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RESUMO

GUALTER, Régia Maria Reis. Efeito da inoculagdo com diferentes estirpes de rizébio na
nodulacgdo, produtividade e fixacdo bioldgica de nitrogénio em feijdo-caupi. 2010. 96f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia,

Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropéedica-RJ, 2010.

O feijdo-caupi é uma espécie rustica, bem adaptada a diferentes condi¢cdes ambientais e possui
capacidade de associar-se a bactérias fixadoras de N, atmosférico ou rizobios. Os objetivos
desse trabalho foram selecionar estirpe (s) de rizébio(s) e verificar a eficiéncia agronémica
dessas estirpes para inoculacdo em feijdo-caupi. Este estudo foi realizado em casa de
vegetacdo e em campo, na Embrapa Agrobiologia, em Seropédica-RJ e em duas areas de
agricultores, em Santa Luzia do Parua-MA, na regido de Pré-Amaz6nia e em uma propriedade
particular em Paudalho-PE, localizado na Zona da Mata, respectivamente. O delineamento
experimental utilizado, em todos os experimentos, foi o de blocos ao acaso com seis
repeticdes. Os tratamentos utilizados no experimento em casa de vegetacdo foram: BR 3262,
BR 3267, INPA 03-11B, UFLA 03-84, (recomendadas a cultura), a estirpe BR 3299, um
controle isento de inoculante e adubacdo com N e uma testemunha nitrogenada sem
inoculacdo (100 mg N/vaso), em interagdo com as cultivares de feijdo-caupi, IPA 206, BRS
Guariba e BRS Marataod. Nos experimentos em campo foi utilizada a cultivar BRS Guariba e
os tratamentos foram: BR 3299, BR 3262, INPA 03-11B, um controle isento de inoculante e
adubacdo com N (S/1) e um tratamento nitrogenado (80 kg de N/ha) sem inoculacdo. Em casa
de vegetacdo, aos 55 dias apds o plantio (DAP) foram avaliados nimero e massa seca de
nodulos e massa da parte aérea seca das plantas de feijdo-caupi. Aos 30 e 50 dias apos a
emergéncia (DAE) das plantas as variaveis avaliadas em campo foram: nodula¢do, massa seca
da parte aérea, eficiéncia relativa e acimulo de N na parte aérea, e producdo e componentes
produtivos de feijdo-caupi aos 65 DAE. No experimento em casa de vegetacao a estirpe INPA
03-11B promoveu maior namero de nodulos na cultivar BRS Marataod em relagéo as demais
cultivares. Quanto a massa seca dos nddulos foi observado valor inferior da estirpe INPA 03-

11B na cultivar BRS Guariba. Com relacdo a massa seca da parte aérea, as cultivares BRS



Marataod e IPA 206 apresentaram valores superiores a cultivar BRS Guariba. Em campo,
quanto ao nimero e massa seca de nodulos, as estirpes BR 3299 e BR 3262 foram superiores
aos demais tratamentos nos 30 e 50 DAE, nas areas dos agricultores, em regido de Pré-
Amazonia e na propriedade particular em Zona da Mata. Para a massa seca da parte aerea,
eficiéncia relativa e acdmulo de N na parte aérea, a BR 3299 foi superior aos demais
tratamentos aos 30 DAE nos trés experimentos. Para a produtividade de grdos todas as
estirpes responderam de maneira positiva a inoculagcdo, com destaque para a BR 3299, onde
foi verificada aumentos de 500, 1087 e 236 % em relacéo ao controle (S/I) ede 1,17 e 17 %
em comparacdo ao tratamento nitrogenado (80 kg de N). Dessa forma, a inoculacdo das
estirpes resultou em incrementos favoraveis a producdo do feijao-caupi, sendo que a estirpe

BR 3299, mostrou-se como candidata a recomendacao para a cultura.

Palavras-chave: Vigna unguiculata (L.) Walp, inoculante, massa seca



ABSTRACT

GUALTER, Régia Maria Reis. Effect of the inoculation with different strains of
rhizobium on the nodulation, productivity and biological nitrogen fixation in cowpea.
2010. 96f. Dissertacion (Master Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia,

Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropéedica-RJ, 2010.

Cowpea is a hardy species, well adapted to different environmental conditions and is able to
associate (nodulate) with nitrogen fixing bacteria of the rhizobium group. The objectives of
this study were to select strains of rhizobia and verify their agronomic efficiency for
inoculation on cowpea. The study was conducted in the greenhouse and in the field, at
Embrapa Agrobiologia in Seropédica-RJ, and in two areas belonging to farmers in Santa
Luzia do Parua-MA, in the pre-Amazon region and a private property in Paudalha-PE, in the
Zona da Mata, respectively. The experimental design used in all experiments was completed
randomized complete blocks with six replicates. The treatments utilized for the greenhouse
experiment were rhizobium strains: BR 3262, BR 3267; INPA 03-11B, UFLA 03-84
(recommended strains), and the strain BR 3299, and two controls without inoculation, one
with N fertilizer and one without, in interaction with three cultivars of cowpea; IPA 206, BRS
Guariba and BRS Marataod. In the field experiments the cultivar BRS Guariba was utilized
and inoculated with the strains BR 3299, BR 3262, INPA 03-11B, a control without
inoculation and without or with N fertilizer (80 kg N/ha). In the greenhouse experiment, the
number and dry weight of nodules and the shoot tissue were evaluated 55 days after planting
(DAP). Plants in the field experiments were sampled 30 and 50 days after emergence (DAE)
for nodule number and mass, shoot dry matter, relative efficiency and accumulation of N in
shoot tissue. At 65 DAE yield components were evaluated. In the greenhouse experiment the
strain INPA 03-11B promoted the formation of the greatest number of nodules on cultivar
BRS Marataod compared to the other cultivars. With respect to nodule dry weight the
cultivars BRS Marataod and IPA 206 showed higher values than cultivar BRS Guariba. In the
on-farm field experiments in both the pre-Amazon region (Maranh&o) and the Zona da Mata
(Pernambuco) the strains BR 3299 and BR 3262 showed higher nodule number and mass than



the other strains at 30 and 50 DAE. With respect to the total dry matter and N accumulation,
and the relative efficiency, the strain BR 3299 was superior to all inoculated strains at 30
DAE. All strains promoted increases in grain yield, especially strain BR 3299 where yield
was increased by 500, 1087 and 236 % in comparison with the non-inoculated control not
fertilized with N, and 1, 17 and 17% compared to the control with N fertilizer (80 kg N/ha). In
conclusion, all the trials showed that the inoculation of all tested rhizobium strain promoted
increases in production of cowpea, and the strain BR 3299 was shown to be an excellent

candidate for a recommended strain.

Key words: Vigna unguiculata (L.) Walp, inoculant, dry matter
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é cultivado, basicamente, em
regime de subsisténcia, nas regides Norte e Nordeste, principalmente por sua adaptagdo as
condigBes edafoclimaticas. Nessas regides, esta cultura desempenha um papel importante na
alimentacdo e na geracdo de empregos para a populacdo de baixa renda (ZILLI, et al., 2006).
Assim como no Brasil, essa cultura é importante para muitos paises da Africa e Asia,
especialmente por representar uma fonte alternativa de proteina, ja que seus grdos contém os
dez aminodcidos essenciais ao ser humano, apresentando um excelente valor protéico
(FREIRE FILHO et al., 2005).

Contudo apesar da importancia para as regides brasileiras o rendimento médio dessa
cultura é relativamente baixo, situando-se na faixa de 300 a 400 kg ha™ (FREIRE FILHO et
al., 1999; FROTA e PEREIRA, 2000), o que implica a necessidade do uso de préaticas que
possam viabilizar aumentos na sua produtividade, de uma maneira ecologica e
economicamente sustentavel (SOARES et al.,, 2006). Dentre as tecnologias que podem
permitir incrementos no rendimento de grdos, a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) é
amplamente reconhecida, pois minimiza o custo da producéo, pela diminuicdo no uso de
fertilizantes nitrogenados, trazendo beneficios para 0 meio ambiente, além de propiciar
aumentos na fertilidade e na matéria organica do solo. Esta interacdo do feijao-caupi com
bactérias fixadoras de N, atmosférico ou rizdbios via utilizacdo de inoculantes e o
conhecimento do processo de nodulacdo pode contribuir em até US$ 13 milhdes, elevando a
produtividade da cultura em até 50% (RUMJANEK et al., 2005).

O feijdo-caupi modificou a estrutura tradicional de producdo e o mercado restrito, pois
até os anos 90, era quase exclusivamente voltada para pequenos e medios agricultores de base
familiar com tecnologia de baixo input. Atualmente, a cultura vem ocupando outros cenarios
agricolas, em areas de perimetro irrigado e na entressafra da cultura da soja, tornando-se
cultivado também por grandes produtores, com maior adocdo de tecnologia e que utilizam as
praticas de correcdo e adubacdo do solo (MARTINS et al., 2003; SOARES et al., 2006).
Atualmente a sua comercializacdo ultrapassa as barreiras regionais, como € o caso do feijdo-

fradinho em bolsas de mercadorias do Sudeste e da cultivar BRS Guariba que esta sendo
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exportada para o Egito, o que podera implicar na ampliacdo das perspectivas de um mercado
internacional promissor, podendo abranger também as outras variedades tradicionalmente
cultivadas no Brasil.

Apesar da importancia da aplicacdo biotecnoldgica de bactérias fixadoras de N, em
feijdo-caupi, sdo escassos os trabalhos que visem avaliar o comportamento da cultivar de
feijdo-caupi BRS Guariba nas regides de Pré-Amazonia (MA) e Zona da Mata (PE), e pela
falta de resultados conclusivos sdo necessarios estudos para avaliar a inoculacéo de estirpes de
rizobio ja recomendadas e em recomendacéo nessas regides.

Esta Dissertagdo baseia-se na hipdtese de que estirpes recomendadas para o feijdo-
caupi inicialmente testadas na Amazonia, Semi-Arido e Cerrado, podem ser utilizadas na
inoculacdo com a cultivar BRS Guariba nas regifes de Pré-Amazonia e Zona da Mata, com
resultados superiores ao controle absoluto e igual ou superior ao controle com adubacéo
nitrogenada.

Diante do exposto os objetivos deste estudo foram:

a) Selecionar estirpe (s) de rizdbio (s) para inoculacdo em feijdo-caupi;

b) Verificar a eficiéncia agrondmica de estirpes de rizobio para feijdo-caupi;



2  REVISAO DE LITERATURA
2.1 A Cultura do Feijao-Caupi

O feijdo-caupi também denominado feijdo macacar, feijdo-de-corda ou feijdo-fradinho
tem sua origem no oeste da Africa, mais precisamente na Nigéria, onde foi considerado como
0 centro priméario de diversidade da espécie. E uma planta Dicotyledonea, pertencente a
ordem Fabales, familia Fabacea (Leguminosae), subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae,
subtribo Phaseolinea, género Vigna, seccdo Catiang e espécie Vigna unguiculata (L.) Walp e
subespécie unguiculata (FREIRE FILHO et al., 2005; NATIONAL PLANT GERMPLASM
SYSTEM).

De acordo com WATT (1978) e FREIRE FILHO (1988) supde-se que o feijao-caupi
tenha sido introduzido na América Latina no seculo XVI pelos colonizadores espanhdis e
portugueses, primeiramente nas col6nias espanholas, e em seguida no Brasil, provavelmente
pelo Estado da Bahia, onde posteriormente foi levado pelos colonizadores para outras areas do
pais. Para SIMON et al. (2007) o feijéo-caupi foi introduzido de diferentes regides da Africa
mais de uma vez, considerando que houve migracdo de escravos africanos de diferentes
regibes naquele pais.

Constitui-se o principal alimento do homem rural, apresentando grande valor protéico,
energético e amplo significado social, especialmente na economia do Norte e Nordeste do
Brasil e em paises da Africa como Nigéria, Niger e Mali. Devido ao seu valor nutritivo, o
feijdo-caupi € cultivado principalmente para a producdo de grdos secos ou verdes (“feijao-
verde" com teor de umidade entre 60 e 70%) visando o consumo humano in natura, na forma
de conserva ou desidratado. Pode também ser utilizado como forragem verde, feno,
ensilagem, farinha para alimentacdo animal e, ainda, na adubacdo verde e protecdo do solo,
(ANDRADE JUNIOR, 2000). Seus grdos contém os dez aminoacidos essenciais ao ser
humano, apresentam grande quantidade de fibras dietéticas, baixa quantidade de gordura, ndo
contém colesterol e tem um excelente valor calorico (AMARAL et al.,2005; FREIRE FILHO
et al., 2005). Devido ao conjunto dessas caracteristicas € considerada uma espécie de grande
valor estratégico (FREIRE FILHO et al., 2005).

O feijdo-caupi € uma das fabaceas graniferas mais extensamente adaptada, versatil e
nutritiva, pois apresenta grande plasticidade a diferentes condi¢fes ambientais. Além de ser
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uma espécie de grande valor genético, possuindo genes de resisténcia a estresses que lhe
conferem ampla adaptacdo edafoclimética, alto potencial produtivo e alta capacidade de obter
N em associacdo com bactérias fixadoras de N, em um processo denominado Fixacéo
Bioldgica de Nitrogénio (FBN) (BEZERRA, 1997; EHLERS e HALL, 1997; XAVIER, 2000;
RUMJANEK et al., 2005; MARTINS et al., 2003). Em virtude de sua importancia, foi uma
das poucas espécies vegetais escolhidas pela National Aeronautical and Space Administration
(NASA) para ser cultivada e estudada (EHLERS e HALL, 1997).

Embora o feijdo-caupi seja resistente a seca, sua capacidade de adaptacédo varia dentro
da espécie e, portanto para um adequado manejo visando a produtividade e qualidade dos
grdos, € necessario o conhecimento da resposta aos niveis de déficit hidrico e a relagdo entre o
consumo de agua e produtividade (ZISKA e HALL, 1982; SUMMERFIELD et al., 1985).
Para AMARAL et al. (2005), os periodos fenoldgicos criticos da cultura sdo compreendidos
entre o florescimento e enchimento dos graos, sendo necessario nesse periodo um nivel de
umidade que satisfaca as exigéncias das caracteristicas da cultura, para que ndo ocasione o
comprometimento da producéo.

NASCIMENTO et al. (2004), avaliando o comportamento da cultivar IPA 206, em
relacdo ao déficit hidrico constatou que conforme o nivel de deficiéncia hidrica crescia
afetava drasticamente seu crescimento. Em outro trabalho COSTA et al., (1997) ressaltam a
necessidade de avaliar o comportamento de cultivares desenvolvidas para sequeiro, para
evitar perdas da produtividade, pois segundo ele o déficit hidrico pode comprometer o
desenvolvimento e qualidade dos graos.

O feijdo-caupi é cultivado em é&reas tropicais e subtropicais de baixa altitude até
altitudes acima de 1300 m, chegando a 1600 m no Kénia e Camardes (FREIRE FILHO et al.,
1997), sendo predominante nos tropicos semi-arido, imido e sub-Umido onde se apresenta
melhor adaptado (SMARTT, 1990). No Brasil pode ser encontrado de norte a sul do pais, em
um clima seco da Regido Nordeste ou um clima Umido da Regido Norte, abrangendo as
latitudes de 5°N a 18°S (ARAUJO et al., 1984). Também é cultivado em pequenas areas no
Parana, no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina (FAGERIA, 1989).

