custos energéticos, no caso de ureidos (alantoinas
e dcidos alantdicos) sdo os carboidratos transportados e a relagdo C:N é de cerca de 1:1;
enquanto que para amino-compostos (asparagina e glutamina) a relagdo € de 2:1 (MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006).

O metabolismo do carbono é fundamental para o sucesso da FBN, pois o carbono
produzido nos 6rgaos fotossintéticos € necessario para fornecer a energia que serd utilizada na
fixacdo do nitrogénio, reducdo do nitrato e assimilacdo do nitrogénio em proteinas (NEVES,
1981). Assim estima-se que o custo de C para a FBN esté entre 6 e 12 g de C g'N fixado
Pimentel (1998) e que os ndédulos chegam a consumir de 13 a 28% dos fotossintatos totais de
leguminosas (VANCE &HEICHEL, 1991).

O uso do C e do N concomitantemente como forma de aumentar a efici€ncia produtiva
foi observado por Belane & Dakora (2010: 2011), onde gendtipos de feijao-caupi com altas
taxas fotossintéticas apresentaram maior biomassa da parte aérea e proporcionou maior N
fixado por via simbidtica na parte aérea. Também em feijao-caupi Rodrigues et al. (2013),
com plantas inoculadas observaram o aumento na atividade de invertase 4cida solivel, sendo
que de acordo os autores esta resposta deve ter sido crucial na manuten¢do de um esqueleto de
C inalterado, evitando assim alteracdes na FBN nos nddulos.

Diante da importancia do metabolismo de carbono no fornecimento de energia para os
bacteroides, Fischinger & Schulze et al. (2010) estudaram a importancia da fixacdo de CO, no
nddulo, avaliando a eficiéncia da fixa¢do simbidtica de nitrogénio em ervilha no crescimento
vegetativo e durante a formacdo de vagens, pois a fixacdo de CO, fornece malato para os
bacteroides e oxalacetato para a assimilacdo do nitrogénio, assim uma baixa taxa fixacdo de
CO; reduz a assimilacdo e transporte de N para a parte aérea. Os autores observaram que as
plantas em formacdo de vagens apresentaram taxas de crescimento e fixagdo de N, mais
elevadas, quando comparadas com as plantas em crescimento vegetativo e a atividade
especifica de nédulos ativos foi de cerca de 25% maior na formagao de vagens, porém os
autores observaram que cerca de um terco dos nddulos aos 42 DAE mostrava claros sinais de
senescéncia. A fixacdo de CO, no nédulo aumentou na fase de formagao de vagens, porém a
concentracdo de malato em nddulos era apenas 40% do observado durante o periodo de
crescimento vegetativo; mesmo assim os dados indicaram que o aumento na fixacdo de N, no
periodo de formacdo de vagem estd relacionado com o aumento da absorcao de CO,.

De acordo com Prell & Poole (2006) o fornecimento de carbono e fontes de energia
para bacteroides na forma de 4cidos dicarboxilicos, especialmente malato e succinato é o
modelo simples do metabolismo do bacteroide, chamado de modelo cldssico. Os autores
propdem um novo modelo e identificam como um ciclo em vez de um transporte (pois ndo ha
evidéncia de que os aminodcidos sdo levados para cima ou secretados). Neste modelo o
aminodcido, como por exemplo o glutamato ou um derivado do mesmo, € fornecido pela
planta ao bacteroide.

Entretanto essa ideia de reducdo da FBN em fun¢do da competicio por
fotoassimilados ou a limitagao da simbiose por falta de carbono para fornecimento de energia
para os bacteroides ndo € definida como uma linha exata, pois Kaschuket al. (2012) mostrou
que a soja adapta a sua taxa fotossintética para suportar o maior fornecimento de energia para
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os bacterdides. A cultivar de soja “BRS 154" do estudo de Kaschuk et al. (2012) foi inoculada
com duas estirpes de Bradyrhizobium japonicum, as plantas noduladas pela CPAC 390
obtiveram taxa de fotossintese maior do que as plantas noduladas pela CPAC 7. Este resultado
evidencia que as plantas de soja podem aumentar a fotossintese para compensar 0s custos com
carbono para a fixacdo de nitrogénio e o fato é devido ao estimulo gerado pela simbiose
(KASCHUK et al.,, 2009; 2010a,b; 2012). A nodulacdo funcionaria como dreno de
fotoassimilados, o que estimaria a planta a aumentar sua taxa fotossintética para suportar o
fornecimento de carbono.

2.3.2 Absorc¢ao/remobilizacao do nitrogénio de outras fontes

Na perspectiva de uma absorc¢ao/remobilizacdo do nitrogénio, Schulze (2004) defende
o conceito do “N- feedback”, inicialmente proposto por Hartwig (1998). Assim Schulze
(2004) exclui a hipétese que a competicdo por fotoassimilados entre o dreno (vagens e
sementes) e os nddulos seja a explicagdo para a redugdo das taxas de fixacdo de nitrogénio.
Pois de acordo com o autor o N assimilado e o fixado exercem papel regulador na planta
(feedback), inclusive durante o enchimento de grdos. Para sustentar esta hipdtese o autor
evidencia quatro pontos: a) redugdo das taxas de fixa¢do de nitrogénio, seguida da remogado
das vagens e acompanhada da acumula¢do de N na parte aérea e nos nddulos; b) os picos de
fixagdo de nitrogénio ocorrem no momento de maior demanda (inicio do enchimento de
vagens); ¢) subsequente declinio da atividade da nitrogenase, provavelmente relacionado com
o N remobilizado das folhas senescentes; e d) as taxas de fixacdo de nitrogénio correspondem
a extensdo e a taxa de folhas senescentes e pode ser prolongada quando a senescéncia €
atrasada.

Fischinger et al. (2006) mostraram que o N remobilizado de folhas inferiores, “N-
feedback” esta envolvido na redu¢do da FBN durante o periodo reprodutivo (enchimento de
graos), fato que foi evidenciado em feijado-comum. Fischinger et al. (2006) observaram que a
remobilizacdo de N de folhas inferiores no periodo de crescimento vegetativo resultou na
reducdo da taxa de N, fixado e quando as folhas inferiores foram removidas no crescimento
reprodutivo, as taxas de fixacdo de N, aumentaram, assim concluiram que o N remobilizado
de folhas inferiores durante a senescéncia foliar estd envolvido na redugdo da fixacdao de N,
durante o periodo de enchimento de graos.

Apesar dos trabalhos de Schulze (2004) e Fischinger et al. (2006) serem amplamente
citados pela proposta do mecanismo “N-feedback”, Almeida et al. (2000) evidenciaram que a
remobilizacdo do N de folhas inferiores exercia papel regulador, e de acordo com os autores
este mecanismo poderia ser desencadeado pela deficiéncia de fosforo, o que foi relatado
anteriormente por Sa & Israel (1991; 1998) e mais recente Sulieman et al. (2013).

Gil-Quintana et al. (2013a) trabalhando com Medicago truncatula em condicdes de
estresse hidrico, observaram que o total de aminodcidos acumulados individualmente em
todos os orgdos das plantas testadas aponta para uma regulacdo mais complexa do “N-
feedback”, ndao sendo apenas um aminodcido, como por exemplo, a literatura aponta, com
destaque para asparagina e aspartato. Gil-Quintana et al. (2013b) trabalhando com soja e
também em condi¢des de estresse hidrico, concluiram que a hipétese de uma regulacdo local
na fixacdo de nitrogé€nio € vélida na soja e que isto minimiza a importancia dos ureidos na
inibicdo da FBN.

A absor¢cdo de N de outra fonte, mais a remobilizacio do N de folhas inferiores
(FISCHINGER et al., 2006), também estd relacionada com a redu¢do da FBN na fase
reprodutiva. Conforme Diaz-Leal et al. (2012), que avaliaram a presenga de ureideos como
moléculas chave no transporte e armazenamento de nitrogénio, em Phaseolus vulgaris a
concentracdo de ureideos s6 mostra boa correlagdo entre a fixacdo no nitrogénio e a nao
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fixacdo até o aparecimento da floragcdo, pois o valor de ureideos encontrado nas plantas nao
inoculadas e adubadas com nitrato foi compardvel com as plantas inoculadas, este fato estd
relacionado com a remobilizacio do N das folhas senescentes. Fato que também foi
observado por Alamillo et al. (2010) em plantas de P. vulgaris sob estresse hidrico, onde as
plantas cultivadas com nitrato acumularam ureidos normalmente e a maior acumulacao de
ureidos ocorreu depois da seca em plantas noduladas, o que inibiu a fixacdo de N,.

2.3.3 Senescéncia dos nédulos

A senescéncia dos nédulos é um processo comum entre as principais leguminosas de
graos, pode-se destacar a soja, feijdo comum e o feijdo-caupi, normalmente no estadio
reprodutivo (LAWN & BRUN, 1974). De acordo com Alcantara et al. (2009) € um processo
altamente organizado e dependente dos fatores relacionados a idade, mais a longevidade dos
nddulos é também determinada por fatores ambientais e estressantes. Por exemplo, elevada
disponibilidade de nitrato, altas temperaturas, solos 4cidos, acdo de patégenos nas raizes e
seca induzem a ocorréncia precoce da senescéncia (GROTEN et al., 2006). Segundo
Alcantara et al. (2009) alguns autores sugerem que a senescéncia dos nédulos ocorre como
uma reacdo da planta hospedeira contra o estabelecimento do rizébio (PUPPO et al., 2005), ou
coincide com a senescéncia das raizes (FISHER et al., 2002), ou com a senescéncia da planta
(TIMMERS et al., 2000; VAN DE VELDE et al., 2006).

A senescéncia dos nédulos € um processo comum entre as principais leguminosas de
graos, pode-se destacar a soja, feijio comum e o feijdo-caupi, normalmente no estidio
reprodutivo (LAWN & BRUN, 1974). De acordo com Alcantara et al. (2009) € um processo
altamente organizado e dependente dos fatores relacionados a idade, mais a longevidade dos
nédulos € também determinada por fatores ambientais e estressantes. Por exemplo, elevada
disponibilidade de nitrato, altas temperaturas, solos dcidos, acdo de patdgenos nas raizes e
seca induzem a ocorréncia precoce da senescéncia (GROTEN et al.,, 2006). Segundo
Alcantara et al. (2009) alguns autores sugerem que a senescéncia dos nédulos ocorre como
uma reacdo da planta hospedeira contra o estabelecimento do rizébio (PUPPO et al., 2005), ou
coincide com a senescéncia das raizes (FISHER et al., 2002), ou com a senescéncia da planta
(TIMMERS et al., 2000; VAN DE VELDE et al., 2006).

A nodulagdo na soja, uma das leguminosas mais estudadas, intensifica até o
florescimento, havendo manutencao na nodulacdo até a formagdo das vagens, quando inicia a
senescéncia dos nédulos (HUNGRIA et al.,, 1994). J4 o feijdo comum e o feijdo-caupi,
apresentam prolongamento na nodulag¢do apds a formacdo das vagens, conforme observaram
Vasconcelos et al. (1976) em feijdo-de-corda, Hungria & Neves (1985) em feijao comum e,
mais recente, para duas cultivares de feijao-caupi, Xavier et al. (2007), onde a nodulacdo
aumentou durante o ciclo fenoldgico, com o maior nimero de nédulos aos 30 dias apds a
emergéncia- DAE (inicio do florescimento) e 50 DAE (formacgdo das vagens). Estes dados
confirmam o que j4 tinha sido observado por Neves et al. (1981), que a maior parte da
atividade da nitrogenase estd concentrada na fase de crescimento reprodutivo das plantas.

A reducdo da fixagdo bioldgica de nitrogénio ocorre em consonancia com a
senescéncia dos nédulos, que de acordo com Alessandrini et al. (2003a), compreende um
periodo no qual a atividade da nitrogenase residual € perdida, ocasionando um rapido declinio
na FBN. Os autores ainda observaram a expressdo do gene da cisteina protease na senescéncia
dos nédulos de soja, quando a fixagao de N, comecou a diminuir.

Segundo Puppo et al. (2005) a interacdo entre a planta e a bactéria € controlada pela
planta e é altamente especifica, sendo controlada geneticamente, em que a senescéncia €
consequéncia da falta de regulacdo da troca de sinais e metabolitos da interagdo; porém sao
necessdrias pesquisas sobre variedades com senescéncia tardia. E possivel observar durante o

15



processo de senescéncia alteragdes visiveis nos nodulos, por exemplo, a cor dos tecidos
durante a fixacdo € vermelha (devido a presenca de funcional leghemoglobina), com a
diminui¢do da leghemoglobina os nédulos perdem este aspecto, reduzindo a FBN. De acordo
com Dupont et al. (2012) o contetido de leghemoglobina (Lb) diminui progressivamente com
o inicio da senescéncia e esta diminuicdo da Lb impacta no metabolismo geral do nédulo,
como também diminui a disponibilidade de O, para os bacteroides e libera ferro livre para a
producdo de espécies reativas de oxigé€nio. Porém em condi¢des de estresse, Puppo et al.
(2005) observou em ervilha o decréscimo da fixacdo de N antes da diminuicdo da
leghemoglobina.

As reagdes oxidativas estdo relacionadas diretamente a senescéncia dos nodulos, pois
o declinio de antioxidantes celulares, como por exemplo, o ascorbato, que, de acordo com
Grotenet al. (2006), deve ter um papel regulatério no desenvolvimento dos ndédulos. O que
comprova as conclusdes de Puppo et al. (2005), de que mudangas nos niveis de antioxidantes,
como glutationa e ascorbato, afetam diretamente no nimero e na estabilidade dos nddulos.
Isto também foi observado por Alessandrini et al., (2003b), que durante a senescéncia ocorre
um estresse oxidativo com aumento de peréxido de hidrogénio e de hidroperdxidos de
lipidios.

Diante da hipdtese que a senescéncia dos nédulos € um mecanismo em paralelo com a
senescéncia foliar Van de Velde et al. (2006) mostraram que genes ligados ao processo de
senescéncia de nddulos, envolvidos no catabolismo, transporte, estresse e defesa/respostas,
operam também durante a senescéncia foliar. Ainda, os autores concluem que os hormdnios
etileno e 4cido jasmonico parecem desempenhar um papel tanto na senescéncia foliar, quanto
na nodular. De acordo com esses autores durante as duas situagdes de senescéncia, precede
pela fase de iniciacdo da sinalizacdo, fase de reorganizacdo durante o qual os nutrientes
catabolicos sdo reciclados e finalmente levando a degeneracao do 6rgdo.

Segundo Dupont et al. (2012) entre as modificacdes que ocorrem durante a
senescéncia, o metabolismo de carbono desempenha um papel importante, pois a FBN é um
processo altamente energético que exige uma fonte de energia constante. De acordo os
autores, alteracdes no teor de sacarose nos nédulos foram observadas em diferentes condi¢des
de estresse, como por exemplo, no estresse hidrico e estresse salino (BEN SALAH et al.,
2009; GORDON et al., 1997; DUPONT et al., 2012), que inibi a sacarose sintetase, que esta
envolvida na degradacdo da sacarose em glicose e frutose e também inibe o conteido de
malato que € um dos substratos preferenciais para a respiracdo do bacteroide (PRELL e
POOLE, 2006). Assim a diminui¢do da concentracio de sacarose associada a uma escassez de
fotoassimilados gera deficiéncia na producdo de energia; em contraste, a acumulacdo de
sacarose durante o estresse sugere que as enzimas glicoliticas dos nddulos sdo afetadas
(DUPONT et al., 2012). Outro ponto importante levantado por Dupont et al. (2012) € a
concentracdo de O, no nédulo, pois a oferta adequada de O, é determinante para a respiracao
nodular, enquanto que a baixa pressdao de O, deve ser mantida para evitar a inibi¢do da
nitrogenase.

2.3.4 Atividade da nitrogenase

A reducdo da atividade da nitrogenase (complexo nitrogenase) interfere diretamente na
eficiéncia da FBN, porque ela é a enzima que catalisa o processo de redu¢do do nitrogénio
atmosférico (N») a NH;" (amdnia). Sdo conhecidos trés tipos de nitrogenase: a que possui
molibdénio (Mo) e ferro (Fe); a em que o vanddio (V) substitui o Mo; e por dltimo a que s6
tem ferro, e algumas bactérias possuem os trés tipos (PAU et al., 1989).

Brito et al. (2009) observaram, por exemplo, que no feijao-comum e no feijao-caupi o
pico da nitrogenase foi proximo a floracdo (38 DAS) e, logo apés, decaiu drasticamente,
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principalmente depois dos 58 DAS, confirmando o observado por Xavier et al. (2007), onde o
maior nimero de ndédulos foi obtido aos 30 e 50 DAE, intervalo no qual Brito et al. (2009)
encontrou o pico da nitrogenase (38 DAS). Brito et al. (2009) também identificaram que a
porcentagem de N nas plantas de feijdo-comum e feijdo-caupi proveniente do solo decresceu
no decorrer do ciclo da cultura, tendo a maior contribuicao relativa dessa fonte na fase inicial
(17 e 24 DAS) decrescendo de forma acentuada, a partir dos 31 DAS. Segundo os autores este
fato foi consequéncia do acentuado aumento na FBN.

A reducdo da atividade da nitrogenase, em feijoeiro foi observada por Franco et al.
(1979), que constataram que logo apds a floracdo a atividade da enzima foi reduzida, o que
por outro lado ndo foi observado na enzima nitrato redutase, que ao contrdrio teve sua
atividade intensificada, principalmente durante a formacao de vagens e enchimento de graos.

No trabalho de Almeida et al. (2013), também em feijoeiro, a nitrogenase apresentou a
maior atividade aos 34 DAE, antes da flora¢do, enquanto que a nitrato redutase teve sua
méxima atividade aos 20 DAE. Neste mesmo trabalho observou-se que apds a taxa méxima a
nitrogenase apresentou queda drastica, ja a nitrato redutase apresentou queda até os 45 DAE,
porém estabilizou aos SSDAE. Embora, o tratamento que recebeu N mineral e uma dose de
MO manteve a atividade da nitrato redutase estdvel dos 34 ao 45 DAE, sendo que a partir dos
34 DAE foi registrado a queda da nitrogenase.

Ja no trabalho de Pessoa et al. (2001), em feijoeiro e com aplicacdo de molibdénio, a
nitrogenase apresentou valor méaximo aos 55 DAE, nas fases de pleno florescimento do
feijoeiro e inicio do enchimento de graos, coincidindo com a mais alta atividade da nitrato
redutase, entre os 40 e 55 DAE, com queda dréstica apds esse estddio. Os autores destacam
que a queda da atividade da nitrogenase é recorrente a redugcdo da translocacdo de
carboidratos para o sistema radicular.

Outro fator relacionado com a redu¢do da atividade da nitrogenase é a presenca de
NH,", que de acordo com Reis & Teixeira (2005), na maioria dos diazotrofos, a adi¢do de
NH," inibe a atividade da nitrogenase e somente apds o esgotamento do amdnio extracelular,
ocorre a recuperacdo da atividade enzimadtica, porém os mecanismos relacionados com esse
processo diferem entre os varios microrganismos fixadores de N,. Outra forma de inibi¢ao da
nitrogenase, segundo Reis & Teixeira (2005), sdo os aminoacidos, que podem inibir a enzima,
ja que sdo fontes de N, porém precisam ser assimilados e nem todos os aminodcidos sdao
metabolizados da mesma forma pelas bactérias.

A atividade da nitrogenase sofre influéncia direta do fornecimento de fotoassimilados,
conforme demonstram Tsikou et al. (2013), que avaliaram a atividade da nitrogenase em
nédulos de Lotus japonicus em plantas em condi¢cdes normais, apds 24 horas de escuridao,
apo6s 72 horas de escuridao e uma avaliacdo depois de 48 horas apds as plantas recuperarem as
condi¢des normais de luminosidade. Assim observaram que depois 24 horas de escuriddo, a
atividade da nitrogenase foi reduzida quase 7 vezes em comparagdo com as plantas mantidas
em condi¢des normais de fotoperiodo, enquanto que apds 72 horas de escuriddo a atividade da
nitrogenase foi reduzida em 30 vezes em comparacdo as plantas em condi¢cdes normais. Apds
recuperaram as plantas em condi¢des normais de fotoperiodo, a atividade da nitrogenase foi
parcialmente recuperada, chegando a quase 60% do seu nivel original. Neste caso a limitagao
de luz reduziu a taxa fotossintética da planta que provavelmente limitou o fornecimento de
fotoassimilados para os bacteroides, o que consequentemente afetou a nitrogenase.

A reducdo da atividade da nitrogenase pode ser uma consequéncia da falta de
fornecimento de fotoassimilados da parte aérea para os nddulos e esta reducdo poderd ser o
inicio para desencadear o processo de senescéncia dos nddulos. Outro fator que pode ser
responsavel pela reducdo da atividade da nitrogenase e consequente senescéncia dos nédulos
€ a remobilizacdo do nitrogénio de outras fontes, principalmente das folhas senescentes, o que
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¢ influenciado pela fisiologia de cada espécie vegetal. Fatores Indiretos que Limitam a
Eficiéncia da FBN

2.4 Fatores Indiretos que Limitam a Eficiéncia da FBN
2.4.1Fatores edafoclimaticos

Os fatores edafoclimaticos t€m sido estudados como componentes que afetam na
nodulagdo e consequentemente a eficiéncia da FBN, merecendo destaque a acidez do solo,
salinidade, temperatura e o estresse hidrico (HUNGRIA e VARGAS, 2000).

Entre estes, a acidez do solo € a mais evidenciada pelo predominio no territério
brasileiro de solos das classes de Latossolos e Argissolos, caracterizados por terem perfis
profundos, com baixa fertilidade natural e geralmente dcidos. A simbiose entre as bactérias e
leguminosas é negativamente influenciada por condi¢des de baixo pH, onde a faixa de
crescimento bacteriano ideal estd entre 6,0 e 7,0 de pH (HUNGRIA e VARGAS, 2000). A
tolerdncia a acidez do solo € uma caracteristica estudada em bactérias, sendo variavel entre as
espécies e entre o grupo dos rizébios poucos se desenvolvem bem com valores de pH abaixo
de 5,0 (HUNGRIA e VARGAS, 2000), entre as exce¢des pode-se destacar o Bradyrhizobium
sp.

Soares et al. (2014) mostraram que diversas estirpes de feijao-caupi cresceram de
forma eficiente, em diferentes valores de pH, inclusive em pH 5,0 as estirpes excederam a
concentracdo de 10° Ufc mL™, fato que indica uma boa capacidade de resistir as condicdes
acidas. Sendo que entre estas estirpes, estavam as BR 3267, INPA03-11B e UFLAO03-84, que
sao recomendadas para producdo de inoculantes para feijao-caupi e foram usadas neste
estudo.

Appunu & Dhar (2006) estudando estirpes de Bradyrhizobium da cultura de soja em
solos 4cidos caracterizaram as mesmas como tolerantes ao baixo pH, pois sobreviveram e
cresceram em condicdes de pH 4,0, sendo observado que a inoculac@o nestas condi¢cdes com
estas estirpes proporcionou uma boa nodulacdo, acimulo de matéria seca e aumento no
conteddo de nitrogénio da soja.

Atuando de forma combinada com a acidez do solo, a toxidez por aluminio é um dos
principais fatores limitantes da produtividade agricola, pois quando o pH do solo € > 5,5 e na
presenca do Al**, o mesmo solubiliza-se na solugdo do solo e torna-se potencialmente téxico
para as plantas. O aumento da concentracio de AI’* na solucdo do solo é também prejudicial
as estirpes de rizébios, além de provocar danos nas raizes dificultando o processo de
nodulacdo. Geralmente a exposi¢do a acidez altera as caracteristicas culturais, a sintese de
exopolisacarideos e os fatores nod (MORON et al., 2005), que sdo responsdveis pela sintese
de proteinas denominadas nodulinas, que iniciam a simbiose com a leguminosa, que ocorre
pelos efeitos indutores dos exsudatos da planta leguminosa especifica (COOPER, 2004). Estes
fatores nod sdo importantes no processo pré-infeccao e iniciagdo dos primoérdios nodulares,
desta forma sua alteracdo afetaria a etapa de infec¢do, onde o rizébio entra em contato com as
raizes da planta e induz a formag¢do do ndédulo reprogramando o desenvolvimento da célula
cortical.

Assim torna-se um fator relevante a tolerancia das estirpes de rizébio a presenga de
AI**. Soares et al. (2014) observaram que na presen¢a 5 mmolc dm™ AI** as estirpes de feijao-
caupi atingiram a concentracdo 10° Ufc mL™, j4 com 10 mmolc dm™ estas cresceram, porém
atingiram 10® Ufc mL" e quando se passou para 20 mmolc dm™ as estirpes se mostraram
sensiveis, exceto a estirpe UFLA 03-84, que foi capaz de crescer mesmo em altas
concentracdes de AI**, indicando capacidade de adaptacdo. .
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A salinidade € um problema relevante tendo em conta que o feijao-caupi e cultivado
em muitas dreas do semi-arido brasileiro, em que além das condi¢cdes naturais, o manejo
indevido do solo aumenta a salinidade destas dreas chegando a atingir 20% dos 95 milhdes de
hectares de terras cultivadas (MELO et al., 2006). Assim Medeiros et al. (2007) observaram
que nas concentracdes de 75 e 100 g L de NaCl ndo houve crescimento de nenhum dos
isolados estudados. No estudo de Xavier et al. (2006) foi constatado que a medida que a
concentracdo de NaCl aumentava reduziu a porcentagem de isolados tolerantes, sendo que
cerca de 40% foram capazes de crescer em meio de cultura contendo 1% de NaCl; na
concentracdo de 2% de NaCl cresceram 17% do total de isolados; e na concentragao de 3%,
apenas 12% das estirpes testadas cresceram. Nesta mesma Otica Nobrega et al. (2004)
observaram que ndo houve crescimento das estirpes estudadas na concentracio de 50 g L de
NaCl, indicando que a tolerancia a salinidade das estirpes estudadas seria entre 2 a 30 g L' de
NaCl.

A temperatura € outro fator comumente encontrado que interfere na eficiéncia da FBN,
o valor considerado mais propicio para a nodulagdo se encontra na faixa dos 25°C
(HUNGRIA e VARGAS, 2000). Na regiao Centro-Oeste temperaturas do solo de até 35°C
sdo observadas. Este fato afeta diretamente na eficiéncia da FBN, pois a maior atividade da
nitrogenase € encontrada entre 19 e 30°C de acordo Pankhurst & Sprent (1976), valor este
também usado como referéncia por Bizarro (2008).

Por outro lado, Xavier et al. (2006) observaram que rizobios de feijao-caupi foram
capazes de tolerar temperaturas de até 42°C, e dentre as 18 estirpes capazes de tolerar altas
temperaturas, 13 delas foram provenientes da regido do sertdo, ou seja, ambiente com elevada
temperatura, porém os autores ndo constataram esta tolerancia com relacdo as caracteristicas
de origem (local/ solo onde a bactéria foi isolada) das estirpes. Também com estirpes de
rizébios de feijao-caupi, Pinheiro et al. (2013) encontraram que 96,4% dos isolados foram
capazes de tolerar a temperatura de 39°C, apesar de que na medida em que a temperatura
aumentava reduzia o nimero de isolados, e na temperatura de 45°C, entre as estirpes padroes,
somente a BR 3267 e a BR 3302 cresceram. Corroborando com a ideia da tolerancia a altas
temperaturas pelas estirpes de rizébios de feijdo-caupi, Medeiros et al. (2007) mostraram que
na temperatura de 30°C, o comportamento dos isolados foi similar ao observado na
temperatura de 28°C e que nas temperaturas de 34 e 36°C nao houve diferenca em relagdo ao
comportamento dos isolados.

Atuando em conjunto com o aumento de temperatura, o estresse hidrico afeta
diretamente na nodulacdo, pois pode diminuir a emissdo de pelos radiculares e até aumentar a
taxa de abortamento dos nédulos (GOORMACHTIG et al., 2004). Apesar da cultura do
feijao-caupi ser conhecida por sua baixa exigéncia hidrica e suportar elevadas temperaturas,
quando estas estdo fora das faixas propicias a produtividade da lavoura e as taxas de FBN sdo
reduzidas, como mostrou Ferreira et al. (1994).

2.4.2 Sobrevivéncia e a competitividade nodular

A capacidade de sobrevivéncia das células bacterianas diante das condicdes adversas
do meio externo € um fator essencial, pois somente tolerando estas condi¢Oes poderd competir
por sitios de nodulacdo contra bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes,
entretanto estd competicdo pode ser alterada pela diversidade estabelecida no sistema. A
diversidade € influenciada pela populacdo nativa, Soares et al. (2014) quando avaliaram a
populacdo nativa, observaram que ocorreu nodulagdo até a dilui¢do do solo de 10° e também
constataram para a populacdo nativa em estudo que estd nodulagdo proporcionou uma massa
de parte aérea nas diluicdes 107" até 107 similar ao controle com N-fertilizante. Assim os
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autores indicam a presenca de uma populacdo nativa altamente eficiente e elevada densidade
de rizébio no solo.

No ensaio conduzido por Silva et al. (2008) no perimetro irrigado de Sdo Gongalo,
municipio de Sousa - PB, os autores concluiram que a populagdo rizobiana no solo
proporcionou uma FBN efetiva, dispensando a necessidade de inoculacdo das sementes ou a
adubacdo nitrogenada para a area do estudo.

A competicao pela ocupacdo dos nédulos da planta hospedeira pode ser afetada, em
diferentes estdgios da nodulacdo, pela populacdo presente no sistema; pois as estirpes
inoculadas t€ém que competir na rizosfera, onde ainda sdo afetadas por alteracdes do meio
externo, e sO entdo ocorrem a ocupacdo dos sitios de infec¢do, para penetrar nas raizes e
promover o desenvolvimento dos nédulos (SESSITSCH et al., 2002).

Em feijao-caupi a competicdo por sitios de nodulagdo é ainda mais acirrada, pois a
planta € conhecida por sua promiscuidade em nodular, associando com diferentes espécies de
rizébio, sendo as mais conhecidas a Bradyrhizobium japonicum (JORDAN, 1982) e a B.
elkanii (KUYKENDALL et al., 1992); além de outras ja diagnosticadas como
Sinorhizobiumfredii (ILAJUDIE et al., 1994), S. xinjiangensis (CHEN et al., 1988), Rhizobium
hainanense (CHEN et al., 1997), R. tropici 1A (ZILLI, 2001) e mais recentemente a
Microvirga vignae sp. (RADL et al., 2014).

Trabalhos anteriores voltados para a cultura da soja relatavam a espécie de B. elkanii
como a espécie com maior capacidade de competir por sitios de nodulacio (BODDEY &
HUNGRIA, 1997; NEVES & RUMJANEK, 1997). Porém, em trabalho posterior com feijao-
caupi Zilli et al. (2006) mostraram ndo haver diferenca quanto a eficiéncia simbidtica e a
ocupacdo nodular entre as estirpes de Bradyrhizobium sp. E Bradyrhizobium elkanii, sendo
que hoje para feijdo-caupi as quatro estirpes recomendadas sdo definidas como
Bradyrhizobium sp.

2.4.3 Densidade de UFC por semente na inoculacio

Outro fator importante é a densidade de células aderidas as sementes, que é uma
relac@o entre a concentragao das bactérias no inoculante e a quantidade de sementes usadas. A
recomendacdo pelo MAPA € que o inoculante tenha a concentracdo de 1 x10° UFC/ml
(Unidades Formadoras de Colonia- UFC) da estirpe utilizada e a presenca de contaminantes
ndo deve exceder 10° células mL™'. Para a cultura da soja, por outro lado, os resultados de
pesquisas indicaram que essa densidade inicialmente seria de 0,3 x10° UFC semente™, passou
para 0,6 x10® UFC semente”! e é atualmente de 1,2 x10® UFC semente’’. O aumento da
densidade de células rizobianas por semente tem sido uma estratégia usada inclusive para
minimizar os danos da aplicacdo de fungicidas no tratamento de sementes de soja (CAMPO et
al., 2010). No entanto para o feijdo-caupi ndao ha qualquer experimentacao cientifica que apoie
a recomendacdo técnica de qual a densidade de células ideal para a inoculacio da cultura.

Thies et al. (1991) concluiram que a presenca de populag¢do nativa de rizébio do solo
adequada para atender aos requisitos de fixacdo do N da planta foi a principal razdo das
culturas ndo responderem a inoculacdo. Pule-Meulenberg et al. (2010) observaram em Ghana,
em feijdo-caupi ndo inoculado, que gendtipos com 100 mg de nddulos secos possibilitaram
rendimentos de grios diferentes, com valores para um genétipo de 252 kg ha™, enquanto que
o outro chegou a 686 kg ha'. J4 Belane & Dakora (2010) encontraram para plantas de feijao-
caupi, também ndo inoculada e com 67 DAP, variagdo de 56,2% a 96,3% do nitrogénio
oriundo da fixacdo bioldogica em funcdo da cultivar. Esses resultados evidenciam que a
populacdo nativa de rizébios do solo apresenta eficiéncia muito varidvel, justificando a
necessidade da a densidade ideal para inoculagdo.
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Para feijao-caupi, Silva et al. (2012) observaram que a medida que a taxa de indculo
foi elevada houve aumento da nodulagcdo das plantas em condicdes de casa de vegetacdo. No
entanto, os autores ressaltam que ainda ndo existem informacdes em condi¢des de campo da
recomendacdo técnica de qual a densidade de células ideal para a inocula¢do do feijdo-caupi,
apenas uma orientacdo de uso em torno de 0,6 x10° UFC semente”, o que de acordo com os
mesmos autores estd abaixo da necessidade.

2.4.4 Nitrogénio presente no solo

A presenca do nitrogé€nio (N) no solo € um componente que interage diretamente com
a eficiéncia da FBN, valores altos de FBN sdo frequentemente relativos a dreas com baixo
teor de N no solo. De acordo com Mendes et al. (2008) a abundéncia de N no solo leva esta
fonte a ser absorvida preferencialmente comparada com o N oriundo do processo de fixagao,
apenas se inverte quando o N do solo se torna limitante.

O N se encontra disponivel no solo em diversas formas, como amonio, nitrato,
aminodcidos, peptideos e formas complexas insoliveis. Porém, as plantas absorvem o N
preferencialmente na forma de nitrato (NO3") ou amdnio (NH;") (WILLIAMS & MILLER,
2001). Sendo que em feijao-caupi, o N € geralmente oriundo da mineralizacdo da matéria
organica e da FBN; pois ndo € pratica comum a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados para a
cultura.

O N pode ser absorvido do solo e translocado direto para as partes reprodutivas
(BOLLARD, 1960), apesar de preferencialmente ser remobilizado dos tecidos vegetativos
para as sementes e vagens (IMSANDE & SCHMDT, 1998), assim nao havendo necessidade
de uma FBN efetiva, com gasto de energia para a planta.

Os trabalhos de eficiéncia agrondmica mostram que a utilizacdo de adubo nitrogenado
reduz a nodulagdo e consequentemente a FBN, porem alguns autores ji apontaram a
necessidade de uma dose de N para arranque no desenvolvimento da cultura do feijao-caupi.
Porém Brito et al. (2009; 2011) observaram nado ser necessdria a dose inicial para o feijao-
caupi, pois quando bem nodulado essa cultura é eficiente quanto a FBN, podendo dispensar
outras fontes de N e ainda atingir alta produtividade (RUMJANEK et al., 2005).

A adicdo de adubo nitrogenado tem sido apontada como forma de fornecimento de N
no inicio do crescimento da planta, quando a simbiose ainda ndo estd em plena atividade.
Mas, Brito et al. (2011) mostraram que o feijao-caupi inoculado (BR2001) dispensa o uso da
adubacdo nitrogenado, inclusive a aplicac@o inicial na semeadura, ¢ o aumento da dose de
nitrogénio aplicada levou a redu¢@o na FBN.