Além dessas areas, o cultivo do feijdo-caupi esta se expandindo para a regido dos
cerrados, onde € incorporado nos arranjos produtivos como safrinha apés as culturas de soja,
milho e algoddo e também como cultura principal. Quando cultivado na forma de safrinha tem

um custo muito competitivo, fator que tem aumentado o interesse dos produtores pela cultura.
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Além disso, a producdo € de alta qualidade, o que possibilita sua boa aceitacdo por parte de
comerciantes, agroindustria, distribuidores e consumidores (FREIRE FILHO et al., 2009)

A éarea colhida, a producdo e a produtividade do feijdo-caupi oscilam muito de ano
para ano, em virtude, principalmente, das variacdes climaticas. No Brasil, entre 2004 e 2008 a
média anual de &rea colhida foi de 1.319.168 ha, a producdo foi de 482.324 Mg e o
rendimento de 366 kg ha™ (IBGE, 2008). De acordo com FREIRE FILHO et al. (2005), a
cultura gera 2,4 milhdes de empregos diretos, sendo que 1 hectare de feijdo-caupi gera 1,5
empregos por ano, 0 consumo per capita médio é de 20 kg/ano e o valor da saca gira em torno
de US$ 33,84, abastecendo a mesa de 27,5 milhGes de nordestinos. Ainda, segundo FREIRE
FILHO et al. (2007; 2009), a produtividade do feijdo-caupi pode alcancar rendimentos médios
superiores a 2.500 kg ha™, a partir da adocdo de um nivel de tecnologia compativel com a
utilizacdo da irrigacdo, correcdo do solo e adubacéo.

Além do Brasil, que ocupa a segunda posi¢do de produtor mundial de feijdo-caupi,
destacam-se outros paises como a Africa, onde se destaca a Nigéria; Asia, onde se sobressaem
a India e a China, areas na Australia e sul da Europa, além do sudeste e sudoeste da América
do Norte e em vastas areas da América Central (EHLERS e HALL, 1997; SINGH, 2006). Esta
cultura de grdos representa 60% das areas cultivadas com feijao (Phaseolus vulgaris) e caupi
no Nordeste do Brasil, sendo que 95 a 100% das areas plantadas pertencem aos estados do
Maranhdo, Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte, ficando o Ceara como o maior produtor
nacional, seguido pelo Piaui (SANTQOS et al., 2000).

Nestas regides o rendimento médio é relativamente baixo (300 a 400 kg ha™) e desse
modo a FBN assume papel importante como uma alternativa viavel para o fornecimento de N
a cultura, ja que os niveis FBN alcancados por estirpes nativas estdo abaixo do potencial da
cultura, que pode chegar até 6 Mg/ha (FROTA e PEREIRA, 2000; FREIRE FILHO et al.,
1999). A estimativa da contribuicdo da FBN em feijdo-caupi estd na ordem de US$ 13
milhdes, somente para a regido Nordeste (RUMJANEK et al., 2005), pois 0 uso de praticas de
baixo input como a aplicacdo biotecnoldgica de bactérias fixadoras de N, tem contribuido por
elevar a produtividade da cultura em até 50%, em algumas areas produtoras.

A cultura do feijdo-caupi, até a década de 90, era quase exclusivamente voltada para
pequenos e médios agricultores de base familiar com pouco uso de tecnologia. Recentemente,

a cultura vem ocupando outros cenarios agricolas, em areas de perimetro irrigado, na



entressafra da cultura da soja, em areas de grandes agricultores, que utilizam as praticas de
corregéo e adubacdo do solo, inclusive com adubos nitrogenados (MARTINS et al., 2003).

O cenério das mudancas climaticas globais evidenciadas pelo aumento da temperatura
no planeta podera ocasionar prejuizos no desenvolvimento e crescimento de diversas espécies
vegetais. Em se tratando de ambientes tropicais, especialmente nas regifes mais quentes e
secas, esse efeito poderd acarretar em drastica diminuicdo de produtividade. Nesse contexto, o
feijdo-caupi configura uma espécie dotada de caracteristicas inerentes, que lhe conferem
ampla adaptacdo a condices extremas, possibilitando uma opcdo entre as leguminosas de

gréos.

2.2 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio em Feijdo-Caupi

O nitrogénio (N), depois do carbono (C), do hidrogénio (H) e do oxigénio é o
elemento quimico, mais abundante na atmosfera, cerca de 79%, encontrando-se numa forma
combinada (N2 ou N=N) no qual as plantas ndo s&o capazes de aproveitar. E também um dos
nutrientes mais limitante para o crescimento vegetal nos sistemas terrestres (PEDROSA et al.,
2000).

A maioria das plantas obtém o nitrogénio do solo sob a forma de ion nitrato (NO3),
havendo algumas que o absorvem sob a forma de fon aménio (NH;"). A obtencdo de
nitrogénio da atmosfera requer a quebra da tripla ligacdo covalente, entre os dois atomos de
nitrogénio (N_N) para produzir aménia (NH,"). Tais reagbes, conhecidas como fixacdo do
nitrogénio, podem ser obtidas por processo industrial e por processo natural, a partir de
relampagos, reacdes fotoquimicas e fixacdo bioldgica de nitrogénio (TAIZ e ZEIGER, 2004).

A Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN) é um processo biolégico realizado por
alguns procariontes que possuem um complexo enzimatico, denominado nitrogenase capaz de
quebrar a tripla ligacdo do N, e utiliza-16 como fonte de proteina (NEVES e RUMJANEK,
1997; CASSINI e FRANCO, 2006).

O processo ocorre no interior de estruturas especificas, denominadas de nddulos, onde
bactérias dos géneros Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium entre outros, em simbiose com as leguminosas, convertem o N, atmosférico em
amoOnia, que é incorporada em diversas formas de N organico para a utilizagdo pelas plantas
(HUNGRIA et al., 2001; SAWADA et al., 2003; GARRITY et al., 2007). Durante a simbiose,

a planta fornece as bactérias os compostos de carbono (C) e outros nutrientes para sustentar o
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crescimento bacteriano, a fixacdo de N, e incorporar 0 NH, em compostos organicos, como
aminoéacidos, aminas e ureidos (MOAT e FOSTER, 1996).

A habilidade dos rizobios para fixar nitrogénio em simbiose com leguminosas € de
consideravel importancia agricola, visto que as leguminosas tém, a seu dispor, duas fontes de
nitrogénio: o mineral proveniente do solo e/ou fertilizante e o nitrogénio gasoso, fixado
biologicamente (HUNGRIA et al., 1999).

Entretanto, com a subida vertiginosa dos precos dos adubos nitrogenados, devido ao
grande 6nus energético decorrente do gasto de combustiveis fosseis para sintetiza-los, aliada a
graves problemas de polui¢cdo causados pelo uso intensivo desses adubos, aos desperdicios
decorrentes da aplicacdo e do baixo aproveitamento dos adubos no sistema solo-planta, tem
deixado a agricultura dos paises em desenvolvimento e a dos desenvolvidos apenas as
alternativas de maximizar a fixacdo bioldgica de nitrogénio, otimizar a distribuicdo e o
emprego dos compostos nitrogenados dentro das plantas e a de tornar mais eficiente a
utilizacdo de carboidratos pelos nédulos (HUNGRIA et al., 1999).

Além disso, o nitrogénio produzido artificialmente e quando usado em excesso pode
causar serios danos ambientais, pelo aquecimento global oriundo da queima de derivados de
petroleo, pela contaminacdo do lencol freatico, pelos riscos de vazamento de amoénia e
consequente aumento de 6xido nitroso atmosférico (HARDY, 1993).

Estudos da contribuicdo da FBN em feijdo-caupi estdo entre 73 e 240 kg.ha™. ano™.
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Entretanto, para alcancar uma fixacédo efetiva do nitrogénio
no sistema rizobio-leguminosa, & necessario selecionar estirpes apropriadas de rizobio
(PELCZAR et al., 2005).

STAMFORD et al. (2002), em seu trabalho ressaltam a necessidade da inoculagdo do
feijdo-caupi com estirpes de rizobio especificas a fim de garantir maior eficiéncia na fixacédo
de N. Eles constataram que as bactérias previamente selecionadas para as condi¢des de
estresse como acidez e temperatura elevada, mostraram-se eficientes e que em alguns solos o
N proveniente da fixacdo biologica foi capaz de suprir todo 0 N necessario para o crescimento
e desenvolvimento das plantas.

O processo de FBN é influenciado por diversos fatores bidticos e abioticos. Dentre 0s
fatores bidticos citam-se as caracteristicas da planta e da bactéria que podem influenciar a
troca de sinais moleculares, refletindo nas diferentes respostas em relagédo a especificidade e
eficiéncia simbiodtica (HARTWIG, 1998).



Quanto aos aspectos edafocliméticos, a importancia da FBN principalmente em
ambientes tropicais, esta relacionada com a baixa disponibilidade de N nos solos, devido
essencialmente a perdas deste nutriente no sistema solo-planta. Além disso, a ocorréncia de
deficiéncia hidrica pode ter efeito negativo em diferentes etapas do processo de nodulagéo,
sobretudo no peso de nodulos e na atividade da nitrogenase, além de afetar a sobrevivéncia do
rizébio no solo (CARVALHO, 2002).

Ja que o nitrogénio (N) juntamente com o fosforo(P) sdo os nutrientes que mais
limitam o crescimento das plantas nos tropicos, a FBN eficiente pode representar
contribuicdes consideraveis na viabilidade econdmica e sustentabilidade dos sistemas de
producdo (BODDEY et al., 1997).

A FBN pode representar-se como alternativa para a substitui¢do, total ou parcial, dos
adubos nitrogenados, pelo suprimento a cultura com o0 N necessario para 0 seu crescimento e
desenvolvimento, e pela diminuicdo dos custos de producdo e economia de combustiveis
fosseis utilizados para a fabricacdo de fertilizantes nitrogenados (SOARES et al., 2006).
Contudo, a otimizacdo da FBN requer estudos de selecdo de associacdes eficientes e

adaptaveis as condicGes regionais (XAVIER et al., 2006a).

2.2.1 Inoculacgéo e recomendacao de estirpes para o feijao-caupi

A inoculacdo do feijdo-caupi a partir do inoculante, um produto ou formulagéo
contendo determinado microrganismo com o objetivo de introduzir ou aumentar determinada
comunidade microbiana no ambiente de interesse, torna possivel o aumento do N fixado dessa
espécie nos agroecossistemas. Nesse caso a FBN é manipulada, pelo uso de inoculante a base
de estirpes selecionadas e adaptadas as condi¢des edafoclimaticas (CASSINI e FRANCO,
2006).

Esse inoculante tem acgdo estimulante para o crescimento das plantas, sendo que o
processo para selecdo de estirpes envolve quatro estadios. No primeiro é verificada, em
camara de crescimento a capacidade de nodular e fixar N de um determinado numero de
estirpes, testadas separadamente, em tubos ou sacos plasticos com solugédo nutritiva livre de N
na forma mineral, com ou sem agar em condi¢Oes estéreis. No segundo estadio, as estirpes
selecionadas sdo testadas em mistura de areia e vermiculita esterilizada e solugdo nutritiva

livre de N em vasos de Leonard em casa de vegetacdo. Nos estadios seguintes, estirpes



selecionadas sdo testadas em vasos com solo na casa de vegetacdo e depois no campo.
Estirpes que ndo tenham boa performance nos estadios iniciais de selecdo sdo eliminadas, pois
se nao estabelecem simbiose eficiente em condi¢des nutricionais e ambientais adequadas
também ndo o fardo nas condi¢Ges mais estressantes do solo. Nesses estadios sdo adicionados
tratamentos; 1. sem inoculagdo; 2. com nitrogénio, e 3.com estirpe eficiente previamente
selecionada e/ou reconhecidamente nodulifera (MOREIRA, 2005; MOREIRA, 2008).

Em seguida, para a recomendacdo comercial dessas estirpes como inoculantes de
interesse agricola, é necessaria uma analise técnica de eficiéncia agrondmica dessas bactérias
(RUMJANEK et al., 2006). Assim, a Rede de Laboratorios para Recomendagéo,
Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbioldgicos de Interesse Agricola
(RELARE), organizada em biénio discute os resultados, considerando a qualidade e eficiéncia
dos inoculantes, que sdo testados em delineamentos padronizados, conduzidos em, no
minimo, dois ecossistemas de importancia para a cultura, durante duas ou quatro safras
agricolas. Dessa forma, a préatica da inoculacdo serd benéfica aos agricultores quando houver
incremento no rendimento dos grdos (BROCKWELL e BOTTOMBY, 1995) e as estirpes
testadas tiverem a capacidade de superar ou se igualar as testemunhas controle, essas poderao
ser certificadas como provisorias ou definitivas pelo pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA).

O Brasil ja comercializou cerca de 26 milhGes de doses de inoculantes em 2003, 99%
sdo para a cultura da soja e apenas 1% para as outras espécies, principalmente para o feijao
(Phaseolus vulgaris L.). Assim é necessario estender o uso dessa biotecnologia a outras
leguminosas de grdos como o feijao-caupi, espécie rastica e bem adaptada as diferentes
condicBes edafoclimaticas do Brasil e cultivada por pequenos agricultores para sua
subsisténcia. (MOREIRA, 2005; MOREIRA, 2008).

Alguns estudos realizados por MOREIRA (1991); MARTINS (1996); ZILLI (2001) e
LACERDA (2002) resultaram na recomendacao e reconhecimento pelo MAPA (Secretaria de
Defesa Agropecuéria, Instrucdo Normativa n° 10, de 21 de marco de 2006) de estirpes como
inoculante para o caupi, substituindo a estirpe BR 2001/SEMIA 6145 recomendada, desde
1985 e pertencente ao género Bradyrhizobium na RELARE (2004), por BR3267 (SEMIA
6462) e UFLA 03-84 (SEMIA 6461=BR 3302), INPA 03-11B (SEMIA 6463=3301), pois
essas mostraram eficiéncia agrondmica superior a aquela (MARTINS et al., 2003; LACERDA
et al., 2004; MOREIRA, 2005). A estirpe BR 3267 foi isolada do semi-arido pernambucano e
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caracterizada como Bradyrhizobium japonicum. J& as estirpes UFLA03-84 e INPA03-11B,
caracterizadas como Bradyrhizobium sp. foram selecionadas de solos da Amazonia, dos
estados de Manaus e Rondo6nia respectivamente sendo, portanto, adaptadas a altas
temperaturas e condicdes de acidez predominantes nos solos brasileiros.

No ano de 2008 a estirpe BR 3262 foi recomendada para inoculagcdo em feijdo-caupi.
Ela foi isolada do Sistema Integrado de Producdo Agroecoldgica (SIPA) em Seropédica, RJ
(ZILLI et al.,1999) e caracterizada como Bradyrhizobium elkanii, apresentando resultados
positivos no estado de Roraima e garantindo ganhos de produtividade expressivos.

Resultados de experimentos dos trés dltimos anos tém destacado uma nova estirpe
ainda mais promissora, além daquelas recomendadas pelo MAPA. Em Juazeiro-BA, em area
de Caatinga, a inoculagdo da cultivar BRS Marataod com a estirpe BR 3299, atingiu
produtividade de 1.480 kg ha™, cerca de 30% superior ao tratamento de 80 kg N/ha na forma
de uréia. Em 2005, resultados ainda mais expressivos foram encontrados na Zona da Mata em
Recife-PE, onde a inoculacdo da cultivar Canapu, também com a mesma estirpe BR 3299,
atingiu produtividade de 1.740 kg™, 80% acima do tratamento de 80 kg N/ha na forma de
uréia e 230% superior ao controle absoluto. Em 2006, esses indices foram confirmados, pois a
produtividade desse ano foi de 1.556 kg ha™, cerca de 50% em relacdo ao tratamento com
adubacdo nitrogenada (80 kg N/ha) e 190% acima do controle ndo inoculado e ndo adubado
com N (RUMJANEK e XAVIER, 2007). FREITAS et al., (2007) em area de Pré-Amazénia
Maranhense, utilizando a cultivar BRS Guariba com a estirpe referida, obteve resultados de
produtividade de 981 kg ha™, correspondendo a 214% em relagdo ao tratamento n&o
inoculado. Essa estirpe ainda ndo esta recomendada e, portanto necessita de testes da
RELARE.