Sampaio & Brasil (2009) mostram que o N e o nutriente mais extraido do solo pelo
feijo-caupi, em média a cultura chega a extrair 103 kg ha' do nutriente, destes 52 kg ha' sdo
exportados para fora do sistema, evidenciando a importancia da FBN como forma de entrada
de nitrogénio no sistema. Nas dreas de feijao-caupi no Cerrado praticamente ndo ha aplicagcdo
de adubos nitrogenados de forma direta e a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados para a
lavoura apresenta baixa eficiéncia, como mostram estudos em que o feijao-caupi absorveu
mais N do solo e da fixagao simbidtica do que de fertilizantes como ureia e sulfato de amdnio
(ALFAIA, 1997; BRITO et al., 2009; 2011).

2.4.5 Nutricao mineral da planta
Apesar da planta de feijdo-caupi ser conhecida pela sua rusticidade e tolerancia, teores

inadequados de nutrientes no solo levam a queda da produtividade, assim como a reducao da
FBN. Um dos nutrientes mais requeridos pela planta € o N, sabe-se que na falta de N no solo e
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de bactérias fixadoras de nitrogénio a cultura necessita de 100 kg ha' N para o seu
desenvolvimento completo (FREIRE FILHO et al., 2005).

Entretanto com a eficiéncia da FBN, a cultura inoculada dispensa a aplica¢iao de adubo
nitrogenado, mas para os nutrientes exigidos no processo de fixagdo bioldgica, como célcio
(Ca), magnésio (Mg), potassio (K), fosforo (P) e molibdénio (MO), devem estar em niveis
adequados no solo.

Seja por plantas que usam a FBN ou ndo, o P atua no aumento no nimero de pelos
radiculares e consequentemente aumento de sitios de infeccdo para a bactéria, aumentando a
nodulacdo; além do efeito do P na nodulacdo pela transferéncia de energia na forma de ATP
(OKELEYE& OKELANA, 1997). Assim, este nutriente em baixa quantidade no solo afeta
diretamente na reducao da efici€ncia da associacao simbidtica (FREIRE FILHO et al., 2005).

O fésforo (P) € fator muito importante no ciclo das leguminosas (ARAUJO et al.,
2000; 2012), onde estudos tem mostrado que a deficiéncia de fésforo (P) nos nédulos pode
afetar os bacteroides reduzindo as taxas de FBN (SA & ISRAEL, 1991; 1998). Estudos mais
recentes de Sulieman et al. (2013) concluiram que a deficiéncia de P é um dos fatores
limitantes criticos, afetando negativamente a nodulacdo e a fixacdo de N, em leguminosas.
Quanto a relacao entre fosforo e a producdo, Oliveira et al. (2011) obtiveram maior
produtividade do feijao-caupi em funcdo da dose de fosforo (120 kg de P,Os) alcancando o
valor de 1.343 kg ha'l, sendo a dose de méxima eficiéncia econdomica a de 89 kg de P,0s,
com producdo de 1.306 kg ha'de feijdo-caupi, ja que com a reducio de 25% na aplicacdo de
fésforo a perda de producio foi de apenas 36 kg ha™'.

Assim como o P, o Ca esta ligado ao desenvolvimento radicular e a sua deficiéncia
diminui os pontos de crescimento da raiz, paralisando e ocorrendo o escurecimento e posterior
morte da raiz. O Ca deve estar presente no sistema em maior quantidade preferencialmente no
inicio da nodulacdo, pois uma vez formados os nédulos a leguminosa pode crescer com
concentracdes relativamente baixas desse nutriente (MALAVOLTA, 1997).

Nas bactérias fixadoras de nitrogénio, onde a enzima nitrogenase responsavel pelo
poder de fixacdo bioldgica de nitrogénio, o0 Mo € elemento-chave do centro ativo desta enzima
(MENGEL e KIRKBY, 2001). Assim como o Mo atua na nitrogenase, este elemento também
atua na enzima nitrato redutase, que € responsdvel pela reducdo do NO; para que
posteriormente possa ser assimilado pela planta (DECHEN et al., 1991). Assim mesmo sendo
exigido em baixas quantidades o Mo é elemento regulador de nitrogénio na planta. Leite et al.
(2009) encontraram que a dose estimada de 63 g ha' de Mo proporcionou a médxima
produtividade de grios (799 kg ha), assim a inoculacdo associada com a aplicacdo de Mo
favoreceu o aumento da producio de graos em feijao-caupi. Esse resultado, provavelmente, é
proveniente da maior atividade da nitrogenase e do consequente aumento no fornecimento de
N para planta.

O K apresenta atuacao indireta, pois sua fungdo principal estd ligada a fotossintese,
assim a sua deficiéncia afetaria o fornecimento de fotossintatos da planta para a bactéria, no
processo de simbiose, limitando a nodulagdo e a simbiose de fato (DUKE e COLLINS, 1985).
Quanto a producao, Oliveira et al. (2009) avaliaram o efeito da adubagdo potdssica sobre o
rendimento produtivo e econdomico do feijao-caupi, cultivar Pitiuba, e encontraram que a dose
de méxima eficiéncia econdmica para a produtividade de grios secos foi a de 141 kg ha™ de
K;0, com produgdo de 1,87 t hal.

O Mg € um elemento de muita interacdo, sendo considerado um ativador de enzimas e
€ cofator de quase todas as enzimas fosforilativas; sua acdo se d4 diretamente na conversao de
energia, assim atua em uma das principais funcdes dos cloroplastos (MALAVOLTA, 1997).
Em excesso, o Mg pode causar a deficiéncia de K ou, principalmente, de Ca, assim sua
regulacdo no solo € importante pois este interage com outros nutrientes.
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2.5 Pratica Agricola da Inoculaciao

A inddstria de inoculantes trabalha em grande parte voltada para cultura da soja com
95% da produgdo, com grande énfase para a regidao Centro-Oeste, pelo grande mercado de
produtores dessa regido. Os inoculantes comercializados sdo os turfosos e os liquidos; porém,
nos ultimos anos a produgdo dos inoculantes turfosos tem diminuido por questdes ambientais
relacionadas a extracdo deste material em dreas de solos orgéanicos, muitas vezes com danos
severos a aquiferos, pois no Brasil, por exemplo, sdo turfeiras baixas formadas no periodo
Quaterndrio, originando em varzeas em cursos baixos de rios € em baixadas paralelas a linha
da costa, assim o préprio processo de extracao em profundidade comprometem os aquiferos
que abastecem os cursos dos rios. Desta forma, a producdo de inoculantes liquidos tem
aumentado. De acordo com dados do ANPII (2011) os inoculantes liquidos, a partir de 2003,
passaram a ser mais utilizados que os inoculantes turfosos, pois sdo considerados mais
adequados a aplicac@o em grandes plantios por facilitar a semeadura mecanizada (LUPWAYI
et al., 2005), mesmo assim os inoculantes turfosos ainda ocupam uma grande parte do
mercado.

Em fun¢do da extensdo da soja no Brasil e a grande énfase de pesquisas para essa
cultura é de se esperar que a maior parte das bactérias encontradas nos solos da regido Centro-
Oeste seja oriunda dos préprios inoculantes ou bactérias nativas com maior especificidade
para nodular a soja, levando a um enriquecimento da populagao de Bradyrhizobium nos solos.
Porém, como a soja é uma cultura exotica no Brasil, inicialmente os solos brasileiros ndo
continham bactérias fixadoras de N,, capazes de formar simbiose efetiva com a lavoura
(HUNGRIA et al.,, 1994). Hoje, praticamente em todas as dreas de cultivo de soja as
populacdes naturalizadas s@o elevadas e quase ndo se encontram dreas que nao tenham sido
inoculadas, e mesmo nessas € constatada a presenga dessas populagdes, devido a dispersao de
estirpes de dreas produtoras de soja para dreas virgens (HUNGRIA et al., 1994).

A prética da inoculacdo hoje recomendada prescreve a inoculagdo com no maximo 24
horas antes do plantio, e aponta que a partir deste periodo a populagdo rizobiana comega a cair
de forma acelerada. Porém, alguns trabalhos recentes indicam outras formas de inoculagdo
além da tradicional no plantio.

Como estratégia alternativa de inoculag@o na cultura da soja, tanto Vieira Neto et al.
(2008) quanto Zilli et al. (2010a) avaliaram a viabilidade da aplicacdo do inoculante no sulco
de semeadura. Em ambos os estudos, os resultados foram favordveis, porém quando se faz
esta pratica na presenca de fungicidas ou em solo de primeiro ano de cultivo os resultados
mostraram-se abaixo dos obtidos na inoculagdo tradicional, via sementes e no plantio.

Diferente da estratégia anterior (inoculacdo no sulco), Zilli et al. (2008) avaliaram os
beneficios da inoculacdo de Bradyrhizobium na cultura da soja pela pulverizacio em
cobertura e em outra pratica a inoculac¢do de pré-semeadura por Zilli et al. (2010b). Entretanto
em ambos os trabalhos a inoculagdo tradicional, via sementes no plantio, mostrou-se mais a
vidvel, que as estratégias de inoculacdo por pulverizacio e pré-semeadura.

A prética agricola da inoculagdo tem se mostrado vantajosa, porém a populacio
elevada de Bradyrhizobium nos solos brasileiros € um dos motivos que dificulta a introdug@o
de novas estirpes para a produgdo de inoculantes. Para a cultura da soja, que demanda a maior
parte dos inoculantes, quatro estirpes sao recomendadas para a cultura, quais sejam: SEMIA
587; 29 w (SEMIA 5019); CPAC 15 (SEMIA 5079) e CPAC 7 (SEMIA 5080), e ainda assim
o programa de sele¢ao de novas estirpes mais eficientes para a cultura da soja continua.

A estabilizacdo da populacdo de Bradyrhizobium nos solos brasileiros, principalmente
no Centro-Oeste é uma questdo a ser considerada na introdugdo das quatro estirpes de
Bradyrhizobium recomendadas para feijao-caupi: UFLA03-84= BR 3301 (SEMIA 6461); BR
3267 (SEMIA 6462); INPAO3-11B= BR 3302 (SEMIA 6463) e BR 3262 (SEMIA 6464).
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Zilli et al. (2011), em casa de vegetacdo, observaram que as estirpes recomendadas para a soja
nodularam o feijao-caupi e apresentaram resultados similares as estirpes recomendadas para
feijdo-caupi quanto ao ndmero e massa de nddulos; enquanto que a estirpe SEMIA 587
apresentou eficiéncia de FBN na cultura do feijao-caupi semelhante a observada para a INPA
03-11B e a BR 3267.

Entre as estirpes de feijao-caupi recomendadas, até o momento, a indudstria optou por
priorizar a comercializacdo de apenas duas, a BR 3267 e a BR 3262. O que também se
observa na soja, com o predominio das estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019. Porém a
competividade na nodulacdo entre estirpes de soja com alta densidade no solo e com
populacdo ja estabelecida (MENDES et al., 2004), versus as estirpes agora introduzidas com a
cultura do feijao-caupi inoculado nas mesmas dreas, cria novas perspectivas de pesquisas e
desenvolvimento de tecnologias.
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3 CAPITULOI

CARACTERIZACAO DA NODULACAO E EFICIENCIA SIMBIOTICA
DE ESTIRPES RECOMENDADAS PARA FEIJAO-CAUPI
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3.1 RESUMO

A nodulacdo do feijao-caupi € uma investigagdo que necessita sempre de um novo trabalho
muito em funcdo da caracteristica promiscua da planta, nodulando com diferentes grupos de
rizobios, assim estudos de caracterizagdo da diferenga de eficiéncia das estirpes de feijao-
caupi selecionadas para a inoculacdo ¢ uma forma de obter melhores respostas com a
simbiose. Desta forma o objetivo deste estudo foi caracterizar a nodulacdo do feijao-caupi
inoculado com rizébio em substrato e em solo, assim como avaliar a eficiéncia simbidtica da
nodulacdo das estirpes de rizobios em feijdo-caupi em fungdo do ciclo fenoldgico em solos da
regido Centro-Oeste. Foram conduzidos quatro experimentos com as estirpes BR 3267, BR
3262, INPA 03-11B (BR 3301), UFLA 03-84 (BR 3302) e a BR 3299: um em vasos de
Leonard, um em vasos de 5 kg com substrato (areia e perlita), outro também em vasos
contendo 5 kg de amostra de solo Planossolo Héplico e o quarto em vasos de 5 kg de amostra
de Latossolo Vermelho Amarelo, coletados de drea no Centro-Oeste (Sinop-MT) cultivada
com soja a 10 (dez) anos. Em vasos de Leonard as estirpes individuais assim como o
consorcio ou a mistura entre elas ndo diferiram quanto a nodulacdo. Nos ensaios no solo
(Planossolo Héplico) e no substrato (areia e perlita), as avaliagdes aos 35 e 50 DAE quanto a
massa seca da parte aérea ndo apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos. No
ensaio realizado no material de solo do Centro-Oeste, ndo foi encontrada resposta para a
massa da parte aérea, tendo as plantas inoculadas praticamente o0 mesmo desenvolvimento das
plantas noduladas com as estirpes nativas, ja estabelecidas no solo. O periodo de 20 a 40 DAE
foi a fase em que se concentra a maior atividade da nitrogenase, tendo as estirpes BR 3267 e
INPA 03-11B (BR 3301) apresentado alta atividade da nitrogenase em valores absolutos,
enquanto que a estirpe BR 3262 ja apresentou atividade da nitrogenase aos 20 DAE. Os
resultados com a quantificacio da FBN (%Ndfa) mostraram como melhor época para a
andlise entre 40 e 50 DAE. Onde na avaliagdo do nitrogénio derivado da FBN, a BR 3262
apresentou os maiores valores nos trés periodos (30, 40 e 50 DAE).

Palavras-chave: Nitrogenase. Nodulacao. Estirpes.
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3.2 ABSTRACT

The nodulation of cowpea is an investigation that always needs new work largely due to the
promiscuous characteristic of the plant, nodulando with different groups of rhizobia, so
studies to characterization of the difference of the efficiency of cowpea strains selected for
inoculation is a way to get better answers to the symbiosis. This form the objective of this
study was to characterize the nodulation of cowpea inoculated with rhizobia in substratum and
soil, as well as to evaluate the symbiotic efficiency of nodulation of strains of rhizobia in
cowpea for the phenological cycle in soil of the Midwest. Four experiments with BR 3267
strains were conducted; BR 3262; INPA 03-11B (BR 3301); UFLA 03-84 (BR 3302) and BR
3299: A Leonard jars in a 5 kg pots with substrate (sand and perlite), another well in 5 kg
vessels Fragiudult soil fourth vessels in 5 kg a Oxisol red yellow an area of the Midwest
(Sinop-MT) planted with soybeans to ten (10) years. In Leonard jars individual strains as well
as the consortium or the mixture between them did not differ in nodulation. In tests on soil
(Fragiudult soil) and the substrate (sand and perlite), evaluations with 35 and 50 DAE as the
dry weight of shoots showed no statistical difference between treatments. When tested with
the soil of the Midwest, the shoot mass did not answer, and the plants inoculated almost the
same development of plants nodulated with native strains, established in the soil. The period
20-40 DAE is the phase that focuses the highest nitrogenase activity, and the BR 3267 and
INPA 03-11B strains (BR 3301) presented high nitrogenase activity in absolute terms, while
the strain BR 3262 20 DAE already has an activity of nitrogenase. The results of the
quantification of FBN (% Ndfa) showed that the best time to carry them out is between 40 and
50 DAE, and the evaluation of nitrogen derived from BNF, the BR 3262 presented the highest
values in the three periods (30, 40 and 50 DAE).

Key words: Nitrogenase. Nodulation. Strains.
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3.3 INTRODUCAO

O efeito positivo da inoculacdo é visivel através da nodulacdo e consequentemente
uma simbiose eficiente; porém o feijao-caupi € conhecido como uma planta promiscua, ou
seja, capaz de nodular com diferentes espécies de rizébios no solo, o que faz com que o
processo de nodulagdo seja uma varidvel sensivel em funcdo do solo onde a cultura é
plantada. J4 em casa de vegetacdo, em condicdes estéreis, a nodulacio com as estirpes
recomendadas para a cultura tende a apresentar valores similares massa de nédulos, como foi
observado por Zilli et al. (2006) e Melo & Zilli (2009), para as estirpes BR 3267 e BR 3262.

Para avaliar a nodulacdo é comum o uso de indicadores como eficiéncia, eficécia e
efetividade no processo inicial da selecdo de estirpes de rizébios quanto ao desempenho
(LIMA et al. 2012). Entretanto os indicadores mais usados sdo eficiéncia e eficicia, que
inicialmente foram propostos e diferenciados no trabalho de Guzmén & Dobereiner (1968). A
eficacia foi proposta para a avaliacido da simbiose como um todo, enquanto o termo eficiéncia
seria reservado para indicar a quantidade de nitrogé€nio fixado por unidade de tecido nodular.
Esses indicadores foram amplamente utilizados e divulgados com o trabalho de Débereiner et
al. (1970). A eficiéncia € a relacdo do acimulo de N na parte aérea das plantas inoculadas
com as estirpes teste pelo acimulo de N parte aérea das plantas que recebem N-mineral.
Enquanto que a eficdcia € a relacdo do acimulo de N na parte aérea das plantas inoculadas
com as estirpes teste pelo acimulo de N parte aérea das plantas que sem inoculacido e sem
adicao de N-mineral. J4 a efetividade € a relacao do acimulo de N na parte aérea das plantas
inoculadas com as estirpes teste pelo actimulo de N parte aérea das plantas inoculadas com a
estirpe referéncia para a cultura (estirpe ja recomendada).

Os estudos de nodulacdo em casa de vegetacdo, com substrato estéril devem ser
entendidos como uma etapa, pois os mesmos podem ndo refletem inteiramente as condi¢des
de solo, como Ddobereiner et al. (1970) j4 tinham descrito, pois regressdes lineares observadas
em experimentos em substrato podem ndo se repetir em condi¢des de solo, pois neste ha
maior disponibilidade de nitrogénio. Desta forma a caracterizacdo da nodulacdo deve ser feita
tanto em substrato quanto em solo, para estudos de identificacdo da diferenca de eficiéncia
das estirpes de feijdo-caupi inoculadas, pois preferencialmente em feijdo-caupi a fixagdao
simbidtica forneceu a maior parte do N acumulado nas plantas de feijao-caupi, seguida, em
ordem decrescente, pelo solo e fertilizante nitrogenado (BRITO et al., 2009; 2011).

A caracteriza¢do da nodulacdo em condicdo controlada, em que € controlada a entrada
e a saida de nitrogénio, pode ser usada para calcular a eficiéncia das estirpes, admitindo que
todo nitrogénio da planta inoculada seja oriundo da FBN.

A nodulagdo € uma interacdo entre planta e bactérias, porém € mais influenciada pela
planta, desta forma a caracterizagdo da nodulagdo € funcdo do desenvolvimento da planta. O
feijao-caupi tem seu ciclo fenoldgico dividido em duas fases, a vegetativa e a reprodutiva
(CAMPOS et al., 2000). De acordo com Campos et al. (2000) a fase vegetativa compreende
os estddios: VO — Semeadura; V1 — os cotilédones emergidos na superficie do solo; V2 — as
folhas unifolioladas completamente abertas; V3 — a primeira folha trifoliolada; V4 - a segunda
folha trifoliolada; V5 - a terceira folha trifoliolada; V6 — os primérdios do ramo secundério
surgem nas axilas das folhas unifolioladas; V7 — a primeira folha do ramo secundario; V8 — a
segunda folha do ramo secundério; V9 — a terceira folha do ramo secundario. Enquanto que
na fase reprodutiva concentra os estddios: R1 — os primérdios do primeiro botao floral no
ramo principal; R2 — antese da primeira flor; R3 — inicio da maturidade da primeira vagem:;
R4 — maturidade de 50% das vagens da planta; e RS — maturidade de 90% das vagens da
planta.
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A capacidade do feijao-caupi em nodular com diferentes espécies do solo, faz com que
as estirpes recomendadas devam ser avaliadas em condicdes de solo para determinar sua
capacidade de competir contra as estirpes nativas. Porém neste ambiente sdo necessarios
outros métodos para avaliar a simbiose, como a atividade da nitrogenase (reducdo de
acetileno) e a quantificacdo da FBN (abundéncia natural delta '°N). A avaliacdo da eficiéncia
simbidtica em solo € uma tarefa complexa, pois neste ambiente ndo hd um sistema fechado de
entrada e saida de nitrogénio. No entanto a caracterizagcdo da eficiéncia em ambiente
competitivo como o solo possibilitard resultados mais proximos aos esperados nas dreas de
producdo.

Assim este capitulo objetiva caracterizar a nodulacdo do feijao-caupi inoculado com
rizobio em substrato e em amostras de solo, assim como avaliar a eficiéncia simbidtica da
nodulacdo das estirpes de rizébios em feijao-caupi, em fung¢do do ciclo fenolégico em
condi¢cdes de solo da regido Centro-Oeste, municipio de Sinop-MT e da regido Sudeste,
municipio de Seropédica-RJ.
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3.4 MATERIAL E METODOS
3.4.1 Nodulacao das estirpes de feijao-caupi em vasos de Leonard

O experimento foi conduzido na Embrapa Agrobiologia em condi¢des de casa de
vegetacdo (Figura 1). Foram utilizados vasos de Leonard (VINCENT, 1970) contendo areia e
vermiculita (2:1 v/v) esterilizadas em autoclave. Antes do plantio, as sementes da cultivar de
feijao-caupi IPA 206 foram desinfestadas pela imersdo em etanol 70% por dois minutos,
peréxido de hidrogénio 10% por cinco minutos e lavadas 10 vezes com dgua destilada
esterilizada. Foram semeadas trés sementes por vaso e apds a emergéncia foi realizado o
desbaste. Semanalmente cada vaso recebeu 250 mL da solugcdo nutritiva de Norris
(ANDRADE & HAMAKAWA, 1994).

Figura 1. Experimento em vasos de Leonard com feijdo-caupi (30 DAE) na casa de
vegetacdo da Embrapa Agrobiologia.

Foram utilizadas as estirpes recomendadas pelo MAPA para a cultura (BR 3267; BR
3262; INPAO3-11B/BR 3301 e UFLA03-84/BR 3302), mais a BR 3299, que est4d em processo
de recomendagdo. As estirpes utilizadas em todo o estudo foram oriundas da cole¢do de
cultura da Embrapa Agrobiologia, desta forma ao longo do trabalho sdo identificadas pelo
codigo BR.

As estirpes foram crescidas em meio de cultura 79 YMA liquido (VINCENT, 1970)
sob agitacao orbital constante de 150 rpm pelo tempo apropriado para o crescimento de cada
uma. No plantio foram inoculados: 1 mL da suspensdo bacteriana, para os tratamentos onde
foi inoculada apenas uma estirpe de rizébio; 0,5 mL da suspensdo bacteriana de cada uma das
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estirpes, nos tratamentos em consorcio de estirpes duas a duas; e 0,2 mL de cada estirpe, no
tratamento avaliando a mistura das cinco estirpes. .

O experimento foi montado em blocos casualizados com trés repeti¢cdes utilizando os
tratamentos: o consdrcio das cinco estirpes associadas duas a duas (dez associagdes), além das
cinco estirpes individualmente e um tratamento com o conjunto das cinco estirpes (mistura),
mais os dois tratamentos controle sem inoculacdo, com e sem fornecimento de N mineral.

As varidveis foram todas avaliadas aos 35 dias apds a emergéncia, sendo estas: o
nimero de nédulos (n° nédulos planta'l), massa de nédulos secos (mg planta™), massa de
matéria da parte aérea seca (mg planta™), ap6s secagem em estufa de circulacdo forcada a
65°C até massa constante, teor de nitrogénio na parte aérea- TNPA pelo método Kjeldhal
(LIAO, 1981), acimulo de nitrogénio na parte aérea - ANPA (mg planta™), eficiéncia relativa
da parte aérea - EfRPA (%), eficiéncia relativa do ndédulo - EfRN (%) e razdo nodular - RN
(mg nédulo/ mg nitrogénio).

Sendo que:

ANPA= MPAS x TNPA/100

EfRPA (%) = [(MPAS tratamento inoculado/ MPAS tratamento positivo)X100]

EfRN (%) = [ (ANPA tratamento inoculado ~ ANPA tratamento negativo)/ MSN] x 100

RN=1/ [ (ANPA tratamento inoculado ~ ANPA tratamento negativo)/ MSN] ou 1/EfRN

A EfRPA (%) esté relacionada ao crescimento da planta e € uma varidvel bastante
comum em trabalhos de selecdo de estirpes. A EfRN(%) é uma forma de estimar a eficiéncia
da simbiose, analisando o acimulo de nitrogénio em fun¢do da massa de nédulos. A RN ¢é
usada para quantificar a quantidade de nédulos (expressa em mg) necessdria para acumular a
quantia de 1 mg de nitrogénio na planta. O valor ideal para a RN seria igual a 1, ou seja, cada
mg de nddulos resulta em 1 mg de nitrogénio acumulado na planta; consequentemente teria
um valor de EfRN igual a 100%.

Os dados foram analisados através do programa Sisvar v. 4.5 (FERREIRA, 2008),
com a andlise de varidncia pelo teste F, a 5% de probabilidade e compara¢do das médias
através do método de Scott- Knott ao nivel de probabilidade de 0,05.

3.4.2 Caracterizacio da nodulacio das estirpes de feijao-caupi em amostras de
Planossolo Haplico e em substrato (Areia e perlita)

Foram realizados dois experimentos em vasos de 5 kg, um com amostras de solo nao
estéril e o outro em substrato de areia e perlita (2:1 v/v) autoclavada (Figura 2). Antes do
plantio, as sementes da cultivar de feijao-caupi BRS guariba foram desinfestadas pela imersao
em etanol 70% por dois minutos, peréxido de hidrogénio 10% por cinco minutos e lavadas 10
vezes com agua destilada esterilizada. Foram semeadas trés sementes por vaso e apds a
emergéncia foi realizado o desbaste.

Para o ensaio em vasos, o substrato areia e perlita (2:1 v/v) foi autoclavado e apds a
germinagdo semanalmente cada vaso recebeu 250 mL da solugdo nutritiva de Norris
(ANDRADE & HAMAKAWA, 1994). Cada vaso recebeu volume de 300 mL de dgua em
média por dia para manter umidade adequada ao crescimento das plantas.

A amostra de solo foi coletada na area experimental da Embrapa Agrobiologia, em
horizonte superficial na profundidade de 0-20 cm em um Planossolo Haplico. A fertilidade do
solo foi analisada conforme Claessen (1997) e os seguintes valores foram encontrados: pH,
4,8; aluminio trocavel, 0,31 cmolc dm? ; Ca, 0,54 cmolc dm? ; Mg, 0,25 cmolc dm'3; matéria
organica, 5,2 g dm'3; K, 32 mg dm'3; P, 4,26 mg dm'3; eN,0,70 g dm>.
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Para ajuste da fertilidade do solo foram utilizadas 2,21 t ha! de calcério dolomitico
com PRNT de 80% para a corre¢io da acidez; além de 333 kg ha™ de superfosfato simples
(18% P,0,) e 67 kg ha™ de cloreto de potéssio (60% K,0).

Figura 2. Experimento com feijao-caupi (25 DAE) em vaso ao campo aberto na Embrapa
Agrobiologia em amostras de Planossolo Haplico e em substrato (areia e perlita).

Ambos os experimentos foram compostos por fatorial de 7 (fonte de N) x 2 (tempo de
coleta), com quatro repeticdes em delineamento de blocos ao acaso. Os tratamentos foram
compostos pela fonte de N: inoculado com a estirpe BR 3267; inoculado com a estirpe BR
3262; inoculado com a estirpe INPA 03-11B (BR 3301); inoculado com a estirpe UFLA 03-
84 (BR 3302); inoculado com a estirpe BR 3299; inoculado com a mistura de estirpes; € um
controle sem inoculacdo. O fatorial do tempo de coleta foi composto por duas coletas, com 35
e 50 dias ap6s a emergéncia (DAE).

As variaveis analisadas foram: nimero de nédulos (n6dulos planta'l), massa seca dos
nédulos (mg planta'l) e massa seca da parte aérea (mg planta™'). A massa seca dos nédulos e a
massa seca da parte aérea foram analisadas apds secagem em estufa de circulacdo forcada a
65°C até atingir a massa constante.

Os dados foram analisados através do programa Sisvar v. 4.5 (FERREIRA, 2008),
com a andlise de varidncia pelo teste F, a 5% de probabilidade e comparacdo das médias
através do método de Scott- Knott ao nivel de probabilidade de 0,05.

3.4.3 Eficiéncia simbidtica das estirpes de feijao-caupi em func¢io do ciclo fenolégico em
amostras de Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico do Centro-Oeste

Primeiramente foi coletada amostra de solo na camada de 0-20 cm de profundidade na
area experimental da Embrapa Agrossilvipastoril (11° 51° 29” S e 55° 36’ 1,6” W), em Sinop
(MT), regido Centro-Oeste. O solo € classificado como Latossolo Vermelho Amarelo
Distréfico (SANTOS et al., 2006), 4 area possui elevagdo de 368m e foi cultivada com soja
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nos ultimos dez (10) anos. A fertilidade do solo foi analisada conforme Claessen (1997) e os
seguintes valores foram encontrados: pH, 5,1; aluminio trocdvel, 0,13 cmolc dm’ ; Ca, 1,19
cmolc dm'3; Mg, 0,28 cmolc dm? ; matéria organica, 24,5g dm'3; K, 94 mg dm? ; P, 13,61 mg
dm'3; eN,15¢g dm>.

Foi avaliada a populacdo de rizébios no solo, pela técnica do nlimero mais provavel
(NMP), com a infeccdo em plantas de feijdo-caupi (BRS guariba). As plantas foram
cultivadas em vasos de Leonard com substrato de areia: vermiculita (2:1) esterilizado em
autoclave. Semanalmente cada vaso recebeu 250 mL da solucdo nutritiva de Norris
(ANDRADE & HAMAKAWA, 1994) e as plantas foram coletadas aos 35 DAE. O in6culo
foi preparado a partir da diluicdo seriada do solo, de acordo com metodologia de Andrade &
Hamakawa (1994). Para a estimativa do nimero de células bacterianas capaz de nodular o
feijao-caupi utilizou-se a tabela de nimero mais providvel (ANDRADE & HAMAKAWA,
1994) para a obten¢do do fator NMP.

O experimento foi montado em vasos de 5 kg em casa de vegetacdo niao estéril (Figura
3), e composto por fatorial de 7 (fonte de N) x 6 (tempo de coleta), com trés repeticdes em
delineamento de blocos ao acaso. Os tratamentos foram compostos pela fonte de N: inoculado
com a estirpe BR 3267; inoculado com a estirpe BR 3262; inoculado com a estirpe INPA 03-
11B (BR 3301); inoculado com a estirpe UFLA 03-84 (BR 3302); inoculado com a estirpe BR
3299; inoculado com as cinco estirpes (mistura); € um controle sem inoculacdo. O fatorial do
tempo de coleta foi composto por seis épocas de coleta, com: 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias apds
a emergéncia (DAE), correspondendo respectivamente aos estadios V3, V6, R1, R2, R3 e R4
(CAMPOS et al., 2000).

Figura 3. Experimento com feijdo-caupi (50 DAE) em amostra de Latossolo Vermelho-
Amarelo na casa de vegetacdo da Embrapa Agrobiologia.

Neste experimento € com 0 mesmo solo também foi montado em vaso de 5 kg um
controle com planta ndo fixadora, o feijio ndo nodulante - NORH 54 (Phaseolus vulgaris),
com trés repeticdes e seis coletas, para quantificar a FBN pela técnica da abundancia natural
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do "N no solo. Foram coletadas como referéncia plantas da graminea pé-de-galinha (Eleusine
indica), que se desenvolveram nos vasos de forma espontanea. Cada vaso foi irrigado com
volume de cerca de 300 mL de 4gua em média por dia.

As variaveis analisadas foram: nimero de nédulos (nod. planta—l), massa seca dos
nddulos (mg planta-!), massa seca da raiz (mg planta-!), massa seca da parte aérea (mg planta-
1), % N na parte aérea, N acumulado na parte aérea (g planta-!), atividade da nitrogenase
(ARA) e abundancia natural de delta N. A massa seca dos nédulos e a massa seca da parte
aérea foram avaliadas apds secagem em estufa de circulagdo forcada a 65°C até massa
constante. O teor de nitrogénio total na parte aérea foi determinado pelo método Kjeldhal
(LIAO, 1981).

A atividade da enzima nitrogenase foi medida indiretamente nas raizes pelo método da
atividade de reducdo do acetileno (ARA) (HARDY et al., 1968). Para isso as raizes foram
coletadas com o minimo de impacto possivel, retirado o excesso de solo aderido e foram
colocadas em frascos de vidros de 250 mL e, em seguida, fechadas hermeticamente. Foram
retirados previamente 10% da atmosfera do vidro e injetado 10% de C,H; (acetileno). Apds
15 minutos, foram retiradas trés amostras com seringas plasticas de 1 mL e, em seguida, desse
volume foram injetados 0,5 cm’ no cromatégrafo a gés modelo Perkin-Elmer L Auto System
e Integrator PE Nelson Modelo 1022, com Detector de lonizacdo de Chama (FID — Flame
Ionization Detector) e coluna cromatografica Poropak N, conforme metodologia descrita em
Saito (1980). O padrio foi preparado a partir de 500 mg L™ de C,H, para determinacio do
controle, com vidros sem raizes e inje¢ao de C,H,.

Para a quantificacdo da FBN as plantas foram secas a 65°C em estufa de circulacio
forcada até massa constante, moidas e analisadas quanto 2 abundancia natural do isétopo "N
(OKITO et al., 2004) por espectrometro de massa de razdo isotOpica, modelo Delta Plus
(Finnigan MAT, Bremen, Germany) no ‘“Laboratério John M. Day de Is6topos Estdveis” da
Embrapa Agrobiologia.

A composi¢io do isétopo "N foi mensurada através da diferenca do nimero de
4tomos de °N para "N, usando a atmosfera como padrao de acordo com métodos de Junk e
Svec (1958) e Mariotti et al. (1981):

[ISN/ 14N] amostra ~ [ISN/ 14N] padrdo
8N (%) = X 1000
[15N/14N]padr50

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

((8"°N ref) — (8"°N planta fixadora))
%Ndfa= 100

(8"N ref — Bpy)

BNref — Valor de §"°N do solo obtido de plantas ndo fixadoras (referéncia), sendo
utilizada como planta de referéncia o feijao nao nodulante NORH 54 (Phaseolus vulgaris).

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

B,a — Valor do 8N do nitrogénio derivado da FBN, sendo o valor de o N da parte
aérea da leguminosa crescida totalmente dependente da FBN.

Para este trabalho foi usado o valor Bp.de 8N para a parte aérea de feijao-caupi
presente na literatura de -1,66%0 (BODDEY et al., 2000).
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Também foi estimada a quantidade de nitrogénio na parte aérea oriunda da FBN, de
acordo com Shearer e Kohl (1986) e Maskey et al. (2001):

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

Os dados foram analisados através do programa Sisvar v. 4.5 (FERREIRA, 2008),
com a andlise de varidncia pelo teste F, a 5% de probabilidade, andlise de regressdo e
comparacdo das médias através dos testes de Tukey e Scott Knott, ambos ao nivel de
probabilidade de 0,05.
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3.5 ESULTADOS E DISCUSSAO
3.5.1 Caracterizacao da nodulacio das estirpes de feijao-caupi em vasos de Leonard

Em casa de vegetacdo as estirpes individuais assim como o consércio ou a mistura
entre elas ndo diferiram quanto ao ndmero e massa de nédulos (Tabela 1). Desta forma os
dados indicam que em condi¢des controladas (casa de vegetacdo) as estirpes apresentam
competividade nodular similar, consequentemente tendem a proporcionar valores proéximos.
Também em casa de vegetacdo outros estudos (ZILLI et al., 2006; MELO & ZILLI, 2009)
constataram por exemplo, que a inoculagdo com as estirpes BR 3267 e BR 3262
proporcionaram uma massa de nédulos similar.

Tabela 1. Avaliacdo do nimero de nédulos (NN), massa seca de nédulos (MSN), massa da
seca da parte aérea (MSPA) e teor de nitrogénio da parte drea de feijao-caupi (IPA
206), em condicOes de casa de vegetacao.

aa) <t
) o :. g ﬁ g s Parte aérea
Q QY o : @ g E % N° n0f11 Nod seco_s1 seca
Eé g g é Eé d % = U vi planta® (mg planta™) (e planta™)
z- 5%
X 91A 338A 1,89B
X X 83A 301A 2,37A
X X 59A 281A 1,91B
X X T4A 335A 1,92B
X X 71A 301A 1,82B
X 61A 278A 1,26D
X X 87A 314A 1,60C
X X 55A 261A 1,62C
X X 44A 243A 1,44C
X 50A 317A 1,64C
X X 72A 301A 2,34A
X X 63A 237A 2,55A
X 46A 249A 1,86B
X X 63A 309A 2,69A
X 91A 349A 2,27A
X 0 0 1,18D
X 0 0 0,77D
X 78A 327A 2,28A
CV% 23,34* 14,59* 18,01

Para cada varidvel, médias seguidas da mesma letra maidscula na vertical nao diferem estatisticamente entre si
pelo teste Scott Knott, a 5% de significAncia. C/N= Com nitrogénio; S/N= Sem nitrogénio. *Dados
transformados com raiz quadrada (Y + 1).

Quanto a massa da parte aérea a BR 3262 foi a uUnica estirpe individual que
proporcionou biomassa similar aos tratamentos com o consoércio entre BR 3262 e UFLA 03-
84 (BR 3302); BR 3262 e INPA 03-11B (BR 3301); INPA 03-11B (BR 3301) e UFLA 03-84
(BR 3302); BR 3267 e BR 3299 e a mistura de estirpes, que diferiram dos demais
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tratamentos. E individualmente as estirpes INPA 03-11B (BR 3301), UFLA 03-84 (BR 3302),
BR 3267 e BR 3299 proporcionaram massa da parte aérea inferior. Entretanto as estirpes
INPA 03-11B (BR 3301) e UFLA 03-84 (BR 3302) sdo compativeis entre si e com a BR 3262
na formacao do consorcio, assim como a BR 3299 é compativel com a BR 3267 no consoércio.

Estes resultados mostram que o consorcio tem atuac@o semelhante a estirpe BR 3262 e
melhor que as demais estirpes individuais nas condi¢des estudadas. Assim, em um primeiro
momento verifica que o consorcio € vidvel. Segundo Rumjanek et al. (2005), ndo s6 a
densidade de células no inoculante € responsédvel por promover nodulacio satisfatéria, mas
outros eventos como a interferéncia dos fatores ambientais e do solo e a capacidade de
sobrevivéncia da estirpe, sem contar na competicdo das estirpes nativas (SANTOS et al.,
2005). Contudo o consorcio poderd aumentar tanto a sobrevivéncia, quanto a competicao no
solo, isso devido as estirpes selecionadas apresentarem caracteristicas diferentes, o que as
permite utilizar mecanismos de sobrevivéncia e competicao distintos, tendo assim maiores
chances de sucesso em campo com relacdo a estirpe individual.

Avaliando o acimulo de nitrogénio na parte aérea (Tabela 2), a inoculagdo com o
consorcio entre as estirpes BR 3262 e UFLA 03-84 (BR 3302) e a INPA 03-11B (BR 3301) e
UFLA 03-84 (BR 3302) foram superiores aos demais consércios e as estirpes individuais.
Quando as sementes foram inoculadas com a mistura de estirpes o actimulo de nitrogénio foi
superior as estirpes individuais BR 3267, BR 3299 e INPA 03-11B (BR 3301), e foi similar as
estirpes BR 3262 e UFLA 03-84 (BR 3302).

Ao avaliar o acimulo de nitrogénio na parte aérea (Tabela 2), o consdrcio entre as
estirpes BR 3262 e UFLA 03-84 (BR 3302) e INPA 03-11B (BR 3301) e UFLA 03-84 (BR
3302) foram superiores aos demais consércios e as estirpes individuais. Contudo na eficiéncia
relativa da parte aérea, varidvel extremamente importante, as estirpes individuais
apresentaram baixa eficiéncia; embora quando estdo juntas no tratamento da mistura elevam a
eficiéncia ao patamar de 193% e se igualam estatisticamente aos melhores tratamentos. Junto
com a mistura de estirpes os tratamentos inoculados com o consércio entre a INPA 03-11B
(BR 3301) e UFLA 03-84 (BR 3302) ou consorciadas com a BR 3262, mais a BR 3267 e BR
3299 e a BR 3262 individualmente foram melhores que os demais tratamentos quanto a
eficiéncia relativa da parte aérea (Tabela 2). Mais uma vez a BR 3262 € a unica estirpe
individual que se iguala aos consércios/mistura € mesmo assim percebe-se que quando
consorciada com as estirpes INPA 03-11B (BR 3301) e UFLA 03-84 (BR 3302) aumenta sua
eficiéncia para mais de 100%. O mesmo acontece com as estirpes INPA 03-11B (BR 3301) e
UFLA 03-84 (BR 3302), que quando inoculadas em consércio aumentam a eficiéncia, assim
como as estirpes BR 3267 e BR 3299. A BR 3299 inoculada individualmente tem efici€ncia
de 118% e quando consorciada com a BR 3267, o valor passa para 200%.

A eficiéncia relativa dos nédulos aparentemente € baixa, e em todos os tratamentos o
valor foi abaixo de 35%; e o consorcio entre as estirpes UFLA 03-84 (BR 3302) e BR 3262
apresentou o valor mais proximo de 34% (Tabela 2). A inoculag@o com as estirpes individuais
apresentou eficiéncia abaixo dos consoércios, exceto a inoculacdo com a UFLA 03-84 (BR
3302), com valor de 27%. Estes valores abaixo de 35% ndo indicam que as estripes sejam
ineficientes, mas sim, que neste experimento nao foi possivel obter para cada 1 mg de nédulo
Img de nitrogénio na planta, como mostra a razdo nodular. Para essa varidvel a mistura de
estirpes, os consoércios entre a BR 3267 e BR 3299, BR 3267 e INPA 03-11B/BR 3301, BR
3262 e BR 3299, BR 3262 e INPA 03-11B/BR 3301, BR 3262 e UFLA 03-84/BR 3302 e
INPA 03-11B/BR 3301 e UFLA 03-84/BR 3302, foram superiores aos demais tratamentos,
juntamente com as estirpes individuais BR 3262 e a UFLA 03-84/BR 3302 (Tabela 2).
Observa-se através da razdo nodular que a estirpe mais comercializada para inoculagdao em
feijao-caupi (BR 3267) precisaria de 6,7 mg de nddulos para gerar 1 mg de N na planta, a
estirpe em teste (BR 3299) de 8,5 mg de nddulos para gerar 1 mg de N na planta, enquanto
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que para a mistura de estirpes sdo apenas 4,9 mg, valor este que estatisticamente difere entre

os tratamentos que proporcionaram a melhor razdo nodular (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliacdo do acimulo de nitrogénio da parte aérea (ANPA), eficiéncia relativa na
parte aérea (EfR PA), eficiéncia relativa dos nédulos (EfR N) e razdao nodular (RN) de
feijao-caupi (IPA 206), em condi¢des de casa de vegetacao.

M <t
5 @2 =53 28 ¢ RN
Q QA he S@ 5 Z Z  ANPA EfR PA EfRN( d/
< Z RN 1 mg no
& 2 o < J¢ & O @ (mgplanta’) (%) (%) mg N)
m M M AM M
Z~ 5°
X 62C 160B 15B 6,7B
X X 86B 200A  25A 4,0A
X X 71B 162B  21B 4.8A
X X 72B 162B 18B 5,5B
X X 62C 154B 17B 5,9B
X 40C 118B 12B 8,5B
X X 59C 136B 15B 6,5B
X X 60C 137B 19B 5,3B
X X 54C 138B  31A 47A
X 61C 139B 16B 6,7B
X X 95A 198A  28A 3,7A
X X 77B 216A  28A 3,6A
X 76B 157B  27A 3,8A
X X 117A 227A  34A 2,9A
X 82B 192A  22B 4.8A
X 41C 100C - -
X 11D 65C - -
X 81B 193A  2IB 49A
CV% 8,78%* 16,80 13,94%  9,84%

Para cada varidvel, médias seguidas da mesma letra maitdscula na vertical ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Scott Knott, a 5% de significincia. C/N= Com nitrogénio; S/N= Sem nitrogénio. *Dados
transformados com raiz quadrada (Y + 1).

Melo & Zilli (2009) avaliaram a eficiéncia nodular em casa de vegetacdo, mas nao
subtrairam o N acumulado nas plantas inoculadas pelo N acumulado do controle sem
inoculag@o, como feito neste trabalho. Desta forma os autores encontram valor de eficiéncia
nodular pré6ximo a 1 (um) com diferentes variedades inoculadas com as estirpes BR 3267 e
BR 3262. Com esta mesma formula Alcantara et al. (2014) avaliaram a eficiéncia nodular em
campo e encontraram valores abaixo de 1 (um) para progenitores de cultivares de feijao-
caupi.

Em ambos os estudos acima a eficiéncia nodular equivale a razdo nodular como obtida
nesse estudo, porém a eficiéncia nodular, que € um dos parametros de avaliacdo da normativa
de validagdo de inoculante, € calculada a partir da divisdo de mg de N da massa seca de planta
por mg de ndédulos secos (BRASIL, 2011; MELO & ZILLI, 2009; ALCANTARA et al.,
2014). Nesse estudo adotou-se para esta relacdo a designacdo de razdo e diferentemente da
literatura foi usada a relacdo invertida, com mg ndédulos por mg de N. Assim a eficiéncia
nodular foi redefinida como eficiéncia relativa dos nddulos. Por fim, nesse estudo é proposto
que valores de razdo nodular abaixo de um (1) indicariam a entrada de nitrogénio de outra

38



fonte que nao a FBN, portanto ndo se aplicaria a varidvel eficiéncia relativa dos ndédulos -
EfRN, que consequentemente seria maior que 100%.

O termo eficiéncia foi proposto inicialmente para indicar a quantidade de nitrogénio
fixado por unidade de tecido nodular, porém ensaios em substrato proporcionam resultados
diferentes dos realizados em solos, devido a disponibilidade de nitrogénio presente no solo
(DOBEREINER et al., 1970). Assim as duas varidveis (eficiéncia relativa dos nédulos - EfR
N e razdo nodular- RN) usadas nesse estudo sdo adequadas a experimentos de casa de
vegetagdo, pois neste ambiente controlado as raizes ndo podem buscar outra fonte de N, como
acontece em experimentos de campo, o que pode levar a resultados equivocados, atribuindo
todo o nitrogénio e a massa da planta como resultante da inoculacdo, e de fato aos nddulos.
Pois no campo as raizes podem obter nitrogénio de outra fonte como, por exemplo, o solo,
como também da prépria semente.

Normalmente cada semente de feijao-caupi tem massa de 200 mg, com teor de 4% de
N, assim tem-se na semente 8 mg de N. Como esse teor € transferido para a planta, se observa
que mesmo em casa de vegetacdo existe outra fonte de N que ndo a FBN. O que justifica a
necessidade de subtrair o valor do nitrogénio total das plantas inoculadas pelo N das plantas
ndo inoculadas, que nesse experimento foi de 11 mg de N.

Os dois novos pardmetros (eficiéncia relativa dos nédulos- EfR N e razdo nodular-
RN), usados para interpretar os dados podem ser adequados em experimentos de casa de
vegetagdo, pois indicam a capacidade dos nédulos em proporcionar o acimulo de nitrogénio
na planta.

3.5.2 Caracterizacio da nodulacio das estirpes de feijao-caupi em amostras de
Planossolo Haplico e em substrato (Areia e perlita)

Entre as estirpes inoculadas nas plantas cultivadas no solo, a BR 3267 apresentou o
maior nimero de nddulos e a maior massa seca de nddulos aos 35 DAE, sendo a unica estirpe
com nodulagdo superior a da populacdo nativa (Tabela 3). Na avaliacdo das plantas aos 50
DAE cultivadas no solo, ndo houve diferenca quanto ao nimero e massa seca de nddulos
(Tabela 3).

Nas plantas cultivadas em substrato nao houve diferenca quanto ao nimero de nédulos
aos 35 DAE, mas em valores absolutos a inoculacdo com as estirpes UFLA 03-84 (BR 3302),
BR 3262, BR 3267 e a mistura de estirpes possibilitaram uma nodulagdo com mais 30
nédulos por planta, sendo mais que o dobro do controle (populacao nativa). Enquanto que aos
50 DAE o maior nimero de nédulos foi obtido pela mistura de estirpes, seguido da BR 3262 e
BR 3267, que foram superiores ao controle (populagdo nativa), entretanto a mistura de
estirpes foi superior também a inoculacdo com a UFLA 03-84 (BR 3302). Quanto a massa de
ndédulos a inoculagdo com a estirpe BR 3262 e a mistura de estirpes foi superior a inoculacio
com a BR 3299 aos 35 DAE. Ja aos 50 DAE a inoculacdo mais uma vez com a BR 3262 e
agora com a BR 3267 apresentou valores superiores a inoculagdo com a BR 3299.

Nota-se que mesmo no controle com o substrato (populacdo nativa) as plantas foram
noduladas. Isto se deve ao fato que os vasos foram colocados em campo aberto, ficando
susceptiveis a nodulacdo por bactérias presentes. Levando em consideracdo que a Embrapa
Agrobiologia é um centro de pesquisa com décadas de trabalhos com a caracterizacdo e
selecdo de estirpes de diversas leguminosas, e que o feijao-caupi € uma planta promiscua, essa
nodulacdo é um fato explicidvel. Em condi¢des completamente estéreis, como no primeiro
experimento em vasos de Leonard, ndo foi possivel detectar diferencas na nodulacdo das
estirpes, ao passo que no substrato foram observadas diferencas na nodulagao proporcionada
por cada estirpe (Tabela 3).
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Tanto no material de solo como no substrato, as avaliagdes quanto a massa seca da
parte aérea aos 35 DAE e 50 DAE ndo mostraram diferencas estatisticas entre os tratamentos
(Tabela 3). Em valores absolutos, em ambos 35 DAE e 50 DAE, a BR 3299 apresentou maior
massa da parte aérea no solo. Também em valores absolutos, aos 35 e 50 DAE, o substrato
apresentou a menor massa da parte aérea, assim como foi observado em casa de vegetacao, no
experimento anterior (Tabela 1). Porém, diferindo desses resultados, Gualter (2010) avaliou a
estirpe BR 3299 e aos 50 DAE e em casa de vegetacdo, encontrou para a BR 3299 ndmero,
massa seca de nddulos e massa seca da parte aérea similar as demais estirpes inoculadas (BR
3267, BR 3262, INPA 03-11B/BR 3301 e UFLA 03-84/BR 3302), em diferentes variedades.

Tabela 3. Desdobramento do tratamento dentro de cada tempo de coleta, quanto a ndmero e
massa seca de nodulos, e massa seca da parte aérea de feijao-caupi (BRS Guariba)
cultivado em amostras de solo (Planossolo Haplico) e em substrato (Perlita e areia).

Epoca de avaliacao (dias ap6s a emergéncia)

Tratamentos 35 50
Solo Substrato Solo Substrato

Numero de nédulos (N° planta'l)
BR 3267 43a 35a 48a 56ba
BR 3262 36ba 36a 41a 71ba
INPA 03-11B (BR 3301) 38ba 20a 35a 38cba
UFLA 03-84 (BR 3302) 34ba 39a 36a 32cb
BR 3299 28ba 15a 37a 42cba
Mistura de Estirpes 30ba 34a 36a 80a
Populacdo Nativa 26b 12a 39a 17¢c
CV% 10,25* 23,13* 10,25* 23,13*

Massa seca de nédulos (mg planta™)
BR 3267 56la 230ba 334a 474a
BR 3262 374ba 307a 437a 489a
INPA 03-11B (BR 3301) 299ba 160ba 354a 254ba
UFLA 03-84 (BR 3302) 324ba 235ba 351a 227ba
BR 3299 466ba 50b 336a 176b
Mistura de Estirpes 464ba 249a 389a 464ba
Populacdo Nativa 274b 179ba 396a 302ba
CV% 15,90* 25,13* 15,90* 25,13*

Massa seca da parte aérea (g planta™)
BR 3267 3,4a 1,5a 5,5a 7,3a
BR 3262 2.9a 1,7a 5,5a 7,6a
INPA 03-11B (BR 3301) 20a I,1a 6,3a 6,7 a
UFLA 03-84 (BR 3302) 3,1a 1,6 a 6,1a 4,8 a
BR 3299 4,1 a 0,5a 6,5a 3,1a
Mistura de Estirpes 30a 1,8a 59a 73a
Populacdo Nativa 24 a 1,3a 6,2a 4,2 a
CV% 19,49* 35,09* 19,49* 19,56*

Para cada varidvel, médias seguidas da mesma letra mindscula na vertical ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. *Dados transformados com raiz quadrada (Y + 1).

Em ambiente de competividade, como no caso do solo, e com a influéncia dos fatores
abidticos, observa-se que a BR 3299 apresenta comportamento diferente, quando comparado
ao de ambiente controlado. Este fato sugere um comportamento de sinergia com outras
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bactérias no solo, que pode ter correspondéncia com a atuagdo de rizobactéria promotora de
crescimento, ja estudado por Silva et al. (2006) em feijao-caupi, e também efeitos
sinergisticos e associacdes com outros microorganismos do solo, que podem aumentar o
aproveitamento dos nutrientes do solo (SILVA et al., 2006).

Na média das duas avaliagdes (35 e 50 DAE) a inoculagdo com a estirpe BR 3267
proporcionou nimero de nédulos superior a BR 3299, a mistura de estirpes e a populagdo
nativa, para as plantas cultivadas no solo. Porém, na varidvel massa seca de nédulos, que
apresenta menor variabilidade espacial e temporal, possibilitando melhor correlagdo com o
desempenho simbidtico (BOHRER & HUNGRIA, 1998; SOUZA et al., 2008), ndo houve
diferenga entre os tratamentos, mesmo a BR 3267 tendo a maior massa em valores absolutos
(Tabela 4). O estudo de Souza et al. (2008) ressaltou que em solos com populacdo
estabelecida de rizobio € preferivel optar pela massa seca de nédulos como varidvel para
comparacao de tratamentos. Nas plantas cultivadas no substrato, o0 maior nimero de nédulos
foi obtido com a inoculacio com a mistura de estirpes, que foi superior ao controle
(populagao nativa). Para a massa de ndédulos a inoculagdo com a BR 3262, BR 3267 e a
mistura de estirpes mostrou valores superiores a inoculagdo com a BR 3299 (Tabela 4).
Quanto a massa seca da parte aérea, independente do cultivo em solo ou substrato nao houve
diferenca entre os tratamentos.

No substrato, o controle (populacdo nativa) apresentou 14 nddulos, justificivel em
funcdo da exposicao dos vasos no campo. Esses nddulos resultaram em massa de mais de 240
mg (Tabela 4), ou seja, cada nédulo com mais de 17 mg, evidenciando processo de formacgao
de n6dulo com nédulos deformados e provavelmente ineficientes quanto a simbiose.

Tabela 4. Média de duas coletas (35 e 50 DAE) das variaveis nimero € massa seca de
nddulos, e massa seca da parte aérea de feijdo-caupi (BRS Guariba) em amostras de
solo (Planossolo Héplico) e substrato (Perlita e areia).

Tratamentos (Estirpes) N° nédulos MS nédulos MS parte aérea
N° planta™ mg planta”’ g planta”’
Solo  Substrato  Solo  Substrato  Solo  Substrato
BR 3267 46a 46ba 448a 352a 4,4a 4,4a
BR 3262 39ba 53ba 406a 398a 4,2a 4,7a

INPA 03-11B (BR 3301) 37 ba 29 cba 326a 207ba 4,1a 3,9a
UFLA 03-84 (BR 3302) 35ba 36 ba 338a 231ba 4,6a 3,2a

BR 3299 33b 29 cba 401a 113b 5,3a 1,8a
Mistura de Estirpes 33b 57 a 426a 356a 4.4a 4.6a
Populacdo Nativa 33b 14 c 335a 241ba 4,3a 2,8a
CV% 10,25*  23,13*  15,90*  25,13*  19,49*  35,09*

Para cada varidvel, médias seguidas da mesma letra mindscula na vertical ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. *Dados transformados com raiz quadrada (Y + 1).

3.5.3 Eficiéncia simbiodtica das estirpes de feijao-caupi em funcao do ciclo fenolégico em
amostras de Latossolo Vermelho Amarelo Distrofico da regiao Centro-Oeste

A inoculag¢do com as estirpes BR 3267 (a), BR 3262 (b), INPA 03-11B/BR 3301(c),
BR 3299 (e) e a mistura de estirpes (f), mostrou respostas quanto ao nimero de nédulos de
forma quadratica (Figura 4), indicando que existe um pico da nodulacdo e em seguida uma
queda, fato este que acontece também com o controle, com a nodulacio de estirpes nativas ja
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estabelecidas no solo. Diferentemente da estirpe UFLA 03-84 (BR 3302) que apresenta um
padrdo de nodulagdo linear.

Independente da estirpe, a inoculagdo promoveu aceleracao na nodulagdo, nas coletas
de 10 DAE e 20 DAE. Entretanto aos 10 DAE somente a inoculacio com a BR 3262
proporcionou nodulac@o superior ao controle (populacido nativa), ao passo que aos 20 DAE
junto com a BR 3262, a BR 3267 e a mistura de estirpes também mostrou nodulagido superior
a populagdo nativa (Tabela 5).
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Figura 4. Média do nimero de nédulos por planta de feijdo-caupi (BRS Guariba) inoculada
com a estirpe BR 3267 (a), BR 3262 (b), BR 3301/INPA 03-11B (c), BR 3302/UFLA
03-84 (d), BR 3299 (e) e a mistura de estirpes (f), sendo todas as estirpes comparadas
com a populacao nativa (Controle, sem inoculac¢do e adubagdo). *Significativo a 10%;
**Significativo a 5%; ***Significativo a 1%.

Geralmente a avaliacdo da nodulagdo em feijao-caupi € feita aos 30-35 DAE, quanto a
varidavel nimero de nédulos (Figura 4). A nodulacdo do feijao-caupi com as estirpes nativas,
jé estabelecidas no solo, mostrou valores estatisticamente similares as estirpes recomendadas
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a partir dos 30 DAE; por conseguinte nas avaliagdes de 40, 50 e 60 DAE nao se observam
mais diferencas entre a nodulacdo da populagdo nativa e as estirpes recomendadas (Tabela 5).
Fato este devido a alta populacdo de rizébios no solo, capaz de nodular o feijao-caupi, e
conforme a técnica do nimero mais provavel (NMP) a densidade observada foi de 3,478 x 10’
rizébios g solo.

Tabela 5. Desdobramento do tratamento dentro de cada tempo de coleta durante o ciclo
fenologico, quanto a numero e massa seca de nédulos; massa seca de raiz e da parte
aérea e atividade da nitrogenase de feijao-caupi (BRS Guariba) inoculada e nao

inoculada.

Tratamentos Epoca de avalia¢ao (dias ap6s a emergéncia- DAE)

10 20 30 40 50 60

Numero de nédulos (N° planta’l)
BR 3267 25ba 52a 53a 54a 55a 52a
BR 3262 30a 63a 69a 57a 66a 66a
INPA 03-11B (BR 3301)  24ba 25ab 32a 50a 41a 37a
UFLA 03-84 (BR 3302) 12ba  33ab 36 a 56a 50a 44a
BR 3299 27ba 35ba 54a 58a 60a 31a
Mistura de Estirpes 22ba 6la 62 a 76a 53a 54a
Populacdo Nativa Sb 11b 48 a 43a 48a 32a
CV% 22,20%
Massa seca de nédulos (mg planta™)
BR 3267 30a 23 a 127ba  175a 241 cba 264 cba
BR 3262 1,7 a 20 a 267 a 185 a 376 a 403 a
INPA 03-11B (BR 3301) 0,7 a Ta 149 ba 97 a 196 cba 273 cba
UFLA 03-84 (BR 3302) 0,7a 8a 41b 149 a 101 b 383 ba
BR 3299 2,0a I1a 214 a 215a 279 ba 187 cb
Mistura de Estirpes 2, 7a 16 a 138 ba 243 a 200 cba 425 a
Populacdo Nativa 0,4 a 2a 179 a 204 a 152 ba 136 ¢
CV% 28,62*
Massa seca de raiz (g planta™)
BR 3267 0,10a 0,3a 0,7a 1,0a 14a 1,9 ba
BR 3262 0,07 a 0,3a 0,7a 09a 1,3a 20a
INPA 03-11B (BR 3301) 0,08a 0,2a 0,6 a 1,0 a 1,4 a 1,8 cba
UFLA 03-84 (BR 3302) 0,08a 03a 0,6 a 1,0a 1,3a 1,4b
BR 3299 0,09a 0,2a 0,5a 10a 1,5a 1,6 cba
Mistura de Estirpes 0,08 a 0,2a 0,6a 10a 1,3a 1,7 cba
Populacdo Nativa 0,06 a 0,2a 0,7a 1,1a 1,2a 1,4 ba
CV% 4,66*
Massa seca da parte aérea (g planta™)

BR 3267 04a 1,3a 29a 4,0a 6,9 a 9,6 ba
BR 3262 0,3 a 1,3a 4,0a 4,7 a 5,8 ba 8,6 ba

INPA 03-11B (BR 3301) 0,3a 1,0a 35a 39a 6,1 ba 8,5 ba
UFLA 03-84 (BR 3302) 04a 1,2a 32a 49a 5,8 ba 10,0 a

BR3 299 0,4 a I,1a 32a 4,4 a 5,8 ba 79b
Mistura de Estirpes 04a 1,2a 35a 4.8 a 5,8 ba 8,6 ba
Populacdo Nativa 03a 10a 3,7a 4,6 a 50b 8,1 ba
CV% 6,46*

Atividade especifica da nitrogenase (nmol h'mg nédulo™)
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BR 3267 Oa 39 a 65a 2ba 12 a Oa

BR 3262 Oa 18 ba 21 ba 25a 9a Oa
INPA 03-11B (BR 3301) 0a 0,3b 77 a 0,04 b 3a 0a
UFLA 03-84 (BR 3302) 0a 6b 3b Ib 0,3a Oa
BR 3299 Oa 0b 6b 2 ba 8a 0a
Mistura de Estirpes Oa 12 ba I1b 16 ba 6a Oa
Populacdo Nativa Oa 0Ob 3b 3ba Sa Oa
CV% 71,39%

Para cada varidvel, médias seguidas da mesma letra mintdscula na vertical ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de significancia. *Dados transformados com raiz quadrada (Y + 1,0).

A massa seca de nédulos proporcionada pela populacdo nativa apresentou padrdo de
resposta quadrético, assim como a nodulagcdo com a estirpe BR 3299 (e). Porém, a nodulagdo
das estirpes BR 3267 (a), BR 3262 (b), INPA 03-11B/BR 3301 (c) e a mistura de estripes (f)
apresentou aumento da massa de nédulos em padrao linear (Figura 5). Enquanto que a estirpe
BR 3302 (d) respondeu de forma quadratica, diferentemente da varidvel nimero de nédulos,
na qual a mesma respondeu de forma linear. O padrao linear de resposta da massa de nddulos,
indica a senescéncia tardia dos ndédulos. Assim as estirpes que possibilitam nodulagdo
acelerada j4 aos 20 DAE, com o prolongamento da vida ttil dos nédulos, podem aumentar a
contribuicao na FBN.

Diferente do observado no nimero de ndédulos, na avaliagdo da massa de nédulos aos
10 e 20 DAE nao ha diferencga estatistica, o que mostra que a populacdo nativa promoveu
nodulacdo similar as estirpes recomendadas, como foi também observado aos 40 DAE
(Tabela 5). Entretanto, aos 30 DAE, as maiores nodula¢gdes sdao obtidas com a BR 3262, BR
3299 e a populacdo nativa; com valores superiores a nodulacdo com a inoculagdo da estirpe
UFLA 03-84 (BR 3302). J4 aos 50 DAE somente a nodulagdo da estirpe BR 3262 foi superior
a UFLA 03-84 (BR 3302). Por fim, aos 60 DAE a maior massa seca de nédulos foi obtida
pela inoculacdo com a mistura de estirpes € a BR 3262, com valores superiores a nodulagdo
da populagao nativa e da BR 3299 (Tabela 5).
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Figura 5. Média da massa seca de nddulos por planta de feijao-caupi (BRS Guariba)
inoculada com a estirpe BR 3267 (a), BR 3262 (b), INPA 03-11B/BR 3301 (c), UFLA
03-84/BR 3302 (d), BR 3299 (e) e a mistura de estirpes (f), sendo todas as estirpes
comparadas com a populacdo nativa (Controle, sem inoculacdo e adubacgdo).
*Significativo a 10%; **Significativo a 5%; ***Significativo a 1%.

Avaliando a ontogenia da nodulacdo com a cultivar BRS Guariba, Xavier et al. (2007)
observaram maior nimero de nédulos aos 30 DAE, com queda aos 40 DAE, e aumento aos 50
DAE. O mesmo ocorreu nesse estudo na inoculagdo com a estirpe BR 3262 (Figura 5, b);
porém Xavier et al. (2007) cultivaram as plantas em areia e inocularam com a estirpe
BR2001, que ndo e mais recomendada. J4 para a massa de nédulos o maior valor foi obtido
aos 50 DAE e, assim como no nimero de nddulos, observa-se uma queda aos 40 DAE.
Porém, Xavier et al. (2007) observaram com outra cultivar a maior massa de nédulos aos 60
DAE; como também encontrado nesse estudo, exceto para a inoculacdo com a estirpe BR

3299 (Figura 5, e; Tabela 5).

Apesar do aumento inicial da nodulagdo promovido pela inocula¢do, nao houve
resposta da massa da parte aérea, tendo as plantas inoculadas praticamente o mesmo
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desenvolvimento das plantas noduladas com as estirpes nativas, ja estabelecidas no solo
(Figura 6). Esta curva de crescimento similar resulta da auséncia de diferenca estatistica para
a massa da parte aérea entre os tratamentos nas avaliagdes de 10, 20, 30 e 40 DAE (Tabela 5).
Aos 50 DAE a inoculagdo com a BR 3267 mostrou massa da parte aérea superior a populagdo
nativa e aos 60 DAE a estirpe UFLA 03-84 (BR 3302) foi superior a BR 3299. Estes dados
mostram que estd varidvel ndo € sensivel para diferenciar a eficiéncia dessas estirpes,
principalmente ao considerar que diferentes nimeros e massa de ndédulos levaram aos mesmos
resultados de parte aérea.
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Figura 6. Média da massa seca da parte aérea por planta de feijao-caupi (BRS Guariba)
inoculada com a estirpe BR 3267 (a), BR 3262 (b), INPA 03-11B/BR 3301 (c), UFLA
03-84/BR 3302 (d), BR 3299 3301 (e) e a mistura de estirpes (f), sendo todas as
estirpes comparadas com a populacdo nativa (Controle, sem inocula¢do e adubacgdo).
*Significativo a 10%; **Significativo a 5%; ***Significativo a 1%.

Nos primeiros 20 DAE as plantas se caracterizam por crescimento lento (Figura 6), o
que estd relacionado ao estabelecimento do sistema radicular, e que este ndo € atrasado pela
formacgao dos nédulos. A populacdo nativa, que apresentou baixa nodulagcdo nestes 20 DAE,

46



nao mostrou diferenca para as plantas que foram inoculadas e que aos 20 DAE ja
apresentavam alta nodulacdo. Isto indica que a nodulacdo inicial promovida pela inoculagdo
ndo afetou o desenvolvimento da planta e, ao contrdrio, pode ser a chave para o aumento da
FBN em feijao-caupi. Xavier et al. (2007) também observaram crescimento constante com a
cultivar BRS-Guariba, dos 10 até os 50 DAE, com queda aos 60 DAE. Porém diferente deste
trabalho, as plantas foram cultivadas em areia, o que pode ter limitado o desenvolvimento da
planta.

A atividade especifica da nitrogenase (Figura 7) mostra, de forma geral, que mesmo
com a nodulagdo das plantas de feijdo-caupi ja aos 10 DAE, nesta fase ainda nao h4 atividade
expressiva da nitrogenase, mensurdvel pela metodologia utilizada (Tabela 5). Como aos 60
DAE conclui a atividade da nitrogenase (Tabela 5), apesar dos dados de nodulacao indicarem
que ainda existem ndédulos estes estdio em provdvel processo de senescéncia
(ALESSANDRINI et al., 2003).

Os dados ndo se ajustam claramente a uma curva de regressao (Figura 7), como j4 foi
constatado em feijdo-caupi por Brito et al. (2009). Ainda assim a inoculacdo com a BR 3267
(a), BR 3262 (b) e a mistura (f) resultou em valores que sdo possiveis de se adequar a uma
curva de regressao, sendo o melhor ajuste a equacdo quadratica, que indica nitrogenase ativa
ja a partir dos 20 DAE. A estirpe BR 3262 (b) e a mistura de estirpes (f) apresentaram valores
maximos de atividade aos 40 DAE; a BR 3267 (a) obteve o maximo aos 30 DAE e aos 40
DAE a mesma reduziu drasticamente sua atividade.

As estirpes BR 3267 e a INPA 03-11B (BR 3301) apresentaram alta atividade da
nitrogenase em valores absolutos, sendo superiores aos demais tratamentos, exceto para a
inoculagdo com a BR 3262 aos 30 DAE (Tabela 5). Porém a BR 3301 tem baixa estabilidade,
com maximo valor de atividade apenas aos 30 DAE. Zilli et al. (2006) avaliaram a atividade
da nitrogenase aos 35 DAE em diversas estirpes de feijao-caupi e obtiveram os maiores
valores com as estirpes BR 3267 e BR 3262, com o maior valor para a BR 3267. Mas a
atividade da nitrogenase ndo ¢ uma metodologia de quantificacdo da FBN, mas apenas como
indicativo do periodo de FBN ativo.

A inoculagdo com a estirpe BR 3262 (b) ja apresenta uma atividade da nitrogenase aos
20 DAE, crescente com 20, 30 e 40 DAE e, apds este periodo ocorre queda rdpida na
atividade aos 50 e 60 DAE. Este periodo ativo de cerca de 20 dias pode representar ganho
efetivo de fixacdo bioldgica de nitrogénio (Figura 7, b). Assim como a inoculagdo com a
mistura de estirpes (Figura 7, f), que apresentou resposta similar a estirpe BR 3262, também
com atividade no periodo de 20, 30 e 40 DAE, com o valor maximo aos 40 DAE, seguido de
queda aos 50 e 60 DAE.

Por outro lado, a BR 3267 apresentou atividade da nitrogenase crescente no periodo de
20 e 30 DAE, seguida de queda brusca aos 40 DAE, com baixa atividade aos 50 DAE e
cessando a atividade aos 60 DAE (Figura 7, a). Nesse caso a estirpe BR 3267 proporciona
periodo menor de FBN, com atividade expressiva de apenas cerca de 10 dias. Porém sua alta
atividade aos 20 DAE (Tabela 6), superior aos demais tratamentos, exceto a BR 3262, pode
ajudar no estabelecimento inicial da planta. Da mesma forma a INPA 03-11B/BR 3301
(Figura 8, c) apresentou somente um pico de atividade da nitrogenase, aos 30 DAE, embora
seja este o maior valor de atividade da nitrogenase entre todas as estirpes.