2.3 Principais Técnicas utilizadas em Estudos de Fixac¢éo Bioldgica de Nitrogénio

A disponibilidade de N em solos tropicais é baixa para a maioria das plantas
cultivaveis, e a adicdo de adubos ricos nesse elemento sdo fundamentais para garantir alta
produtividade das mesmas. Contudo, as quantidades a serem aplicadas, assim como a forma e
localizacéo, sdo variaveis importantes do manejo das culturas e sdo determinantes para o nivel

de aproveitamento do N derivado dos adubos. O uso de fertilizantes deve ser otimizado
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visando a reducdo dos niveis de perda ou risco de poluicdo, bem como o conhecimento da
forma com que esse elemento estd sendo perdido para 0 meio ambiente (ALVES et al., 2005).

O N ¢é um dos elementos mais importantes correspondendo a aproximadamente cerca
de 10* Mg de N, na atmosfera e o ciclo do nitrogénio envolve a transformacéo de 3 x 10° Mg
de N, por ano em uma base global. Dessas transformac6es o processo de fixacdo bioldgica de
nitrogénio contribui com aproximadamente 60% e os fertilizantes nitrogenados correspondem
a 25% de producdo de gas N, (ZAHRAN, 1999).

As principais técnicas usadas para estimar a Fixacdo Biologica de Nitrogénio sao:
diferenca de N total (BODDEY, 1987), técnica da reducédo de acetileno (BURRIS, 1975), e as
técnicas isotdpicas (SHEARER e KOHL, 1986; BODDEY, 1987).

2.3.1 Diferenca de N total na avaliacao da fbn

A técnica de diferenca de N total foi uma das primeiras a ser utilizada para quantificar
a FBN em vegetais. Assim como as demais metodologias, sua eficiéncia para estimar a
contribuicdo do nitrogénio as plantas € maior quanto maior for o nivel desta contribuicdo
(RESENDE et al., 2003).

Os principios desta técnica baseiam-se em cultivar uma planta referéncia (ndo
fixadora) e a planta teste (fixadora) em meio pobre em nitrogénio. Assim, estando o meio
pobre ou livre de nitrogénio, as Unicas fontes de nitrogénio existentes seriam a prépria
semente, o disponivel no meio e o ar. Como premissa béasica, assume que tanto a planta teste
como a testemunha acumulam a mesma quantidade de nitrogénio derivado do meio de cultivo
(solo, substrato, etc) (RESENDE et al., 2003).

Dessa forma, estando as plantas crescendo em condi¢des e periodos idénticos, analisa-
se 0 N-total acumulado pelas duas plantas, fixadora e testemunha, separadamente e,
subtraindo-se o N-total acumulado na planta teste, do N-total acumulado pela planta
testemunha obtém-se por diferenca a contribuicdo da FBN para a planta teste (BODDEY et
al., 1994). O percentual de contribuicdo desta fonte as plantas é determinado calculando-se
esta proporcdo (PEOPLES et al., 1989).
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2.3.2 Técnicas isotdpicas: uso da abundéncia natural do °N para quantificacdo da
fon

Na natureza existem dois is6topos estaveis de nitrogénio, **N e *°N. O is6topo pesado,
>N, ocorre no N, atmosférico numa abundancia constante de 0,3663 % (zero unidades de
delta *°N) e o restante (99,6337%) de “*N (MORAIS, 2008). Técnicas baseadas no uso desses
isotopos mostram-se bastante eficientes no estudo da fixagdo biologica de nitrogénio em
sistemas agricolas, permitindo a separacéo do nitrogénio do solo disponivel para as plantas e o
N, atmosférico (PEOPLES et al., 1997).

Dentre as técnicas isotopicas destaca-se a do N, marcado com >N (MEEKS et al.,
1978), a de diluico isotépica de >N (BODDEY et al., 1995) e a abundéncia natural de 8°N
(delta ™°N) (SHEARER e KOHL, 1986). Estes métodos sdo capazes de distinguir o nitrogénio
que a planta assimilou do ar (N;) e do solo.

A técnica da abundancia natural do isotopo °N baseia-se no fato de que o N mineral
do solo (NO3 e NH,) é naturalmente enriquecido, ou menos frequentemente, diluido com o
is6topo °N, em comparacdo ao N, atmosférico (SHEARER e KOHL, 1986). Esse
enriquecimento ocorre durante os processsos fisicos, quimicos e bioldgicos no sistema solo-
planta, podendo resultar em um aumento na abundancia natural do isétopo *°N que quando
comparado ao ar atmosférico, gera uma diferenca expressa em unidades de 5N (SHEARER
etal., 1978; MARIOTTI et al., 1982).

A abundancia de *>N no N mineral acumulada pela leguminosa é obtida, analisando-se
diferentes gendtipos de plantas referéncia (testemunhas) ndo fixadoras de N, as quais sdo
totalmente dependentes do solo para o seu crescimento e que estdo crescendo proximo a
leguminosa que fixa nitrogénio (SHEARER e KOHL, 1986; BODDEY, 1987). Com o
aumento da FBN, a abundancia do **N nas plantas fixadoras de N diminui, em funcdo da
‘dilui¢do’ do N assimilado no solo pelo N atmosférico de baixo "N fixado nos nédulos
radiculares (PEOPLES et al, 1989). Assim, uma planta que fixa N do ar tera valores de §"°N
préximos a zero, ja que a maior parte do N vira do ar e o padrdo da técnica possui 0,3663 %
de °N. Contudo as espécies ndo fixadoras crescendo no mesmo solo apresentardo uma
abundancia de *°N semelhante ao solo e maior do que uma planta fixadora.

Para o célculo da estimativa da FBN por meio da abundancia natural utiliza-se a
seguinte expressdo (RESENDE et al., 2003; ALVES et al., 2005):

13



%FBN = 100 (5°N ref) — (§*°N planta fixadora)

(8"N ref — B)
Sendo: 8*°N ref — Valor de "N do solo obtido através de plantas ndo fixadoras, utilizadas
como testemunha e coletadas em cada parcela experimental;
8N planta fixadora — Valor de 8*°N da planta fixadora de N, (feijéo-caupi);
B — Valor da discriminacio isotdpica de °N, ocorrido pelas plantas e crescendo
exclusivamente dependente da FBN.

Essa técnica, assim como as outras utilizadas nos estudos de quantificacdo da FBN
apresenta algumas limitacdes, pois necessita da premissa basica de que a abundancia natural
de N das plantas, fixadora e nao-fixadora de N, absorvem o N do solo com a mesma
marcacdo de °N (SHEARER e KOHL, 1986). Pode-se controlar esta limitacdo utilizando
plantas-referéncia com desenvolvimento radicular e demanda de nitrogénio semelhante a
planta estudada. Além disso, recomenda-se a utilizacdo de varias espécies de plantas
referéncias, de modo que, as variagdes de abundancia decorrentes no tempo e no espago sejam
consideradas, fornecendo assim, um intervalo de confianga para o calculo da FBN
(SHEARER e KOHL, 1986; BODDEY et al., 2000).

2.3.3 Contribuicdo da fbn em feijdo-caupi determinado com uso da abundancia
natural do *°N

A intensificacdo do uso de insumos bioldgicos na agricultura tem sido cada vez mais
frequente em substituicdo aos insumos quimicos (MELO e ZILLI, 2009). Nesse contexto a
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) assume papel chave, garantindo maior sustentailidade
aos agroecossistemas, pois garante nitrogénio as culturas com baixo impacto ao ambiente.

Dentre as culturas que se beneficiam da FBN, destaca-se o feijdo-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.), por ser uma leguminosa de ampla distribuicdo mundial, sendo
presente principalmente nas regiGes tropicais do globo, ja& que estas tém caracteristicas
edafoclimaticas semelhantes as do seu provavel berco de origem, a Africa (FREIRE FILHO,
et al., 2005).

Em 2007, estima-se que foram cultivados no mundo cerca de 12,5 milhdes de hectares
de feijdo-caupi, sendo que a produgdo mundial no mesmo ano foi de 3,6 milhGes de toneladas

de gréos secos com rendimento médio de 290 kg ha™ (FAO, 2010). Producdo esta alcancada
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em 36 paises, destacando-se entre os maiores produtores a Nigéria, o Niger e o Brasil,
respectivamente, 0s quais representam 84,1 % da area e 70,9 % da producdo mundial
(DAMASCENO-SILVA, 2009) (Figura 1).

No Brasil, é a cultura de grdos mais importante, principalamente para agricultura
familiar, alcancando de 95 a 100 % do total das areas plantadas com feijao nos Estados do
Maranhdo, Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte (SANTOS et al., 2000).

Estudos recentes demonstraram que a capacidade produtiva desta cultura pode ser
aumentada a partir da utilizacdo de inoculantes rizobianos (MARTINS et al., 2003;
LACERDA et al., 2004; SOARES et al., 2006; ZILLI et al., 2009), com resultados superiores
ou iguais a adubagdo nitrogenada com 80 kg de N ha™, correspondendo um aumento de 30%
na produtividade de grdos. Entretanto suas estimativas no campo sao bastante variaveis, entre
40 a 90 % do total de N acumulado pela cultura (RUMJANEK et al., 2005). XAVIER et al.
(2007), atribui essa variabilidade as diferengas do genétipo tanto da planta como do rizébio.

Nesse sentido, € importante avaliar a real contribuicdo do processo ao feijao-caupi, e
aos agroecossistemas e uma das formas de quantificar esse N proveniente da FBN € a partir
da abundancia natural de *°N, onde se analisa 0 N mineral de diferentes plantas que néo fixam
nitrogénio e que estdo crescendo proximo ao feijdo-caupi. Com o aumento da FBN, a
abundancia do **N no feijéo-caupi diminui, em fungdo da ‘dilui¢do’ do N assimilado no solo
pelo N atmosférico de baixo 8"°N. Assim, espera-se que o feijido-caupi tenha valores de °N
préximoa & zero, ja que a maior parte do N vira do ar e o padréo da técnica possui 0,3663 %
de N (zero unidades de delta *>N). Contudo as espécies néo fixadoras crescendo no mesmo
solo apresentardo uma abundancia de N semelhante ao solo e maior do que uma planta
fixadora (SHEARER e KOHL, 1986; BODDEY, 1987).

BELANE e DAKORA (2009), avaliando a fixacdo simbidtica em 30 gendtipos de
feijdo-caupi na regido oeste de Gana, a partir da abundancia natural de ‘°N, observaram
resultados diferenciados, entre 63 a 83% de contribuicdo da FBN, o que correspondeu entre
94 a 56 kg ha™ de N fixado, respectivamente. Enquanto PEOPLES et al. (2009), destacaram
uma média 54% de contribuicso da FBN e 59 kg ha™ de N fixado.
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Figura 1 — Produtividade de grdos de feijdo-caupi no mundo. Retirado de FAO (2010),
modificado de DAMASCENO-SILVA et al. (2009).

2.4 Grupo Rizobio

Dentre as simbioses de fixadores de N, com plantas, as de bactérias que nodulam
leguminosas (BNL) ou “rizobios” (termo coletivamente chamado) com leguminosas se
destacam por sua importancia ecoldgica, que esta relacionada a sua ampla distribuicdo
geografica, como também econdmica, ja que ocorre uma maior eficiéncia do processo de FBN
decorrente de uma parceria vegetal mais evoluida entre a planta e o microrganismo
(MOREIRA, 2008).

A familia Leguminosae, composta por aproximadamente 19.325 espécies distribuidos
em 727géneros (LEWIS e al., 2003), destes 250 cultivaveis (FREIRE, 1992), se divide em
trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae, que diferem bastante com
relacdo ao habito de crescimento de suas espécies, assim como a capacidade de associar-se
com os rizébios (MOREIRA, 2008). GILLER (2001) relata que sob condi¢es naturais, as
leguminosas sdo noduladas por estirpes, espécies e até géneros de rizobio diferentes, podendo
esta diversidade ocorrer dentro do mesmo nédulo.

Os rizobios sdo bactérias Gram negativas, aerobicas obrigatorias sem endosporos,
pertencentes a um dos géneros (EUZEBY, 1997), Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium entre outros, (ZAKHIA e LAJUDIE, 2001; SAWADA et al.,
2003; CHEN et al, 2003; GARRITY et al., 2007), que utilizam varios carboidratos e
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produzem polissacarideos extracelulares (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Eles constituem o
maior percentual da populagdo microbiana do solo, estimada atraves de estudos de
epifluorescéncia e imunofluorescéncia de 0,1 a 1,0% do total de organismos que vivem na
rizosfera (BOTTOMLEY e DUGHRI, 1989; BOTTOMLEY e MAGGARD, 1990).

No inicio, todas as bactérias formadoras de nddulos em leguminosas eram
classificadas em um Unico género chamado Rhizobium, que correspondia a bactérias de
crescimento rapido, de reacdo basica e localizacdo dos genes nod e nif no DNA
extracromossdmico (plasmideo) (JORDAN, 1982), sendo inicialmente descritas as espécies:
R. leguminosarum, R. meliloti, R. trifolii, R. phaseoli, R. lupini e R. japonicum. Nesta
classificacdo, as espécies eram descritas de acordo com os hospedeiros, levando-se em
consideracdo também as caracteristicas morfologicas e fisiologicas (FRED et al., 1932;
WANG et al., 2008).

Posteriormente, esta taxonomia foi modificada e o uso da especificidade do hospedeiro
como principal critério de classificacdo de rizobio foi abandonado por apresentar um grande
numero de excecdes dentro destes grupos (WILSON, 1944), além disso, foram encontradas
muitas estirpes de origem tropical que apresentavam crescimento lento (5 a 7 dias), reacao
basica em meio de cultura LMA (Levedura Manitol Agar) (VINCENT, 1970), com didmetro
menor ou igual a 1 mm e localizagdo dos genes de nodulagéo (nod) e fixacdo de nitrogénio
(nif) no cromossomo, designando-se 0 género Bradyrhizobium e a espécie Bradyrhizobium
japonicum (JORDAN, 1984; WANG et al., 2006; SPRENT, 2009).

Outro grupo de bactérias de crescimento rapido, onde as caracteristicas fisioldgicas e
bioquimicas indicavam uma posicdo taxon6mica intermedidria entre Rhizobium e
Bradyrhizobium foram encontrados em nédulos cultivados sob solos da China (KEYSER et
al., 1982; XU e GE, 1984. Entdo SCHOLLA e ELKAN (1984) propuseram a cria¢do de uma
nova espécie, Rhizobium fredii, baseados principalmente em experimentos de hibridizagéo de
DNA.

As bactérias acima relacionadas sdo conhecidas como a-Proteobacterias, onde estéo
inseridas sete ordens, com todos os géneros noduliferos conhecidos e dispostos na ordem
Rhizobiales. Das onze familias dentro desta ordem, seis sdo atualmente conhecidos por
conterem espécies formadoras de nddulos. Em alguns géneros, como por exemplo,
Bradyrhizobium, todas as espécies sdo capazes de induzir a nodulagdo, mas em outros, por

exemplo, Phyllobacterium, a capacidade de nodulagdo é restrita a uma ou poucas espécies
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(SPRENT, 2009). Assim, hoje sdo consideradas quatro familias (Rhizobiaceae,
Bradyrhizobiaceae, Hyphomicrobiaceae, Methylobacteriaceae Brucellaceae e
Phylobacteriaceae), dez géneros (Rhizobium, Sinorhizobium, Shinella, Bradyrhizobium,
Azorhizobium,  Devosia, = Methylobacterium,  Ochrobactrum  Mesorhizobium e
Phyllobacterium) e mais de 300 espécies publicadas no banco de dados da Uniprot/taxonomy.