O periodo de 20 a 40 DAE foi a fase que concentrou a maior atividade da nitrogenase.
O pico de maxima atividade da nitrogenase em feijdo-caupi foi detectado por Brito et al.
(2009) aos 38 DAS (dias apds a semeadura). Esses autores, assim como nesse trabalho,
também identificaram o inicio da atividade aos 24 DAS. Porém, para a inoculacao foi usada a
estirpe BR 2001, que ndo € mais recomendada.
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Figura 7. Média da atividade especifica da nitrogenase em raizes noduladas de feijao-caupi
(BRS Guariba) inoculada com a estirpe BR 3267 (a), BR 3262 (b), BR 3301 (c), BR
3302 (d), BR 3299 (e) e a mistura de estirpes (f), sendo todas as estirpes comparadas
com a populacao nativa (Controle, sem inoculacdo e adubacdo). *Significativo a 10%;
**Significativo a 5%; ***Significativo a 1%.

Diferente das demais inoculagdes, a UFLA 03-84 (BR 3302) apresentou seu valor
méximo de atividade da nitrogenase ja aos 20 DAE. Apds este periodo a atividade da
nitrogenase decresceu de forma constante aos 30, 40, 50 DAE e por fim cessou aos 60 DAE
(Figura 7, d). A inoculagdo com a BR 3299 (Figura 8, ) mostra atividade aos 30 DAE, com
queda aos 40 DAE, e o maximo de atividade aos 50 DAE. Entre as inoculagdes foi a tnica
estirpe com maximo aos 50 DAE, similar a atuacdo da popula¢do nativa. Na populag¢do nativa
foi detectada atividade da nitrogenase comecando somente aos 30 DAE, mantendo-se aos 40
DAE e aumentando aos 50 DAE, quando atingiu o valor maximo, e aos 60 DAE o final da

atividade, assim como em todas as inoculacdes.

A similaridade da atividade da nitrogenase da BR 3299 e da populac¢do nativa, com
inicio aos 30 DAE e o pico maximo aos 50 DAE indica o sinergismo da BR 3299 com a
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populacdo do solo; o que € também observado na diferenca de nodulagdo que estd estirpe
apresentou nos ensaios em substrato e em solo. Desta forma a BR 3299 pode ter favorecido a
nodulacdo com a populagdo nativa do solo, logo sua atividade ocorre concomitante a
atividade da nitrogenase da populagdo nativa.

Os trabalhos com o feijao comum (Phaseolus vulgaris) sdo mais constantes. Didz-Leal
et al. (2012) estudando a regulacdo da FBN em Phaseolus vulgaris inoculado, observaram aos
21 DAS (dias apds a semeadura) a atividade da nitrogenase, com aumento aos 28 DAS, que
foi o méximo da atividade, seguido por queda aos 35, 42 e 49 DAS. Também com Phaseolus
vulgaris inoculado, Almeida et al. (2013) observaram baixa atividade da nitrogenase aos 20
DAE e o maior valor da atividade da nitrogenase aos 35 DAE, seguido de queda e redugdo
constante aos 45 e 55 DAE. J4 Brito et al. (2009), estudando Phaseolus vulgaris inoculado,
alcancou o méiximo da atividade da nitrogenase aos 38 DAS e queda dréstica logo depois.
Assim como em feijao-caupi, a atividade da nitrogenase se concentrou no periodo de 20 a 40
DAE, exceto para o feijdo-caupi que teve méaxima atividade da nitrogenase aos 50 DAE com a
inoculacdo da BR 3299 (Figura 7, e).

Avaliando a média geral de tempo independente do tratamento e para o tratamento
independente do tempo no ensaio de eficiéncia simbidtica em func¢do do ciclo fenoldgico
(Tabela 6), nota-se resposta similar para o tempo de 30 a 60 DAE na varidvel ndmero de
ndédulos, e na massa de ndédulos a melhor resposta foi aos 60 DAE. Para a raiz e parte aérea a
melhor resposta foi aos 60 DAE, conforme esperado para estas varidveis. A atividade da
nitrogenase apresentou maximo valor aos 30 DAE.

Na avaliacdo do tratamento, independente do tempo, se observa que a inoculagdo com
a BR 3262 possibilitou maiores nimero e massa de nédulos. Para a atividade da nitrogenase
os maiores valores foram obtidos com a inoculacdo da BR 3267; enquanto para as varidveis
massa de raiz e parte aérea nao houve diferencga entre os tratamentos (Tabela 6).
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Tabela 6. Média em cada tempo de coleta e do tratamento das varidveis nimero e massa seca
de nédulos; massa seca de raiz e da parte aérea e atividade da nitrogenase de feijdo-
caupi (BRS Guariba).

Tempo/ Tratamentos N° MS MS MS Atividade
nédulos  nddulos raiz parte aérea  especifica da
nitrogenase
(ARA)
Tempo (DAE) N° mg - g planta” - nmol h”' mg
planta’ planta™ nédulos™
0 0d Oe Og Og Oc
10 21c 2e 0,08f 0,3f Oc
20 40b 12d 0,2e 1,2e 11b
30 S5la 159c¢ 0,6d 3,4d 26a
40 56a 181c 1,0c 4,5¢c 7b
50 53a 221b 1,6b 5.8b 6b
60 48a 296a 1,7a 8,7a Oc
Tratamentos
(Estirpes)
BR 3267 42ba 119ba 0,8a 3,6a 17a
BR 3262 50a 179a 0,8a 3,5a 10ba
INPA 03-11B(BR 3301) 30cb 103b 0,7a 3,3a I1cba
UFLA 03-84 (BR 3302) 36cba 97b 0,7a 3,6a 2c
BR 3299 38cba 130ba 0,7a 3,3a 2¢cb
Mistura de Estirpes 47a 146ba 0,7a 3,4a Tcba
Populacdo Nativa 27¢ 96b 0,7a 3,2a 1cb
CV% 22,20* 28,62% 4,66* 6,46%* 71,39%*

Para cada varidvel, médias seguidas da mesma letra mintscula na vertical ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Scott knott para o tempo e Tukey para os tratamentos, ambos a 5% de significancia. *Dados
transformados com raiz quadrada (Y + 1,0).

Os resultados de quantificacdo da FBN baseados na abundancia natural delta BN
identificam que nas avaliagdes com 30, 40 e 50 DAE todas as estirpes apresentam diluicao
isotopica, quando comparadas as plantas de referéncia, inclusive a populacdo nativa, que tem
uma diluicdo similar as estirpes inoculadas (Tabela 7). As plantas usadas como referéncia
(Phaseolus vulgaris nao nodulante e Eleusine indica) apresentaram variacdo de
aproximadamente 7 a 8 deltas, dentro da faixa de 5 a 10 deltas que Alves et al. (2003)
identificaram como comum para os solos brasileiros.

Na avaliagdo feita aos 30 DAE as estirpes apresentam dilui¢io isotopica com variacao
entre as mesmas de cerca de 4 a 5 deltas (Tabela 7). Aos 40 DAE também foi observada
diluicdo isotépica, quando comparada as plantas de referéncia. Neste periodo a inoculacdo
com a estirpe BR 3299 proporcionou dilui¢do superior a inoculagdo com a INPA 03-11B/BR
3301 (Tabela 7). E aos 50 DAE os tratamentos apresentam dilui¢ao isotopica, comparando
com as plantas de referéncia, e neste periodo a inoculagdo com a BR 3299 proporcionou em
valores absolutos a maior diluicio isotdpica, porém nao houve diferenca estatistica entre os
tratamentos (Tabela 8).

50



Tabela 7. Desdobramento do tratamento dentro de cada tempo de coleta, quanto as varidveis
delta 8"°N (%o), porcentagem de nitrogénio proveniente da FBN (%Ndfa), nitrogénio
acumulado na parte aérea e nitrogénio derivado da FBN na parte aérea de feijao-caupi
(BRS Guariba).

Tratamento 8N (%¢) Ndfa(%)' N acumulado N derivado FBN
parte aérea parte aérea
(mg planta™) (mg planta™)
30 dias ap6s a emergéncia

BR 3267 5,32cba 22a 131a 28a
BR 3262 4,16a 35a 171a 59a
INPA 03-11B (BR 3301) 5,02cba 25a 136a 3la
UFLA 03-84 (BR 3302) 4,57ba 30a 183a 55a
BR 3299 4,27a 33a 159a 51a
Mistura de Estirpes 4,67ba 29a 169a 47a
Populacdo Nativa 4,56ba 30a 149a 43a

Planta de Referéncia 8N (%o)
Feijao nao nodulante NORH 54 (Phaseolus vulgaris) 7,25bc
Pé-de-galinha (Eleusine indica) 8,10c
40 dias apOs a emergéncia

BR 3267 447ba  4la 164a 67a
BR 3262 3,97ba  46a 196a 88a
INPA 03-11B (BR 3301) 6,00dcb 26a 153a 39a
UFLA 03-84 (BR 3302) 5,33cba 33a 190a 59a
BR 3299 3,20a 53a 143a 73a
Mistura de Estirpes 3,95ba 46a 152a 69a
Populacdo Nativa 4,84cba 37a 121a 45a

Planta de Referéncia 8"°N (%o)
Feijao nao nodulante NORH 54 (Phaseolus vulgaris) 8,73d
Pé-de-galinha (Eleusine indica) 7,48dc
50 dias ap6s a emergéncia

BR 3267 4,63ba 32a 184a 58a
BR 3262 3,89a 40a 188a 74a
INPA 03-11B (BR 3301)  3,85a 40a 162a 57a
UFLA 03-84 (BR 3302) 5,43ba 23a 176a 40a
BR 3299 3,67a 42a 150a 63a
Mistura de Estirpes 4,86ba 29a 135a 40a
Populacdo Nativa 3,71a 42a 109a 45a

Planta de Referéncia 8N (%o)
Feijao nao nodulante NORH 54 (Phaseolus vulgaris) 7,54b
Pé-de-galinha (Eleusine indica) 7,52b
CV% 8,92% 16,73* 13,96* 17,05%
Meédias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey, a 5% de

probabilidade. *Dados transformados com raiz quadrada (Y + 1,0).Valor B, - -1,66%0
'%Ndfa = [(§"N feijdo ndo nodulante -53"°N planta fixadora)/ (§"°N feijdo nio nodulante - (-1,66)] x 100

Os resultados com a quantificacdo da FBN (%Ndfa) mostraram que a melhor época
para a sua avaliagdo € entre 40 e 50 DAE, sendo que apds este periodo a %Ndfa tende a
reduzir, como mostram as equagdes de regressao, todas com padrdo quadratico, onde a %Ndfa
reduziu apds os 40 DAE, exceto para a inoculacdo com a INPA 03-11B (BR 3301), que tém
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um aumento linear %Ndfa até os 50 DAE (Figura 8). Brito et al. (2009) observaram para a
abundéncia natural delta N que a %Ndfa aos 47 DAE em feijao-caupi, também em vasos, foi
bem acima do valor encontrado aos 31 DAE e muito préximo dos valores para as avaliacdes
com 58, 68 ¢ 78 DAE. Estudos a campo usando a abundincia natural delta PN tém
quantificado a %Ndfa em feijao-caupi aos 46 DAE (BELANE & DAKORA, 2009; 2010);
porém € evidente que o ciclo da cultivar utilizada em cada estudo pode alterar o periodo ideal
para a avaliagdo.

A variacao no ciclo dos diferentes genétipos de feijao-caupi é um fato que pode mudar
o periodo de mdxima simbiose. Como por exemplo, na Africa do Sul Belane et al. (2011)
avaliaram a quantificacio da FBN com a abundéncia natural delta ’N em 32 genétipos de
feijao-caupi, aos 76 DAE, entretanto estes gendtipos completaram seu ciclo produtivo com
164 DAE. No Brasil, em geral, as cultivares de feijao-caupi tem ciclos de 60 a no mdximo 90
DAE, para de aproveitar o pequeno intervalo da safra (na regiao Centro-Oeste) e também o
curto periodo de chuvas (na regido Nordeste).

Na avaliacdo do nitrogénio derivado da FBN, a BR 3262 apresentou os maiores
valores absolutos nos trés periodos (30, 40 e 50 DAE), porém sem diferenca entre os
tratamentos (Tabela 7). Aos 40 DAE o nitrogénio derivado da FBN (88 mg planta'l)
proporcionado pela estirpe BR 3262 foi aproximadamente o dobro do encontrado para as
plantas ndo inoculadas (populacdo nativa), que obtiveram 45 mg planta’ do nitrogénio
derivado da FBN (Tabela 7).

Quanto aos valores de %Ndfa niao houve diferencga entre os tratamentos nas avaliagdes
com 30, 40 e 50 DAE, indicando que as estirpes inoculadas assim como a populacio nativa
téem %Ndfa similar. Também é notdrio que independente da época de avaliacdo ndo existe
diferenca entre os tratamentos, porém ha diferenca entre as épocas. A avaliacdo aos 50 DAE
foi similar a dos 40 DAE, porém estd foi superior a avaliagdo realizada aos 30 DAE (Tabela
8). Porém, em valores absolutos, a BR 3262 proporcionou o maior valor (35 %Ndfa) aos 30
DAE; enquanto que aos 40 DAE a BR 3299 apresentou o maior valor, com 53 %Ndfa.
Também aos 50 DAE a BR 3299 e a populacdo nativa (42 %Ndfa) apresentaram os maiores
valores absolutos (Tabela 7).
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Figura 8. Média da quantificacio da FBN (%Ndfa) pela abundéncia natural 8'°N de feijdo-
caupi (BRS Guariba) inoculada com a estirpe BR 3267 (a), BR 3262 (b), INPA 03-
11B/BR 3301 (c), UFLA 03-84/BR 3302 (d), BR 3299 (e) e a mistura de estirpes (f),
sendo todas as estirpes comparadas com a populacdo nativa (Controle, sem inoculag¢ao
e adubacdo). ***Significativo a 1%; **Significativo a 5% e *Significativo al0%.

Os valores de nitrogénio total acumulado na planta ndo mostraram diferencas entre os
tratamentos aos 30, 40 e 50 DAE (Tabela 7), confirmando que independente da época de
avaliacdo (Tabela 8) também ndo h4 diferenca entre os tratamentos. Porém, quanto ao
nitrogénio derivado da FBN, mesmo sem diferenca entre os tratamentos em cada época de
avaliacdo (Tabela 7) é possivel agora notar (Tabela 8) que na média das épocas de avaliagcdo a
inoculacdo com a BR 3262 proporcionou acimulo de N derivado da FBN (74 mg planta™),
com valor superior ao acumulado pela inoculacdo com a INPA 03-11B (BR 3301) e a
nodulacdo pela populacdo nativa. E, assim como Ndfa(%), o nitrogénio acimulado derivado
da FBN, na média dos tratamentos, foi maior aos 40 DAE e similar a avaliacdo aos 50 DAE,
porém superior a avaliacdo aos 30 DAE (Tabela 8).

De acordo com Brito et al. (2009), em estudo em vasos, a massa da parte aérea das
plantas de feijdo-caupi coletadas aos 40 DAS nio apresentou resposta ao aumento da dose de
nitrogé€nio aplicado, sendo possivel observar que o nitrogénio acumulado na parte aérea nao
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respondeu de forma linear ao aumento da dose de N. Mesmo na maior dose de N aplicada na
cultura (160 kg ha'de N), que correspondeu a cerca de 60% do nitrogénio proveniente na
planta, que consequentemente reduziu o N proveniente da fixac@o bioldgica. Ao passo que a
quantidade de nitrogénio na planta proveniente do solo ndo foi influenciada pelas doses de N
(BRITO et al., 2009). Em outro ensaio Brito et al. (2011), também em vasos, observaram que
no inicio do ciclo (24 DAS) o feijao-caupi apresentava cerca de 45% do nitrogénio derivado
do solo, 15% do fertilizante e 40% da fixacdo bioldgica; entretanto aos 47 DAS, o nitrogénio
proveniente da FBN passou para mais de 80%. Ambos os trabalhos (BRITO et al., 2009;
2011) constataram que a fixacdo simbidtica forneceu a maior parte do N acumulado nas
plantas de feijao-caupi, seguida, em ordem decrescente, pelo solo e o fertilizante. A planta de
feijao-caupi faz uso da FBN conforme a eficiéncia da simbiose, no inicio da nodula¢do ou
com simbiose de baixa eficiéncia a planta tende a assimilar mais nitrogénio do solo; por outro
lado, com a nodulacdo estdvel ou simbiose eficiente a planta assimilard mais nitrogénio
proveniente da fixacdo bioldgica.

Tabela 8. Média dos tratamentos nos trés tempos de coleta (30, 40 e 50 DAE) e média dos
tempos de coleta das varidveis deltad" N (%o), porcentagem de nitrogénio proveniente
da FBN (%Ndfa), nitrogénio acumulado na parte aérea e nitrogénio derivado da FBN
na parte aérea de plantas de feijao-caupi (BRS Guariba).

Tratamento/ 8N (%0) Ndfa(%)' Nacumulado N derivado FBN
Tempo parte aérea parte aérea
(mg planta™) (mg planta™)

Tratamento (Estirpes)

BR 3267 4,80a 3la 160a 51ba
BR 3262 4,01a 40a 185a 74a
INPA 03-11B (BR 3301) 4,95a 30a 150a 42b
UFLA 03-84 (BR 3302) 5,11a 29a 183a 51ba
BR 3299 3,72a 43a 151a 62ba
Mistura de Estirpes 4,49a 35a 152a 52ba
Populacdo Nativa 4,37a 36a 126a 44b

Planta de Referéncia 8N (%o)
Feijao nao nodulante NORH 54 (Phaseolus vulgaris) 7,84b
Pé-de-galinha (Eleusine indica) 7,70b

Tempo (DAE)

30 5,32a 29b 157a 45b
40 5,33a 40a 160a 63a
50 5,01a 35ba 158a 54ba
CV% 8,92% 16,73* 13,96%* 17,05%

Meédias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey, a 5% de
significancia. *Dados transformados com raiz quadrada (Y + 1,0). Valor B, - -1,66%0
'%Ndfa = [(§"N feijdo ndo nodulante -53"°N planta fixadora)/ (§"°N feijdo nio nodulante - (-1,66)] x 100

A maior taxa de fixacdo Ndfa(%) e acumulo de nitrogénio via simbidtica em valores
absolutos na média global aos 40 DAE (Tabela 8) podem ser atribuidas ao mecanismo “N-
feedback” (ALMEIDA et al., 2000; SCHULZE, 2004; FISCHINGER et al., 2006). O qual
consiste da remobiliza¢do de N das folhas inferiores durante a senescéncia foliar, portanto as
50 DAE este mecanismo reduz as taxas de FBN, fato que foi evidenciado em feijao-comum
(FISCHINGER et al., 2006). Porém os valores de delta N mostram dilui¢do isotépica
similar, inclusive com dilui¢do maior aos 50 DAE em valores absolutos, e estd maior taxa de
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fixacdo aos 40 DAE também pode ser atribuida ao maior delta '’N das plantas de referéncias
aos 40 DAE.

O nitrogénio acumulado na planta, no caso o delta”’N tende a manter-se na planta
durante o seu ciclo de vida. No processo de senescéncia foliar o N é remobilizado para os
orgdos reprodutivos; porém as plantas de feijao-caupi cultivadas em vasos ndo atingiram a
producdo de vagens, 0 mesmo para o ensaio em campo. Assim pouco N é remobilizado para
os 6rgdos reprodutivos, logo este nitrogénio € perdido na senescéncia foliar, assim como ao
final do ciclo da planta. Portanto, em campo o nitrogénio proveniente da FBN tende a se
manter na planta seja nas folhas ou nos érgaos reprodutivos, e a avaliacdo da quantificagdo da
FBN pela abundéncia natural de delta'’N aos 50 DAE é a técnica mais recomendada.

As respostas da quantificacdo da FBN (%Ndfa) sustentam os indicativos da atividade
da nitrogenase, desde que entendido como um efeito postergado. Uma vez que a atividade
identificada aos 20 DAE, provavelmente, corresponde a fixacdo acumulada (%Ndfa) aos 30
DAE e assim por diante, periodo este compreendido entre a absor¢do, assimilacio e
translocacdo para a parte aérea. Assim as estirpes BR 3267 e BR 3262 proporcionam méaxima
%Ndfa aos 30 e 40 DAE, respectivamente; desta forma a BR 3262 apresenta queda de
6%Ndfa entre 40 e 50 DAE. Ja a BR 3267 apresentou queda de 9%Ndfa, ainda que a
diferenga seja pouco expressiva ela refletiu exatamente o comportamento da atividade da
nitrogenase, em que a BR 3262 se manteve constante entre 30 e 40 DAE, enquanto que a BR
3267 apresentou queda aos 40 DAE.

A inoculacdo com a BR 3302, que mostrou maximo da nitrogenase com 20 DAE e na
avaliacdo com 30 DAE uma fixacdo de 30% Ndfa, mostrou que ao avaliar aos 40 DAE a
fixacdo aumenta apenas para 33% Ndfa. A INPA 03-11B (BR 3301), que teve apenas um pico
aos 30 DAE, proporcionou 25% Ndfa na avaliacdo aos 30 DAE e aos 40 DAE aumentou
somente para 26% Ndfa. A nodulacdo com a populagdo nativa ndo apresentou atividade da
nitrogenase aos 20 DAE, porém, manteve picos constantes entre 30, 40 e 50 DAE, o que
proporcionou FBN crescente com 30, 37 e 42 % Ndfa, respectivamente. E a inoculacdo com
a BR 3299, que apresentou os maiores valores de %Ndfa aos 40 e 50 DAE, também revelou
os maximos da nitrogenase com 30, 40 e 50 DAE.

Na primeira parte deste capitulo, na tabela 2, os dados indicavam que a méxima
eficiéncia nodular encontrada foi de 34%. Na Tabela 8, com a quantificacdo da FBN (%Ndfa)
aos 30 DAE, observa-se a fixacdo bioldgica maxima de 35%. Como exemplo, a Tabela 2
indica que para a mistura de estirpes a razdo nodular era de 4,9 mg nédulos mg” N. , Neste
caso, avaliando a Tabela 8, para a mistura de estirpes acumular 47 mg planta” de N derivado
da FBN na parte aérea foram necessdrios 137,66 mg de nédulos, logo uma razdo préximo de 3
mg nédulos mg™' N fixado. J4 a BR 3262 obteve 267 mg de nédulos, o que proporcionou a
fixagdo de 59 mg planta” de N derivado da FBN, consequentemente uma razio nodular de
4,5; enquanto que na Tabela 2 a razdo nodular foi de 4,8. Em casa de vegetacdo (vasos de
Leonard) o crescimento da planta é menor do que em solo natural, o que faz com que o
acumulo de nitrogénio seja menor, proporcionando razao nodular maior. Mesmo assim existe
similaridade entre os valores, o que torna a razdo nodular em casa de vegetacdo como
variavel util.
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3.6 CONCLUSOES

Em condi¢des controladas e estéreis de casa de vegetacdo as plantas de feijao-caupi
inoculadas com as estirpes de rizébios (BR 3267, BR 3262, INPA 03-11B/BR 3301, UFLA
03-84/BR 3302 e a BR 3299) apresentam caracteristicas de nodulag¢ao similar.

A inoculacdo das plantas com o consércio das estirpes, assim como a mistura de
estirpes respondeu de forma satisfatéria em casa de vegetacdo, podendo ser testado em solo e
a campo.

As estirpes INPA 03-11B (BR 3301) e a UFLA 03-84 (BR 3302) ndo mostram existir
antagonismo quando inoculadas juntas, assim como também quando consorciadas com a BR
3262.

A varidvel razdo nodular mostrou-se uma ferramenta eficiente para avaliagdo do
desempenho das estirpes inoculadas em condi¢des controladas.

A inoculagdo com a BR 3299 proporcionou resposta em condi¢des de solo diferente da
sob condi¢des de substrato, com a melhor resposta no material de solo.

A nodulagdo pelas estirpes nativas estabelecidas no material de solo foi capaz de
nodular o feijao-caupi de forma similar as estirpes inoculadas, porém a inoculacdo promoveu
aceleracdo inicial da nodulacao.

Independente da inoculagdo a massa seca da parte aérea respondeu de forma similar
quanto as avaliacdes durante o ciclo fenoldgico.

A atividade da nitrogenase tem seu inicio aos 20 DAE, com os maiores valores entre
30 a 50 DAE. E mesmo com a nodulacdo ja aos 10 DAE, nesta fase ainda ndo h4 atividade
expressiva da nitrogenase e aos 60 DAE se observa o final da atividade da nitrogenase.

Em valores absolutos, a inoculagdo com a BR 3267 e a BR 3301 proporcionou as
maiores atividades da nitrogenase, em ambas aos 30 DAE. A inoculacdo com a BR 3262 e a
mistura de estirpes proporcionou trés picos de atividade da nitrogenase, aos 30, 40 e 50 DAE.

A nodulacio com a populacdo nativa apresentou atraso inicial na nodulacdo,
consequentemente a atividade da nitrogenase comeca somente aos 30 DAE. Aos 40 DAE a
nodulacdo com a populacdo nativa mostrou apenas cerca da metade do N derivado da FBN
proporcionado pela inoculacdo com a BR 3262.

Nao foi observada diferenca estatistica na %Ndfa, no nitrogénio acumulado na planta
e no nitrogénio derivado da FBN entre as plantas inoculadas com as estirpes (BR 3267, BR
3262, INPA 03-11B/BR 3301, UFLA 03-84/BR 3302, BR 3299) e a mistura de estirpes e as
plantas noduladas pelas estirpes nativas, nas avalicdes aos 30, 40 e 50 DAE.

Na média geral, a inoculacdo com a BR 3262 proporcionou o maior actimulo de
nitrogé€nio na parte aérea e também a maior quantidade de nitrogénio derivado da FBN.
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4 CAPITULO II

VARIACAO DA RESPOSTA DO FEIJAO-CAUPI A INOCULACAO EM
CONDICOES EDAFOCLIMATICAS DISTINTAS
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4.1 RESUMO

O cultivo do feijao-caupi estd concentrado nas regides Norte e Nordeste do Brasil, porém a
regido Centro-Oeste vem aumentado a drea cultivada com feijdo-caupi, especialmente no
estado do Mato Grosso e a regido Sudeste, apesar de sua timida produgdo, tem vastas dreas
que poderiam ser utilizadas para o cultivo do feijdo-caupi, que se beneficia da Fixacgdo
Biolégica de Nitrogénio (FBN), que tem sua eficiéncia aumentada com uso do inoculante. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta do feijdo-caupi a inoculagdo com estirpes de
rizobios em condicdes de campo, em dreas com ambientes de Cerrado e Mata Atlantica.
Foram realizados dois experimentos, um na safra 2010/2011 (Sinop-MT) e o outro na entre
safra de 2012 (Vila Pavao-ES). Utilizou-se delineamento de blocos ao acaso, com quatro
repeti¢des, inoculando as estirpes (BR 3267; BR 3262, INPA 03-11B/BR 3301, UFLA 03-
84/BR 3302, BR 3299) e a mistura das estirpes e dois controles (adubado com 70 kg N ha™' e
sem inoculacdo; sem adubacdo e com inoculagdo). A populacdo nativa do solo proporcionou
mais de 100 mg de nédulos na drea em ambiente de Cerrado, por outro lado nade Mata
Atlantica os tratamentos apresentaram nodulacio abaixo de 100 mg. No ambiente de Cerrado
a inoculacdo com a mistura de estirpes proporcionou a maior produtividade (1609 kg ha™),
enquanto que no ambiente de Mata Atlantica a inocula¢ido com a estirpe BR 3267 promoveu o
maior rendimento de grios (1322 kg ha™).

Palavras-chave: Rizobios. Inoculante. Centro-Oeste.
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4.2 ABSTRACT

The cultivation of cowpea is concentrated in the North and Northeast of Brazil, but the
Midwest has increased the area cultivated with cowpea, especially in the state of Mato Grosso
and the Southeast region, despite their timid production, it has vast areas that could be used
for the cultivation of cowpea, which benefits from the Biological Nitrogen Fixation (BNF),
which has its increased efficiency with use of inoculant. The objective of this study was to
evaluate the response of cowpea inoculation with strains of rhizobia in the field, in the area of
Cerrado and Atlantic Forest. Two experiments were conducted, one in the 2010/2011 season
in the Cerrado and the other in between harvest in 2012 in the Atlantic Forest area. We used a
completely randomized block case, four replications, inoculating strains (BR 3267; BR 3262;
INPA 03-11B/BR 3301; UFLA 03-84/BR 3302, BR 3299 and the mixture of strains together)
and two controls (fertilized with 70 kg N ha-1 and without inoculation; unfertilized and
inoculation). Field in the native soil population provided more than 100 mg of nodules in the
Cerrado area, on the other hand in the Atlantic Forest treatments showed a nodulation below
100 mg. Cerrado inoculation with a mixture of strains gave the highest yield (1609 kg ha™),
while in the Atlantic Forest inoculation with strain BR 3267 promoted the highest grain yield
(1322 kg ha™).

Key words: Rhizobia. Inoculant. Midwest.
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4.3 INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna Unguiculata W. L) € cultivado principalmente por agricultores
de base familiar, concentrados nas regides Norte e Nordeste do Brasil, onde ocupa cerca de 55
mil e 1,3 milhdo de hectares, respectivamente (FREIRE FILHO, 2011). Consequentemente,
os resultados de pesquisas para a lavoura sdo oriundos de trabalhos concentrados nestas
regides. No entanto a regido Centro-Oeste vem aumentado a drea cultivada com feijao-caupi,
especialmente no estado do Mato Grosso. A regido Sudeste, apesar de sua timida producdo,
tem vastas dreas que poderiam ser utilizadas para o cultivo do feijao-caupi, em situacdes
como no plantio ou reforma do canavial, no plantio ou apds a poda do café e em dreas que ndo
sa0 mais apropriadas ao feijao-comum.

O feijao-caupi se beneficia da Fixacao Bioldgica de Nitrogénio (FBN), que tem sua
eficiéncia aumentada com uso do inoculante, que € o produto tecnoldgico da FBN, ja bastante
difundido na cultura da soja. Para a cultura do feijdo-caupi sao recomendadas junto ao MAPA
quatro estirpes para a producao de inoculantes, registradas como: SEMIA 6461, SEMIA 6462,
SEMIA 6463 e SEMIA 6464. A recomendacdo destas estirpes foi oriunda de trabalhos
localizados na regido Nordeste, como a BR 3267= SEMIA 6462 (MARTINS et al., 2003);
Norte, como a BR 3262= SEMIA 6464 (ZILLI et al., 2006); e na regido Sudeste dos trabalhos
de Lacerda et al. (2004) e Soares et al. (2006), que culminaram na recomendacgdo das estipes
UFLA 03-84= BR 3302 (SEMIA 6461) e INPA 03-11B= BR 3301 (SEMIA 6463).

Apés a recomendagdo destas estirpes pelo MAPA, diversos estudos mostraram os
beneficios da inoculagdo. Porém em virtude da representatividade na cultura nas regides Norte
e Nordeste, os trabalhos ficaram concentrados nestas regides, como por exemplo, na regiao
Nordeste (MARTINS et al., 2003; ZILLI et al., 2006; ALMEIDA et al., 2010; COSTA et al.,
2011; FERREIRA et al., 2013; ALCANTARA et al., 2014; MARINHO et al., 2014) e na
regido Norte (ZILLI et al., 2009; CHAGAS JUNIOR et al., 2010; GUALTER et al., 2011;
SILVA NETO et al., 2013). Assim, até o momento, ndo existem resultados de avalia¢des do
desempenho das estirpes recomendadas pelo MAPA na regido Centro-Oeste. O que justifica
trabalhos que avaliem o desempenho destas cepas nas condi¢des edafoclimaticas dessa regido,
mas que também comparem, no mesmo estudo, a resposta de outra regido.

A resposta da inoculacdo com as estirpes recomendadas € mutdvel, ndo existe uma
unanimidade da melhor estirpe, independente do trabalho. Os fatores edafoclimaticos de cada
regido sdo incluidos entre os fatores responsaveis por esta variacdo. Da mesma forma, a
presenca de uma populacdo nativa de rizébios estabelecida no solo, que tem sido apontada
como fator preponderante para a falta de resposta com a inoculagdo (THIES et al., 1991;
SOARES et al., 2014), principalmente porque o feijao-caupi ¢ uma planta promiscua a
nodulacdo com diferentes bactérias do grupo rizébio. Por outro lado, os estudos conduzidos
com a inoculagdo do feijdo-caupi foram fundamentais para apoiar o efeito positivo da
inoculagdo na lavoura, levando a comercializagdo de aproximadamente 150 mil doses de
inoculantes no ano de 2012 (ANPII- Associacdo Nacional dos Produtores e Importadores de
Inoculante), principalmente na regido Centro-Oeste.

Nos solos da regido Centro-Oeste ja foi constatada uma populagdo de Bradyrhizobium
estabelecida capaz de nodular soja (MENDES et al., 2004). Este fato influencia diretamente
na introdugdo das quatro estirpes de Bradyrhizobium recomendadas para feijdo-caupi, pois
como mostrado por Zilli et al. (2011), em casa de vegetacao, as estirpes recomendadas para a
soja nodularam o feijao-caupi.

Assim, estratégias biotecnoldgicas devem ser utilizadas para contrapor a presenca da
populacdo nativa de rizobios estabelecida no solo e as condi¢des edafoclimdticos adversas,
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como por exemplo, a mistura de estirpes na inoculagdo, também usada na cana-de aguicar para
aumentar a eficiéncia da FBN (SCHULTZ et al., 2012). Outro ponto importante, € que, como
as cultivares sdo recomendadas por regido, as estirpes indicadas pelo MAPA para o feijao-
caupi podem apresentar respostas diferentes em virtude das condi¢des edafocliméticas da
regido. Portanto torna-se necessdrio avaliar o desempenho da estirpe em funcdo de
caracteristicas de clima e solo de cada regido.

O trabalhou objetivou avaliar a resposta do feijao-caupi a inoculacdo com estirpes de
rizébios, individuais e em mistura, em condi¢des edafocliméticas do ambiente de Cerrado na
regido Centro-Oeste, comparando os resultados com as condi¢cdes do ambiente de Mata
Atlantica na regido Sudeste.
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4.4 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos em condi¢des edafoclimdticas distintas, um em
area de Cerrado na regido Centro-Oeste, no periodo da safra e com populacdo rizobiana do
solo estabelecida, e o outro em drea de Mata Atlantica na regido Sudeste, no periodo da entre
safra e em local sem histérico de inoculacdo, como forma de mostrar a diferenca de
competitividade e consequentemente de desempenho das estirpes rizobianas testadas.

O primeiro experimento, em area com ambiente de Cerrado, foi conduzido na safra
2010/2011 e a area tem histdrico de inoculacdo em soja nos tltimos dez anos. O experimento
foi instalado no campo drea experimental da Embrapa Agrossilvipastoril (Figura 9), em
Sinop- MT, com manejo em sistema de plantio direto, sem irrigacdo. O solo € classificado
como Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico (SANTOS et al., 2006) e a drea tem elevagao
de 368 m, e esta localizada nas coordenadas 11° 51° 29” S e 55° 36’ 1,6” O. O clima da
regidao é do tipo Aw, segundo a classificagdo de K&ppen, com médias de temperaturas em
torno de 25°C. Nos meses de junho a setembro € a estagdo da seca, enquanto que dezembro a
marco € a estacdo umida; o periodo de outubro a novembro e de abril a maio € considerado de
transicdo, entre seca-imida e imida-seca, respectivamente.

Figura 9. Experimento de feijdo-caupi na drea de Cerrado (Sinop-MT) no campo
experimental da Embrapa Agrossilvipastoril.

O segundo ensaio foi instalado em drea com o ambiente de Mata Atlantica sem
histérico de inoculagdo. Foi conduzido em 2012 na drea experimental do Centro Integrado de
Educacao Rural- CEIER (Figura 10), no municipio de Vila Pavao-ES. O preparo do solo para
semeadura foi feito com aracdo, gradagem e sulcamento, sendo utilizada irrigagdo no primeiro
més do experimento (100 mm). O solo foi classificado como Latossolo Amarelo Distréfico
(SANTOS et al., 2006), e a area se localiza em elevacao de 179 m, nas coordenadas 18° 37°
547 S e 40° 36° 39” O. O clima da regido é do tipo Aw, segundo a classificacdo de Koppen,
com médias de temperaturas em torno de 23°C. Nos meses de maio, junho, agosto e setembro
€ a estacdo da seca, enquanto que novembro a janeiro € a estacdo umida; o periodo de
fevereiro a abril e nos meses de julho e outubro € considerado de transicao, parcialmente seca.
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Figura 10. Experlmento na drea com ambiente
CEIER/ES.

Para ambos os experimentos foi avaliada a populacdo de rizébios no solo, pela técnica
do niimero mais provdvel (NMP), com a infeccdo em plantas de feijao-caupi (BRS Guariba).
As plantas foram cultivadas em vasos de Leonard com substrato de areia: vermiculita (2:1)
esterilizado em autoclave. Semanalmente cada vaso recebeu 250 mL da solucdo nutritiva de
Norris (ANDRADE& HAMAKAWA, 1994) e as plantas foram coletadas aos 35 DAE. O
in6culo preparado, a partir da diluicdo seriada de amostras de cada classe de solo foi feito de
acordo com metodologia de Andrade & Hamakawa (1994). Para a estimativa do nimero de
células bacterianas capaz de nodular o feijao-caupi utilizou-se a tabela de niimero mais
proviavel (ANDRADE & HAMAKAWA, 1994) para a obtencao do fator NMP.

A anélise de fertilidade do solo antes do plantio na drea foi realizada em amostra
composta, em cinco pontos de coletada (amostra simples) em zig zag na profundidade de O a
20 cm para os dois experimentos, conforme a metodologia da Embrapa (CLAESSEN, 1997).
Os resultados sdao apresentados na Tabela 9, assim como, a andlise granulométrica, os dados
médios de precipitacdo e temperatura durante os meses de conducio dos experimentos.

Tabela 9. Andlise da fertilidade, textura do solo e precipitagdo pluvial dos Experimentos na
area de Cerrado (Sinop-MT) e em Mata Atlantica (Vila Pavao-ES).

PH Al ca Mg MO P K _Textra
Areia Silte Argila

1 .. ~
3 3 3 Ko oo Precipitagao/
H,0  ---cmoldm™---  gdm mg dm gxe Temperatura

. Dez Jan Fev

Cerrado (Sinop- MT) Precipitagio (mm)

52 0,17 1,88 040 349 6,7 72 750 10 240 150 390 140
Temperatura média compensada (média mensal em °C) 25 25 25

Mata Atlantica (Vila Pavio- ES) Jun Jul Ago

Precipita¢do (mm)

6,5 00 329 140 214 10,6 210 730 10 260 40 120 250
Temperatura média compensada (média mensal em °C) 21 21 21

"Dados de precipitagdo de acordo com INMET. M. O. (matéria orgénica).

Nos dois experimentos de campo foram testadas as estirpes recomendadas pelo MAPA
para inoculantes comerciais, quais sejam a BR 3267, BR 3262, INPA 03-11 (BR 3301) e a
UFLA 03-84 (BR 3302); uma quinta estirpe (BR 3299) em processo de recomendacgdo, e mais
um tratamento com as cinco estirpes juntas denominado de mistura foram também inseridos.
Além destes, o tratamento sem inoculacdo e sem N (populacdo nativa) e o tratamento sem
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inoculacdo e com a dose de 70 kg N ha'de N na forma de ureia (45% de N), que é o
recomendado para experimentos de campo (BRASIL, 2011). A adubacio no tratamento com a
dose de N foi feita no plantio e no inicio da floracdo (aproximadamente 20-25 dias apds a
emergéncia das plantas), na propor¢cao de % do total de N na primeira aplicagdo e o restante
na segunda. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com 4 (quatro) repeticoes.
Cada parcela com tamanho de 24 m’ (4 m x 6 m) contendo 8 (oito) linhas de plantio e com
distancia de 1,5 metros entre parcelas.

Os inoculantes utilizados em ambos os experimentos apresentaram concentracdo da
ordem de 10° Ufc g, sendo aplicado no experimento na drea em ambiente de Cerrado o
inoculante com veiculo polimérico IPC 2.2 (SILVA JUNIOR et al.,, 2012) e na area em
ambiente de Mata Atlantica inoculante com veiculo turfoso. Nos dois experimentos a
densidade de células rizobianas por semente na inoculacdo foi de 1,2 x10° Ufc semente e a
populacdo de plantas da cultivar BRS Guariba com densidade de 180.000 plantas ha™.

As varidveis analisadas foram: massa seca dos nédulos (mg planta™), massa seca de
raiz (g planta™), massa seca da parte aérea (g planta”), acimulo de nitrogénio na parte aérea-
ANPA (mg planta™), produtividade de grios secos (13% de umidade), aciimulo de nitrogénio
nos graos (kg/ha), eficiéncia relativa da parte aérea - EfRPA (%), eficiéncia relativa do nédulo
- EfRN (%) e razdo nodular- RN (mg ndédulo/ mg nitrogénio). A nodulacdo foi avaliada a
partir de cinco plantas coletadas 30-35 dias apés a emergéncia. A massa dos ndédulos secos e a
matéria seca foram avaliadas apds secagem em estufa de circulacdo forcada a 65°C até massa
constante. Os teores de nitrogénio total na parte aérea e no grao foram determinados pelo
método Kjeldhal (LIAO, 1981).

Sendo que:

ANPA= MPAS x TNPA/100

EfRPA (%) = [(MPAS tatamento inoculado / MPAS tratamento positivo)X 100]
EfRN (%) = (NAPA tratamento inoculado/ MSN) x 100

RN= 1/ (NAPA tratamento inoculado / MSN)

Os dados foram analisados através do programa Sisvar v. 4.5 (FERREIRA, 2008),
sendo realizada a andlise de variancia pelo teste F, a 5% de probabilidade e comparagdo das
médias através do teste de teste T de Student (LSD), ao nivel de probabilidade de 0,05.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios realizados em campo os resultados de nodulagdo confirmaram que na area
em ambiente de Cerrado, comumente cultivada com soja, existe uma populagcdo estabelecida
de rizobios no solo (MENDES et al., 2004), que é capaz de nodular o feijao-caupi (ZILLI et
al.,, 2011), pois foi obtido mais de 100 mg de ndédulos no tratamento sem inoculagcdo
(populagao nativa). Por outro lado, em drea em ambiente de Mata Atlantica, sem histdrico de
inoculagdo, todos os tratamentos apresentaram uma nodulacao abaixo de 100 mg (Tabela 10).
Fato este confirmado pela técnica do nimero mais provavel (NMP), onde na drea de cerrado o
solo apresentava uma alta populagdo de rizébios capaz de nodular o feijao-caupi com 3,4 x10°
rizobios/g de solo, enquanto que na drea em ambiente de Mata Atlantica, sem histérico de
inoculagdo pelo NMP a densidade do solo era de apenas 2,4 x10” rizébios/g de solo.
Possivelmente na drea em ambiente de Mata Atlantica a densidade de rizébios do solo capaz
de nodular o feijao-caupi refere-se a populacdo nativa do solo, enquanto que na drea de em
ambiente Cerrado estd densidade foi alterada pelos anos seguidos de inoculacao da soja.

Na drea em ambiente de Cerrado a inoculagdo com a BR 3299 proporcionou a maior
massa de nddulos, que foi superior a os controles sem inoculagdo (populagdo nativa) e
adubado ( com N- 70 kg ha'). A segunda maior nodulacio foi com a estirpe BR 3267,
seguida da mistura de estirpes em valores absoltutos (Tabela 10). J4 na drea em ambiente de
Mata Atlantica a maior nodulacdo foi obtida com a mistura de estirpes, seguida da BR 3299,
BR 3267 e BR 3262, onde estas foram superiores a nodulagdao do controle adubado (com N-
70 kg ha™). Corroborando com Gualter et al. (2011), que também constatou que a BR 3299
apresentou maior massa de nédulos secos na regido de Pré-Amazonia maranhense.

Tabela 10. Massa de n6dulos secos e de raiz seca de plantas de feijio-caupi (BRS Guariba).
Tratamento Nodulos secos (mg planta® Raiz seca (mg planta)
1
)
mmmmmmmmeeeee- 35 dias apos a emergéncia------------ ===
Areade  Area de Mata Area de Area de Mata

cerrado Atlantica cerrado Atlantica
Populagdo Nativa 130Ba 28BAa 522BAa 751BAa
C/N-70 kg ha™ 149Ba 2Bb 593Aa 776BAa
BR 3267 221BAa 83Aa 423Bb 789Aa
BR 3262 176BAa 73Aa 568BAa 547Ba
INPA 03-11B (BR 3301) 145BAa 28BADb 438BAb 682BAa
UFLA 03-84 (BR 3302) 176BAa 49BAb 458BAa 625BAa
BR 3299 279Aa 86Aa 474BAa 757BAa
Mistura de Estirpes 207BAa 92Aa 494BAa 718BAa
CV% 22,79* 59,47* 10,94* 19,43

Meédias seguidas por letras maitisculas iguais nas colunas ndo diferem entre si, enquanto que letras mindsculas na
linha ndo diferem entre si, pelo teste T de Student (LSD), a 5% de probabilidade. *Dados transformados com
raiz quadrada (Y + 1,0).

Na area em ambiente de Mata Atlantica onde foi conduzido o experimento € incomum

a presenca do nitrogénio mineral, diferente do ambiente de Cerrado, consequentemente a
populacdo nativa foi sensivel a presencga do nitrogénio mineral, pois a nodula¢do da populagcdo
nativa sem o nitrogénio mineral foi de 28 mg, enquanto na presenga passou para 1,8mg
(Tabela 10), provocando a inibi¢do da nodulacdo (SOARES et al., 2014). Outro fato
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observado é que a inoculacdo da estirpe INPA 03-11B (BR 3301) proporcionou a menor
nodulagdo em valores absolutos em ambos os experimentos. Ao contrario dos resultados
obtidos por Soares et al. (2006), ao avaliarem a eficiéncia agronomica e a diversidade de
populacdes nativas noduliferas em Perddes-MG, que obtiveram com a estirpe INPA 03-11B
(BR 3301) a maior nodulacdo das plantas de feijao-caupi. Assim como em Costa et al. (2011),
em Bom Jesus, Piaui, que também obtiveram em valores absolutos a maior nodulagdo
proporcionada por esta estirpe.

Zilli et al. (2009) testaram exatamente estas cinco estirpes, sem a mistura, em
experimentos conduzidos em drea de Cerrado em Roraima, mostrando que apenas a estirpe
BR 3262, no ano de 2005, proporcionou massa de nédulos superior ao controle, enquanto em
2006 nao houve diferenca entre os tratamentos. Ao passo que, Chagas Junior et al. (2010) em
Gurupi, TO, testaram todas as estirpes recomendadas e obtiveram as maiores massas de
ndédulos com as estirpes UFLA 03-84 (BR 3302), INPA 03-11 (BR 3301) e a BR 3262. Isto
mostra que o desempenho das estirpes pode mudar de regido para regido, enfatizando a
importancia de estudos que avaliem o desempenho das estirpes em cada regido.

Exemplo na variacdo da resposta com a inoculacao das estirpes recomendadas estd no
trabalho de Marinho et al. (2014), onde trés das quatro cultivares estudadas obtiveram uma
nodulacdo similar entre as plantas inoculadas com as estirpes recomendadas e as ndo
inoculadas para a localidade de Mandacaru (Juazeiro-BA), enquanto que na localidade de
Bebedouro (Petrolina, PE) trés destas quatro cultivares mostram diferencas na nodulacgao.

Com relacdo a massa de raiz, no experimento na drea em ambiente de Cerrado o
tratamento adubado apresentou a maior massa de raiz, mas foi superior somente ao tratamento
inoculado com a BR 3267. Entretanto no experimento na drea em ambiente de Mata Atlantica
a maior massa de raiz foi obtida com a inoculacdo da BR 3267, que foi superior a BR 3262
(Tabela 10). Ainda nota-se que todos os tratamentos do experimento da drea em ambiente de
Mata Atlantica apresentaram massa de raiz em valores absolutos acima do experimento da
area em ambiente de Cerrado, exceto na inoculagdo com a BR 3262.

Na massa da parte aérea, ndo hd diferenca estatistica entre os tratamentos em ambos 0s
experimentos, mas fica evidente que nos dois casos a maior massa da parte aérea em valores
absolutos foi obtida com o tratamento adubado com nitrogénio (Tabela 11). Corroborando
com Costa et al. (2011), onde as estirpes INPA 03-11B (BR 3301), UFLA 3-84 (BR 3302) e
a BR 3267 foram similares ao controle negativo e as duas ultimas estirpes foram inferiores ao
controle positivo (com N- 70 kg ha™). Borges et al. (2012) também obtiveram massa da parte
aérea similar nas plantas ndo inoculadas comparado com as inoculadas e utilizando as estirpes
recomendadas. Assim como, Ferreira et al. (2013) observaram que a testemunha (sem
inoculag@o) proporcionou massa da parte aérea similar a inoculagdo com a estirpe BR 3262.
Porém, Zilli et al. (2009) testaram estas mesmas cinco estirpes € observaram que a estirpe BR
3262 proporcionou massa da parte aérea seca significativamente superior ao controle e a
estirpe BR 3299 na area de cerrado em 2005 e na média geral de dois anos, j4 a estirpe BR
3262 proporcionou massa seca da parte aérea superior ao controle.

Para o acimulo de nitrogénio na parte aérea, no experimento na drea em ambiente de
Cerrado também nao foi observada diferenca entre os tratamentos, mas assim como na parte
aérea o maior acumulo em valores absolutos foi obtido com tratamento adubado, enquanto
que na drea em ambiente de Mata Atlantica, o tratamento adubado foi superior a inoculagcdo
com a BR 3262 (Tabela 11). Tanto para a massa da parte aérea, quanto para o acimulo de
nitrogénio na parte aérea todos os tratamentos da drea de Mata Atlantica foram superiores
estatisticamente ao da drea de Cerrado, fato este, que € justificado pela época de realizacao do
experimento, que foi em meses com temperaturas mais baixas (Tabela 9), que estimula o
crescimento vegetativo da planta e consequentemente acimulo de nitrogénio (Tabela 11).
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Tabela 11. Massa da parte aérea seca (caule, ramos e folhas) e nitrogénio acumulado na parte
aérea de plantas de feijdo-caupi (BRS Guariba).
Tratamento Parte aérea seca (g planta™) N acumulado parte aérea
(mg planta'l)
——————————————— 35 dias ap6s a emergéncia---------------
Area de Area de Mata Area de Area de Mata

Cerrado Atlantica Cerrado Atlantica
Populacdo Nativa 3,9Ab 6,9Aa 146 Ab 283 BAa
C/N-70 kg ha™! 4,4Ab 7,7Aa 162 Ab 331 Aa
BR 3267 3,2Ab 7,3Aa 117 Ab 300 BAa
BR 3262 4,3Ab 6,0Aa 152 Ab 231 Ba
INPA 03-11B (BR 3301) 3,9 Ab 6,8 Aa 139 Ab 286 BAa
UFLA 03-84 (BR 3302) 3,5 Ab 6,8 Aa 119 Ab 277 BAa
BR 3299 3,5 Ab 6,7 Aa 132 Ab 266 BAa
Mistura de Estirpes 4,3 Ab 7,0 Aa 146 Ab 287 BAa
CV% 22,43 19,12 22,61 18,50

Meédias seguidas por letras maitisculas iguais nas colunas ndo diferem entre si, enquanto que letras mindsculas na
linha nao diferem entre si, pelo teste T de Student (LSD), a 5% de probabilidade.

O crescimento radicular pode ser usado para explicar a constante massa da parte aérea
dos tratamentos independente da nodulacdo. No experimento na drea de Mata Atlantica o
controle sem inoculagcdo (populacdo nativa) obteve baixa nodulagdo, ao passo que a BR 3262
obteve o dobro de nodulacdo, porém o controle (populagdo nativa) apresentou massa da parte
aérea numericamente acima da BR 3262, que pode ter relacdo com a massa de raiz, pois o
tratamento com a BR 3262 proporcionou a menor massa de raiz entre todos os tratamentos.
Assim a planta tenderia a compensar a falta de nodulagdo com o crescimento de raiz,
adquirindo nitrogénio na solugdo do solo.

A produtividade na cultura do feijdo-caupi € o parametro mais importante a ser
avaliado, em func¢ado da finalidade de produgao de graos da cultura. No experimento em drea
de Cerrado a inoculagdo com a mistura de estirpes proporcionou a maior produtividade, sendo
superior 2 os controles sem inoculagdo (populagdo nativa) e adubado (com N-- 70 kg ha™),
enquanto que a inoculacdo com a BR 3262 e a INPA 03-11B (BR 3301) foram superiores
somente ao controle sem inoculacdo (Tabela 12). Estes resultados comprovam que nestas
areas com alta populag@o nativa de rizébios, a inoculagdo com a mistura de estirpes pode ser
uma estratégia de competi¢do para aumentar a eficiéncia da FBN. Tecnologia que estd sendo
usada para a cana de acicar (SCHULTZ et al., 2012). Também conforme Saraiva et al. (2008)
que encontraram para a inoculagdo com o consoércio das estirpes UFRPE — NFB 6156 + NFB
700 o maior rendimento de graos de feijao-caupi.

A estirpe INPA 03-11B (BR 3301), que apresentou a segunda maior produtividade na
area de Cerrado, comprova os resultados de outros trabalhos (COSTA et al., 2011;
ALMEIDA et al., 2010; LACERDA et al., 2004; SOARES et al., 2006), que mostraram a
eficiéncia simbidtica da cepa INPA 03 11B (BR 3301) quanto ao rendimento de grdos. Por
outro lado, Chagas Junior et al. (2010) avaliaram as mesmas cinco estirpes deste estudo no
Cerrado de Gurupi, TO, e observaram que a estirpe UFLA 03-84 (BR 3302) proporcionou os
melhores resultados para as trés cultivares de feijao-caupi, nos trés experimentos, semelhante
ao tratamento adubado com nitrogénio. @A BR 3262 apresentou a terceira maior
produtividade, e foi recentemente recomendada para a inoculacdo do feijao-caupi, com
resultados expressivos de produtividade, chegando a rendimento de grdos superior a 2300 kg
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ha™', em estudo em condicdes de campo em drea de Cerrado da regido Norte (ZILLI et al.,
2009).

Tabela 12. Rendimento de graos e nitrogénio acumulado nos graos de plantas de feijao-caupi
(BRS Guariba).
Tratamento Rendimento de graos N acumulado nos graos
(kg ha™) (kg ha™)
——————————————— 70 dias apds a emergéncia---------------
Area de Areade Mata  Area de Area de Mata

Cerrado Atlantica Cerrado Atlantica
Populagdo Nativa 1145Ca 750Ba 44Ba 30Ba
C/N-70 kg ha™ 1221CBa 1150Aa 46Ba 46Aa
BR 3267 1375CBAa 1322Aa 52BAa 53Aa
BR 3262 1442BAa 1119Ab 53BAa 46Aa
INPA 03-11B (BR 3301) 1458BAa 1039Aa 53BAa 42Aa
UFLA 03-84 (BR 3302) 1318CBAa 1077Aa 49Ba 42Aa
BR 3299 1427CBAa 1235Aa 52BAa 49Aa
Mistura de Estirpes 1609Aa 1241Aa 61Aa 48Aa
CV% 14,69 17,49 15,78 17,83

Meédias seguidas por letras maitisculas iguais nas colunas ndo diferem entre si, enquanto que letras mindsculas na
linha nao diferem entre si, pelo teste T de Student (LSD), a 5% de probabilidade.

Marinho et al. (2014) observaram em estudo na localidade de Mandacaru (Juazeiro-
BA), que a UFLA03-84 (BR 3302) proporcionou o maior rendimento de graos em valores
absolutos em duas cultivares, a BR 3299 em uma e a BR 3267 em outra; enquanto que na
localidade de Bebedouro (Petrolina, PE), a BR 3262 proporcionou o maior rendimento em
duas variedades, a INPA03-11B (BR 3301) em uma e a BR 3267 em outra. Resumidamente
uma estirpe pode ser melhor que a outra quando muda a localidade ou a variedade, desta
forma dificultando a recomendacao especifica de uma determinada estirpe para a inoculagdo.

No ensaio na area em ambiente de Mata Atlantica, todos os tratamentos inoculados € o
tratamento adubado (com N- 70 kg ha') foram superiores ao controle sem inoculacdo
(populagdo nativa), tendo a maior produtividade com a inoculagdo com a BR 3267, seguida da
mistura de estirpes e da BR 3299 (Tabela 12). Nesta drea com baixa populacdo de rizébios
nativos nota-se que a inoculagdo com a estirpe BR 3267 promoveu uma simbiose eficiente,
possibilitando rendimento de graos em valores absolutos acima da mistura de estirpes, que
neste caso indica, que a inoculacdo com a mistura de estirpes pode ser uma estratégia vélida
para as dreas de alta densidade de rizobios estabelecida no solo.

Na comparacgdo dos tratamentos quanto ao rendimento de graos entre os experimentos,
todos os tratamentos da drea em ambiente de Cerrado em valores absolutos foram maiores que
os da drea em ambiente de Mata Atlantica, porém apenas o tratamento inoculado com a BR
3262 foi superior estatisticamente (Tabela 12). Com relacdo ao nitrogénio acumulado nos
graos, na area em ambiente de Cerrado a mistura apresentou o maior acimulo, sendo superior
a os controles sem inoculacio (Populagdo nativa) e o adubado (C/N 70 kg ha™"), com também
a UFLA 03-84 (BR 3302) (Tabela 12). J4 na area em ambiente de Mata Atlantica, o
tratamento controle sem inoculacao ficou abaixo dos demais e o maior valor para o acimulo
de N foi obtido na inoculagdo com a BR 3267, seguido da BR 3299 e da mistura de estirpes
(Tabela 12).

No experimento em drea em ambiente de Mata Atlantica observa-se que a nodulacao
promovida pelas estirpes nativas nao foi capaz de promover simbiose eficiente, tendo
rendimento de graos abaixo de 1000 kg ha”. Quando comparado com o rendimento
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proporcionado com a inoculagdo da BR 3267, o controle sem inoculagcdo (populagcao nativa)
obteve um rendimento de mais 500 kg ha™' abaixo (Tabela 12). Na drea em ambiente de
Cerrado mesmo o tratamento sem inoculagdo (populacdo nativa) obtendo uma alta
produtividade, tem-se que todos os tratamentos inoculados apresentaram, em valores
absolutos, produtividade acima dos controles sem inoculagdo (populagdo nativa) e o
tratamento adubado (com N- 70 kg ha'l).

E importante salientar que na drea em ambiente de Cerrado o nitrogénio ndo é um
fator limitante, pois mesmo com adi¢c@o do nitrogénio mineral, o acréscimo foi de cerca de 70
kg ha™', ao passo que na drea em ambiente de Mata Atlantica o acréscimo chegou a 400 kg ha
! (Tabela 12). O que sugere que na drea em ambiente de Cerrado a populacio nativa promove
uma simbiose mais eficiente que na drea em ambiente de Mata Atlantica. Porém, em ambas as
condi¢des a inoculacdo mostrou ser uma pratica agricola fundamental para o aumento da
producdo de graos, sem o uso de adubo mineral nitrogenado.

Com relag@o ao nitrogénio acumulado nos graos, na drea em ambiente de Cerrado a
mistura apresentou o maior acimulo, sendo superior aos controles sem inoculacdo e o
adubado, com também a UFLA 03-84/BR 3302 (Tabela 13). Ja na area em ambiente de Mata
Atlantica, o tratamento controle sem inocula¢do ficou abaixo dos demais e o maior acimulo
foi obtido com o tratamento adubado, seguido da BR 3299 e a mistura de estirpes (Tabela 12).

Tabela 13. Eficiéncia relativa da parte aérea e eficiéncia relativa do nédulo de plantas de
feijao-caupi (BRS Guariba).
Tratamento Efi. Relativa da parte aérea Efi. relativa do nédulo(%)
(%)
——————————————— 35 dias apds a emergéncia---------------
Area de Area de Mata Area de Area de Mata

Cerrado Atlantica Cerrado Atlantica
Populacdo Nativa 89Aa 89Aa 143Aa 4451CBAa
C/N- 70 kg ha™ 100Aa 100Aa 171Aa 12968Aa
BR 3267 72Aa 94Aa 66Ca 1938CBAa
BR 3262 98Aa 77Ab 164BAa 1146Ca
INPA 03-11B (BR 3301) 88Aa 87Aa 105CBAa  13770BAa
UFLA 03-84 (BR 3302) 79Aa 88Aa 96CBAa  1542CBa
BR 3299 79Aa 86Aa 70CBa 1032Ca
Mistura de Estirpes 96Aa 91Aa 91CBAa 483Ca
CV% 22,43 9,68%* 24,14* 84,25%

Meédias seguidas por letras maitsculas iguais nas colunas nao diferem entre si, enquanto que letras mindsculas na
linha ndo diferem entre si, pelo teste T de Student (LSD), a 5% de probabilidade. *Dados transformados para
raiz quadrada (Y + 1,0).

Os tratamentos ndo diferiram quanto a eficiéncia relativa da parte aérea, em ambos 0s
experimentos (Tabela 13). O mesmo foi observado por Gualter et al. (2011), em que as
estirpes INPA 03-11B (BR 3301) mais a BR 3262 e a BR 3299 nao diferiram dos controles
adubado e sem inoculagdo quanto a eficiéncia relativa. Na drea em ambiente de Cerrado se
destacaram a BR 3262 (98%) e a mistura de estirpes (96%), que atingiram uma eficiéncia
proxima aos 100% do controle positivo (com N- 70 kg ha™), enquanto que na drea em
ambiente de Mata Atlantica se destacou a BR 3267 com 94% e, mais uma vez, a mistura de
estirpes com 91% (Tabela 14). Na comparagdo entre experimentos, a estirpe BR 3267 obteve
em valores absolutos a menor eficiéncia no experimento em darea em ambiente de Cerrado
(72%) e a maior na drea em ambiente de Mata Atlantica (94%), ao passo que a BR 3262, que
obteve a maior eficiéncia na area de Cerrado (98%), obteve a menor na drea em ambiente de
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Mata Atlantica (77%). Zilli et al. (2009), em estudo em area de cerrado e mata alterada em
Roraima, observaram que para a efetividade da FBN em relacdo a parte aérea, apenas as
estirpes BR 3267 e BR 3262 apresentaram valores relativos superiores a 100%.

E ambos os experimentos o controle sem inoculacdo (populacdo nativa) obteve a
mesma eficiéncia em valores absolutos (Tabela 13), mesmo com as plantas do ensaio na drea
em ambiente de Cerrado tendo uma alta nodulacdo em comparacido com drea em ambiente de
Mata Atlantica. Estes dados mostram que a avaliacdo da eficiéncia relativa da parte aérea
pode levar a interpretacdo enganosa, pois considera o crescimento parte aérea em fungdao dos
beneficios da simbiose e, conforme mostrado, o crescimento radicular pode alterar esta
relacdo, com a absorcdo do nitrogé€nio que j4 existe no solo e que €, desta forma, também
assimilado pela planta.

Também no estudo de Gualter et al. (2011), as estirpes INPA 03-11B (BR 3301) mais
a BR 3262 e a BR 3299 nio diferiram dos controles adubado e sem inoculagcdo quanto a
eficiéncia relativa. Zilli et al. (2009) observaram que na efetividade na FBN em relacdo a
parte aérea, apenas as estirpes BR 3267 e BR 3262 apresentaram valores relativos superiores a
100%. Os autores observaram que a estirpe BR 3267 foi significativamente superior a estirpe
BR 3299 e o valor obtido com a BR 3262 foi superior a todas as estirpes, exceto para a BR
3267.

Os parametros eficiéncia dos nédulos e razao nodular (Tabelas 13 e 14), usados
anteriormente em casa de vegetacdo, ndo se mostraram adequados no campo, pois levaram a
interpretacdo de que todo o nitrogénio na planta é proveniente da nodulacdo. Como pode ser
visto pelo tratamento nitrogenado, que mostra alta eficiéncia relativa dos nédulos e baixa
razdo nodular, isso porque no campo este tratamento acaba sendo nodulado por estirpes
nativas, assim se obtém uma relacdo direta, considerando que o nitrogénio obtido seja destes
ndédulos. Este fato nao pode ser comprovado e o mais provavel € que este nitrogénio nao seja
oriundo da FBN e sim da adubacao.

Tabela 14. Razao nodular de plantas de feijao-caupi (BRS Guariba).

Tratamento Razao nodular (mg/mg)
——————————————— 35 dias apds a emergéncia---------------
Area de Cerrado Area de Mata Atlantica

Populacdo Nativa 0,8Ab 0,1BAa
C/N- 70 kg ha™ 0,9Ab 0,01Aa
BR 3267 1,6CBa 0,3BAa
BR 3262 1,2BAa 0,3BAa
INPA 03-11B (BR 3301) 1,1BAb 0,1BAa
UFLA 03-84 (BR 3302) 1,5CBADb 0,2BAa
BR 3299 2,4Ca 0,3Ba
Mistura de Estirpes 1,5CBAa 0,3Ba
CV% 13,16* 8,55%

Meédias seguidas por letras maitsculas iguais nas colunas nao diferem entre si, enquanto que letras mindsculas na
linha ndo diferem entre si, pelo teste T de Student (LSD), a 5% de probabilidade. *Dados transformados para
raiz quadrada (Y + 1,0).

Uma eficiéncia de 89% no tratamento sem inoculagdo (populagdo nativa) em ambos os
experimentos, pode ser devido ao crescimento radicular e consequentemente a maior absor¢cao
de nutrientes. Assim a eficiéncia relativa da parte aérea nido pode ser associada somente ao
efeito favordvel da estirpe usada na inoculacdo. Apesar do desenvolvimento vegetativo das
plantas estar ligado ao aporte de nitrogénio, esse nutriente pode estar no solo originado de
outras fontes, sendo absorvido pelas raizes e assimilado pela planta.
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4.6 CONCLUSOES

A nodulagao foi influenciada pela populacdo de rizébios estabelecida no solo; pois em
ambas as dreas as maiores nodulagdes foram obtidas com a inoculagdo da mistura de estirpes,
BR 3267 e a BR 3299. No entanto, no ensaio em area em ambiente de Cerrado estas estirpes
proporcionaram valores acima de 200 mg, enquanto que no ensaio na drea em ambiente de
Mata Atlantica estes foram inferiores a 100 mg.

No ambiente de Cerrado, com alta populacdo de rizobios estabelecida no solo da area
de estudo, a inoculagdo com a mistura de estirpes proporcionou o maior rendimento de graos
(1609 kg ha), inclusive superior ao tratamento que recebeu a dose de 70 kg ha' de
nitrogénio. Esse resultado aponta que estd pode ser uma estratégia de inoculagdo para estas
areas.

Para a 4rea em ambiente de Mata Atlantica, com baixa popula¢do de rizobios
estabelecida no solo, a inoculacdo com a estirpe BR 3267 proporcionou o maior rendimento
de grios (1322 kg ha), seguida da mistura de estirpes (1241 kg ha™"), ambas sendo superiores
ao controle (populacdo nativa). Porém neste ambiente de baixa competividade a inoculagdo
com a estirpe individual mostrou-se eficiente e suficiente.
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5 CAPITULO III

QUANTIFICACAO DA FBN NA CULTURA DO FEIJAO-CAUPI EM
CAMPO NA SAFRINHA NO CENTRO-OESTE
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5.1 RESUMO

Estudos tém quantificado a FBN em feijao-caupi utilizando a técnica da abundancia natural
do is6topo de nitrogénio N, no Brasil os estudos que avaliaram a contribuicdo da FBN
utilizando a técnica da abundéncia natural do isétopo de nitrogénio '°N, observaram que a
inoculagdo possibilitou a entrada de quase todo o nitrogénio exportado, porém ainda os
trabalhos sao timidos e insuficientes para estabelecer um padrdo para a cultura,
principalmente se tratando da regido Centro-Oeste, onde a cultura estd em crescimento. Desta
forma o objetivo deste trabalho foi quantificar a FBN em campo na cultura do feijao-caupi no
periodo de safrinha da regido Centro-Oeste. Foram realizados dois experimentos na safrinha
em 2013, em Sinop e Primavera do Leste, ambos no Mato Grosso. Foi utilizado delineamento
de blocos ao caso, com quatro repeti¢des, sendo as sementes inoculadas com as estirpes BR
3267, BR 3262, INPA 03-11B (BR 3301), UFLA 03-84 (BR 33302), e BR 3299; a mistura
das cinco estirpes; e dois controles (adubado com 70 kg N ha” e sem inoculagdo; e sem
adubacdo e inoculagdo). Foram utilizadas duas plantas de referéncia (feijao ndo nodulante e o
pé de galinha nome cientifico) para a quantificacdo da FBN, sendo a primeira plantada na
mesma data do feijado-caupi e a segunda se encontrava na drea de forma espontianea. As
plantas ndo inoculadas apresentaram alta nodulagdo, devido a populacdo nativa estabelecida
no solo em ambos os ensaios; porém, a massa da parte aérea aos 50 DAE proporcionada pela
populacdo nativa ficou abaixo das estirpes inoculadas nos dois experimentos. Nos dois
ensaios todas as plantas inoculadas apresentaram dilui¢ao isotdpica, quando comparadas as
plantas de referéncia, pela técnica da abundancia natural de delta N. A inoculagdo com a
estirpe BR 3262 na safrinha no Mato Grosso proporcionou um rendimento de graos superior
ao controle (populacdo nativa) e a inoculagcdo com a estirpe BR 3299 em Primavera do Leste.
Ja em Sinop a inocula¢do com esta estirpe obteve a maior produtividade, sendo superior a
inoculacio com a BR 3267, a BR 3301 e a BR 3302. A estirpe BR 3262 também
proporcionou o maior acimulo de nitrogénio entre as estirpes inoculadas, em ambos 0s
experimentos. A estirpe BR 3262 contribuiu para a entrada de nitrogénio no sistema via FBN
superior a proporcionada pelo controle (populacdo nativa) nos dois ensaios, em Sinop e
Primavera do Leste, proporcionando 64 ¢ 71 kg ha™ de N fixado, respectivamente.