Embora fosse generalizado que todas as bactérias que nodulavam leguminosas eram
alocadas no grupo alfa-Proteobacteria, MOULIN et al. (2001) verificou em nodulos de
Aspalathus carnosa e Macherium lunatum estirpes do género Burkholderia, ambas
pertencentes ao grupo B-proteobacteria. Essas estirpes posteriormente foram caracterizadas
como Burkholderia tuberum e Burkholderia phymatum (VANDAMME et al., 2002). Em
outro trabalho CHEN et al. (2001) e VERMA et al. (2004), isolaram de Mimosa spp. a espécie
Ralstonia taiwanensis, posteriormente renomeada como Cupriavidus taiwanensis
(VANDAMME e COENYE, 2004). Além desses, BARRETT e PARKER (2005) encontraram
varias estirpes de Burkholderia isoladas de Mimosa casta, Mimosa pigra, M. pudica e
Abarema macrademia, todas pertencentes ao grupo das -Proteobacteria .

As beta-proteobactérias contém seis ordens, com todos os membros nodulantes
conhecidos na ordem Burkholderiales dentro da familia Burkholderiaceae (GARRITY et al.,
2004, citado por SPRENT, 2009 ).
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3 MATERIAL E METODOS
Parte I: Experimento na casa- de-vegetacao
3.1 Avaliacéo de Estirpes de Rizobio Inoculadas em Feijao-Caupi
3.1.1 Conducéo do experimento

O experimento foi conduzido na Embrapa Agrobiologia, em casa de vegetagdo estéril,
localizada no municipio de Seropédica, RJ (22° 46” S e 43° 41° O e a 33 m de altitude) nos
meses outubro a dezembro de 2008. O delineamento experimental foi o de blocos completos
ao acaso, em arranjo fatorial 3 x 7 (trés cultivares e sete tratamentos), em seis repeticdes.
Foram utilizadas trés cultivares de feijao-caupi (IPA 206, BRS Guariba e BRS Marataod),
cultivadas em vasos tipo Leonard (Vincent, 1970) contendo uma proporcdo de areia e
vermiculita estéreis na relacdo por volume de 2:1. As sementes do feijdo-caupi foram
previamente desinfetadas, por imersdo em alcool a 100% por 30 segundos e perdxido de
hidrogénio a 5% por 3 minutos e 10 lavagens sucessivas com &gua destilada e esterilizada.
Apos o tratamento foram semeadas quatro sementes por vaso, realizando-se o desbaste e
deixando uma planta por vaso, 15 dias ap0s a semeadura. Foram utilizadas cinco estirpes de
rizobio, BR 3262, BR 3267, BR 3299, INPA 03-11B, UFLA 03-84, um tratamento controle
isento de inoculante e nitrogénio e uma testemunha nitrogenada (100 mg vaso™ semana™ de
N, na forma de NH4;NO3) sem inoculacdo. As caracteristicas das estirpes e das cultivares de

feijdo-caupi utilizadas nesse estudo encontram nas Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3 e Tabela 4.

3.1.2 Avaliacdo do crescimento de estirpes, preparo dos indculos e inoculacéo das

plantas

As estirpes foram crescidas em meio de cultura YMA liquido, com indicador azul de
bromotimol (FRED e WAKSMAN, 1928) (28°C; 48 horas). Em seguida aliquotas de 10l
foram transferidas para placas de Petri contendo meio YMA sélido com indicador vermelho
congo, onde procedeu-se uma diluicdo seriada com quatro repeticdes entre 10 a 10°. Apés
0 surgimento das coldnias nestas placas, fez-se a contagem das col6nias, estimando o volume
do inoculante necessario para a obtencdo de uma concentracdo da ordem 10° unidades

formadoras de coldnias por ml. De posse desta informagdo, cresceram-se novamente as
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estirpes em meio YMA liquido, com indicador azul de bromotimol (28°C; 48 horas) sob
agitacdo (120 rpm). As plantas foram inoculadas com 1ml do inoculante para cada planta,

cinco dias ap6s a germinacdo das mesmas.

3.1.3 Irrigacéo e nutricdo das plantas

Os nutrientes KCI (2mM); K;HPO, (0,3mM); KH,PO, (0,7mM); CaSO,.5H,0
(0,3uM); ZnSO04.7H,0 (0,7uM); MnSOy4 (1uM); (NHs)s M070,44H,0 (0,002uM); H3BO3
(11,5uM); FeSO4.7H0 (17,9uM); acido citrico (26uM) adicionados a agua foram fornecidos
as plantas, semanalmente, na forma de solucdo nutritiva NORRIS (1964), colocando-se 0,25
L desta solucdo por vaso e a irrigacdo foi realizada com agua destilada esterilizada, quando

necessario.

3.1.4 Colheita do experimento e variaveis analisadas

As plantas de feijdo-caupi foram coletadas aos 55 dias (estagio de florescimento) ap6s
o plantio (DAP) para andlise das seguintes varidveis: nimero de nodulos, massa seca dos
nddulos e massa seca da parte aérea (Figura 2).

A parte aérea foi separada das raizes em corte no ponto de insercdo cotiledonar,
préximo a base do caule, e os nddulos foram retirados e contados. Posteriormente nodulos e
parte aérea foram colocados em sacos de papel e conduzidos para secagem em estufa com
circulacdo forcada de ar a 65-70 °C até atingir peso constante.

Tabela 1 — Identificacdo e caracteristicas das estirpes de rizébio.

Estirpe Caracteristica cultural Local de Origem e Referéncia
TCD pD® PH® COR®
BR 3262 5 1 Alcalino Branca  SIPA, Seropédica-RJ (ZILLI et al,
1999)
BR 3267 5 1-2 Acido Branca  Semi-Arido Nordestino (MARTINS et
al., 1997)
INPA03-11B 7 1 Alcalino Branca  Amazb6nia, Manaus-AM (MOREIRA,
2005)
UFLA03-84 6 1-2 Alcalino Branca  Amaz0nia, Ji-Parand-RO (LACERDA
etal., 2004)
BR 3299 3 <0,5 Alcalino Amarela  Zona da Mata, Aracaju-SE (MARTINS,
1996)
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Coloracéo das col6nias.

Tempo em dias de crescimento de coldnias isoladas.  Diametro da coldnia (mm). @ Alteracdo do pH meio de cultivo.

Tabela 2 — Caracteristicas da cultivar de feijao-caupi IPA-206 (IPA, 1990; MAPA).

Carater

Caracteristica

Habito de crescimento
Porte

Tipo de folha

Cor da flor

Cor da vagem imatura
Cor da vagem matura
Cor da vagem seca
Comprimento da vagem
N° de gréos por vagem
Nivel de insercéo das vagens
Forma da semente

Cor do tegumento

Peso de 100 gréos
Classe comercial

N° de dias para floracdo
Ciclo

Indeterminado
Semi-prostrado
Globosa

Roxa

Roxa

Roxa

Roxa

18 cm

12

Acima da folhagem
Arredondada
Marrom

204¢g

Mulato

38-45 dias

70 dias

Tabela 3 — Caracteristicas da cultivar de feijdo-caupi BRS Guariba (FREIRE FILHO et al.,

2004).

Carater

Caracteristica

Habito de crescimento

Porte

Cor da flor

Cor da vagem imatura

Cor da vagem matura

Cor da vagem seca
Comprimento da vagem

N° de grédos por vagem

Nivel de insercéo das vagens

Forma da semente

Indeterminado
Semi-ereto

Branca

Roxa

Roxa

Roxa

17,8 cm

12

Acima da folhagem

Arredondada
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Cor do tegumento

Cor do halo

Peso de 100 graos
Classe comercial
Subclasse comercial

N° de dias para floracdo

Ciclo

Branca
Sem halo
1959
Branca
Branca

41 dias
65-70 dias

Tabela 4 — Caracteristicas da cultivar de feijao-caupi BRS Marataod (FREIRE FILHO et al.,

2004).

Carater

Caracteristica

Habito de crescimento
Porte

Cor da flor

Cor da vagem imatura
Cor da vagem matura
Cor da vagem seca
Comprimento da vagem
N° de gréos por vagem
Nivel de insercéo das vagens
Forma da semente

Cor do tegumento

Cor do halo

Peso de 100 gréos
Classe comercial
Subclasse comercial

N° de dias para floragao

Ciclo

Indeterminado
Semi-prostrado
Roxa
Verde-clara
Amarela
Amarela-clara
18 cm

15

Acima da folhagem
Arredondada
Esverdeado
Verde

15,59

Cores
Sempreverde
42 dias

70-75 dias

22



Figura 2 — Feijdo-caupi aos 55 DAP, Seropédica-RJ, 2008.

3.1.5 Analise estatistica

Para testar a normalidade e homogeneidade das variancias dos erros foram utilizados os
testes de Lilliefors e de Cochran e Bartley, respectivamente, contidos no programa estatistico
SAEG 9.1. Os dados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) empregando-se 0
programa de andlise estatistica SISVAR, versao 4.3 e as médias foram comparadas pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Parte II: Experimentos de campo

3.2 Eficiéncia de Estirpes de Rizébio em Feijdo-Caupi Cultivado em Roga Triturada

na Pré-Amazonia Maranhense

3.2.1 Organismos e preparo dos inoculantes

As estirpes, BR 3299, BR3262 e INPA 03-11 B, foram selecionadas para os testes em
campo, em virtude dos bons resultados observados na fase de casa de vegetagédo. O inoculante
foi preparado crescendo-se inicialmente as bactérias em meio YMA liquido por 72 horas e
aplicacdo em turfa esterilizada, sendo a concentracéo obtida no inoculante da ordem de 10°

células g*do inoculante.

3.2.2 Controle de qualidade de inoculante rizobiano: diluigdo seriada e contagem pelo
método da gota (drop plate)

Foi retirada uma amostra de 1 g de cada inoculante e adicionada a tubos Falcon
contendo 9,0 ml de solucéo salina (sais do meio 79 adicionados a 0,5 ml de Tween 80/L),
formando a diluicdo 10™. Em seguida as amostras foram homogeneizadas em agitador orbital
por 10 min, retirando-se uma aliquota de 100 pL e dispensando-a no primeiro tubo eppendorf
de uma das séries de diluicdo (diluicdo 10) e homogeneizando o frasco tampado em um
agitador de tubos Repetindo-se este procedimento, fizeram-se diluicBes seriadas até a ordem
de 10™°. Posteriormente procedeu-se o plaqueamento de duas diluicées por placa, com quatro
repeticBes, através da marcagdo de 8 divisGes em cada placa. Retirou-se quatro aliquotas de
10 microlitros (uL) das diluigdes 1073, 10, 10°, 10°, 107, 10, 10, 10™ das solugdes dos
inoculantes e adicionou-as na superficie do meio 79 com vermelho congo contido nas placas.
Foram feitas duas repeticdes para cada diluicdo, distribuida em duas placas distintas, com
quatro repeticoes.

3.2.3 Estimativa do nimero de rizébios no solo através do método do NMPP (nimero

mais provavel em plantas)

Antes do plantio, foi coletada uma amostra de solo composta formada por 10 sub-
amostras simples. Apos a coleta, as amostras foram estocadas em geladeira. Para a estimativa
do NMPP (nimero mais provavel em plantas), foi utilizado o método descrito por WOOMER
et al. (1988), onde inicialmente, as amostras foram destorroadas e 1,0 g de solo foi transferido

24



para um tubo Falcon, contendo 9,0 ml de solucdo fisioldgica (0,85% de NaCl). As amostras
foram entdo agitadas (10 minutos; 5000 rpm) em um agitador orbital. Considerou-se esta
diluicdo 10™. Posteriormente, retirou-se uma aliquota de 1,0 ml desta solucéo e acrescentou-a
em um outro tubo Falcon contendo 9,0 ml de solucdo fisioldgica, procedendo a
homogeneizacdo desta solucdo em um agitador de tubos, tendo-se assim a diluicdo 1072
Repetindo-se este procedimento, fizeram-se diluicdes seriadas até a ordem de 10™°.

Como planta hospedeira, utilizou-se o feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), que
foi plantado em vasos tipo Leonard (VINCENT, 1970). A inoculacéo das plantas foi realizada
com 1,0 ml das amostras de solo diluidas, cinco dias ap6s o plantio. As plantas foram
coletadas aos 30 dias observando-se a formacdo de nddulos e estimando-se o nimero de

rizobios no solo, atraves das tabelas apresentadas por WOOMER (1994).
3.2.4 Historico da area

Foi instalado um experimento no municipio de Santa Luzia do Parud, estado do
Maranhdo, em area de monocultivo de feijdo-caupi e sob roca triturada pertencente a familia
do agricultor Juarez, no periodo de maio a julho de 2009. A escolha da area foi realizada pelo
Dr. Antdnio Carlos Reis de Freitas (Pesquisador da Embrapa Meio-Norte e professor do
Curso de Mestrado em Agroecologia da UEMA), bem como sua colaboragdo na conducéo dos
experimentos (Figura 3). As informagdes sobre o histérico da area foi feita por meio de
entrevista ao agricultor, durante a amostragem do material vegetal.

A roca triturada antes de formada era uma capoeira composta basicamente por cipos e
palmeiras e tinha trés anos de idade. A exploragdo dessa capoeira iniciou em 1999, com

periodos de pousio de 3 anos e novamente sua derrubada e queima.

—

—
»
L _oeRalie
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Figura 3 — Area de capoeira antes da instalagio do experimento. Agricultor Juarez, Santa
Luzia do Parud, 2009.

3.2.5 Localizagao e descricdo das area

Santa Luzia do Parua, MA (Figura 5; 02° 37" 44" S e 45° 46" 22" W) possui um area
territorial de 905 km?, distanciando-se de S&o Luis, capital do estado, aproximadamente 400
km (IBGE). Localiza-se na mesorregido do Oeste Maranhense e microrregido de Pindaré que
pertencem a regido de Pre-Amazonia. O clima é classificado como Aw’ou tropical quente e
Umido, de acordo com a classificacdo de KOOPEN (1936), apresentando uma estag&o
chuvosa e outra seca, com elevada temperatura média anual de 27° C, umidade relativa do ar
anual de 77 % e alta pluviosidade, entre 1800 e 1900 mm anuais de precipitacdo total. As
condicdes climaticas da regido no periodo da realizacdo do trabalho estdo apresentadas na
Figura 4. O solo da area continha as seguintes caracteristicas quimicas, nas camadas 0-10 e
10-20 cm, que foram realizadas de acordo com as recomendagOes da EMBRAPA (1997),

constando os resultados na Tabela 5.
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Figura 4 — Chuva acumulada x nimero de dias com chuva no periodo de conducdo do
experimento. Area agricultor Juarez, Santa Luzia do Parua-MA, 2009. Fonte:
INMET, Zé Doca.
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Tabela 5 - Resultado da anélise quimica de terra antes da implantacdo do experimento. Area
agricultor Juarez, Santa Luzia — MA, 2009.

Profundidade pH Al Ca™ Mg* P K*
———cmolc/dm? mg/dm?
0-10 5,44 0,3 1,59 4,93 3,53 94,04
10-20 4,65 2,5 0,06 0,70 939 7882

b

. B, —
Santa Luzia do Parua S ?

Figura 5 — Municipio de Santa Luzia do Parua, MA. Retirado de www.IBGE.gov. Acesso em
jun. 2009.

3.2.6 Procedimento experimental e tratamentos

O preparo da area foi realizado via corte e trituracdo da biomassa vegetal (slash-and-
mulch) com uso de um trator puxando um fresador florestal (modelo AHWI-600; Figura 6).
Apos a trituracdo foi feita a corregdo do solo aplicando 1,5 Mg/ha de calcario na proporgédo
de, PRNT - 95,2%; CaO - 29,6%; MgO - 19,5%, sem incorporagdo, com posterior semeadura
do milho (Zea mays L.), que serviu apenas de cobertura morta para o cultivo do feijao-caupi.

Para o plantio do feijdo-caupi as covas foram abertas com auxilio de enxadas e a
semeadura foi realizada manualmente, ocorrendo logo ap6s a inoculacdo das sementes. O
delineamento experimental foi o de blocos completos casualizados com cinco tratamentos e
seis repeticoes.

Foram aplicadas doses de 60 e 20 kg/ha de P e K, respectivamente na semeadura,
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sendo definidas de acordo com FREIRE FILHO et al. (2005) e com base na analise de solo,
realizada antes da implantacdo do experimento. As fontes de fosforo e potéssio foram o
superfosfato simples e o cloreto de potassio, respectivamente.

As sementes de feijao-caupi (BRS Guariba) foram inoculadas individualmente com as
estirpes de rizobio (BR 3262, BR 3299 e INPA 03-11B). A dosagem utilizada foi de 100 g de
inoculante para 10 kg de semente, e a inoculacdo foi realizada com o umedecimento prévio
das sementes com uma solucdo acucarada (10 % p v*) na proporgdo de 6 mL kg™ de semente
(HUNGRIA et al., 2001). As caracteristicas da cultivar BRS Guariba (FREIRE FILHO, et al.,
2004) encontram-se na Tabela 3.

No plantio colocaram-se cerca de 4 sementes por cova semeado no espagamento de
0,75 m x 0,25 m sendo cultivada em condicdes de sequeiro. O desbaste foi realizado aos
quinze dias apds a semeadura, deixando-se apenas duas plantas por cova. A parcela
experimental correspondeu a 24 m? com quatro fileiras de 6,0 m de comprimento, tendo
como area Util as seis fileiras centrais.

Os tratamentos avaliados foram: trés estirpes de rizébio, sendo duas ja recomendadas,
BR 3262 e INPA 03-11B (BR 3301) e uma em processo de recomendacdo (BR 3299), um
tratamento controle isento de inoculante e adubagdo com N e uma testemunha nitrogenada (80
kg de N/ha, sendo aplicado 40 kg no plantio e o restante foi aplicado aos 30 DAE, tendo como

fonte a uréia) sem inoculagéo.

Figura 6 — Maquina utilizada para corte e trituracdo da biomassa vegetal (fresador florestal
modelo AHWI-600). Fonte: FREITAS, A.C.R. Evaluating Agricultural Systems

28



Based on Mulch Technology: A Case Study. International Research on Food

Security, Natural Resource Management and Rural Development, 2005.
3.2.7 Amostragem e analises do material vegetal

Foram coletadas dez plantas com as raizes intactas da terceira linha de cada lado da
parcela aos 30 DAE (dias ap6s a emergéncia da cultura, fase de florescimento; Figura 7),
conforme recomendado pela RELARE (2006) e aos 50 DAE (fase de enchimento de graos;
Figura 7).

Para avaliacdo dos tratamentos empregados, foram avaliadas as seguintes variaveis:

a) Numero de nodulos — determinado através da retirada das raizes e posterior
contagem manual dos nédulos, sendo o resultado expresso em n°planta™:;

b) Massa seca de nodulos — feita a partir da pesagem dos nddulos retirados para
contagem da nodulacdo, os quais foram secos em estufa de circulacdo forcada de ar a 65-70
oC até atingir peso constante durante 72 h e o resultado expresso em mg planta™;

c) Massa seca da parte aérea — a parte aérea (caule e folhas) das plantas foi separada
das raizes em corte no ponto de insercédo cotiledonar, proximo a base do caule para secagem
em estufa de circulacdo forcada de ar a 65-70 °C até atingir peso constante durante 72 h e o
resultado expresso em g planta™:;

d) Eficiéncia relativa — calculada através da divisdo da massa seca da parte aérea dos
tratamentos inoculados pela massa seca da parte aérea do tratamento com 80 kg h™* de N,
multiplicando-se por 100 (BERGENSEN et al., 1971);

e) Acumulo de N na parte aérea — calculado a partir do teor de N total analisado pelo
método Kjeldhal, de acordo com a metodologia descrita pela EMBRAPA (1997)
multiplicando-se pela massa seca da parte aérea que apds a pesagem foi moida em moinho
tipo Wiley (peneiras de 2,0 mm);

f) Comprimento de vagens — obtido a partir da média de cinco vagens retiradas da area
atil, onde essas foram medidas com o auxilio de uma régua graduada em centimetros;

g) Peso de vagens — oriundo das vagens usadas para determinacgéo da variavel anterior;

h) NUumero de vagens — feito a partir da relagdo total de vagens da area util pelo
namero de plantas desta area;

i) Numero de grdos por vagem — as vagens obtidas da variavel anterior foram triadas e
0s graos destas contados;

j) Peso de 100 gréos — determinado através da contagem de 100 sementes;
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I) Produtividade de grdos - avaliada aos 65 DAE, com umidade corrigida para 13%;

m) Analises de correlagdes entre as varidveis estudadas.

Figura 7 — Feijdo-caupi: a) aos 30 DAE; b) aos 50 DAE, Santa Luzia do Parua-MA, 2009.

3.2.8 Anélise estatistica

Para testar a normalidade e homogeneidade das variancias dos erros foram utilizados
os testes de Lilliefors e de Cochran e Bartley, respectivamente, contidos no programa
estatistico SAEG 9.1. Os dados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) utilizando-
se o teste F e quando este foi significativo, as médias foram comparadas pelo teste t a 5% de

probabilidade empregando-se o programa de andlise estatistica SISVAR, versao 4.3.
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3.3 Avaliacdo Simbiotica de Estirpes de Rizobio em Feijdo-Caupi sob Capoeira

Triturada na Pré-Amazonia Maranhense
3.3.1 Organismos e preparo dos inoculantes

Como descrito no experimento de eficiéncia de estirpes (subitem 3.2).

3.3.2 Controle de qualidade de inoculante rizobiano: diluicdo seriada e contagem pelo
método da gota (drop plate)

Como descrito no experimento de eficiéncia de estirpes (subitem 3.2).

3.3.3 Estimativa do nimero de rizébios no solo através do método do NMPP (numero

mais provavel em plantas)

Como descrito no experimento de eficiéncia de estirpes (subitem 3.2).
3.3.4 Historico da area

Este estudo foi implantado no municipio de Santa Luzia do Parud, estado do
Maranhdo, em area de monocultivo de feijdo-caupi e sob capoeira triturada pertencente a
familia do agricultor José Elias, no periodo de junho a agosto de 2009. A escolha da area e
colaboracdo na conducdo do experimento foi realizada pelo Dr. Antdnio Carlos Reis de
Freitas (Figura 8). As informacdes sobre o historico das areas foram feitas por meio de
entrevista ao agricultor, durante a amostragem do material vegetal.

A capoeira triturada antes de formada era composta basicamente por palmeiras e
possuia aproximadamente trés anos de idade. A exploracdo da capoeira iniciou em 1999, com

periodos de pousio de 3 anos e novamente sua derrubada e queima.
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Figura 8 — Area de capoeira antes da instalacio do experimento. Agricultor José Elias, Santa
Luzia do Parud, 2009.

3.3.5 Localizagdo e descri¢do da area

Santa Luzia do Parud, MA (Figura 5; 02° 37' 44" S e 45° 46' 22" W), localiza-se na
mesorregido do Oeste Maranhense e microrregido de Pindaré que pertencem a regido de Pré-
Amazonia. O clima é classificado como Aw’ou tropical quente e Umido, de acordo com a
classificagdo de KOOPEN (1936), apresentando uma estacdo chuvosa e outra seca, com
elevada temperatura média anual de 27° C, umidade relativa do ar anual de 77 % e alta
pluviosidade, entre 1800 e 1900 mm anuais de precipitacdo total. As condi¢fes climaticas da
regido no periodo da realizagdo do experimento estdo apresentadas na Figura 9. O solo da area
continha as seguintes caracteristicas quimicas, nas camadas 0-10 e 10-20 cm, que foram
realizadas de acordo com as recomendacgdes da EMBRAPA (1997), constando os resultados

na Tabela 6.
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Figura 9 - Chuva acumulada x ndmero de dias com chuva no periodo de conducdo do
experimento. Area agricultor José Elias, Santa Luzia do Parua-MA, 2009. Fonte:
INMET, Zé Doca.

Tabela 6 - Resultado da anélise quimica de terra antes da implantacdo do experimento. Area

agricultor José Elias, Santa Luzia — MA, 2009.

Profundidade pH Al Ca™ Mg** P K*
———cmolc/dm? mg/dm?®
0-10 5,69 0,2 2,57 3,45 38,10 481,58
10-20 4,78 15 0,66 0,95 3,46 106,11

3.3.6 Procedimento experimental e tratamentos

Como descrito no experimento de eficiéncia de estirpes (subitem 3.2).
3.3.7 Amostragem e analises do material vegetal

Como descrito no experimento de eficiéncia de estirpes (subitem 3.2).

3.3.8  Analise estatistica
Como descrito no experimento de eficiéncia de estirpes (subitem 3.2).
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3.4 Inoculagdo de Estirpes de Rizobio e Eficiéncia da Fixacéo Bioldgica de Nitrogénio
em Feijdo-Caupi Cultivado em Latossolo Amarelo na Zona da Mata

Pernambucana

3.4.1 Organismos e preparo dos inoculantes

Como descrito no experimento de eficiéncia de estirpes (subitem 3.2)

3.4.2 Controle de qualidade de inoculante rizobiano: dilui¢do seriada e contagem pelo

método da gota (drop plate)

Como descrito no experimento de eficiéncia de estirpes (subitem 3.2)

3.4.3 Historico da area

O presente estudo foi realizado no municipio de Paudalho, estado de Pernambuco de
agosto a outubro de 2009, em uma propriedade particular, em area de monocultivo de feijao-
caupi e sob sistema de plantio convencional, sem utilizacdo anterior de qualquer inoculante.
Esta etapa contou a colaboragdo da Dra. Carolina Etienne de Rosélia e Silva Santos
(Professora do Curso de P6s-Graduacao em Ciéncia do Solo da UFRPE), na escolha da &rea e

conducdo do experimento (Figura 10).

Figura 10 — Area do experimento: a) antes da instalacio; b) Feijao-caupi com 15 dias ap0s o
plantio.

3.4.4 Localizacdo e descricdo da area
Paudalho-PE (Figura 11; 07°53'49" S, 35°10'48" W), apresenta uma extensao territorial
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de 278 km? e esté localizado a 40 km da capital Recife, situando-se na mesorregido Mata e
microrregido Mata Setentrional do Estado de Pernambuco, que pertencente a regido de Zona
da Mata. O clima é do tipo As ou tropical umido com verdo seco, de acordo com a
classificacdo de KOOPEN (1936) e caracteriza-se por apresentar temperatura média de 25°C,
umidade relativa do ar média de 80% e precipitacdo pluvial média anual de 1.702 mm (FIAM,
1994). O solo da éarea foi classificado como Latossolo Amarelo e continha os seguintes
atributos quimicos (camada 0-20 cm): M.O: 14,1 g kg; pH: 5,46; P: 9,6 mg dm™; K: 0,08
cmol. dm™; Ca: 1,40 cmol, dm™; Mg: 0,55 cmol. dm™; Na: 0,0042 cmol. dm™; Al: 0,09 cmol.
dm™; H+Al: 2,1 cmol. dm™ e CTC: 4,08 cmol. dm™ e fisicos (camada 0-20 cm): areia: 70,80

%,; silte: 16,06; argila: 5,14; classe textural: areia franca.
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Figura 11 — Municipio de Paudalho, PE. Retirado de www.IBGE.gov. Acesso em ago. 2009.
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Figura 12 - Chuva acumulada x numero de dias com chuva no periodo de conducdo do
experimento. Paudalho-PE, 2009. Fonte: LAMEPE/ITEP.

3.4.5 Procedimento experimental e tratamentos

O preparo do solo foi constituido por uma aracdo, onde o0s restos vegetais de uma
cultura de milho (Zea mays L.) presente na area foram incorporados para posterior cultivo do
feijao-caupi.

O plantio do feijdo-caupi, o delineamento experimental, 0 nimero de tratamentos, as
repeticdes, a inoculacdo das sementes e a cultivar de feijdo-caupi foram realizadas de acordo
com o citado no experimento de eficiéncia de estirpes (subitem 3.2).

No plantio colocaram-se cerca de 3 sementes por cova e semeado no espacamento de

0,75 m x 0,25 m sendo conduzido por irrigacdo por gotejamento.

3.4.6 Amostragem e analises do material vegetal

Como descrito no experimento de eficiéncia de estirpes (subitem 3.2).

36


http://www.ibge.gov/

o WSNSY " it
Figura 13 — Feijao-caupi: a) aos 30 DAE; b) aos 50 DAE, Paudalho-PE, 2009.

3.4.7 Analise estatistica
Como descrito no experimento de eficiéncia de estirpes (subitem 3.2).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Parte I: Experimento na casa- de - vegetagao
4.1 Avaliacdo de Estirpes de Rizdbio Inoculadas em Feijao-Caupi

4.1.1 Nodulagdo

Houve diferencas no nimero de nddulos, nos tratamentos com as estirpes BR 3262 e
INPA 03-11B, que obtiveram menores nimeros em relacdo as outras bactérias, na cultivar
BRS Guariba. Ja a estirpe INPA 03-11B apresentou maior nimero de nodulos na cultivar
BRS Marataod. Em relacdo a média geral a cultivar BRS Marataod foi superior as demais

cultivares (Tabela 7).

Tabela 7 - Numero de nodulos aos 55 dias apds o plantio (DAP) em feijdo-caupi.
Seropédica-RJ, 2008.

Cultivares
Tratamentos IPA 206 BRS Guariba BRS Marataoa Média

Ndmero de nédulos (n° planta )

BR 3262 262 Aa 130 Bb 333 Aa 241 B

BR 3267 391 Aa 284 Aa 353 Aa 343 A

BR 3299 343 Aa 333 Aa 367 Aa 348 A
INPA 03-11B 214 Ab 155 Bb 389 Aa 253 B
UFLA 03-84 244 Aa 334 Aa 292 Aa 290 B
Controle (S/1) - - - -
100 mg de N - - - -

Média 208 b 177 Db 248 a
CV (%) 11,95

Valores médios de 6 repeticdes. Médias seguidas por mesma letra maitscula na coluna e minusculas na linha néo
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott.

Quanto a massa seca dos nddulos, foi observado valor superior da estirpe INPA 03-
11B na cultivar BRS Marataoa (Tabela 8). Na média geral entre as cultivares, a BRS Guariba

obteve valor inferior.
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Tabela 8 - Massa seca dos nédulos aos 55 dias ap6s o plantio (DAP) em feijdo caupi.
Seropédica-RJ, 2008.