Palavras-chave: Abundancia Natural "’N. Contribuicdo da FBN. Estirpes.
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5.2 ABSTRACT

Studies have quantified the BNF in cowpea using the technique of natural abundance of °N
nitrogen isotope, in Brazil studies evaluating the contribution of BNF using the technique of
natural abundance of 15N nitrogen isotope, observed that inoculation possibilited entry nearly
all nitrogen exported, even though the works are timid and insufficient to establish a standard
for the culture, especially when dealing in the Midwest region, where the crop is growing.
Thus the aim of this study was to quantify in BNF field in the cowpea culture in the off-
season period of the Midwest. The objective of this study was to quantify BNF field in
cowpea crop in the off-season period of the Midwest. Two experiments were performed in the
off-season in 2013, one in Sinop-MT and the other in Primavera do Leste-MT. We used a
completely randomized block case, four replications, with the seeds inoculated with strains
BR 3267; BR 3262; INPA 03-11B (BR 3301); UFLA 03-84 (BR 33302); BR 3299; the
mixture of the five strains together, and two controls (fertilized with 70 kg N ha and without
inoculation; without fertilization and inoculation). Were used two of the reference plants
(beans not nodulating and foot of hen) for the quantification of FBN, the first planted on the
same date of cowpea and the second was in the area spontaneously.The non-inoculated plants
showed high nodulation, the native population established in the soil in both trials, but the
shoot mass at 50 DAE provided by the native population was below the strains inoculated in
both experiments. In both trials all inoculated plant showed isotopic dilution, compared the
reference plants for the natural abundance of "N delta. Inoculation with the BR 3262 strain in
the second crop in Mato Grosso provided a yield higher than the control grains (native
population), inoculation with strain BR 3299 in Primavera do Leste, while in Sinop
inoculation with this strain had the highest productivity, being superior inoculation with BR
3267, INPA 03-11B (BR 3301) and UFLA 03-84 (BR 33302). BR 3262 strain also resulted in
the highest accumulation of nitrogen between the strains inoculated in both experiments.
Since the BR 3262 strain contributed to a nitrogen entering the system via the top FBN
provided by the control (native population) in both tests in Sinop-MT and Primavera do
Leste-MT, providing 64 and 71 kg ha™' of N fixed respectively.

Key words: "N natural abundance. Contribution of BNF. Strains.
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5.3 INTRODUCAO

A cultura do feijdo-caupi estd em processo de expansdo para o cerrado da regido
Centro-Oeste do Brasil, sendo cultivada com maior énfase no estado do Mato Grosso. O
feijao-caupi estd sendo plantado nestas dreas do Cerrado com cultivo tecnificado na safrinha
com o plantio direto, sendo cultivado nos meses de fevereiro, margo, abril e maio, logo apds a
saida do milho ou da soja (ZILLI et al., 2011), substituindo 4reas que seriam de milho,
algoddo ou da proépria soja de safrinha. Esta cultura vem sendo plantada como a primeira
cultura na reforma de pastagens. Hoje, o uso de inoculantes de rizébios na cultura do feijao-
caupi € difundido como tecnologia relevante no ambiente de Cerrado do Centro-Oeste; porém
€ possivel estimar que mais de 50% da area cultivada ainda ndo faz uso dessa pratica. Junto ao
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento - Mapa (BRASIL, 2011) existem quatro
estirpes de Bradyrhizobium recomendadas para produg¢do de inoculantes comerciais para
feijao-caupi: UFLA 03-84= BR 3302 (SEMIA 6461), INPA 03-11B= BR 3301 (SEMIA
6463), BR 3267 (SEMIA 6462) e BR 3262 (SEMIA 6464); sendo que as estirpes BR 3267 e
BR 3262 sdo as mais comercializadas pelas industrias.

No estado do Mato Grosso a cultura do feijao-caupi tem mais de 150.000 ha plantados
(BONCHILA, comunicagdo pessoal), confirmando a informagdo de que o estado do Mato
Grosso tem plantado toda a sua segunda safra de feijdo com feijao-caupi, o que correspondeu
na safra de 2011/2012 a 152,1 mil ha plantados (CONAB). Estas lavouras sdo conduzidas
com diferentes patamares tecnolégicos, quanto ao uso de adubos, pesticidas, maquindrios,
irrigacdo, cultivares e inoculantes, gerando diferentes niveis de produtividade, que variam de
200 kg ha™ até 2000 kg ha'de grios de feijdo-caupi (SILVA JUNIOR, 2012).

Entre as razdes para o avango do cultivo de feijdo-caupi no Cerrado destacam-se a
baixa exigéncia hidrica (BERTINE et al., 2009), a precocidade, a baixa exigéncia nutricional
comparada a outras culturas (SAMPAIO & BRASIL, 2009), o baixo custo de produgdo e o
aumento da demanda do mercado consumidor. A cultura exige entre 250 e 500 mm de dgua
para completar o ciclo, que varia de 60 a 80 dias ap6s a emergéncia (EMBRAPA, 2003),
sendo que no Cerrado da regido Centro-Oeste a precipitacao varia de 800 a 2000 mm anuais.

Baseado em dados econdmicos obtidos de produtores estima-se que custo de producao
da cultura no Centro-Oeste estd em torno de R$ 700,00 a R$ 800,00 por hectare. Levando em
consideragdo a produtividade média de 1000 kg ha™' (20 sacas por hectare) e o preco de venda
em média de R$ 100,00 por saca, culminaria em saldo superior a R$ 1000,00 por hectare.
Hoje o feijdo-caupi é comercializado como graos e sementes, com variagao de preco de R$
40,00 a R$ 200,00 por saca. Em muitos casos, se tém graos sendo comercializados como
sementes, em funcdo da demanda, porém, a variacido do preco também depende, em muito, da
qualidade e da variedade da semente. Esta evolucao na qualidade das sementes faz com que o
feijdo-caupi ja tenha alcangado as primeiras vendas para exportacao.

Poucos sao os estudos avaliando a quantificagdo da FBN em feijdo-caupi em campo
no Brasil (BODDEY et al., 1990; FREITAS et al., 2012; ALCANTARA et al., 2014). Os
proprios trabalhos de selecdo de estirpes ndo mensuram a contribui¢do da FBN na cultura
(MARTINS et al., 2003; LACERDA et al., 2004; SOARES et al., 2006; ZILLI et al., 2006).
Porém estima-se que a contribui¢do da FBN na cultura estd na ordem de US$ 13 milhdes,
somente para a regido Nordeste brasileira (RUMJANEK et al., 2005).

Alguns estudos t€m quantificado a FBN em feijao-caupi utilizando a técnica da
abundancia natural do is6topo de nitrogé€nio PN, principalmente no continente africano
(BELANE & DAKORA 2010: 2011; BELANE et al., 2011: 2014). No Brasil, Silva Junior
(2012) e Alcantara et al. (2014) avaliaram a contribui¢do da FBN utilizando a técnica da
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abundéncia natural do isGtopo de nitrogénio "°N, onde Silva Jdnior (2012) observou que a
inoculacdo possibilitou a entrada de quase todo o nitrogénio exportado, tendo a estirpe BR
3262 fixado 80% do N exportado. Brito et al. (2009), também utilizando a abundancia natural
delta "N em vasos, observaram que a partir dos 31 dias o feijao-caupi j4 tinha atingindo valor
de FBN acima dos 70%. Com nitrogénio marcado, em campo e no semi-arido, FREITAS et
al. (2012) observaram que uma variedade de feijdo-caupi obteve aos 80 dias 79% do
nitrogé€nio oriundo da fixacdo bioldgica, o que correspondeu a entrada no sistema de 45 kg ha-
I de nitrogénio por via simbidtica. Entretanto, Boddey et al. (1990), no primeiro estudo que
quantificou a FBN em feijao-caupi fazendo uso de nitrogénio marcado no Brasil, em ensaio
em Brasilia observaram que aproximadamente 70% no N da cultura era oriundo da FBN,
enquanto que no ensaio do Rio de Janeiro apenas 30% foi devido a FBN.

A estabilizacdo da cultura do feijao-caupi no Centro-Oeste depende da sua crescente
produtividade com o menor custo de producdo, para tal a FBN deve contribuir com a entrada
de nitrogénio necessdria para a producdo da cultura, ou seja, sem balanco negativo de
nitrogé€nio no sistema. Assim o objetivo deste trabalho foi quantificar a FBN em condicoes de
campo na cultura do feijdo-caupi no periodo de safrinha da regido Centro-Oeste, para que se
possa estimar a contribuicdo da simbiose e a resposta da FBN a inoculag3o.
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5.4 MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos no periodo da safrinha no ambiente de Cerrado na
regido Centro-Oeste, no Estado de Mato Grosso, um em drea comumente cultivada com soja
nos dltimos dez anos, em Sinop, e o outro em Primavera do Leste, em drea que ficou oito anos
com pastagem, seguida do plantio da soja na dltima safra 2012/2013.

O ensaio na drea experimental da Embrapa Agrossilvipastoril (Figura 11), em Sinop-
MT, foi instalado em um Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico (SANTOS et al., 2006),
com manejo sem uso de irrigacdo, e em drea com elevacdo de 373 m, localizada nas
coordenadas 11° 51’ 54” Se 55°36° 1,8” O.

Figura 11. Experimento de feijao-caupi (30 DAE) no periodo da safrinha na 4rea
experimental da Embrapa Agrossilvipastoril (Sinop-MT).

O outro ensaio e foi realizado na fazenda “Iberé”, em Primavera do Leste-MT (Figura
12), foi instalado em um Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico (SANTOS et al., 2006),
com manejo sem uso de irrigacdo, e em drea com elevacdo de 579 m, localizada nas
coordenadas 15°17° 657 Se 54° 11° 3,77 O.
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Figura 12. Experimento de feijao-caupi (30 DAE) no periodo da safrinha na fazenda “Iberé”
(Primavera do Leste- MT).

A andlise de fertilidade do solo antes do plantio na drea foi realizada em amostra
composta, em cinco pontos de coletada (amostra simples) em zig zag na profundidade de O a
20 cm para os dois experimentos, conforme a metodologia da Embrapa (CLAESSEN, 1997).
Os resultados sdo apresentados na Tabela 15, assim como os dados de granulometria e
precipitacao ocorrida durante os meses de condugdo dos experimentos.

Tabela 15. Andlise da fertilidade e granulometria do solo e precipitacio pluvial da camada de
0-20 cm nas dreas dos experimentos na safrinha, em Sinop-MT e Primavera do Leste-

MT.
T Y
Precipitagao/
pH Al Ca Mg MO. P K Textura Temperatura
Areia Silte Argila
H,O ---cmol.dm™--- gdm® mgdm>® ------ S —

. Mar Abr Mai
Sinop-MT Precipitacdo (mm)

52 0,18 1,15 0,54 33,6 102 80 740 10 250 270 210 1
Temperatura média compensada (média mensal em °C) 30 31 32

Mar Abr Mai
Precipitacdo (mm)

50 042 090 0,63 245 57 35 790 10 200 260 100 1
Temperatura média compensada (média mensal em °C) 30 30 31

'Dados de precipitagdo de acordo com INMET. M. O. (matéria orgénica).

Primavera do Leste-MT

Para ambos os experimentos foi avaliada a populacdo de rizébios no solo pela técnica
do nimero mais provdvel (NMP), com a infeccdo em plantas de feijdo-caupi (BRS guariba).
As plantas foram cultivadas em vasos de Leonard com substrato de areia: vermiculita (2:1)
esterilizado em autoclave. Semanalmente cada vaso recebeu 250 mL da solucdo nutritiva de
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Norris (ANDRADE& HAMAKAWA, 1994) e as plantas foram coletadas aos 35 DAE. O
in6culo foi preparado a partir da dilui¢do seriada de amostras de solo cada area e de acordo
com metodologia de Andrade & Hamakawa (1994). Para a estimativa do nimero de células
bacterianas capaz de nodular o feijdo-caupi utilizou-se a tabela de nimero mais provavel
(ANDRADE & HAMAKAWA, 1994) para a obtencao do fator NMP.

Os dois experimentos seguiram o mesmo modelo, sendo testadas as estirpes
recomendadas pelo MAPA para inoculantes comerciais: BR 3267, BR 3262, INPA 03-11B
(BR 3301), UFLA 03-84 (BR 33302), uma quinta estirpe BR 3299, em processo de
recomendacao, € mais um tratamento com as cinco estirpes juntas denominado de mistura.
Foram incluidos os tratamentos sem inoculante e sem N (testemunha absoluta) e a testemunha
com a dose de N (70 kg ureia ha™) recomendada para a cultura. A adubacdo nitrogenada foi
feita no plantio e no inicio da floragdo (aproximadamente 20-25 dias apds a emergéncia das
plantas), na propor¢do de % do total de N na primeira administracao e o restante na segunda.
A fonte de N utilizada foi a uréia (45% de N).

O delineamento foi em blocos ao acaso, com 4 repeti¢des, com parcelas contendo 8
linhas de plantio tendo cada parcela 4x6 metros (com distincia de 1,5 metros entre parcelas).
Nos ensaios foram plantadas no mesmo momento do experimento sementes de feijao ndo
nodulante- NORH 54 (Phaseolus vulgaris), para serem usadas como plantas de referéncia para
estimar o "°N no solo, o que é necessdrio para a quantificacio da FBN pela técnica da
abundancia natural do ’N. Também foram coletadas como referéncia plantas da graminea pé-
de-galinha (Eleusine indica), que ocorria na area de forma espontanea.

As varidveis analisadas foram: massa seca dos nédulos (mg planta'l), matéria seca da
parte aérea (mg planta™), N-total na parte aérea, abundncia natural de '°N, N-total nos grios,
produtividade de graos secos (13% de umidade), acimulo de nitrogénio nos graos (kg ha') e
acimulo de nitrogénio na parte aérea- ANPA (mg planta™). A nodulacdo foi avaliada a partir
de cinco plantas coletadas 30-35 dias apds a emergéncia, a massa dos nddulos secos e a
matéria seca foram analisadas apds secagem em estufa de circulacdo for¢ada a 65°C até massa
constante. Determinaram-se, também, os teores de N total na parte aérea e no grao pelo
método Kjeldahl (LIAO, 1981).

Para a quantificacdo da FBN as plantas foram coletadas aos 50 DAE, secas a 65°C em
estufa de circulacdo forcada até massa constante, moidas e analisadas quanto a abundancia
natural do isétopo °N (OKITO et al., 2004) por espectrdmetro de massa de razio isotépica,
modelo Delta Plus (Finnigan MAT, Bremen, Germany) no “Laboratério John Day de Is6topos
Estaveis” da Embrapa Agrobiologia.

A composi¢io do isétopo "N foi mensurada através da diferenca do nimero de
dtomos de °N para 14N, usando a atmosfera como padrdo de acordo (JUNK e SVEC 1958;
MARIOTTT et al., 1981):

[15N/14N]amostra - [15N/14N]padr50

"N (%o) = X 1000
[ ISN/ 14N] padrio

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

100 ((8"N ref) — (8N planta fixadora))
9% Ndfa= 100

(8N ref — B,,)

79



5Nref — Valor de 8N do solo obtido através de plantas nao fixadoras (referéncia),
sendo utilizadas como plantas de referéncia o feijao nao nodulante NORH 54 (Phaseolus
vulgaris) e o pé-de-galinha (Eleusine indica).

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

B,a — Valor do 8N do nitrogénio derivado da FBN, sendo o valor de o N da parte
aérea da leguminosa crescida totalmente dependente da FBN.

Para este trabalho foi usado o valor By, de 8'°N para a parte aérea de feijao-caupi
presente na literatura de -1,66%0 (BODDEY et al., 2000).

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

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

N fixado kg ha-! = N derivado FBN (kg planta™) x populagdo plantas ha™'(180.000)

Os dados foram analisados no programa Sisvar v. 4.5 (FERREIRA, 2008), com andlise

de variancia pelo teste F, a 5% de probabilidade e a comparacdo das médias pelo teste de
Tukey ao nivel de probabilidade de 0,05.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A inoculagdo com as estirpes no ensaio em Sinop-MT apresentou massa de nddulos
similar entre si e ndo havendo diferenca com a nodulagdo proporcionada pela populacio
nativa, assim como também observado para a varidvel massa da parte aérea aos 35 DAE
(Tabela 16). Como esperado as plantas que ndo tiveram as sementes inoculadas no plantio
obtiveram alta nodulacdo com a populagdo estabelecida, pois a &area apresentava alta
densidade de rizébios capaz de nodular o feijao-caupi, identificada pela técnica do nimero
mais provavel NMP, que resultou em densidade de 3,4 x 107 rizébios/ g solo. Possivelmente
os 10 anos consecutivos de cultivo de soja na drea foram responséveis pela estabilizacdo da
alta populacdo no solo, proporcionada pela inoculagdo da soja durante estes anos, mas
também é possivel que parte seja da propria populagdo nativa da area.

Tabela 16. Massa seca de nédulos e massa seca da parte aérea (caule, ramos e folhas) de
plantas de feijao-caupi (BRS Guariba), 35 dias apds emergéncia na safrinha/2013 em
duas localidades do Mato Grosso (Sinop e Primavera do Leste).

Nodulos secos Parte aérea seca
(mg planta™) (g planta™)
————————————————— KRR DN S ——
Sinop Primavera Sinop Primavera do
Tratamento do Leste Leste
Populacdo Nativa 205A 224BA 2,3A 5,1A
C/N- 70 kg ha™ 159A 109C 2,3A 4,6A
BR 3267 153A 207BA 2,3A 4,4A
BR 3262 283A 199BA 2,3A 4,1A
INPA 03-11B (BR 3301) 230A 252A 3,1A 4,6A
UFLA 03-84 (BR 3302) 148A 215BA 2,0A 4,5A
BR 3299 191A 148CB 2,3A 4,9A
Mistura de Estirpes 206A 217A 2,2A 3,8A
CV% 27,06* *13,95 11,07* 19,20

Meédias seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste T de Student (LSD), a 5% de
probabilidade. *Dados transformados para raiz quadrada (Y + 1,0).

No ensaio em Primavera do Leste-MT a maior nodulacdo foi obtida pela estirpe INPA
03-11B (BR 3301) e a mistura de estirpes, que foram superiores a nodulagdo das plantas que
nao foram inoculadas e receberam adubacao nitrogenada, assim como também a nodulacao da
BR 3299 (Tabela 16). Semelhante ao observado na drea anterior, mesmo o plantio do feijao-
caupi sendo realizado em uma drea com apenas o ultimo cultivo de soja (safra 2012/2013),
posterior a 8 (0ito) anos de pastagem, a populacao de rizébios do solo capaz de nodular feijao-
caupi pela técnica do NMP apresentou densidade de 3,4 x 10" rizébios/ g solo. Nesta édrea o
feijao-caupi foi plantado logo apds a saida da soja, que foi inoculada. Assim, neste caso, a
maior parte da populacdo presente provavelmente foi oriunda da inoculacio da soja.

A possivel presenca das estirpes usadas no inoculante da soja na populacido do solo,
pela inoculag@o da soja nas dreas de estudo, corrobora resultados de Zilli et al. (2013), que no
cerrado de Roraima concluiram que o nimero de cultivos de soja inoculada eleva a densidade
de rizébios no solo. Em casa de vegetacao Zilli et al. (2011) observaram que as estirpes
recomendadas para soja obtiveram nimero de nddulos similar as estirpes recomendadas para
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feijao-caupi, indicando a capacidade destas em nodular feijao-caupi. Porém, as estirpes de
Bradyrhizobium japonicum (CPAC 7 e CPAC 15) e a estirpe de B. elkanii BR 29, quando
avaliada a eficiéncia nodular, ficaram abaixo das estirpes recomendadas para o caupi (BR
3262 e BR 3267), mas a estirpe de B. elkanii SEMIA 587 foi similar as estirpes de feijao-
caupi.

No trabalho de Chagas Junior et al. (2010), em &drea de Cerrado em Tocantins, é
possivel observar que, nas trés cultivares testadas, a nodulacdo proporcionada pela testemunha
(populagdo nativa) foi baixa. Possivelmente nestas dreas de expansao da fronteira agricola no
Cerrado ainda nao se tenha uma alta populac@o de rizobios, oriunda da inoculacdo da soja ou
mesmo jé estabelecida no solo. Por outro lado, em ensaio em drea de Cerrado em Roraima
(fronteira agricola mais antiga), Zilli et al. (2009) apontam que o controle (populacdo nativa)
no ensaio de 2006 proporcionou a nodulacao similar as estirpes recomendadas.

Nao foi observada diferenca na massa da parte aérea aos 35 DAE, tanto em Sinop-MT
quanto em Primavera do Leste-MT (Tabela 16). Este fato ¢ comum em feijao-caupi, como ja
evidenciado em outros trabalhos (ALMEIDA et al., 2010; COSTA et al., 2011; BORGES et
al., 2012; FERREIRA et al., 2013), em avaliacdes realizadas por volta de 35 DAE. Como
mostrado no Capitulo I a curva de crescimento vegetativo do feijdo-caupi pouco alterou ao
longo do ciclo, quando comparada as plantas inoculadas com o controle sem inoculagdo.
Assim, como confirmado no Capitulo I pela quantificacio da FBN aos 30 DAE a simbiose
ndo estd em sua méxima efici€ncia, para suprir a planta com maior demanda de nitrogénio.

Contudo, aos 50 DAE em Sinop-MT, mesmo com a alta nodulacdo proporcionada pela
populacdo nativa esta ndo se refletiu em massa da parte aérea, sendo em valores absolutos a
menor massa da parte aérea (Tabela 17). A estirpe BR 3262 proporcionou a maior massa de
nddulos em valores absolutos, consequentemente possibilitou a maior massa da parte aérea
(50 DAE), sendo esta superior estatisticamente ao valor de massa da parte aérea das plantas
noduladas pela populagcdo nativa, a BR 3267, a BR 3302 e a BR 3299 (Tabela 17). Assim
como observado em Sinop-MT, aos 50 DAE, a massa da parte aérea da populacdo nativa foi a
menor em Primavera do Leste-MT, sendo inferior a massa proporcionada pela inoculacdo
com a BR 3299, que foi a maior massa da parte aérea entre todos os tratamentos (Tabela 17).

O maior acimulo de nitrogénio na parte aérea em Sinop-MT foi proporcionado pela
inoculacdo com as estirpes BR 3262, INPA 03-11B (BR 3301) e a mistura de estirpes, que
foram superiores ao nitrogénio acumulado pela nodulagao com a populacdo nativa e a BR
3267. Em Primavera do Leste-MT, mesmo com a alta nodulacdo da populagdo nativa, o
acumulo de nitrogénio total na parte aérea foi inferior aos demais tratamentos com 50 DAE
(Tabela 17). Um fato interessante é que em valores absolutos, no experimento de Sinop-MT a
inoculagdo com a BR 3267 apresentou o menor acimulo de nitrogénio entre as estirpes
inoculadas; em contraponto, no experimento em Primavera do Leste-MT, a BR 3267
proporcionou o maior acimulo de nitrogénio total na parte aérea (Tabela 17). Como a
inoculagdo foi realizada com o mesmo lote de producdo do inoculante, a estirpe estava nas
mesmas condi¢des nos dois ensaios.

A estirpe com a melhor eficiéncia simbidtica pode ser considerada como a que
possibilita 0 maior acimulo de nitrogénio na planta. Porém, as respostas dos estudos nem
sempre sdo conclusivas, como por exemplo, na regido Nordeste (Piaui) com a mesma cultivar
(BR 17 Gurguéia), Almeida et al. (2010) ndo encontraram diferenca entre as estirpes
recomendadas na inoculacdo; assim como no experimento de Costa et al. (2011). Enquanto no
estudo de Ferreira et al. (2013) a inoculacdo com a estirpe BR 3267 possibilitou actimulo de
nitrogénio nas plantas de feijao-caupi superior a inoculagdo com a BR 3262. Contudo, pode-
se ressaltar, que em valores absolutos no ensaio de Almeida et al. (2010), o maior actimulo de
nitrogénio nas plantas foi possibilitado pela inoculagdo com a INPA 03-11B (BR 3301).
Portanto, em consonancia com a literatura e os dados deste ensaio, pode se afirmar que as
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estirpes BR 3262, BR 3267 e INPA 03-11B (BR 3301) apresentam em campo maior
capacidade de acimulo de nitrogénio na planta de feijao-caupi.

Tabela 17. Massa seca da parte aérea (caule, ramos e folhas) e nitrogénio acumulado na parte
aérea de plantas de feijao-caupi (BRS Guariba), 50 dias apdés emergéncia na
safrinha/2013 em duas localidades do Mato Grosso (Sinop e Primavera do Leste).

Parte aérea seca N acumulado na parte aérea
(g planta™) (mg planta™)
————————————————————— 50 DAE
Sinop Primavera Sinop Primavera
Tratamento do Leste do Leste
Populacdo Nativa 8,7D 15,3C 321B 512B
C/N- 70 kg ha™ 109DCBA  18,3CBA 445BA 730A
BR 3267 9,0DC 19,3BA 346B 803A
BR 3262 13,7A 18,0CBA 607A T42A
INPA 03-11B (BR 3301) 11,8CBA 18,1CBA 527A 737A
UFLA 03-84 (BR 3302) 9,7DCB 19,6BA 431BA T49A
BR 3299 10,0DCB 20,8A 467BA 797A
Mistura de Estirpes 12,1BA 16,2CB 510A 705A
CV% 8,89* 14,50 12,65% 9,59*

Meédias seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste T de Student (LSD), a 5% de
probabilidade. *Dados transformados para raiz quadrada (Y + 1,0).

Diante dos resultados fica claro que as estirpes recomendadas t€ém maior capacidade
de fornecer nitrogénio para a planta e, consequentemente, aumentar seu crescimento
vegetativo comparado as plantas que sdo noduladas pela populagdo nativa do solo. Porém, os
resultados de quantificacio da FBN, usando a abundéncia natural delta "N indicam que a
populacdo nativa proporciona uma dilui¢do isotdpica similar a inoculagdo com as estirpes
recomendadas (Tabelas 18 e 19).

Alguns trabalhos que usaram a abundancia natural delta BN para quantificar a FBN
em feijdo-caupi a campo mostraram que diversos genétipos, mesmo sem inoculagcdo
(nodulados pela populagd@o nativa do solo) proporcionaram dilui¢@o isotopica, com valores de
delta °N proximos de zero. No estudo de Belane et al. (2011), na Africa do Sul, dos 32
gen6tipos estudados em 2003, 28 apresentaram valores delta '°N abaixo de 1,0, e as plantas de
referéncia valor de 5,03 delta N. Em outro estudo Belane & Dakora (2010), em Ghana,
encontrou que dos 30 gendtipos 26 apresentaram valores delta >N abaixo de 1,0 e as plantas
de referéncia mostraram 7,12 delta N. Entretanto, nestes estudos os solos provavelmente sao
pobres em nitrogénio, exigindo que a entrada de N na planta seja praticamente toda originada
da FBN. Apesar de que no trabalho de Belane & Dakora (2010) nao foi informado o teor de N
do solo, enquanto Belane et al. (2011) relata valor de 1,3 mg/kg de NOj3™ (nitrato) e de 2,8
mg/kg NH," (amdnio), que sdo as formas mais absorvidas pelas espécies vegetais
(WILLIAMS & MILLER, 2001); em comparagdo, solos brasileiros, Poletto et al. (2008)
observaram ao longo do periodo experimental no Rio Grande do Sul em um Argissolo
Vermelho distréfico tipico, valores médios de 10 mg kg'1 tanto para NO3 como para NH,".

Na avaliacdo da quantificacio da FBN pela abundéncia natural delta "N em Sinop-
MT (Tabela 18), todas as estirpes inoculadas apresentaram diluicdo isotépica, quando
comparadas as plantas de referéncia, inclusive as plantas noduladas pela populacdo nativa;
onde j4 tinha sido observado a alta nodulacdo agora observa-se a maior dilui¢do isotdpica.
Neste ensaio as plantas de referéncia apresentaram varia¢ao nos valores de delta, com o feijao
nio nodulante NORH 54 (Phaseolus vulgaris) com valor de 5,20%0, enquanto que o pé-de-

83



galinha (Eleusine indica) obteve 3,86%o, proveniente da explora¢do do solo, refletindo a
influencia das raizes de cada especie (leguminosa/ graminea). No estudo de Belane & Dakoro
(2009), em Ghana no ensaio realizado em 2005, esta variacdo aconteceu nas plantas de
referéncia mesmo entre duas gramineas (arroz e milho), com valores de +5.12%o0 € +3.57%o,
respectivamente. Entretanto, o feijao nao nodulante € a planta de referéncia mais adequada
para quantificar a FBN em feijdo-caupi, em virtude da similaridade do sistema radicular e do
seu ciclo e, principalmente, da sua incapacidade de realizar FBN, diferente das gramineas,
onde alguns estudos mostram esta capacidade.

A inoculagdo com as estirpes em Sinop-MT ndo apresentou diferengas quanto a
%Ndfa entre si (Tabela 18), com os maiores valores para as estirpes BR 3262, INPA 03-11B
(BR 3301), BR 3299 e a mistura de estirpes, todas com 59% Ndfa Porém, foram
estatisticamente similares ao obtido pela populagdo nativa (63% Ndfa), mas estas
proporcionaram FBN superior as plantas que receberam adubacio nitrogenada (39% Ndfa).

Tabela 18. Delta §'"°N (%0), nitrogénio proveniente da FBN (%Ndfa), nitrogénio derivado da
FBN na parte aérea e nitrogénio fixado (kg ha) de plantas de feijdo-caupi (BRS
Guariba), 50 dias apds a emergéncia na safrinha/2013 em Sinop-MT.

Tratamento 8N (%)  Ndfa(%)' N derivado FBN  Contribuigo
parte aérea da FBN
(mg planta'l) (kg ha'l)
—————— 50 dias ap6s a emergéncia---------------
Popolacdo Nativa 0,88a 63a 199dcb 36dcb
BR 3267 1,25a 57a 188dc 34dc
BR 3262 1,11a 59a 356a 64a
INPA 03-11B (BR 3301) 1,13a 59a 321ba 57ba
UFLA 03-84 (BR 3302) 1,32a 56a 245dcba 44dcba
BR 3299 1,15a 59a 272cba 49cba
Mistura de Estirpes 1,40a 55a 272cba 49cba

Planta de Referéncia 8"°N (%o)
Feijao nao nodulante NORH 54 (Phaseolus vulgaris) 5,20c
Pé-de-galinha (Eleusine indica) 3,86cb
CV% 20,57 11,05% 16,40%* 16,10*
Médias seguidas da mesma letra nas colunas nao diferem entre si de acordo com o teste T de Student (LSD), a
5% de probabilidade. *Dados transformados para raiz quadrada (Y + 1,0). Valor B, --1,66%0
'%Ndfa = [(§"N feijdo ndo nodulante -5"°N planta fixadora)/ (§"°N feijdo ndo nodulante - (-1,66)] x 100

A inoculagdo com a BR 3262, que proporcionou a maior produtividade do feijao-
caupi, possibilitou o maior acimulo de nitrogénio na parte aérea derivado da FBN, sendo
superior ao proporcionado pelanodulagcao da populacdo nativa com e sem adubo nitrogenado,
assim como também a inoculagcdo com a BR 3267 em Sinop-MT (Tabela 18).

A contribuicdo da FBN (kg ha') em Sinop-MT, para a densidade populacional de
180.000 plantas ha-!, mostra que a inoculagdo pode proporcionar entrada no sistema de até 64
kg ha™!, como na BR 3262, que foi superior a contribui¢io da estirpe BR 3267 (34 kg ha"), a
populacdo nativa sem adubo nitrogenado (36 kg ha™') e com adubo nitrogenado (27 kg ha™).

A inoculacdo com a BR 3301, que possibilitou a segunda maior nodulacdo e acimulo
total de nitrogénio, mesmo sem alta produtividade, foi responsdvel em valores absolutos pelo
segundo maior acimulo de N derivado da FBN (321 mg planta™). consequentemente resultou
na segunda maior entrada de N no sistema com 57 kg ha' em Sinop-MT (Tabela 18).
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No ensaio em Primavera do Leste o delta '°N indicou que houve dilui¢do isotGpica em
todas as plantas de feijao-caupi, quando comparadas as plantas de referéncia. Porém existe
diferenca entres os tratamentos, sendo a inocula¢do com as estirpes INPA 03-11B (BR 3301)
e UFLA 03-84 (BR 3302) superiores a inoculacdo com a BR 3299 e a nodulacdo das plantas
que receberam adubagdo nitrogenada e ndo foram inoculadas (Tabela 19).

Diferente de Sinop-MT, as plantas de referéncia no ensaio em Primavera do Leste-MT
apresentaram valores de delta elevados, com valor para feijao nao nodulante NORH 54
(Phaseolus vulgaris) de 9,09%0 e para o pé-de-galinha (Eleusine indica) de 6,13%o, ambos
dentro da faixa de 5 a 10 deltas indicados para solos brasileiros (ALVES et al., 2003). Para
minimizar esta variacdo e obter valores mais precisos, Belane & Dakoro (2010) utilizaram
quatro plantas de referéncia (milho, sorgo, milheto e uma planta espontanea de folha larga),
usando o valor médio destas plantas de +7,12%o; valor este préximo da média obtida no
ensaio de Primavera do Leste-MT, que foi de +7,61%0¢. Porém, neste ensaio, foi usado como
planta referéncia o delta do feijao ndo nodulante, pela similaridade com a planta em estudo
(feijao-caupi).

Tabela 19. Delta 5"°N (%o), nitrogénio proveniente da FBN (%Ndfa), nitrogénio derivado da
FBN na parte aérea e nitrogénio fixado (kg ha-!) de plantas de feijao-caupi (BRS
Guariba), 50 dias apds a emergéncia na safrinha/2013 em Primavera do Leste-MT.

Tratamento 8N (%s)  Ndfa(%)' N derivado FBN  Contribui¢io
parte aérea da FBN
(mg planta'l) (kg ha'l)
—————— 50 dias apds a emergéncia------------------
Populagdo Nativa 3,33ba 53a 269c 48c¢
BR 3267 3,62cba S51ba 411a 74a
BR 3262 3,34ba 53a 393ba 71ba
INPA 03-11B (BR 3301)  3,16a 55a 406a 73a
UFLA 03-84 (BR 3302) 3,09a 55a 415a 75a
BR 3299 4,46¢cb 43cb 342cba 61cba
Mistura de Estirpes 3,40ba 52ba 370cba 67cba

Planta de Referéncia 8"°N (%o)
Feijao ndao nodulante NORH 54 (Phaseolus vulgaris) 9,09¢
Pé-de-galinha (Eleusine indica) 6,13d
CV% 7,96%* 14,02 10,32%* 10,18*
Meédias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si de acordo com o teste T de Student (LSD), a
5% de probabilidade. *Dados transformados para raiz quadrada (Y + 1,0). Valor B, --1,66%0
'%Ndfa = [(§"N feijdo ndo nodulante -5"°N planta fixadora)/ (§"°N feijdo ndo nodulante - (-1,66)] x 100

Diferente dos resultados apresnetados no Capitulo I (Tabela 5), a planta de referéncia
pé de galinha apresentou valores de delta distantes do feijao nao nodulante, pois em campo
esta especie ja esta estabelecida. J4 no ensaio no Capitulo I, no experimento em vasos, as
plantas espontaneas germinaram junto com o feijao nao nodulante, que foi plantado no vaso e
que foi novamente plantado em campo. Assim na falta do feijdo ndo nodulante plantado na
mesma época da especie em estudo, a planta de referéncia pé de galinha presente de forma
espontianea na drea, pode ser um opcdo, apesar de provavelmente substimar o potencial de
FBN da leguminosa em estudo.

Quanto a porcentagem da FBN (%Ndfa), as estirpes INPA 03-11B (BR 3301), UFLA
03-84 (BR 3302), BR 3262 e a populacdo nativa foram superiores ao valor de %Ndfa das
plantas que receberam adubacio nitrogenada e das plantas inoculadas com a BR 3299 (Tabela
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19). Ao contrario do experimento anterior, onde a BR 3299 estava entre as estirpes com
maiores valores de FBN, tendo obtido 59 %Ndfa, neste experimento ela obteve 43% Ndfa. Ja
as plantas adubadas com nitrogénio mostraram valores similares, com 39% Ndfa no
experimento em Sinop-MT e 40 % Ndfa emPrimavera do Leste-MT.

Ao avaliar o acimulo de nitrogénio derivado da FBN, a BR 3267, diferente do
observado em Sinop-MT, junto com a INPA 03-11B (BR 3301) e a UFLA 03-84 (BR 3302)
mostrou resultado superior ao acimulo proprcionado pela nodulacdo com a populagdo nativa,
com e sem adubo nitrogenado (Tabela 19). No experimento em Sinop-MT a BR 3267
contribuiu com acimulo de N derivado de FBN de apenas 188 mg planta” e em Primavera do
Leste-MT observa-se o dobro deste valor, com 411 mg planta'l.