Cultivares

Tratamentos IPA 206 BRS Guariba BRS Marataoa Média

Massa seca dos nddulos (mg planta ™)

BR 3262 596,6 Aa 331,9 Aa 522,8 Aa 4835 A

BR 3267 564,0 Aa 407,8 Aa 722,9 Aa 564,9 A

BR 3299 575,8 Aa 510,9 Aa 526,5 Aa 537,7 A
INPA 03-11B 459,0 Ab 273,2 Ab 672,3 Aa 468,2 A
UFLA 03-84 469,5 Aa 519,3 Aa 609,9 Aa 532,8 A
Controle (S/1) - - - -
100 mg de N - - - -

Média 380,6 a 2919b 436,3 a
CV (%) 12,51

Valores médios de 6 repeti¢des. Médias seguidas por mesma letra maitscula na coluna e minudsculas na linha ndo
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott.

Alguns autores citam que 0 nimero e a massa dos nodulos sdo indicadores usuais da
capacidade de nodulacdo da planta. No entanto, € sempre necessario que esses parametros
estejam associados a eficiéncia da nodulacdo (FERREIRA e CASTRO, 1995). Apesar de ndo
ter sido avaliado o N acumulado pela planta neste experimento, verifica-se em
DOBEREINER (1966), uma correlagdo positiva entre a massa nodular e a quantidade de N
acumulado em leguminosas, e essa correlacdo positiva foi encontrada por WADISIRISUK e
WEAVER (1985) em estudos de nodulacdo com o feijdo-caupi. Esse efeito sugere que plantas
com maior numero de nodulos fixam mais N, embora, de acordo com HANSEN et al. (1993),
essa correlacdo ndo seja linear, sendo necessario para a otimizagdo da FBN ndo s6é muitos
nodulos, mas nodulos eficientes.

A massa de nodulos € um parametro intimamente relacionado com a FBN e tem sido
recomendado para programas de melhoramento que objetivam o aumento da fixagdo de N..
As correlagdes que esse parametro estabelece com a quantidade de N fixado, permitem uma
reducdo substancial no tempo, nos custos e nos materiais desses programas (ANKOMAH et
al., 1996).
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4.1.2 Biomassa seca

Com relagdo a producdo de massa seca da parte aérea, as cultivares BRS Marataod e
IPA 206 apresentaram valores superiores a cultivar BRS Guariba (Tabela 9). Resultados
semelhantes foram observados por XAVIER et.al (2007), em estudo avaliando duas cultivares
de feijdo-caupi inoculadas com a estirpe de Bradyrhizobium sp.(BR 2001).

De modo geral, observaram-se respostas positivas da pratica da inoculacdo com as
estirpes avaliadas nesse estudo, sendo que os resultados apresentados na massa seca da parte
aérea para as todas elas, foram similares ao tratamento com 100 mg de N nas cultivares IPA
206 e BRS Marataoa.

A estirpe BR 3299, por exemplo, contribuiu com 100 e 56% de aumento na massa
seca da parte aérea nas cultivares IPA-206 e BRS Marataoa, respectivamente em relacdo ao
controle (S/1). Resultados preliminares sugerem que a estirpe BR 3299 apresenta eficiéncia
agrondmica superior as estirpes recomendadas para feijao-caupi em condi¢cBes de campo
(FREITAS et al., 2007).

Tabela 9 - Massa seca da parte aérea aos 55 dias apds o plantio (DAP) em feijdo-caupi.
Seropédica-RJ, 2008.

Cultivares

Tratamentos IPA 206 BRS Guariba BRS Marataod Média

Massa seca da parte aérea (g planta )

BR 3262 7,61 Aa 4,73 Ba 7,63 Aa 6,66 A
BR 3267 6,72 Aa 4,36 Ba 6,53 Aa 587 A
BR 3299 6,38 Aa 5,18 Ba 6,01 Aa 585A
INPA 03-11B 6,78 Aa 3,33 Bb 8,65 Aa 6,25 A
UFLA 03-84 6,47 Aa 6,62 Ba 7,37 Aa 6,82 A
Controle (S/1) 3,19 Ba 1,04 Cb 3,84 Ba 2,69B
100 mg de N 6,98 Aa 7,58 Aa 6,09 Aa 6,88 A
Média 6,30 a 4,69 b 6,59 a
CV (%) 28,46

Valores médios de 6 repeticGes. Médias seguidas por mesma letra maitscula na coluna e minusculas na linha nao
diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott.
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Foram realizadas andlises de correlagfes entre as variaveis avaliadas e observou-se
que houve correlacdo significativa positiva entre nimero de nédulos x massa seca de nédulos
(r = 0,71), nimero de nodulos x massa seca da parte aérea (r = 0,58) e massa seca da parte

aérea X massa seca de nodulos (r = 0,80).

— a) b)
s 1600 o~ 800
: . i
£ 1400 = .
w —
é 1200 ; 600 {
2 1000 g
E g
2 800 z 400
S 600 g
= =
5 400 -%;’ 200
é 200 55,;
= 200 400 600 800 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Niimero de nédulos (n° planta™) Massa seca da parte aérea (g planta™)
~ c)
‘s 1600
g .
= 1400
2 1200 .
§ 1000
S 800
8=
S 600
= *
s 400 R
Q = *
: 200 .‘.' . . r=0,80
7] P *
& 0
=

2 4 6 8 10 12 14 16 18

Massa seca da parte aérea (g planta'l)

Figura 14 - Correlacfes lineares simples entre as varidveis analisadas: a) correlacdo entre a
massa seca de nddulos x nimero de nodulos; b) nimero de nédulos x massa seca
da parte aérea; c) massa seca da parte aérea X massa seca de nodulos.Valores
seguidos por (*) indicam diferenca significativa a 1% de probabilidade pelo teste

de Pearson.
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Parte II: Experimentos de campo

4.2 Eficiéncia de Estirpes de Rizébio em Feijao-Caupi Cultivado em Roga Triturada

na Pré-Amazonia Maranhense
4.2.1 Nodulacgdo, biomassa seca e eficiéncia relativa de feijdo-caupi aos 30 e 50 DAE

Os resultados apresentados a seguir séo relativos as coletas realizadas no periodo de
junho e julho, referentes a area do agricultor Juarez.

Aos 30 DAE foram observadas diferencas significativas (p<0,05) dos tratamentos
inoculados, BR 3299 e INPA 03-11 B, que promoveram maiores nimeros de nédulos em
relagcdo ao tratamento controle (S/1) aos 30 DAE, sendo que a estirpe BR 3299 foi 76 e 9%
superior as estirpes BR 3262 e INPA 03-11B respectivamente (Tabela 10). Nos tratamentos
qgue nao receberam inoculacdo, controle (S/1) e 80 kg de N, foi observada consideravel
nodulacdo, em virtude da populacdo nativa de bactérias nodulantes. Diferente das observacées
realizadas por LACERDA et al. (2004), SALVAGIOTII et al. (2008) e MELO e ZILLI
(2009), o tratamento com 80 kg de N ndo restringiu a nodulacéo, fato este também observado
por outros autores como SOARES et al. (2006) e SILVA et al. (2008).

Quanto a massa seca de nddulos a analise de variancia mostrou efeito significativo
(p<0,05) das bactérias, BR 3299 e INPA 03-11 B, que obtiveram valores maiores ao
observado no controle (S/I). Em consequéncia do maior nimero de nodulos, estas bactérias
também se sobressairam em relacéo & BR 3262 (Tabela 10).

Os resultados de nodulacdo mostram que as estirpes utilizadas desempenharam um
papel fundamental de suprimento de N ao feijdo-caupi, contudo o menor valor de nimero de
nddulos e consequentemente de massa seca de nodulos, especialmente da BR 3262, cerca de
13 nodulos por planta, pode estar associada a fatores climaticos (precipitacdo pluviométrica),
uma vez que o excesso de agua inibe a formacdo e o desenvolvimento dos nddulos, além da
baixa disponibilidade de oxigénio onde as bactérias podem liberar substancias toxicas
inibidoras da nodulacdo de acordo com OSA-AFIANA e ALEXANDER (1979). De acordo
com MELO e ZILLI (2009) que realizaram um estudo similar a este em ambiente de Cerrado,
no estado de Roraima, destacaram que esse efeito pode estar relacionado a fatores edéaficos,
especialmente aos baixos teores de Ca e Mg observados na camada de 10-20 cm, ou a

competicdo dos rizobios nodulantes de feijdo caupi presentes no solo.
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Em relacdo a massa seca da parte aérea foram observados resultados superiores da
bactéria BR 3299 e do tratamento com 80 kg de N em comparagdo ao tratamento controle
(S/1) (Tabela 10), sendo que a estirpe BR 3299 foi 64 %, 24 e 30 % superior ao controle (S/1)
e as estirpes BR 3262 e INPA 03-11B respectivamente.

Quanto a eficiéncia relativa os valores obtidos dos tratamentos, BR 3299 e 80 kg de N,
resultaram em diferengas significativas quando comparado ao controle (S/1). Resultado

similar ao visualizado na massa seca da parte aérea.

Tabela 10— Numero de nddulos, massa seca de nddulos, massa seca da parte area e eficiéncia
relativa aos 30 DAE em feijdo-caupi. Area agricultor Juarez, Santa Luzia do
Parua-MA, 20009.

NUmero de Massa seca de Massa seca da Eficiéncia
nodulos nodulos parte aérea relativa
Tratamentos (n° planta™) (mg planta™) (g planta™) %
30 DAE
BR 3299 23a 95,8a 2,6a 109,4 a
BR 3262 13 ab 65,5 ab 2,1 bc 88,6 b
INPA 03-11B 21 a 90,3 a 2,0 bc 83,0 bc
Controle (S/1) 8b 36,0b 16¢c 67,8 c
80 kgde N 13 ab 61,8 ab 2,5ab 100,0 a
Média 15,6 69,9 2,2 89,8
CV (%) 20,4 12,7 19,9 19,0

Valores médios de 6 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste t a
5% de probabilidade.

De modo geral aos 50 DAE, houve uma diminuicdo no nimero e massa seca de
nodulos em todos os tratamentos em relagdo a avaliagdo dos 30 DAE (Tabela 10). Para
GUALTER et al. (2008) este efeito pode caracterizar o inicio da senescéncia nodular,
provavelmente associado ao ciclo precoce da cultivar utilizada neste estudo, que é
aproximadamente 65 dias. De acordo com HUNGRIA e VARGAS (2000) em se tratando
desta fase de enchimento de grdos, os fotossintatos produzidos pela planta e que eram
transportados aos nddulos, passam a ser enviados as vagens para posterior nutricdo dos grdos
(Tabela 11). Em contrapartida, estudos realizados por MAYZ et al. (2003); CREWS e
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PEOPLES. (2005) indicam que na floragéo e na emissdo das vagens ocorre maior demanda de
N pelo feijdo-caupi, o que induziria a planta a suprir essa necessidade por meio da FBN.

As estirpes BR 3299 e INPA 03-11 B diferiram significativamente (p<0,05),
apresentando valores superiores ao tratamento controle (S/I) para o nimero de nodulos, sendo
que a BR 3299 foi 64 e 28 % maior que as estirpes BR 3262 e INPA 03-11B respectivamente
(Tabela 11).

Para a massa seca de nddulos foi observado comportamento semelhante ao nimero de
nodulos, ja que as bactérias BR 3299 e INPA 03-11 B obtiveram valores superiores
comparando-as ao controle (S/1) (Tabela 11).

SOARES et al. (2006), avaliaram a eficiéncia agronémica e diversidade de populacfes
nativas noduliferas em Perdfes-MG e também observaram no nimero e massa seca de
nodulos, que a INPA 03- B foi uma das estirpes que promoveu maior nodulacdo nas plantas.
Resultados visualizados nas duas avaliagOes realizadas nesse experimento.

Quanto a massa seca da parte aérea observaram-se resultados superiores da BR 3299 e
do tratamento com 80 kg de N em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 11), sendo que a
estirpe BR 3299 proporcionou um incremento de 174% em comparacado ao controle (S/I). Esta
também foi 102 e 72 % superior as estirpes ja recomendadas como inoculante para o feijao-
caupi, BR 3262 e INPA 03 11B.

Constatou-se que ocorreu um aumento gradativo da massa seca da parte aérea ao
longo do ciclo fenolégico com um incremento médio de 360% entre a fase de
desenvolvimento vegetativo e a formacdo de vagens. Esses dados estdo de acordo com
XAVIER et al. (2007) que relacionou este fato ao acimulo que as plantas normalmente
apresentam até a fase de reproducdo e posteriormente a partir desta fase, inicia-se a
senescéncia vegetal com conseqiiente diminuicdo gradativa da biomassa.

Para a eficiéncia relativa, assim como ocorreu na massa seca da parte aérea foram
observadas diferencas significativas da BR 3299 e do tratamento com 80 kg de N que
apresentaram valores acima dos demais tratamentos, sendo que a BR 3299 foi 109 e 81 %
superior a BR 3262 e a INPA 03-11 B respectivamente (Tabela 11).

A avaliagdo do numero e peso seco dos nodulos séo alguns dos critérios utilizados pela
RELARE para avaliacdo da eficiéncia simbiotica entre rizobios e leguminosas. Neste caso
(Tabela 10 e Tabela 11), especificamente, o desempenho da estirpe BR 3299 foi similar aos
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resultados obtidos pelas estirpes recomendadas para essa cultura e a resultados de outros
trabalhos como os de LACERDA et al. (2004) e SOARES et al. (2006).

Tabela 11 — NUmero de nddulos, massa seca de nodulos, massa seca da parte area e eficiéncia
relativa aos 50 DAE em feijdo-caupi. Area agricultor Juarez, Santa Luzia do
Paruad-MA, 20009.

NUmero de Massa seca de Massa seca da Eficiéncia
nodulos nodulos parte aérea relativa
Tratamentos (n° planta™) (mg planta™) (g planta™) %
BR 3299 18 a 89,2a 14,8 a 118,2 a
BR 3262 11 ab 55,0 ab 7.3b 56,5b
INPA 03-11B 14 a 84,3a 8,6b 65,3 b
Controle (S/1) 6b 34,3b 54D 43,2b
80 kg de N 8 ab 50,2 ab 135a 100,0 a
Média 11,5 62,6 10,0 76,7
CV (%) 25,9 14,5 28,5 34,0

Valores médios de 6 repeticBes. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste t a
5% de probabilidade.

Foram realizadas analises de correlacBes entre as variaveis avaliadas nas duas épocas e
observou-se que aos 30 DAE houve correlacdo significativa positiva entre nimero de noédulos
X massa seca de nddulos (r = 0,71), massa seca da parte aérea x numero de nodulos (r = 0,31)
e massa seca da parte aérea x massa seca de nédulos (r = 0,59) (Figura 15). Ja aos 50 DAE, as
correlagbes foram significativas para nimero de nddulos x massa seca de nodulos (r = 0,70) e
massa seca da parte aérea X massa seca de nodulos (r = 0,36) (Figura 16).

HAYDOCK et al. (1980) verificaram em condic¢des de meio de cultura que as estirpes
mais eficientes poderiam ser selecionadas com base apenas na biomassa de plantas, ou
somente da parte aérea, sem a necessidade de determinar o teor de N nos tecidos.

Ja SOUZA et al. (2008), em um trabalho com soja, observaram que a massa seca dos
nodulos e da parte aérea apresentam alta correlacdo e sdo indicadores eficientes para avaliacdo
da FBN.
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Figura 15 - Correlagdes lineares simples entre as variaveis analisadas aos 30 DAE: a) nimero
de ndédulos x massa seca de nodulos; b) massa seca da parte aérea X nimero de
nodulos; ¢) massa seca da parte aérea x massa seca de nodulos. Area agricultor
Juarez, Santa Luzia do Parua-MA, 2009. Valores seguidos por (*) ou (**) indicam
diferenca significativa a 1 e a 5% de probabilidade respectivamente pelo teste de

Pearson.
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Figura 16 - Correlag@es lineares simples entre as variaveis analisadas aos 50 DAE: a) numero

de nddulos x massa seca de nddulos; b) massa seca da parte aérea X massa seca de

nodulos. Area agricultor Juarez, Santa Luzia do Parua-MA, 2009. Valores

seguidos por (*) ou (**) indicam diferenca significativa a 1 e a 5% de

probabilidade respectivamente pelo teste de Pearson.

4.2.2 Acumulo de Nitrogénio na parte area de feijdo-caupi aos 30 e 50 DAE

Quanto ao acumulo de N na parte aérea, foram observadas diferencas significativas

(p<0,05) da BR 3299 e do tratamento com 80 kg de N em comparacdo ao controle (S/I) nas

duas épocas avaliadas (Tabela 12). Comportamento semelhante ao observado na biomassa da

parte aérea (Tabela 10 e Tabela 11) mostrando uma relacdo entre esta variavel, a nodulacéao e

0 crescimento vegetativo.

MARRA et al.(2009), avaliando a eficiéncia simbiética de rizébios em feijdo-caupi

sob condigdes de casa-de-vegetacdo, demonstrou resultados inferiores ao desse estudo. Ja

SILVA et al.(2008), em condigOes de semi-arido na Paraiba observaram acimulo de N na

parte aérea superior ao observado nesse trabalho.

47




Tabela 12 — Actimulo de N na parte area de feijio-caupi aos 30 e 50 DAE. Area agricultor
Juarez, Santa Luzia do Parua-MA, 2009.

Actmulo de N na parte area (mg.planta™)

Tratamentos 30 DAE 50 DAE
BR 3299 95,7 a 383,1la
BR 3262 76,8 ab 197,9 bc

INPA 03-11B 71,4 bc 224,30

Controle (S/1) 56,0 ¢ 131,2¢

80 kgde N 911a 357,4 a
Média 77,8 258,8
CV (%) 20,0 28,0

Valores médios de 6 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste t a
5% de probabilidade.

Também foram realizadas analises de correlacbes nas duas épocas e observou-se que
aos 30 DAE houve correlacdo significativa positiva entre a massa seca da parte aérea X
acumulo de N na parte aérea (r = 0,95) e acumulo de N na parte aérea x massa seca de
nédulos (r = 0,51) (Figura 17). J4 aos 50 DAE, as correla¢des foram significativas apenas para

massa seca da parte aérea x acimulo de N na parte aérea (r = 0,98).

160
140 1 .
*

120 ;
100
80 1
60 1
40 1
20 1

0

Massa seca de nédulos (mg planta'l)

20 40 60 80 100 120 140

Acumulo de N na parte aérea (mg planta'l)
Figura 17 — Correlacdo linear simples entre 0 acimulo de N na parte aérea X massa seca de
nodulos aos 30 DAE. Area agricultor Juarez, Santa Luzia do Parua-MA, 2009.
Valor seguido por (*) indica diferenga significativa a 1% de probabilidade pelo
teste de Pearson.
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4.2.3 Produtividade de gréos de feijao-caupi

A produtividade de gréos variou de 149 a 893 kg ha™, superando a média nacional em
todos os tratamentos, com excecao do controle (S/1) (Tabela 13).

Somente o controle (S/1) diferiu estatisticamente dos demais tratamentos, contudo a
estirpe BR 3299 destacou-se das demais estirpes, promovendo producdo de gréos 500 e 1 %
superior ao controle (S/1) e a testemunha nitrogenada (80 kg de N) respectivamente. Estes
resultados estdo acima dos apresentados por FREITAS et al (2007) que obteve 214% de
incremento em relacdo ao tratamento ndo inoculado. Foram observados também incrementos
da BR 3299 em relagdo & BR 3262 e INPA 03 11-B, correspondendo a 47 e 32%
respectivamente.

SILVA et al. (2008) nas condicdes do semi-arido Paraibano avaliaram o efeito de quatro
estirpes (BR 3267, INPA 3-11B, UFLA 3-84 e NFB 700) inoculadas em feijdo-caupi, cultivar
CNCx409-11F, onde também ndo se verificaram diferencas significativas entre esses
inoculantes e os tratamentos controle (com e sem nitrogénio mineral), porém, a produtividade
de sementes (1.340 a 1.768 kg.ha™) foi bastante superior aquela encontrada neste trabalho.

As estirpes, BR 3262 e INPA 03 11-B, ja recomendadas para a cultura apresentaram
valores de 405 e 678 kg/ha, correspondendo a 171 e 354%, respectivamente, em relacdo ao
controle ndo inoculado e sem N (Tabela 13). Esses resultados estdo abaixo dos apresentados
por MELO e ZILLI (2009) e SOARES et al. (2006), que obtiveram produtividades de 2.300 e
957 kg ha™*com a inoculago das bactérias BR 3262 e INPA 03 11-B nas cultivares de feijéo-
caupi BRS Mazagéo e BR-14 Mulato, respectivamente.

Ainda, é importante salientar que mesmo tendo sido feita as corre¢cdes no solo com
calcério, P e K, o tratamento controle (S/I) s6 produziu 149 kg ha™® demonstrando que as

estirpes nativas apresentam baixa efetividade.
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Tabela 13 — Produtividade de grdos de feijdo-caupi aos 65 DAE. Area agricultor Juarez,

Santa Luzia do Parua-MA, 2009.

Produtividade de graos

Tratamentos (kg ha™)
BR 3299 893,3 a
BR 3262 607,8 a

INPA 03-11B 678,7 a

Controle (S/1) 149,2 b

80 kgde N 880,4 a
Média 635,6
CV(%) 37,5

Valores médios de 6 repeticBes. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste t a

5% de probabilidade.
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4.3 Avaliacdo Simbiotica de Estirpes de Rizobio em Feijdo-Caupi sob Capoeira

Triturada na Pré-Amazonia Maranhense
4.3.1 Nodulacdo, biomassa seca e eficiéncia relativa de feijdo-caupi aos 30 e 50 DAE

Os resultados apresentados a seguir séo relativos as coletas realizadas no periodo de
julho e agosto, referentes a area do agricultor José Elias.

Aos 30 DAE, foram observadas diferencgas significativas (p<0,05) dos tratamentos
inoculados, BR 3299 e BR 3262, que promoveram maiores nimeros de nodulos em relacéo ao
tratamento controle (S/1), sendo que a inoculacdo com a estirpe BR 3299 foi 4 e 34 % superior
as estirpes BR 3262 e INPA 03-11B. Assim como no experimento da &rea do agricultor
Juarez foi observado nodulagdo por bactérias nativas nos tratamentos, controle (S/I) e 80 kg
de N, uma vez que ndo houve inoculacdes em cultivos anteriores na area em estudo (Tabela
14). Contudo, as bactérias aldctones isto €, introduzidas no ambiente a partir da inoculagéo,
apresentam maior eficiéncia e competitividade, uma vez que sdo selecionadas para tais
caracteristicas (HUNGRIA et al., 1994).

Na massa seca de nodulos a andlise de variancia mostrou efeito significativo (p<0,05)
das bactérias, BR 3299 e BR 3262, que propiciaram valores superiores em relacdo aos
tratamentos controle (S/I) e 80 kg de N. As estirpes BR 3299 e BR 3262 também se
sobressairam em relacdo a INPA 03-11B, comportamento semelhante ao observado no
namero de nodulos (Tabela 14).

Assim como observado na area do agricultor Juarez, é possivel inferir que as estirpes
utilizadas atuaram de maneira satisfatoria no suprimento de N ao feijdo-caupi, a partir dos
resultados de nodulacdo. O menor valor de nimero e consequente massa seca de nodulos,
especialmente da INPA 03-11 B, cerca de 18 nddulos por planta, pode ser uma caracteristica
dessa estirpe, pois LACERDA et al. (2004) avaliando o efeito de estirpes de rizébio sobre a
nodulagéo e produtividade do feijdo-caupi em Perddes-MG, sob um Argissolo Vermelho-
Amarelo Distréfico e obtiveram 17 nodulos e 200,3 mg de massa seca de nddulo por planta,
ou seja, resultados proximos aos visualizados nesse estudo.

Quanto a massa seca da parte aérea foi observado resultado superior da BR 3299 em
comparacdo ao tratamento controle (S/1) (Tabela 14), sendo que aquela foi 269 % superior ao
controle (S/1) e 39 e 31 % maior que a BR 3262 e a INPA 03-11B respectivamente.
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Na eficiéncia relativa a BR 3299 obteve valor superior ao observado no controle (S/1).
Este resultado foi similar ao visualizado na massa seca da parte aérea, em virtude dessas
caracteristicas terem uma relacao direta.

LIMA et al. (2005) estudando a diversidade fenotipica e eficiéncia simbidtica de
estirpes de Bradyrizhobium spp. de solos da Amazonia, verificaram diferencas significativas
da eficiéncia relativa do feijao-caupi cultivado em vasos de Leonard, onde uma das estirpes
mais eficientes verificadas por estes autores, foi a INPA 03-11 B. SOARES et al. (2006)
também observaram na eficiéncia relativa, valor superior da INPA 03- B em relacdo as

demais estirpes.

Tabela 14 — Namero de nddulos, massa seca de nédulos, massa seca da parte area e eficiéncia
relativa aos 30 DAE em feijdo-caupi. Area agricultor José Elias, Santa Luzia do
Paruad-MA, 20009.

NUmero de Massa seca de Massa seca da Eficiéncia
nodulos nodulos parte aérea relativa
Tratamentos (n° planta™) (mg planta™®) (g planta™) %
BR 3299 24 a 1434 a 3,7a 147,7 a
BR 3262 23 ab 135,0 a 2,7ab 117,5ab
INPA 03-11B 18 bc 104,6 ab 2,8ab 101,7 ab
Controle (S/1) 9d 345b 10b 55,8 b
80 kgde N 11lcd 450Db 3,1lab 100,0 ab
Média 17,1 92,5 2,8 106,7
CV (%) 144 16,6 48,8 11,8

Valores médios de 6 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste t a
5% de probabilidade.

Aos 50 DAE (Tabela 15), assim como observado na area do agricultor Juarez e em
estudos realizados por GUALTER et al. (2006), SILVA et al. (2008) e GUALTER et al.
(2008), houve uma diminuicdo no nimero e massa seca de nodulos em todos os tratamentos
em relacdo a avaliagdo dos 30 DAE (Tabela 14).

De acordo com GRAHAM (1981) genotipos de ciclo longo com maturacéo tardia séo
mais eficientes na fixacdo de N do que aqueles de ciclo curto, ou seja, de maturacéo precoce.
Segundo HUNGRIA e THOMAS (1987), em culturas de ciclo curto ocorrem um periodo

inicial de deficiéncia de N devido a falta de sincronizacdo do esgotamento das reservas dos
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cotiledones da planta hospedeira e o inicio da fixacdo e exportagdo do N, fixado pelos
nodulos.

No nimero de nddulos as estirpes BR 3299 e BR 3262 diferiram significativamente
(p<0,05), apresentando valores superiores ao tratamento controle (S/1), sendo que a BR 3299
foi 34 % maior que a INPA 03-11B (Tabela 15).

Para a massa seca de nédulos foi observado comportamento semelhante ao nimero de
nodulos, ja que as bactérias BR 3299 e BR 3262 obtiveram valores superiores comparando-as
ao controle (S/1) e ao tratamento com 80 kg de N (Tabela 15).

ZILLI et al. (2006) avaliando a eficiéncia simbidtica de estirpes de Bradyrhizobium
spp. isoladas de solo do Cerrado em feijdo-caupi e comparando-as as estirpes referéncia, BR
3262 e BR 3267, constataram que essas apresentaram valores significativamente superiores a
aquelas. Em outro trabalho MELO e ZILLI (2009), observaram a fixacdo bioldgica de
nitrogénio em cultivares de feijdo-caupi recomendadas para o estado de Roraima e
identificaram que a BR 3262 também propiciou incrementos no nimero e massa seca de
nodulos em relagcdo aos demais tratamentos.

Em outro trabalho ZILLI et al. (2009b) estudando a contribuicdo de estirpes de rizobio
no desenvolvimento e produtividade de feijdo-caupi sob Cerrado e Mata Alterada em
Roraima, também verificaram que a BR 3262 mostrou-se ser a mais adequada na inoculacdo
em feijdo-caupi.

Quanto a massa seca da parte aérea, apenas o controle (S/I) diferiu estatisticamente,
sendo inferior aos demais tratamentos (Tabela 15).

Em trabalho semelhante a este, MORGADO et al. (2006) também ndo detectaram
influéncia da inoculagdo com as estirpes BR 3301, BR 3302, BR 3267 e BR 3299 sobre a
massa seca da parte aérea das plantas de feijdo-caupi.

Para a eficiéncia relativa, assim como ocorreu na massa seca da parte aérea foram
observadas diferencas significativas apenas no controle (S/I), que obteve valor menor que os

demais tratamentos (Tabela 15).
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Tabela 15 — Numero de nddulos, massa seca de nédulos, massa seca da parte area e eficiéncia
relativa aos 50 DAE em feijdo-caupi. Area agricultor José Elias, Santa Luzia do
Parua-MA, 2009.

NUmero de Massa seca de Massa seca da Eficiéncia
nodulos nodulos parte aérea relativa
Tratamentos (n° planta™) (mg planta™) (g planta™) %
BR 3299 20a 1374 a 75a 140,0 a
BR 3262 19a 129,0 a 7,3a 1399a
INPA 03-11B 15 ab 99,1 ab 58a 1055 a
Controle (S/1) 6¢C 2855hb 2,8b 54,6 b
80 kgde N 8 bc 39,0b 55a 100,0 a
Média 13,35 86,6 5,8 108,0
CV (%) 20,6 22,0 22,0 79

Foram realizadas analises de correlacdes entre as varidveis avaliadas nas duas épocas e
observou-se que aos 30 DAE houve correlacao significativa positiva entre nimero de noédulos
X massa seca de nddulos (r = 0,92), massa seca da parte aérea x nimero de nodulos (r = 0,50)
e massa seca da parte aérea X massa seca de nédulos (r = 0,59) (Figura 19). Aos 50 DAE
(Figura 19), as correlagGes foram significativas para nimero de nodulos x massa seca de
nddulos (r = 0,88); massa seca da parte aérea x nimero de nddulos (r = 0,53) e massa seca da

parte aérea X massa seca de nodulos (r = 0,57).
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Figura 18 — Correlagdes lineares simples entre as varidveis analisadas aos 30 DAE: a)
namero de nodulos x massa seca de nodulos; b) massa seca da parte aérea x
nimero de nodulos; ¢) massa seca da parte aérea x massa seca de nodulos. Area
agricultor José Elias, Santa Luzia do Parua-MA, 2009. Valores seguidos por (*)
ou (**) indicam diferenca significativa a 1 e a 5% de probabilidade

respectivamente pelo teste de Pearson.
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Figura 19 — Correlagfes lineares simples entre as variaveis analisadas aos 50 DAE: a)
namero de nodulos x massa seca de nddulos; b) massa seca da parte aérea x
nimero de nodulos; ¢) massa seca da parte aérea x massa seca de nodulos. Area
agricultor José Elias, Santa Luzia do Parua-MA, 2009. Valor seguido por (*)

indica diferenca significativa a 1% de probabilidade pelo teste de Pearson.