Em Primavera do Leste-MT, a inoculagao proporcionou entrada no sistema de mais de
70 kg ha! com as estirpes UFLA 03-84 (BR 3302), BR 3267, INPA 03-11B (BR 3301) e a
BR 3262 (Tabela 19); porém somente a inoculacdao com as estirpes UFLA 03-84 (BR 3302),
BR 3267, INPA 03-11B (BR 3301) foi superior a contribui¢ao da FBN das plantas noduladas
pela populacio nativa, que proporcionou entrada no sistea de 48 kg ha, préximo do
encontrado no experimento em Sinop-MT (36 kg ha™).

O nitrogénio proveniente da FBN (%Ndfa) em ambos os experimentos (Sinop-MT e
Primavera do Leste-MT) proporcionado pela nodulacdo da populacdo nativa foi similar as
estirpes recomendadas. O que corrobora Alcantara et al. (2014), onde com a mesma cultivar
deste estudo (BRS Guariba), em Teresina, PI, o controle obteve 69 %Ndfa, também usando a
abundéncia natural °’N. O que foi praticamente o mesmo valor obtido com a inoculacdo das
estirpes recomendadas: BR 3262, BR 3267, BR 3299 e INPA 03-11B (BR 3301), que
corresponderam a 69; 67; 69,5 e 55,5 %Ndfa, respectivamente. Assim como Boddey et al.
(1990) com a técnica da dilui¢do isotdpica com >N marcado também ndo encontrou diferenca
entre o N derivado da FBN nas plantas de feijdo-caupi inoculada com a estirpe de
Bradyrhizobium spp. BR 53 e ndo inoculada.

Este novo cendrio na evolucdao da FBN em feijao-caupi no Brasil, mostrando que a
propor¢ao de N na planta via FBN € similar nas plantas inoculadas e ndo inoculadas
(populagdo nativa), traz a seguinte questao - se a propor¢cdo de N nas plantas € préxima, o que
estaria levando as plantas inoculadas a crescerem e acumular mais nitrogénio. Para esta
pergunta sdo propostas duas hipdteses: a primeira relacionada a eficiéncia simbidtica das
estirpes, a segunda quanto ao potencial das estirpes recomendadas atuarem também como
promotoras de crescimento.

A hipétese de eficiéncia simbidtica estd ligada a capacidade fotossintética da planta e a
diferengas no gasto de energia. As bactérias nativas do solo no ambiente de Cerrado na regido
Centro-Oeste, em alta densidade, podem fornecer nitrogénio para a planta na mesma
propor¢cdo das estirpes recomendadas, porém tem maior gasto de energia para a planta,
funcionando assim como dreno dos fotoassimilados e limitando o crescimento da planta. Pois,
a taxa de fixacdo simbidtica de N € proporcional a taxa fotossintética do vegetal (SCHULZE,
2004); como Kaschuk et al. (2012) mostraram em soja que os bacterdides funcionam como
dreno para planta o que sinalizaria para planta demanda de aumento da taxa fotossintética. No
caso do feijao-caupi, os bacterdides com baixa eficiéncia simbidtica podem funcionar como
dreno acima da capacidade fotossintética da planta. Entretanto, Belane & Dakora (2010:
2011) observaram gendtipos de feijao-caupi com altas taxas fotossintéticas, que apresentaram
maior biomassa da parte aérea e proporcionaram maior N fixado por via simbidtica na parte
aérea, portanto neste caso provavelmente os bacterdides tinham alta eficiéncia simbiética.

Ainda dentro da primeira hipétese de eficiéncia simbiodtica ligada a taxa fotossintética,
pode se supor que a planta de feijdo-caupi ao perceber (sinalizacdo bioquimica) que a
simbiose € eficiente tende a aumentar sua taxa fotossintética, tanto para suprir os bacterdides,
quanto para ter nitrogénio suficiente para o crescimento. Entdo sim, este dreno (bacteroide)
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estimula o aumento da taxa fotossintética conforme sugerido por Kaschuk et al. (2009; 2012).
O que corresponde ao observado por Belane & Dakora (2011), onde os gendtipos que mais
fixaram nitrogénio via simbidtica, também foram os que apresentaram a maior quantidade de
carbono fixado. Porém, no mesmo estudo de Belane & Dakora (2011), os gendtipos com
maior quantidade de carbono fixada, obtiveram maior quantidade de N total acumulado.
Levando a inferir que a planta equilibra fisiologicamente a entrada de nitrogénio do solo
(mineral e organico) e a via fixac¢do bioldgica; assim a proporcdo de N na planta proveniente
da FBN € similar entre o proporcionado por uma simbiose eficiente e ndo eficiente. Contudo,
o aumento da taxa fotossintética faz com que a quantidade de N via FBN seja maior na planta,
assim como também do N derivado do solo.

O alto custo energético da FBN é estimado em 6 a 12 g de C g' N fixado
(PIMENTEL, 1998), chegando os ndédulos a consumir 13 a 28% dos fotossintatos totais de
leguminosas (VANCE & HEICHEL, 1991). A fixacao do CO, fornece especialmente malato
e succinato para os bacterdides (PRELL & POOLE, 2006) e para a propria assimilacdo do
nitrogénio o oxalo acetato; assim uma baixa taxa fixacdo de CO, reduz a assimilagio e
transporte de N para a parte aérea (FISCHINGER & SCHULZE et al., 2010). Porém esta alta
taxa fotossintética € tornada ainda maior com a sinaliza¢ao dos bacterdides como dreno, que
pode desregular a relacdo entre o CO, usado para o crescimento vegetal e o CO, para
fornecimento aos bacterdides com baixa eficiéncia simbidtica na assimilagido do nitrogénio.

A segunda hipdtese e que estas estirpes recomendadas para feijao-caupi foram
selecionadas anteriormente sem a avaliacdo da quantificacdo da FBN, e que a selecdo foi
baseada em aumento de crescimento vegetativo e principalmente na produgdo de grios. Neste
processo de selecdo, junto com a FBN estas estirpes estariam atuando como rizobactérias
promotoras de crescimento, o que ja foi mostrado em feijao-caupi (SILVA et al., 2006a;
ARAUJO et al., 2012; COSTA et al., 2013), e também efeitos sinergisticos e associagdes com
outros microorganismos do solo que aumentam o aproveitamento dos nutrientes do solo
(SILVA et al., 2006b; LIMA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2012).

Quanto a producdo de graos e o acumulo de nitrogénio, que sdo consequéncias do
desenvolvimento da planta e estdo relacionados aos aspectos ja apontados, no ensaio em
Sinop-MT, quando comparado o acimulo de nitrogénio nos graos observa-se que a estirpe BR
3262 proporcionou o maior acimulo, com 58 kg ha™, sendo superior a inocula¢io com a
UFLA 03-84/BR 3302 (Tabela 20). Enquanto que em Primavera do Leste-MT, a inoculagao
com a mistura de estirpes proporcionou o maior acimulo de N nos graos, com 55 kg ha'',
sendo superior ao valor obtido pela inoculagdo com a BR 3299 e a nodulagdo com a
populacdo nativa (Tabela 20).

Em estudo no Piaui, Ferreira et al. (2013) também encontraram o maior acimulo de
nitrogénio nos graos com a inoculagdo da estirpe BR 3262, que foi superior ao valor para a
inoculagao das estirpes INPA 03-11B (BR 3301) e UFLA 03-84 (BR 3302). Ja Almeida et al.
(2010) observaram que apenas a inoculacdo com a UFLA 03-84 (BR 3302) proporcionou
acumulo de nitrogénio nos graos inferior a inoculagdo com as demais estirpes recomendadas.
Também no estudo de Costa et al. (2011) a estirpe UFLA 03-84 (BR 3302) proporcionou o
menor acimulo de nitrogénio nos graos, sendo inferior a inoculagdo com a INPA 03-11B (BR
3301). Desta forma, nota-se que a UFLA 03-84 (BR 3302), aparentemente, tem menor
capacidade de favorecer acimulo de nitrogénio nos graos, enquanto que a BR 3262 tem maior
capacidade, como mostra o ensaio em Sinop-MT, corroborando Ferreira et al. (2013).
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Tabela 20. Nitrogénio acumulado nos graos e produtividade de graos secos de plantas de
feijao-caupi (BRS Guariba), 75 dias apds emergéncia na safrinha/2013 em duas
localidades do Mato Grosso (Sinop e Primavera do Leste).

N acumulado graos Produtividade
(kgha™) (kg ha™)
————————————————————— 75 DAE
Sinop Primavera Sinop Primavera
Tratamento do Leste do Leste

Populagdo Nativa 35BA 44C 856BA 1215CB
C/N-70 kg ha™ 40BA 52CBA 1012BA 1392CBA
BR 3267 27BA 48CBA 660B 1374CBA
BR 3262 S58A 55A 1434A 1501A
INPA 03-11B (BR 3301) 26BA S53CBA 683B 1507A
UFLA 03-84 (BR 3302) 25B 47CBA 662B 1312CBA
BR 3299 52BA 43C 1021BA 1138C
Mistura de Estirpes 44BA 54BA 1119BA 1438BA
CV% 27,26%* 14,19 25,01%* 14,00

Meédias seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste T de Student (LSD), a 5% de
probabilidade. *Dados transformados para raiz quadrada (Y + 1,0).

A inoculacdo com a BR 3262, que proporcionou os maiores valores de nodulacio,
biomassa e acimulo de nitrogénio em Sinop-MT, também resultou na maior produtividade,
com valor de 1.434 kg ha!, superior a inoculacdo com a BR 3267, INPA 03-11B (BR 3301) e
a UFLA 03-84/BR 3302 (Tabela 20). Nota-se que a inoculagdo com as estirpes BR 3267 e a
UFLA 03-84 (BR 3302), que apresentaram valores de produtividade bem abaixo,
aproximadamente 660 kg ha™, sendo inclusive menores que a produtividade com a nodulacio
pela populagdo nativa, também conduziu aos menores valores de massa seca de nédulos. Por
outro lado, a INPA 03-11B (BR 3301), que também apresentou baixa produtividade (683 kg
ha™"), proporcionou a segunda maior nodula¢do e acumulacdo de nitrogénio na parte aérea;
porém ndo se refletiu em aumento da produtividade, e a produtividade foi menor que o
controle sem inoculag¢do (Populagao nativa).

Em estudo recente Marinho et al. (2014), com quatro cultivares de feijao-caupi (BRS
Punjante, BRS Tapaihum, BRS Carijé e BRS Acaud) em duas localidades da regidao Nordeste
(Mandacaru, Juazeiro-BA e Bebedouro, Petrolina-PE) com as mesmas cinco estirpes deste
estudo, observou que entre as estirpes inoculadas a BR 3267 na mesma cultivar (BRS
Punjante) proporcionou o maior rendimento na localidade de Mandacaru, Juazeiro-BA. J4 em
Bebedouro, Petrolina-PE, ela propiciou o menor rendimento, inclusive similar ao controle
sem inoculacdo, como aconteceu no ensaio em Sinop-MT. No mesmo estudo de Marinho et
al. (2014), a UFLA 03-84 (BR 3302) proporcionou o maior rendimento de graos com as
cultivares BRS Punjante BRS e BRS Carij6, na localidade de Mandacaru, Juazeiro-BA,
diferindo do obtido em Sinop-MT.

Em Sinop-MT a inoculagdo com a mistura de estirpes proporcionou a segunda maior
produtividade (1.119 kg ha') e assim como a BR 3299 (1.021 kg ha") apresentaram
rendimento de grios similar as plantas que receberam a adubagio nitrogenada (1.012 kg ha™).
Ainda, quando comparadas ao controle sem inocula¢do (populagdo nativa) proporcionaram
aproximadamente 260 e 160 kg ha™ a mais, respectivamente.

No ensaio realizado em Sinop-MT, no segundo més de condug¢do do experimento
(abril) passou por uma precipitacio de 210 mm, enquanto que em Primavera do Leste,
manteve dentro da normalidade de 100 mm, possivelmente essa condi¢do adversa afetou o

88



desempenho das plantas e, consequentemente, da simbiose. Nesse caso, a BR 3262, que se
mostrou com a melhor eficiéncia simbidtica, foi capaz de superar estas condigdes
desfavordveis. O mesmo para a BR 3299, o que tém relacdo direta com seu possivel potencial
de sinergismo com outras bactérias do solo. A mistura de estirpes, que € uma pratica usada
para superar estas condicOes, mostrou-se favordvel e a produtividade obtida foi acima dos
1.000 kg ha™.

O desempenho da estirpe BR 3262, seguida da BR 3299, corrobora estudo de Zilli et
al. (2006), onde em ambiente de Cerrado em Roraima em 2005, a inoculagdo com a BR 3262
foi superior as estirpes recomendadas (BR 3267; INPA 3-11B/BR 3301 e UFLA 3-84/BR
3302), a excecdo da inoculagdo com a BR 3299. Também em Ferreira et al. (2013), a
inoculagdo com a BR 3262 no Piaui possibilitou maior produtividade, superior ao rendimento
do controle e da inoculacdo com as estirpes INPA 3-11B (BR 3301) e UFLA 3-84 (BR 3302).
A inoculacdo com a BR 3299, no ensaio realizado por Gualter et al. (2011), também resultou
nos maiores rendimentos de graos na regiao da Pré- Amazonia.

No ensaio conduzido em Primavera do Leste (MT) o maior rendimento foi obtido com
a inoculagdo da INPA 03-11B (BR 3301) e a BR 3262, ambas com cerca de 1.500 kg ha’,
onde estas estirpes proporcionaram produtividade superior a obtida com a inoculacdo da BR
3299 e as plantas noduladas pelas estirpes nativas (Tabela 20). A terceira maior produtividade
foi obtida com a mistura de estirpes, com 1.438 kg ha™, que comparada as outras estirpes foi 2
unica inoculacdo que, em valores absolutos, foi superior ao valor de produtividade das plantas
que receberam a adubagdo nitrogenada (1.392 kg ha™).

Em Sinop-MT, a inoculacio com a INPA 03-11B (BR 3301) proporcionou um
rendimento de graos inferior ao obtido com a estirpe BR 3262, enquanto que em Primavera do
Leste-MT ela obteve a maior produtividade. Marinho et al. (2014) observou que a INPA
03-11B (BR 3301) proporcionou o menor rendimento de grdos com as cultivares BRS
Punjante, BRS Tapaihum e BRS Acaud na localidade de Mandacaru, Juazeiro-BA. Porém na
localidade de Bebedouro, Petrolina-PE, a estirpe INPA 03-11B (BR 3301) proporcionou o
maior rendimento de graos nas cultivares BRS Tapaihum e BRS Acaua.

Em Primavera do Leste-MT, mais uma vez nota-se resposta do rendimento de graos
para a inoculagdo com a BR 3262, assim como nos estudos em outras regides (ZILLI et al.,
2009; FERREIRA et al., 2013). O maior rendimento de graos proporcionado pela inoculagdo
com a BR 3301, corrobora com o ensaio de Almeida et al. (2010), onde estd estirpe
apresentou a maior produtividade com cerca de 1.950 kg ha'', que inclusive foi superior ao
obtido na inoculagio com a estirpe UFLA 03-84 (BR 3302) de 1360 kg ha™.

Apesar de nao se tratar de um balanco de nitrogé€nio propriamente dito, a inoculacao
com as estirpes BR 3262 e INPA 03-11B (BR 3301), no ensaio em Sinop-MT, possibilitou as
maiores entradas de nitrogénio com a FBN ,de 64 e 57 kg ha™' de N, respectivamente (Tabela
19), tendo saida pela colheita dos graos de 58 e 26 kg ha' de N (Tabela 20), assim tém-se o
saldo positivo de 6 e 31 kg ha™ de N, respectivamente. Enquanto que o controle (populagio
nativa) sem inoculacao gerou saldo de apenas 1,0 kg ha™' de N.

Em Primavera do Leste-MT, a entrada de nitrogénio no sistema foi mais expressiva,
com as maiores entradas originadas pela inoculacdo com as estirpes BR 3267, BR 3262,
INPA 03-11B (BR 3301) e UFLA 03-84 (BR 3302), que corresponderam a contribui¢ao de
74,71, 73 e 75kg ha'de N, respectivamente ( Tabela 19). Com uma saida de 48, 55, 53 e 47
kg ha' de N (Tabela 21), a inoculacio com estas estirpes gerou saldo positivo de
aproximadamente 25, 15, 20 e 25 kg ha' de N, respectivamente. Ao passo que o controle
(populacdo nativa) sem inocula¢do gerou saldo de apenas 4,0 kg ha™ de N.

Observa-se que mesmo com as taxas de fixacdao de nitrogénio (%Ndfa) similares para
as estirpes recomendadas pelo MAPA, em ambos os experimentos (Sinop-MT e Primavera do
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Leste-MT), as plantas sem inoculacdo mostraram balanco de nitrogénio praticamente nulo.
Desta forma, praticas agricolas de adubacgdo, alteracdo na densidade de plantas e o préprio
melhoramento genético, considerando a eficiéncia da FBN, podem aumentar a produtividade
da cultura do feijdo-caupi, consequentemente, aumentando a exportacdo de nitrogé€nio nos
graos, o que levaria, provavelmente, a um saldo negativo de nitrogénio no sistema sem a
inoculagdo.
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5.6 CONCLUSOES

A inoculagdo com a estirpe BR 3262 na safrinha no Mato Grosso, em Primavera do
Leste proporcionou um rendimento de grdos superior ao controle (populacdo nativa), a
inoculagdo com a estirpe BR 3299; enquanto que em Sinop a inoculacdo com esta estirpe
obteve a maior produtividade, sendo superior a inoculagdo com as estirpes BR 3267, INPA
03-11B (BR 3301) e UFLA 03-84 (BR 3302).

Os maiores acumulos de nitrogénio nos graos, entre as estirpes inoculadas foram
proporcionados pela inoculagdo com a estirpe BR 3262, em ambos os experimentos na
safrinha no Mato Grosso, sendo o valor superior ao proporcionado pela estirpe UFLA 03-84
(BR 3302), em Sinop, e a BR 3299 e ao controle (populagao nativa) em Primavera do Leste.

A inoculagdo com a BR 3262 contribuiu para a entrada de nitrogénio no sistema via
FBN superior a proporcionada pelo controle (populagdo nativa) nos dois ensaios, Sinop-MT e
Primavera do Leste-MT, com contribuicdo de 64 e 71 kg ha™' de N fixado, respectivamente.

A inoculacdo em Primavera do Leste, independente da estirpe, permitiu balanco
positivo de nitrogénio no sistema, com saldo de nitrogénio de aproximadamente 20 kg ha.

A inoculacdo com a INPA 03-11B (BR 3301) proporcionou rendimento de graos
inferior a inoculacdo com a BR 3262 em Sinop, ao passo que, em Primavera do Leste, ela
resultou na maior produtividade, superior a proporcionada pela estirpe BR 3299 e o controle
(populagdo nativa).

Apesar na alta nodulagdo proporcionada pela populacdo nativa presente no solo, esta
resultou em rendimento de grdaos abaixo do obtido com a inoculagdo, mesmo tendo estd
populacdo nativa uma taxa de FBN similar ao observado nas estirpes inoculadas.
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6 CAPITULO 1V

RESPOSTA DO FEIJAO-CAUPI A INOCULACAO COM DIFERENTES
DENSIDADES RIZOBIANAS'

'Capitulo foi publicado na forma de artigo na revista PAB (Pesquisa Agropecudria Brasileira).
Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.49, n.10, p.804-812, out. 2014.
DOI: 10.1590/S0100-204X2014001000007
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6.1 RESUMO

Nos ultimos anos o feijado-caupi vem sendo intensamente pesquisado destacando-se estudos
voltados ao melhoramento genético, a0 manejo da cultura e a fixag@o bioldgica de nitrogénio
(FBN), este novo processo de desenvolvimento da cultura é devido em grande parte ao seu
potencial no agronegdcio, assim a FBN torna-se fundamental com fornecimento de N para
uma demanda maior, exigindo respostas cada vez mais com a inocula¢do do feijao-caupi, que
tem alcancando mais de 150 mil doses de inoculantes comercializados para a cultura no ano
de 2012. Neste sentido o objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta da cultura do feijao-
caupi a diferentes densidades de células rizobianas aplicadas na semente em condi¢des de
campo. Foram conduzidos quatro experimentos, dois na regido Norte (drea ja cultivada e drea
de primeiro cultivo), um na regido Centro-Oeste e um na regido Sudeste. O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso, com quatro repeticdes. Os tratamentos foram compostos
pelas densidades de células da estirpe BR 3267 ou da estirpe BR 3262 (0; 0,3; 0,6; 0,9; 1,2;
15e 24 x10° UFC por semente), mais o tratamento sem inoculacdo e com adi¢do de
fertilizante nitrogenado (70 kg ha™' de N). Foram analisadas as varidveis massa seca dos
nédulos, matéria seca da parte aérea e rendimento de grdos secos (13% de umidade) nos
quatro experimentos; nimero de nédulos nos dois ensaios da regido Norte (drea ja cultivada e
area de primeiro cultivo) e o acimulo de nitrogénio na parte aérea e nos graos foram
avaliados nos experimentos da regido Sudeste e Centro-Oeste. A nodulagdo dos experimentos
foi avaliada a partir da coleta de cinco plantas consecutivamente aos 30-35 dias apds a
emergéncia na segunda linha. A nodulagdo na cultura do feijao-caupi respondeu
positivamente ao aumento da densidade de células de rizébios aplicadas nas sementes. Houve
aumento linear da nodulagcdo das plantas com o aumento da densidade da inoculacdo, porém
sem resposta na biomassa da parte aérea. O maior rendimento de graos ocorre na densidade de
pelo menos 1,2 x10° unidades formadoras de coldnia (UFC) por semente.

Palavras-chave: Bradyrhizobium. Vigna unguiculata. Inoculante.
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6.2 ABSTRACT

In recent years the cowpea has been intensely researched highlighting studies related to
genetic improvement, to crop management and biological nitrogen fixation (BNF), this new
development process culture of is largely due to its potential in agribusiness, so the BNF is
fundamental to supply N to a higher demand, demanding answers increasingly with the
inoculation of cowpea, which has reached more than 150 one thousand inoculants doses
marketed for culture in 2012. The objective of this study was to evaluate the crop response of
cowpea in the different densities of rhizobial cells applied in the seed under field conditions.
Four experiments were conducted, two in the region north (area already cultivated area and
first crop), one in the region Midwest and the region Southeast. The experimental design was
a randomized block with four replications. The treatments consisted of cell densities of strain
BR 3267 or of strain BR 3262 (0; 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5 and 2,4 x10° UFC seed), more
treatment without inoculation and with the addition of nitrogen fertilizer (70 kg ha'of N).
Were analyzed the variables dry mass of nodules, dry weight of shoots and dry grain yield
(13% of moisture) us four experiments; number of nodules in the two trials in the North
region (area already cultivated area and first crop) and nitrogen accumulation in shoots and
grains were evaluated in the experiments of the region Southeast and Midwest. The
nodulation of the experiments was evaluated from the collect of five plants consecutive to 30-
35 days after emergence in the second row. The nodulation in the culture of cowpea
responded positively to increased cell density of rhizobia applied to the seeds. There was a
linear increase in nodulation of plants with increasing density of inoculation, but no response
in shoot biomass. The highest grain yield occurs at a density of at least 1.2 x 10° colony
forming units UFC per seed.

Key words:Bradyrhizobium. Vigna unguiculata.Inoculant.
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6.3 INTRODUCAO

A cultura do feijao-caupi na regido Norte e Nordeste do Brasil tem sido caracterizada
como uma cultura de baixo aporte tecnoldgico o que tem resultado em produtividade de graos
inferior a 400 kg ha'! (FREIRE FILHO, 2011). Contudo, nos ultimos anos tem sido observada
grande expansdo da cultura também para o Cerrado da regido Centro-Oeste, especialmente
para o Estado do Mato Grosso. Nestas dareas o feijao-caupi € cultivado na safrinha com o
rendimento de graos ao redor de 1000 kg ha™ (FILGUEIRAS et al., 2009).

Nos ultimos anos o feijao-caupi vem sendo intensamente pesquisado destacando-se
estudos voltados ao melhoramento genético, a0 manejo da cultura e a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN). Este novo processo de desenvolvimento da cultura é devido em grande
parte ao seu potencial no agronegdcio. Para a FBN, vdrios trabalhos de selecdo de estirpes
(MARTINS et al., 2003; SOARES et al., 2006; ZILLI et al., 2009) e de novos veiculos para
formulagdo de inoculantes (FERNANDES JUNIOR et al., 2009; SILVA JUNIOR et al., 2012;
FERNANDES JUNIOR et al., 2012) foram realizados e os seus resultados ajudaram na
ampliacdo da drea inoculada com feijao-caupi, alcancando mais de 150 mil doses de
inoculantes comercializados para a cultura no ano de 2012 (ANPII- Associacdo Nacional dos
Produtores e Importadores de Inoculante).

Atualmente quatro estirpes: UFLA 03-84 (SEMIA 6461); INPA 03-11B (SEMIA
6463), BR 3267 (SEMIA 6462) e BR 3262 (SEMIA 6464) sdo autorizadas para serem
utilizadas em inoculantes para a cultura do feijao-caupi (BRASIL, 2011), estando disponiveis
no mercado algumas marcas comerciais em veiculo turfoso e liquido.

Os primeiros resultados significativos da inoculagdo do feijao-caupi surgiram com
Martins et al. (2003), com a inoculacdo da cultivar IPA 206 com a estirpe BR 3267 que
proporcionou uma produtividade de 693 kg ha’, similar ao tratamento controle com
fertilizante nitrogenado. No caso das estirpes INPA 03-11B e UFLA 03-84 quando testadas
nas cultivares BR14-Mulato e BR08-Caldeirao proporcionaram rendimento de graos de 950 e
1.340 kg ha™', respectivamente, sendo a produgio equivalente 2 adubacio nitrogenada de 70 e
80 kg ha! de N, na forma de uréia (LACERDA et al., 2004). A ultima estirpe recomendada,
BR 3262, foi testada na safra agricola de Roraima, inoculada em sementes de feijao-caupi
cultivar BRS Mazagio, proporcionando rendimentos de grios superiores a 2.000 kg ha™, que
foram cerca de 30% maior que o controle absoluto (ZILLI et al., 2009).

Porém nem sempre os resultados em campo da inocula¢do sdo positivos, como por
exemplo, em Borges et al. (2012) onde a testemunha (sem inocula¢do) proporcionou
rendimento de graos superior a inoculacdo com as estirpes recomendadas, assim como em
outros estudos que a testemunha também proporcionou um rendimento de graos similar as
estirpes recomendadas (CHAGAS JUNIOR et al., 2010; COSTA et al., 2011). Isto pode
ocorrer em fungdo da baixa fertilidade dos solos, variabilidade entre cultivares (MARINHO
ET AL., 2014), baixa especificidade das bactérias nativas do solo para nodulacido do feijao-
caupi (MARTINS et al., 2003; SILVA et al., 2012), ou porque ainda ndo se estabeleceu a
densidade de células rizobianas ideal a ser aplicada na semente, o que mostra a importancia
desta defini¢do visando elevar a competitividade das estirpes do inoculante. De acordo com
Silva et al. (2012) a densidade rizobiana ideal para a inoculacdo tende a contribuir para
aumento de produtividade, assim como Krasova-Wade et al. (2006) constataram que o uso de
uma densidade rizobiana elevada na inoculagdo ¢ uma forma de aumentar a competitividade
das estirpes inoculadas contra a populagdo rizobiana nativa.

Thies et al. (1991) mostraram que a presenca de uma populacio nativa de rizébios do
solo adequada para atender aos requisitos de fixacdo do N, da planta foi a principal razao das
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culturas nao responderem a inoculacao. Enquanto que Soares et al. (2014) observaram que
populacdo nativa em estudo proporcionou uma massa da parte aérea similar ao controle com
N-fertilizante. Porém, nem sempre a populacdo nativa € eficiente, em Ghana, por exemplo,
Pule-Meulenberg et al. (2010) observaram que genétipos de feijdo-caupi ndao inoculado
proporcionaram 100 mg de nédulos secos, que possibilitaram rendimentos de graos diferentes,
um gendtipo com 252 kg ha-1, enquanto que o outro chegou 686 kg ha-1. J4 Belane & Dakora
(2010) encontraram para plantas de feijao-caupi também nao inoculada com 67 dias apds o
plantio (DAP) variacao de 56,2% a 96,3% do nitrogénio oriundo da fixagcdo biolégica em
funcdo da cultivar. Evidenciando que a populacdo nativa de rizébios do solo apresenta uma
eficiéncia muito varidvel, justificando a necessidade da inoculagdo com densidade ideal.

Silva et al. (2012) observaram que com a elevagdo da taxa de in6culo houve aumento
da nodulagdo das plantas em condi¢des de casa de vegetacdo. No entanto, para feijao-caupi
ainda ndo se tem estabelecido uma dose ideal de inoculante para as sementes em condicoes de
campo.

Para a cultura da soja, por outro lado, os resultados de pesquisas indicaram
inicialmente densidade de 0,3 x10° UFC sernente'l, posteriormente de 0,6 x10° UFC semente™
e atualmente é recomendada 1,2 x10° UFC semente™! (HUNGRIA et al., 2007). O aumento da
densidade de células rizobianas por semente tem sido uma estratégia usada inclusive para
minimizar os danos da aplica¢do de fungicidas no tratamento de sementes de soja (CAMPO et
al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar em condicdes de campo a resposta da cultura do
feijdo-caupi em funcdo do aumento da densidade de células rizobianas inoculadas nas
sementes.
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6.4 MATERIAL E METODOS

Foram realizados um conjunto de quatro experimentos de campo em condi¢des
distintas, um na regido Sudeste (Seropédica- RJ), dois experimentos na regido Norte (Boa
Vista- RR) e outro na regido Centro-Oeste (Sinop- MT).

O experimento na regido Sudeste foi conduzido na drea experimental da Embrapa
Agrobiologia (22°45'S, 43°40'W e 26 m de elevacdo), na safra 2011/2012, em Argissolo
Amarelo Distréfico (SANTOS et al., 2006). Os dois experimentos na regido Norte foram
instalados na drea experimental Agua Boa da Embrapa Roraima (02°15°00”N e 60°39°54”’W),
em um Latossolo Amarelo Distréfico (SANTOS et al., 2006), no ano de 2011. Onde as areas
se diferenciaram, pois, uma havia sido cultivada com soja nas ultimas duas safras, portanto
com populacdo de rizébios estabelecida, e a outra foi recém-aberta para o cultivo, portanto
sem histérico de inoculacdo. Na regido Centro-Oeste o experimento foi conduzido na drea
experimental da Embrapa Agrossilvipastoril, em um Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico
(SANTOS et al., 2006), em darea com elevagao de 368m (11°51°29”S e 55°36°1,6°W), na
safra 2010/2011.

Em todos os experimentos foi utilizada a cultivar BRS Guariba, recomendada para uso
em ambito nacional (FREIRE FILHO, 2011). Quanto a estirpe utilizada na inoculagdo, na
regido Norte foi utilizada a estirpe a Bradyrhizobium sp. BR 3262 (SEMIA 6464) em veiculo
turfoso, recomendada para a regido (ZILLI et al., 2009), e nas regides Sudeste e Centro-Oeste
foi utilizada a estirpe de Bradyrhizobium sp. BR 3267 (SEMIA 6462) em veiculo polimérico
IPC 2.2 (SILVA JUNIOR et al., 2012; FERNANDES JUNIOR et al., 2012), que ji
proporcionara resultados favordveis na regido Sudeste (SILVA JUNIOR et al., 2012) e estd
em teste na regido Centro-Oeste.

No experimento na regidao Sudeste os tratamentos consistiam na inoculagdo de
sementes contendo as concentragdes: 0, 0,3, 0,6, 1,2, 1,5e 2,4 x10°® unidades formadoras de
colonia (UFC) por semente. Para os dois experimentos na regido Norte as sementes foram
inoculadas com 0, 0,3, 0,6, 1,2, e 2,4 x10° UFC por semente. Para a regido Centro-Oeste os
tratamentos foram otimizados, com a inoculacdo das sementes com 0, 0,9, 1,2 e 1,5 x10° UFC
por semente. Em todos os experimentos foi acrescido um tratamento com adubagdo
nitrogenada na dose de 70 kg ha” de N na forma de ureia (45% de N), que é o recomendado
para experimentos de campo (BRASIL, 2011), com aplicagdo na semeadura e no inicio da
floragao (aproximadamente 25-30 dias apds a emergéncia das plantas), na proporcao de Y4 do
total de N na primeira aplicagdo e o restante na segunda.

A padronizacdao da densidade de UFC por semente na inoculacdo foi baseada em
inoculantes contendo uma ordem 10° UFC por grama de inoculante e 5.000 sementes de
feijao-caupi por kg conforme recomendacdo (BRASIL, 2011). Assim, tem-se: Densidade
(UFC por semente) = (quantidade de inoculante g ou mL X concentracdo do inoculante UFC)
/ nimero de sementes.

A andlise de fertilidade do solo foi realizada em amostra composta, em cinco pontos
de coletada (amostra simples) em zig e zag antes da semeadura, na profundidade de 0 a 20
cm, para os quatro experimentos, conforme a metodologia da Embrapa (CLAESSEN,1997),
assim como, a andlise granulométrica e os dados de precipitacdo ocorrida durante os meses de
conducdo dos experimentos (Tabela 21).
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Tabela 21. Andlise quimica e granulométrica do solo da camada de 0 a 20 cm de

profundidade dos experimentos conduzidos nas regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste
do Brasil.

pH Al Ca Mg MOY P K Granulometria do solo

Areas Areia Silte Argila
H,O  -—-- cmol.dm™----- gdm'3 mg dm® - g kg ---—----

Boa Vista- RR

°cultivo® 54 0,0 09 030 108 262 11,7 840 10 150
Cultivada® 56 0,0 14 029 11,7 38,1 312 840 10 150

Precipitacio

mm
Jul Ago  Set

375,3 308,5 200

Sinop- MT Dez Jan Fev
52 0,17 1,88 040 349 6,71 72 750 10 240 150 390 140
Seropédica- RJ Out  Nov Dez

52 008 088 0,17 65 189 32 880 10 110 110 90 120
(7° cultivo — 4rea de primeiro cultivo. “Cultivada — drea cultivada com soja. ©’MO (matéria orgénica).

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com quatro repeticdes. Os
tratamentos foram compostos pelas densidades de células da estirpe BR 3267 ou da estirpe
BR 3262 (0, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5¢ 24 x10° UFC por semente), mais o tratamento sem
inoculacdo e com adi¢do de fertilizante nitrogenado (70 kg N ha™). Cada parcela com
tamanho de 24 m* (4 m x 6 m) conteve oito linhas de semeadura e com distincia de 1.5
metros entre parcelas.

As variadveis analisadas foram: nimero de nédulos planta'1 (apenas em Boa Vista-RR),
massa seca dos nédulos (mg planta™), matéria seca da parte aérea (mg planta™), produtividade
de graos secos (13% de umidade), acimulo de nitrogénio nos graos (kg ha™) e acdmulo de
nitrogénio na parte aérea- ANPA (mg planta); nos experimentos realizados na regio
Sudeste (Seropédica-RJ) e na regido Centro-Oeste (Sinop-MT). A nodulacdo dos
experimentos foi avaliada a partir de cinco plantas, a massa seca dos nédulos e a matéria seca
foram analisadas, apds secagem em estufa de circulagdo forcada com temperatura ajustada a
65°C até massa constante. Os teores de nitrogénio total na parte aérea e no grao foram
analisados pelo método Kjeldhal (LIAO, 1981).

Os dados foram submetidos a anélise de variancia a 10% pelo teste F, com auxilio do
programa Sisvar v. 4.5 (FERREIRA, 2008). Foram ajustadas equacdes de regressdo linear,
quadratica e cubica significativas para as varidveis: nimero de nddulos, massa seca de
nddulos e de parte aérea; acimulo de nitrogénio na parte aérea e nos graos e rendimento de
graos secos em funcdo do aumento da densidade de células rizobianas inoculadas nas
sementes. Para a varidvel rendimento de graos secos foi utilizado o teste t (LSD), a 5% de
probabilidade apds andlise de varidncia, como o intuito de comparar a produtividade das
plantas inoculadas com as que receberam a adubacao nitrogenada.
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6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos dois experimentos da regido Norte foi mensurado o nimero de nédulos, mas em
ambos o0s ensaios ndo foram ajustadas curvas de regressdo significativas (Figura 13). O
nimero de nédulos € um parametro com ampla variabilidade, sendo indicado nos estudos de
FBN o uso da massa seca de nddulos, pois possibilita maior praticidade, menor variabilidade
espacial e temporal, e principalmente apresenta a melhor correlacio com o desempenho
simbiético (DOBEREINER, 1966; BOHRER & HUNGRIA, 1998; HUNGRIA & BOHRER,
2000; SOUZA et al., 2008). E os proprios estudos de Hungria & Bohrer, 2000 e Souza et al.,
2008, ressaltam que em solos com populagdo estabelecida de rizébio, entre o nimero de
nédulos e massa seca de nodulos, somente um dos dois parametros é necessario de ser
avaliado, sendo preferivel optar pela massa seca de nédulos.

A nodulacdo no tratamento sem inocula¢do (0 x10° UFC por semente) na drea de
primeiro cultivo € menor que na drea ja cultivada, conforme o esperado, porém os dois
experimentos nao apresentaram uma equacao significativa (Figura 13). Na drea de primeiro
cultivo 0 maior nimero de nédulos é obtido com a inoculagdo com 0.6 ¢ 2.4 x10° UFC por
semente, enquanto que na drea cultivada, a inoculagdo com 1.2 x10°® UFC por semente
proporcionou o maior numero de nédulos.

& 1° cultivo M Cultivada
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16 ]
14
12
10

4 |
[
B

8
6
4
2
0

0 03 06 09 12 15 18 21 24 27

N°nodulos planta-' - 35 DAE

Densidade de células rizébianas (x10¢ UFC por semente)

Figura 13. Numero de nddulos por planta de feijao-caupi (Vigna unguiculata) “BRS
Guariba”, 35 dias apds emergéncia, em resposta a diferentes densidades de células
rizobianas aplicadas por semente na regiao Norte, em drea de primeiro cultivo e em
drea ja cultivada, ambas em Boa Vista- RR. "Ndo significativo.

Foram encontradas equacdes de regressdo significativas para a massa seca de nédulos
em funcdo do aumento da densidade de células de rizébios aplicadas nas sementes (Figura
15), corroborando com Silva et al. (2012), exceto na area de primeiro cultivo da regido Norte,
que ndo se ajustou a nenhuma regressao, porém neste mesmo experimento a melhor resposta a
inoculagdo para essa varidvel foi na densidade de 1.2 x10® UFC por semente (Figura 14). A
area que ja havia recebido cultivos anteriores da regido Norte e o experimento no Centro-
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Oeste responderam de forma linear ao aumento da densidade na inoculag¢do, enquanto que o
experimento no Sudeste respondeu de forma cubica.

O experimento conduzido na regido Sudeste, indicou uma alta nodulacdio no
tratamento sem inoculante, com uma massa de nédulos acima de 200 mg planta™ (Figura 14),
o que indica a presenca de rizébios ja estabelecidos no solo. Mesmo nesta condi¢cao observou-
se um aumento numérico da nodulacdo com a inoculacdo de até 0.6 x10° UFC semente’
chegando a um valor préximo a 300 mg planta™ (Figura 14). Apés esta densidade, entretanto,
houve uma aparente reducdo da nodulacdo das plantas e novo aumento na densidade de 2,4
x10° UEC semente”, porém permanecendo todos os valores préximo de 200 mg planta™.
Desta forma, apesar dos dados terem se ajustado a uma regressao cubica, estd apresentou um
baixo valor do R* (Figura 14).
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Figura 14. Massa seca de nédulos por planta de feijao-caupi (BRS Guariba) em resposta a
diferentes densidades de células rizobianas aplicadas por semente e em diferentes
localidades no Brasil. Na regido Norte, em 4rea de primeiro cultivo e em &rea ja
cultivada, ambas em Boa Vista, RR; na regiao Centro-Oeste, em Sinop, MT; e, na
regido Sudeste, em Seropédica, RJ. ** e *Significativo a 5 e 10% de probabilidade,
respectivamente. ""Nio significativo. Coeficientes de varia¢do: na regido Norte, em
area ja cultivada, de 21,49%; na regido Centro-Oeste, de 17,86%; e, na regido
Sudeste, de 24,66%.

No experimento na regido Norte, em drea cultivada anteriormente com soja, houve
correlagdo positiva entre a densidade de rizébios e o aumento da nodulacdo, com
comportamento linear para a nodulaciao na densidade 2,4 x10° UFC por semente (Figura 14).
Por outro lado, na drea recém cultivada todos os tratamentos apresentaram alta nodulagdo.
Provavelmente estd alta nodulacio € consequéncia da populagdo nativa, pois ji foi observado
em area nativa na regido Norte a existéncia de uma populagdo de rizébios estabelecida capaz
de nodular o feijao-caupi (ZILLI et al. 2013). Isto evidencia, assim como o observado no
experimento da regido Sudeste, que provavelmente a alta populacdo de rizébios do solo foi
capaz de ocupar os sitios de nodulagdo disponiveis e o aumento da densidade ndo promoveu o
aumento da nodulacdo. Na regido Norte, Zilli et al. (2009) também obtiveram resultados
similares para massa de nddulos ao avaliarem o inoculante com a estirpe BR 3262 na
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densidade 0,6 x10° UFC por semente, em drea de Cerrado na safra 2006 e de Mata alterada na
safra de 2005 e 2006. Estes autores observaram que a massa de nodulos foi superior a 150 mg
por planta, assim como em ambos experimentos do atual estudo em que a massa de nédulos
foi superior a 100 mg por plantano tratamento sem inoculacdo.

A massa de nddulos do experimento no Centro-Oeste aumentou de forma linear em
funcdo da densidade na inoculacdo (Figura 14), obtendo com a inoculagcdo de 1,5x10° UFC
por semente a maior massa de nddulos entre tratamentos. Estes dados corroboram Silva et al.
(2012), que ao avaliarem em casa de vegetacdo a taxa de inéculo com a estirpe BR 3267
observaram que com o aumento da densidade rizobiana na inoculag¢do havia incremento na
nodulacdo, na FBN e no crescimento de plantas de feijao-caupi.

A densidade ideal na inoculag¢do € uma ferramenta que pode reduzir a influéncia da
populacdo nativa de rizébios do solo no momento da nodulacdo (Figura 14). Na regido
Centro-Oeste, os solos apresentam uma populacdo de Bradyrhizobium estabelecida em func¢ao
de cultivos com soja em anos anteriores (MENDES et al., 2004). Em casa de vegetagdo, Zilli
et al. (2011) observaram que as estirpes recomendadas para soja também podem nodular o
feijdo-caupi, mas com eficiéncia varidvel, o que reduz os beneficios da FBN.

Nao foram obtidas equacdes de regressao significativas quanto a massa da parte aérea
em resposta ao aumento da densidade de rizobios utilizado na inoculacido de sementes (Figura
15). Costa et al. (2011) e Borges et al. (2012) observaram massa da parte aérea similar e até
superior nas plantas ndo inoculadas comparado com a inoculacio com as estirpes
recomendadas. Porém o aumento da massa da parte aérea nao significa diretamente aumento
da produtividade. Ferreira et al. (2013) verificaram que a inoculacdo com a estirpe BR 3262
proporcionou uma massa da parte aérea similar a testemunha (sem inoculac¢do), porém ao
avaliarem o rendimento de graos, observaram que a estirpe produziu o dobro da testemunha.
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Figura 15. Massa seca da parte aérea por planta de feijao-caupi (BRS Guariba) em fungdo de
diferentes densidades de células rizobianas aplicadas por semente e em diferentes
localidades no Brasil. Na regido Norte, em 4rea de primeiro cultivo e em &rea ja
cultivada, ambas em Boa Vista, RR; na regidao Centro-Oeste, em Sinop, MT; e, na
regido Sudeste, em Seropédica, RJ. “Nio significativo.
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Nos dois experimentos das regides Sudeste e Centro-Oeste, onde se avaliou o acimulo
de nitrogénio na parte aérea ndo foram encontradas equagdes de regressdo significativas
(Figura 16). O actimulo de nitrogénio na parte aérea € uma varidvel que ajuda na discussao
dos resultados, porém em feijdo-caupi esta reflete a diferenca que ja € encontrada na massa da
parte aérea, pois geralmente em feijao-caupi o teor de N na parte aérea € similar, independente
do tratamento, como ja observado em varios trabalhos (ALMEIDA et al., 2010; COSTA et al.,
2011; SILVA JUNIOR et al., 2012). Sendo esta varidvel para feijdo-caupi util, desde que seja
combinada com a avaliacdo da quantificacdo da FBN, que ndo € o caso deste trabalho. Alguns
estudos com FBN em feijao-caupi, avaliaram a eficiéncia simbidtica na cultura sem analisar a
varidvel actimulo de nitrogénio na parte aérea (ZILLI et al., 2009; CHAGAS JUNIOR et al.,
2010; SILVA NETO et al., 2013).
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Figura 16. Nitrogénio acumulado na parte aérea por planta de feijao-caupi (BRS Guariba), 35
dias apds emergéncia, em funcdo de diferentes densidades de células rizobianas
aplicadas por semente nas regides Sudeste (Seropédica, RJ) e Centro-Oeste (Sinop,
MT)."Nio significativo.

Na regidao Sudeste e Norte (drea anteriormente cultivada com soja) o rendimento de
graos respondeu de forma significativa ao aumento da densidade de rizébios utilizados na
inoculagdo (Figura 17). As equacdes quadraticas obtidas para ambos indicaram que o maior
rendimento de graos aconteceu quando a cultura foi inoculada com a densidade de rizobios de
1,2 x10° Ufc por semente. J4 no experimento da regido Centro-Oeste o rendimento de grios
respondeu de forma linear ao aumento da densidade de rizébios na inoculacao.

Na regiao Sudeste e em ambas as dreas da regiao Norte, o rendimento de graos com a
inoculacdo na densidade de bactérias de 1,2 x10° UFC por semente ficou acima do
proporcionado pela densidade de 2,4 x10° UFC por semente. Nas dreas da regido Norte e
Sudeste a inoculagdo com 1,2 x10° UEC por semente proporcionou maior rendimento de
graos que o tratamento sem inoculac¢do. Por outro lado, o aumento do rendimento de graos nos
mesmos experimentos na densidade de 2,4 UFC por semente em comparagdo ao tratamento
sem inoculagcdo foi menor. Estes dados mostram que pode haver uma densidade méxima de
células de rizobios nas sementes que aumenta a nodulacdo e consequente a producdo das
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plantas, fato diferente do observado para a cultura da soja at¢é o momento (CAMPO et al.,
2010; SILVA et al., 2011).
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Figura 17. Rendimento de grios secos de feijao-caupi ('BRS Guariba) em funcao de
diferentes densidades de células rizobianas aplicadas por semente e em diferentes
localidades no Brasil. Na regido Norte, em 4rea de primeiro cultivo e em &rea ja
cultivada, ambas em Boa Vista, RR; na regidao Centro-Oeste, em Sinop, MT; e, na
regido Sudeste, em Seropédica, RJ. *** ** e *Sjgnificativo a 1, 5 e 10% de
probabilidade, respectivamente. "Nao significativo. Coeficientes de variacdo: na
regido Norte, em drea ja cultivada, de 18,77%; na regiao Centro-Oeste, de 10,86%; e,
na regiao Sudeste, de 9,06%.

O acimulo de nitrogénio nos graos respondeu de forma linear para o experimento na
regido Centro-Oeste e clibica para ensaio da regido Sudeste (Figura 18). Para a regido Centro-
Oeste a resposta seguiu 0 mesmo modelo que ocorreu com a produtividade (Figura 18). No
experimento da regido Sudeste, o acimulo de nitrogénio respondendo de forma cubica, indica
um pequeno aumento seguido de uma queda e posterior tendéncia de aumento, como também
foi observado na reposta da massa de nédulos como o aumento da densidade de células de
rizébios na inoculagdo.

A inoculagdo das sementes com uma densidade de células de rizobios que ndo seja a
ideal pode ser um dos motivos da falta de resposta do rendimento de graos a inoculagcdo com
as estirpes recomendadas. Chagas Junior et al. (2010) observaram que para a cultivar Nova
era (feijao-caupi), o tratamento sem inoculacdo proporcionou um rendimento de graos
superior a inoculacdo da estirpe BR 3262 e similar a INPA 3-11B e a BR 3267. Costa et al.
(2011) também verificaram para a cultivar BR 17 Gurguéia, que o tratamento sem inoculacao
proporcionou um rendimento de graos similar para as estirpes BR 3267 e a UFLA 3-84. E por
sua vez Borges et al. (2012) com a cultivar Vinagre, observaram que o tratamento sem
inoculag@o proporcionou um rendimento de graos superior a inoculacdo com todas as estirpes
recomendadas.
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Figura 18. Nitrogénio acumulado nos graos secos de feijao-caupi (Vigna unguiculata) “BRS
Guariba”, 75 dias ap6s emergéncia, em funcdo de diferentes densidades de células
rizobianas aplicadas por semente nas regides Sudeste (Seropédica, RJ) e Centro-Oeste
(Sinop, MT). ***Significativo a 1% de probabilidade. Coeficientes de variagdo: na
regido Sudeste, de 5,61% e na regido Centro-Oeste, de 12,77%.

O aumento da densidade de rizébios na inoculacdo aumentou a produtividade no
experimento no ensaio no Centro-Oeste, sendo o maior valor alcancado com a densidade de
1,5x10°UEC por semente, com 1.506 kg ha™. Observou-se que o tratamento inoculado com
1,5 x10° UFC por sementeproporcionou um aumento de 144 kg ha”comparado a densidade de
0,9 x10° UFC por semente, porém quando se comparou com a densidade de 1,2 x10° UFC por
sementeo aumento correspondeu a apenas 35 kg ha’'. Este aumento da produtividade em
fun¢do do aumento da densidade de células aplicadas nas sementes corrobora dados de
Campo et al. (2010), que ao avaliarem o aumento da dose de inoculacdio com inoculante
liquido para soja, observaram que o aumento da densidade de rizébios da inoculagcdo de
sementes proporcionou maior rendimento de graos.

No geral, todos os tratamentos inoculados (independente da densidade de bactérias nas
sementes) proporcionaram rendimento de graos igual ao tratamento que recebeu adubacao
nitrogenada em trés dos quatro experimentos (Tabela 22). Apenas na drea de primeiro cultivo
da regido Norte observou-se que o tratamento com N proporcionou rendimento de graos
acima da inoculacdo com 0,3 x10° UFC por semente, mas estatisticamente igual para as
demais densidades (Tabela 22).
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Tabela 22. Rendimento de graos secos em funcdo da densidade de rizébios na inoculacdo de
sementes de feijao-caupi (Vigna unguiculata) em resposta a adubagdo com 70 kg ha™
de N em experimentos da regiao Norte, Centro-Oeste e Sudeste.

Densidade
(x10° UFC por Rendimento de grios (kg ha™)
semente)
Sudeste  Norte 1° cultivo'”  Norte cultivada®  Centro-Oeste

0 1430b 929cb 1250b 994b
0,3 1683a  824c 1615ba )
0,6 1623ba 1027cba 1504ba ©
0,9 - - ) 1362a
1,2 1608ba 1131ba 1705a 1471a
1,5 1624ba - ) 1506a
2.4 1494ba 1052cba 1549ba -
Controle 70 kg N ha'  1515ba 1283a 1595ba 1451a
CV% 9,51 17,16 17,85 13,61

Meédias seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste t (LSD), a 5% de probabilidade.
(Area de primeiro cultivo. ?Area com cultivo anterior de soja. “’Densidade (UFC por semente) nio testada no
experimento da regido.

Na érea ja cultivada da regido Norte todos os tratamentos apresentaram produtividade
acima de 1000 kg ha™', enquanto que na drea de primeiro cultivo o tratamento ndo inoculado e
o tratamento inoculado com 0,3 x10° UEC por semente apresentaram uma produtividade
abaixo de 1000 kg ha™'. Isto indicou a necessidade da inoculacio em dreas de primeiro cultivo
e, mesmo em dreas ja cultivadas com populacio de rizobios estabelecida, verificou-se que a
inoculacdo com 1,2 x10°por semente proporcionou produtividade de 455 kg ha™' acima do
tratamento nao inoculado. Silva et al. (2011) também observaram que ao dobrar a dose
inoculada houve aumento no rendimento de grios de soja acima de 250 kg ha™.

O aumento da densidade de células rizobianas nas sementes possibilitou um aumento
linear na massa de nédulos em dois experimentos (Centro-Oeste e na drea cultivada da regiao
Norte), como mostra a Figura 14. Isto pode ser uma estratégia para competir contra a
populacdo nativa do solo e maximizar o efeito da inoculacio (KRASOVA-WADE et al.,
2006; SILVA et al., 2012). Provavelmente nos outros dois experimentos (Sudeste e na drea
recém cultivada da regido Norte) a presenca da alta populacdo nativa ou de uma populagcdo
eficiente justifique a falta de resposta com o aumento da densidade na inoculagdo (THIES et
al., 1991; SOARES et al., 2014). Como em &reas de plantio ndo existe uma avaliagdo prévia
da populagdo nativa de rizébios no solo, a inoculacdo é a melhor ferramenta para garantir o
suprimento de N via FBN e, consequentemente, o rendimento da cultura. Recomenda-se que
em trabalhos posteriores de inoculacdo seja analisada a populagdo nativa do solo da drea em
estudo, possibilitando gerar dados que relacionem o efeito da densidade de células rizobianas
na inoculacdo com a populagdo nativa de rizébios do solo.

Em termos de rendimentos de graos, o fato de dois experimentos, ambos da regido
Norte, apontar para uma queda nos valores apés a densidade de 1,2 x10° UFC por semente
pode ser um indicativo de uma maxima nodulagdo da planta, suficiénte para suprir suas
demandas de N, e a partir da qual a planta possuirira limitacao fisiol6gica de uso da FBN
(SCHULZE, 2004).
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6.6 CONCLUSOES

A nodulacdo na cultura do feijao-caupi responde positivamente ao aumento da
densidade de células de rizébios aplicadas nas sementes.

Observa-se aumento linear da nodulag¢do das plantas com o aumento da densidade da
inoculacdo, porém sem resposta na biomassa da parte aérea.

A densidade de células de rizébios nas sementes, capaz de proporcionar o maior
rendimento de grdos do feijao-caupi deve ser de no minimo 1,2 x10° unidades formadoras de
coldnias (UFC) por sementes.
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7 CONCLUSOES GERAIS

As estirpes nativas estabelecidas no solo sdo capazes de nodular o feijao-caupi de
forma similar as estirpes inoculadas; porém o rendimento de graos € inferior ao proporcionado
pela inoculacdo, mesmo tendo estd populacdo nativa uma taxa de FBN similar a das estirpes
inoculadas.

A mistura de estirpes proporcionou o maior rendimento de graos apenas no ensaio em
Sinop-MT, porém nao contribuiu para as plantas com maior acimulo de nitrogénio derivado
da FBN, em comparacao a inoculagdo com as estirpes individuais.

A densidade de células de rizébios nas sementes, capaz de competir com a populacio
nativa estabelecida no solo e de proporcionar o maior rendimento de graos do feijao-caupi
deve ser de no minimo 1,2 x10° unidades formadoras de coldnias (UFC) por sementes.

O beneficio da inoculacdo com as estirpes recomendadas se concentra na maior
disponibilidade de nitrogénio para planta, consequentemente maior crescimento vegetativo,
com um provavel menor consumo de fotoassimilados pelos bacterdides das estirpes
recomendadas.

Em condi¢des controladas e estéreis de casa de vegetacdo as plantas de feijao-caupi
inoculadas com as estirpes de rizébios (BR 3267, BR 3262, INPA 03-11B/BR 3301, UFLA
03-84/BR 3302 e a BR 3299) apresentam caracteristicas de nodula¢do similar. Nestas
condi¢des a varidvel razdo nodular mostrou-se uma ferramenta eficiente para avaliagdo do
desempenho das estirpes inoculadas.

A atividade da nitrogenase tem seu inicio aos 20 DAE, com os maiores picos entre 30
a 50 DAE. E mesmo com a nodulagdao ocorrendo ja aos 10 DAE, nesta fase ainda nao ha
atividade expressiva da nitrogenase, e aos 60 DAE tem fim a atividade da nitrogenase.

Em experimentos em vasos nao foi observada diferenca estatistica na %Ndfa, no
nitrogénio acumulado na planta e para o nitrogénio derivado da FBN, entre as plantas
inoculadas com as estirpes (BR 3267, BR 3262, INPA 03-11B/BR 3301, UFLA 03-84/BR
3302, BR 3299 e a mistura de estirpes) e as plantas noduladas pelas estirpes nativas, nas
avaliacdes aos 30, 40 e 50 DAE. Porém, a melhor resposta para a avaliacdo da quantificacao
da FBN com a abundancia natural delta '’N ocorreu entre 40 e 50 DAE.

No ensaio na drea de ambiente de Cerrado, safra 2010/2011, com alta populacdo de
rizobios estabelecida no solo, a inoculagdo com a mistura de estirpes proporcionou o maior
rendimento de grdos (1609 kg ha™). J4 no ensaio na drea em ambiente de Mata Atlantica, com
baixa populacdo de rizébios estabelecida no solo, a inoculacdo com a estirpe BR 3267
proporcionou o maior rendimento de grios (1322kg ha™), seguida da mistura de estirpes
(1241kg ha™").

A inoculacdo com a estirpe BR 3262, no estudo na safrinha 2013 em Mato Grosso,
proporcionou rendimento de graos superior ao controle (populagcdo nativa) em Primavera do
Leste; e em Sinop a inoculacdo com esta estirpe resultou no maior valor para a produtividade
do feijao-caupi.

O maior acimulo de nitrogénio nos graos, entre as estirpes inoculadas foi
proporcionado pela inoculagdo com a estirpe BR 3262, em ambos os experimentos na safrinha
2013, em Mato Grosso. Tendo estd estirpe contribuido para uma entrada de nitrogénio no
sistema via FBN superior a proporcionada pelo controle (populacdo nativa) nos dois ensaios,
em Sinop-MT e em Primavera do Leste-MT, proporcionando 64 ¢ 71 kg ha™ de N fixado,
respectivamente.
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8 CONSIDERA COES FINAIS

Foi possivel constatar que as estirpes recomendadas para feijdo-caupi promovem
aumento de rendimento de griaos, porém devem ser estudados outros beneficios, além da
FBN, que estas estirpes proporcionam.

Os estudos até aqui indicam que estirpe BR 3262 tém maior capacidade de contribuir
com a entrada de nitrogénio via FBN e rendimento de grdos em plantas de feijao-caupi,
portanto pode ser indicada para a industria de inoculantes, principalmente para ser usada em
areas de producdo com maior intensidade tecnoldgica na regido Centro-Oeste.

Nos experimentos avaliando o desempenho das estirpes para feijaio-caupi deve ser
avaliada a densidade de bactérias capazes de nodular o feijao-caupi no solo.

Em virtude do comportamento da planta de feijao-caupi, no ensaio em vasos, e dos
fatores edafoclimdticos a campo, que influenciam na nodulacdo, a eficiéncia das estirpes deve
ser medida a campo.

A simbiose dos gendtipos de feijao-caupi e as estirpes atualmente selecionadas no
Brasil estdo ainda a quem do seu potencial, quanto a contribui¢do da FBN, que estd em torno
de 40 a 60 %Ndfa e bem distante do obtido com a cultura da soja. Entretanto esta fixacdo de
N € suficiente para manter balanco de nitrogé€nio positivo no sistema.

Nos estudos futuros de eficiéncia simbidtica das estirpes recomendadas e de outras
candidatas a recomendacdo deverd ser considerado entre as varidveis a avaliacdo da taxa
fotossintética da planta de feijao-caupi. Neste sentido o ideal seria avali¢des conjunta em casa
de vegetacdo na mesma data, com atividade de nitrogenase, quantificacdo da FBN e a taxa
fotossintética.

Para uma proxima etapa de estudo, é necessdrio que no ensaio a campo de
quantificacdo da FBN, seja avaliado a taxa fotossintética das plantas de feijao-caupi no
periodo de 20, 30 e 40 dias apds a emergéncia. Assim, seria a forma de testar a hipétese
apresentada no capitulo III, que as plantas inoculadas aumentam sua taxa fotossintética,
comparada as plantas noduladas pela populacio nativa.

A énfase dada pela tese a regido Centro-Oeste mostra sua importancia no cultivo do
feijdo-caupi, desta forma futuros experimentos para a regido devem der programados junto a
os proprios agricultores no periodo da safrinha, com o plantio entre final de fevereiro e inicio
de marco. E, ainda os experimentos devem ser de cardter multidisciplinar, integrando FBN,
melhoramento genético e manejo fitossanitdrio, em funcdo dos custos experimentais
individualizados e da demora dos resultados. Este planejamento conjunto amentaria a
credibilidade da pesquisa juntos aos agricultores, que por consequéncia estreitaria a relacdo
entre agricultor e o pesquisador, proporcionando aplicabilidade a os resultados obtidos.
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10 ANEXOS
Anexo a Instrucio Normativa Secretaria Defesa Agropecuaria 13, de 25/03/2011

PROTOCOLO OFICIAL PARA AVALIACAO DA VIABILIDADE E EFICIENCIA
AGRONOMICA DE CEPAS, INOCULANTES E TECNOLOGIAS RELACIONADOS AO
PROCESSO DE FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO EM LEGUMINOSAS.

A metodologia aqui descrita é prépria para soja, feijao, caupi e outras leguminosas,
com as devidas adaptacdes técnicas e metodoldgicas para cada cultura como, por exemplo,
exigéncia climdtica, espacamento, época de plantio, cultivar recomendada, adubagdo e
calagem.

Ensaio em Casa de Vegetacio

Os ensaios em casa de vegetacdo devem ser conduzidos na avaliacdo de cepas e de produtos
que se destinam ao uso em ambiente protegido.

A apresentacdo de resultados de avaliacdo em casa de vegetacdo de outros produtos
inoculantes e de tecnologias € opcional.

Tratamentos:

Tratamento sem inoculagdo; 2. Tratamento sem inoculacdo, com N na concentragao
recomendada para a cultura* 3. Tratamentos com inoculagdo de cepas ja recomendadas para a
cultura, testadas separadamente, quando existentes; 4. Tratamentos com inoculagcdo das cepas
a serem testadas separadamente.

* O nitrogénio deverd ser parcelado semanalmente. Exemplos de requerimento do nutriente
por planta: Soja: 700mg; Feijao e Caupi: 350mg

Estagios de avaliacdo: as cepas ou produtos devem ser avaliados em vasos de Leonard e vasos
com solo, com no minimo quatro repeticdes para cada tratamento, conforme descrito:

-Vasos de Leonard ou sistemas semelhantes que permitam o cultivo sob condicdes de
substratos estéreis: Colocar sementes desinfestadas e ou plantulas em vasos Leonard
autoclavados preenchidos com um substrato e solug¢do nutritiva de Norris 1, ou solugdo
equivalente. Inocular conforme os objetivos de cada estudo.

-Vasos com solo: Plantar as sementes desinfestadas em vasos com solo, preferencialmente
livre ou com baixas populacdes de rizébios e baixo teor de nitrogénio. Em solos com teores
elevados de matéria organica adicionar palha de arroz ou milho na proporcao de 1 a 3 gramas
de palha por quilograma de solo seco, ou realizar outro procedimento para imobiliza¢do do N
de fonte organica. Inocular conforme os objetivos de cada estudo.

Observacdo: Cuidados normais de assepsia devem ser observados durante o preparo dos
vasos, inoculacdo e condugao dos testes.

Pardmetros minimos a serem avaliados:

Especificamente para sele¢ao de cepas deve-se avaliar o nimero e a massa de nédulos
secos (g/planta ou vaso). Na selecdo de cepa e na avaliagdo de inoculantes devem também ser
avaliados a massa seca da parte aérea (g/planta ) de plantas cortadas no ponto de inser¢ao dos
cotilédones e nitrogénio total na massa seca (mg de N/planta). A eficiéncia nodular (mg de N
da massa seca de planta/mg de ndédulos secos) pode ser calculada a partir dos parametros
determinados. Opcionalmente pode ser medido o teor de clorofila nas folhas.

Aos 35-40 dias apds emergéncia fazer o corte das plantas e separar as raizes da parte
aérea no ponto de inser¢do dos cotilédones. Separar os nédulos das raizes, contar, secar em
estufa a 65° até atingir massa constante, apresentado o resultado em g/planta ou vaso. Secar a
parte aérea das plantas, como descrito anteriormente, pesar, moer € determinar os teores de N
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na massa seca. Apresentar os resultados da massa seca das plantas em g/planta ou vaso, N
total

na massa seca em mg de N/planta. De posse dos parametros N total na massa seca (mg) e da
massa seca de nédulos (mg) determinar a eficiéncia nodular que € igual a mg de N total da
massa seca dividido mg de nédulos secos.

Ensaios no Campo

A drea a ser utilizada para instalacdo do experimento deve ser preparada e ter suas
caracteristicas quimicas e fisicas determinadas. Se possivel fazer andlise foliar da cultura
anterior para facilitar a adubagdo com os macro e micronutrientes necessarios.

O solo a ser utilizado ndo deverd apresentar populacdo estabelecida do rizébio em
estudo. Na impossibilidade de atendimento deste requisito a populacdo deverd ser
quantificada e incluida no relatério técnico-cientifico.

Os experimentos deverao ser delineados a campo em blocos ao acaso com no minimo
quatro repeticdes. A semeadura das parcelas devera ser feita de forma a evitar contaminagao
entre as parcelas experimentais. As parcelas experimentais deverdo ter uma dimensao que
possibilite uma drea util experimental suficientemente representativa. No caso especifico da
soja e feijao as parcelas deverdo ter tamanho minimo de 24,0 e 10 m2, drea util minima de 6,0
e 4,0 m2, respectivamente, observados distincia minima entre parcelas de um metro para
evitar contaminagdes. Sugere-se para soja: parcelas de 4 x 6 m (oito linhas espacadas de 0,5
m) colhendo as 4 linhas centrais ou 5 x 5 m (dez linhas espagadas 0,5 m) colhendo as seis
linhas centrais, deixando sempre um metro de bordadura nas cabeceiras.

Tratamentos:

O experimento de campo devera conter, no minimo, os seguintes tratamentos:

Tratamento 1. Auséncia de fertilizante nitrogenado e de inoculagdo; Tratamento 2. Controle
com N-mineral; Tratamento 3. Inoculagdo padrao com inoculante turfoso contendo ao menos
uma das cepas recomendadas para a cultura, quando existente. Tratamento 4. Demais
tratamentos a serem testados — seguir a recomendacdo técnica do proponente.

Observagdes:

Tratamento 2. As seguintes doses e formas de aplicacio de nitrogénio sdo recomendadas: Soja
- 200 kg de N/ha, sendo 50% na semeadura e 50% na floracdo ou aos 35 dias apds
emergéncia, por ocasido da coleta de plantas; Feijao - 80 kg de N/ha, sendo 20 kg no plantio e
60 kg aos 20-25 dias apds emergéncia; Caupi - 70 kg de N/ha, sendo 35 kg no plantio e 35 kg
aos 20-25 dias apds emergéncia;

Tratamento 3. A inoculagdo padrao consiste em umedecer as sementes com agua acucarada a
10%, usando no méiximo 300 ml por 50 kg de sementes, e aplicacdo de acordo com a
recomendacdo técnica (em nimero de UFC por semente) de um inoculante turfoso com
populacdo minima legalmente estabelecida. O cdlculo do ndmero de células por semente deve
tomar por base que um kg de semente de soja tem 7000 sementes e um kg de feijao ou de
caupi tem 5000 sementes. Para outras espécies, considerar o nimero de sementes por
quilograma. As sementes inoculadas devem secar em local fresco e arejado e a semeadura
deve ser feita imediatamente apds a secagem, em periodo nao superior a duas horas. Como a
maioria dos produtos quimicos pode ser téxica quando em contato direto com a bactéria, os
insumos usados para tratamento de sementes (micronutrientes, fungicidas e inseticidas)
devem ser evitados ou, se utilizados, ndo devem ter contato direto com o inoculante. No caso
de ser necessdria a aplicagdo de micronutrientes, recomenda-se que a aplicagcdo seja feita por
pulverizagdao foliar antes da floracio na mesma dose recomendada para as sementes ou
segundo as recomendagdes técnicas para cada cultura e regido.

Recomendagdo Geral: Sempre usar a mesma populacdo de células para a inoculacdo padrao e
para os inoculantes ou cepas em teste. No caso de inoculantes liquidos, o total de liquido a ser
aplicado nas sementes ndo deve ultrapassar 300 ml por 50 kg de sementes.
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Parametros minimos a serem avaliados a campo:
- Caracterizag@o quimica e fisica do solo

Devem ser realizadas as andlises quimicas necessarias a verificagdo do requerimento
de adubacdo. A classificacdo do solo e sua classe textural deverdo ser informadas.
- Populacio de rizébio

O solo da drea experimental devera ter a populacdo de rizobios determinada.
- Nodulagao

Coletar cinco plantas com as raizes intactas, da area central da segunda linha de cada
parcela, imediatamente antes da floragdo (no caso da soja aos 30 - 35 dias apés emergéncia).
Apresentar resultados para nimero de nédulos por planta (no/planta) e massa de nédulos seca
por planta (mg/planta).
- A avaliacdo da biomassa e nitrogénio total da parte aérea das plantas

Deve ser feita por ocasido da coleta de nédulos.
- Rendimento de Graos O rendimento de grdos deve ser corrigido para 13% de umidade e
expresso em kg/ha. Determinar os teores de N nos graos e expressar em mg/kg e o N total nos
graos expressar em kg de N/ha.
- Andlise estatistica

Os resultados devem ser submetidos a andlise de variancia e, quando o teste “F” for
significativo a 5%, as médias dos tratamentos deverdo ser comparadas por um teste de média
adequado, também ao nivel de 5% de significincia. Se o teste de “F” ndo for significativa a
5% mas apresentar significancia a 10%, as médias dos tratamentos deverdo ser comparadas
pelo teste de média, também ao nivel de 10% de significancia.
- Interpretacdo dos Resultados

Para recomendacdo de inoculantes e/ou outras tecnologias, estes devem apresentar
resposta igual ou superior a inoculagdo padrdo e/ou as tecnologias ja recomendadas,
respectivamente, € superior ao controle sem inoculacdo nos quatro ensaios. Para
recomendacdo de nova cepa, esta deve apresentar resposta igual ou superior a pelo menos
uma cepa ja recomendada para a mesma cultura, e superior ao controle sem inocula¢do nos
quatro ensaios. No caso da conducdo de um maior nimero de experimentos, 0 nimero de
casos positivos deve representar pelo menos 70% do total. No caso da soja, a produtividade
minima a ser considerada deve ser de 2000 kg/ha, para feijao deve ser de 1000 kg/ha e para
Caupi de 500kg/ha, para que o resultado do experimento seja considerado valido.
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