4.3.2 Acumulo de Nitrogénio na parte area de feijao-caupi aos 30 e 50 DAE

Para 0 acimulo de N na parte aérea (ANPA) foi observada diferenca significativa
(p<0,05) da BR 3299 em relacéo a estirpe INPA 03-11 B e ao controle (S/1) aos 30 DAE. Ja
aos 50 DAE todas as estirpes foram semelhantes entre si e similares ao tratamento com 80 kg

de N, sendo estes tratamentos superiores ao controle (S/1) (Tabela 16).
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Estes resultados estdo abaixo dos observados na area do agricultor Juarez e superiores
aos encontrados por RUFINI et al. (2009), que avaliou a eficiéncia simbidtica de bactérias

fixadoras de N, em feijdo-caupi em Lavras.

Tabela 16 — Acimulo de N na parte area de feijio-caupi aos 30 e 50 DAE. Area agricultor
José Elias, Santa Luzia do Parua-MA, 2009.

Actmulo de N na parte aérea (mg.planta™)

Tratamentos 30 DAE 50 DAE
BR 3299 138,4a 189,8 a
BR 3262 96,0 ab 178,1a

INPA 03-11B 104,8 b 161,1a

Controle (S/1) 356¢C 72,0b

80 kgde N 109,3 ab 1413 a
Média 102,4 148,5
CV (%) 4,8 8,8

Valores médios de 6 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste t a
5% de probabilidade.

Foram realizadas analises de correlagbes nas duas épocas e observou-se que aos 30
DAE houve correlacdo significativa positiva entre nimero de nédulos x acimulo de N na
parte aérea (r = 0,51, p<0,05), acimulo de N na parte aérea x massa seca de nodulos (r = 0,62)
(Figura 20) e massa seca da parte aérea x acumulo de N na parte aérea (r = 0,99). Nos 50
DAE, as correlacdes foram significativas entre nimero de nddulos x acimulo de N na parte
aérea (r = 0,51, p<0,01), acimulo de N na parte aérea X massa seca de nodulos (r = 0,57)

(Figura 21) e massa seca da parte aérea x acimulo de N na parte aérea (r = 0,95).
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4.3.3 Producéo e componentes produtivos de feijao-caupi

A produtividade de gréos variou de 52,23 a 620,27 kg ha™. Houve diferencas
significativas para a BR 3299 que foi superior as outras estirpes e ao controle (S/1),
promovendo incrementos de 1087 e 17 % na producdo de grdos nos tratamentos controle (S/1)
e com 80 kg de N respectivamente (Tabela 17). Estes resultados estdo acima dos observados
na &rea do agricultor Juarez e dos obtidos por FREITAS et al (2007).

Vale destacar que esses resultados poderiam ter sido um pouco mais promissores uma
vez que, proximo a época de formacdo das vagens (agosto) a precipitacdo pluviométrica ja se
apresentava bastante escassa na regido de plantio (Figura 9). Contudo, a produtividade de
grdos permaneceu dentro da média da Regido Nordeste, que estd em torno de 300 a 400 kg ha”
! (FREIRE FILHO et al., 1999; FROTA e PEREIRA, 2000; ALCANTARA, 2006).

Essa produtividade também pode ter sido influenciada pela capacidade produtiva do
genotipo utilizado, uma vez que, ja foram observadas diferencas de produtividade de feijao-
caupi que variavam de 117 a 1.587 kg ha™*, dependendo da cultivar avaliada (VIEIRA et al.,
2000).

MENDES (2000) estudando a eficiéncia agronémica em feijoeiro (Phaseolus vulgaris
L.) mostrou que a resposta desta cultura a inoculagdo, em condi¢cdes de campo, varia em
funcéo do solo, do histérico de cultivo da area e de outros fatores bidticos e abioticos.

Em relacdo ao comprimento de vagens (COMPYV), este diferiu significativamente,
onde a BR 3299 obteve valor superior ao controle (S/I) e ao tratamento com 80 kg de N
(Tabela 17). ALCANTARA et al. (2007), avaliando os efeitos da FBN na producéo de feijao-
caupi, em Teresina-Pl, também verificaram que a BR 3299 apresentou maiores valores em
relacdo aos demais tratamentos. Nesse aspecto a estirpe referida, j& se mostrava como
promissora a simbiose com o feijdo-caupi.

Os valores de COMPYV observados nos tratamentos inoculados dessa pesquisa foram
maiores do que o padrdo comercial que € em torno de 18 cm (Tabela 17). SAMPAIO et al.
(2006), testando 42 materiais, afirmaram que as linhagens do tipo semi-ereto e ereto
apresentaram valores médios inferiores a 20 cm. Por outro lado, OLIVEIRA et al. (2002)
notaram que a linhagem CNCX- 409-12F e a cultivar IPA-206 apresentaram os mais elevados

valores para comprimento de vagem.
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Quanto ao peso de vagens por planta (PVP) esta variou de 28,5 a 1,5 g, sendo que a
BR 3299, BR 3262 e o tratamento com 80 kg de N foram maiores que o controle (S/I) e a
INPA 03-11B (Tabela 17).

Para o peso de cem grdos (PCG), apenas o controle (S/I) diferiu dos demais
tratamentos, sendo inferior a esses (Tabela 17). SANTOS et al. (2009), avaliando a produgéo
e componentes produtivos das variedades de feijdo-caupi, Galajdo e Epace 10, na
microrregido do Cariri Paraibano observaram diferencas em relacdo a essas, onde a variedade
Galajéo foi superior a Epace 10.

No numero de vagens por planta (NVP), o controle (S/I) foi inferior aos demais
tratamentos, sendo que esses ndo diferiram entre si (Tabela 17). A partir desses resultados, é
possivel verificar que o NVP influenciou de forma significativa sobre a maior produtividade
da BR 3299 em comparacéo ao controle (S/1).

Os resultados visualizados nesse estudo para a INPA 03-11B e para o controle (S/I)
foram os mais baixos. Em consonancia a este fato SAMPAIO et al. (2006) verificaram médias
de 5 vagens por planta em linhagens do tipo semi-ereto e ereto.

O NVP pode ter sofrido estresse hidrico e com mais severidade que o ocorrido nos
outros componentes, em funcdo da escassez do regime pluviométrico (Figura 9) na época de
formagéo das vagens (agosto). De acordo com LEITE et al. (2000), tal comportamento pode
ser explicado como um dos mecanismos de resisténcia a seca utilizado por esta planta, no
sentido de buscar melhores condi¢bes para superar a falta de agua, produzindo menor
guantidade de vagens.

Avaliando o efeito de cinco niveis de &gua no crescimento e produtividade do feijdo
caupi, LIMA (1996), observou que o numero de vagens por planta diminuiu com o aumento
do estresse hidrico. Este autor sugere que a reducdo deste componente parece ser o principal
fator de decréscimos na producdo de gréos de feijdo caupi. SUMMERFIELD et al. (1976),
obteve reducdo de 50% no nimero de vagens e massa de graos por planta quando o estresse
hidrico foi imposto na fase de desenvolvimento vegetativo em feijdo-caupi. MIRANDA e
BELMAR (1977); STONE et al. (1988) também observaram redu¢do no numero de vagens
por planta em feijoeiros submetidos a deficiéncia hidrica.

Quanto ao numero de grdos por vagem (NGV), somente o controle (S/I) diferiu
estatisticamente, sendo inferior aos demais tratamentos (Tabela 17). Esses resultados foram

maiores do que os observados para o padrdo comercial (12 grdos). SAMPAIO et al. (2006)
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estudando linhagens do tipo semi-ereto e ereto, observaram valores de 12 a 15 grdos por

vagem, respectivamente, valores similares ao desse estudo.

Tabela 17 - Produtividade de grdos, comprimento de vagens (COMPV), peso de vagens por
planta (PVP), peso de 100 grdos (PCG), numero de vagens por planta (NVP) e
nimero de grios por vagem (NGV) de feijio-caupi aos 65 DAE. Area agricultor
Joseé Elias, Santa Luzia do Paruad-MA, 2009.

Produtividade

de gréos COMPV PVP PCG NVP NGV

Tratamentos (kg ha™) (cm) (-g-)
BR 3299 620,27 a 21,27 a 28,49 a 21,17 a 14 a 16a
BR3262 351,74 c 20,59 ab 24,38 a 20,42 a 10a 15a
INPA 03-11 B 302,69 bc 20,07 ab 19,44 b 19,99 a 8a 15a
Controle (S/1) 52,23d 18,68 b 151c 16,77 b 2Db 10b
80 kgde N 531,90 ab 19,27 b 26,52 a 20,48 a 13a 16a
Média 403,48 20,02 20,70 19,87 9,15 14,27
CV (%) 35,89 7,92 8,65 10,08 28,29 5,84

Valores médios de 6 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste t a
5% de probabilidade.

Quanto aos componentes de producdo, obteve-se correlagdes significativas para todas
varidveis avaliadas: comprimento de vagem X peso de vagem (r = 0,40); comprimento de
vagens X peso de 100 grdos (r = 0,30); comprimento de vagens x nimero de vagens (r = 0,41);
comprimento de vagens X nimero de graos por vagem (r = 0,36); peso de vagens X peso de
100 grdos (r = 0,62); peso de vagens x nimero de vagens (r = 0,76); peso de vagem X nimero
de gréos por vagem (r = 0,73); peso de 100 grdos x nimero de vagens (r = 0,45); peso de 100
gréos x numero de grdos por vagem (r = 0,60); nimero de vagens X numero de grdos por
vagem (r = 0,68) (Tabela 18).
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Tabela 18 - Coeficientes de correlagdo linear entre os componentes de producdo de feijdo-
caupi aos 65 DAE. Area agricultor José Elias, Santa Luzia do Parua-MA, 2009.

COMPV PVP PCG NVP NGV
COMPV 1,00
PVP 0,40** 1,00
PCG 0,30** 0,62* 1,00
NVP 0,41** 0,76* 0,45* 1,00
NGV 0,36** 0,73* 0,60* 0,68* 1,00

Comprimento de vagens: COMPV; peso de vagens por planta: PVP; peso de 100 gréos: PCG: peso de 100 graos;
NVP: nimero de vagens por planta; NGV: numero de grdos por vagem. Valores seguidos por (*) ou (**)
indicam diferenca significativa a 1 e 5% de probabilidade respectivamente pelo teste de Pearson.
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4.4 Inoculagdo de Estirpes de Rizobio e Eficiéncia da Fixacao Bioldgica de Nitrogénio
em Feijdo-Caupi Cultivado em Latossolo Amarelo na Zona da Mata

Pernambucana
4.4.1 Nodulacgdo, biomassa seca e eficiéncia relativa de feijdo-caupi aos 30 e 50 DAE

Os resultados apresentados a seguir séo relativos as coletas realizadas no periodo de
setembro e outubro, referentes ao estudo realizado em Paudalho-PE.

Houve diferencas significativas (p<0,05) no ndmero de nddulos, na massa seca de
nodulos, na massa seca da parte aérea e na eficiéncia relativa nas duas épocas de avaliagéo.

Aos 30 DAE, a BR 3299 promoveu maior numero de nédulos em relagdo aos demais
tratamentos, onde esta estirpe foi 140 e 317% superior as estirpes BR 3262 e INPA 03-11B
respectivamente (Tabela 19). A nodulacgéo por rizébios nativos néo foi significativa, tendo em
vista que os tratamentos controle (S/1) e com 80 kg de N, ficaram abaixo dos tratamentos
inoculados, sendo que o tratamento com N apresentou menor nodulacdo em comparagédo ao
controle (S/1), e de acordo com SALVAGIOTI et al. (2008) e MELO e ZILLI (2009) esse
nutriente aplicado no plantio restringiu a nodulacéo espontanea.

Quanto a massa seca de nédulos a BR 3299 obteve resultado superior aos demais
tratamentos, sendo 93 e 84 % superior as estirpes BR 3262 e INPA 03-11B respectivamente,
comportamento semelhante ao observado no numero de nddulos (Tabela 19).

HUNGRIA e BOHRER (2000), afirmam que para o feijdo-caupi, ndo existem
informacBes conclusivas sobre o nimero minimo de nddulos necessarios para garantir bom
desempenho da FBN, como é observado para a cultura da soja, para a qual se reconhece como
suficientes 15 a 20 nédulos na coroa da raiz principal. Entretanto, mesmo com o menor valor
de nimero e massa de nodulos, especialmente da INPA 03-11 B, cerca de 28 nodulos por
planta, os resultados de nodulagdo demonstram que a estirpe BR 3299 desempenhou um papel
fundamental de suprimento de N ao feijao-caupi. Esse resultado de nodulagédo da INPA 03-11
B foi superior ao observado na area do produtor José Elias.

Em relacdo a massa seca da parte aerea, o tratamento com 80 kg de N foi superior aos
demais tratamentos (Tabela 19). Contudo a BR 3299 proporcionou um incremento de 142, 73
e 277 % em comparacdo a BR 3262, a INPA 03-11B e ao controle (S/I). Pesquisas realizadas
por XAVIER et al. (2006b) e FREITAS et al. (2007) demonstraram o efeito positivo e
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superior da BR 3299 em comparacdo com as estirpes ja recomendadas para a inocula¢do em
feijdo-caupi.

Assim como visualizado na massa seca da parte aérea, a eficiéncia relativa seguiu o
mesmo padréao, onde o tratamento com 80 kg de N obteve valor superior aos tratamentos, BR
3299 e 80 kg de N quando comparado ao controle (S/1) (Tabela 19).

Tabela 19 — Numero de nddulos, massa seca de nédulos, massa seca da parte area e eficiéncia
relativa aos 30 DAE em feijao-caupi. Paudalho-PE, 2009.

NUmero de Massa seca de Massa seca da Eficiéncia
nodulos nodulos parte aérea relativa
Tratamentos (n° planta™) (mg planta™) (g planta™) %
BR 3299 117 a 153,5a 9,8b 75,6 b
BR 3262 49 b 79,3b 4,0d 31,2d
INPA 03-11B 28 ¢ 83,7b 56¢ 442 c
Controle (S/1) 16d 38,3¢ 2,5d 20,0 e
80 kgde N 12 d 32,2c 129a 100,0 a
Média 44,3 7,74 6,89 54,20
CV (%) 13,6 15,2 12,7 9,6

Valores médios de 6 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste t a
5% de probabilidade.

Aos 50 DAE, ocorreu uma diminui¢do no nimero e massa seca de nédulos em todos
os tratamentos em relacdo a avaliacdo dos 30 DAE (Tabela 19). Contudo é importante
salientar a presenca de nddulos na fase final do ciclo da cultura, o que ndo é observado em
outras culturas como feijdo-comum (Phaseolus vulgaris), por exemplo.

Pesquisas realizadas por GUALTER et al. (2008) demonstram que esse declinio,
mesmo ndo acentuado no nimero e massa seca de nddulos, pode estar caracterizando o inicio
da senescéncia nodular em funcéo do ciclo curto (precoce) da cultivar utilizada neste estudo.
HUNGRIA e VARGAS (2000) relatam que nesta fase de enchimento de gréos, os
fotossintatos produzidos pela planta e que eram transportados aos ndédulos, passam a ser
enviados as vagens para posterior nutricdo dos graos.

Quanto ao numero de nodulos, a BR 3299 apresentou valor superior aos demais
tratamentos, sendo que esta foi 92 e 250 % maior que as estirpes BR 3262 e INPA 03-11B

respectivamente (Tabela 20).
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Para a massa seca de nddulos foi observado comportamento semelhante ao nimero de
nodulos, ja que o tratamento com a BR 3299 resultou em incrementos de 22 e 29 % quando
comparado as estirpes BR 3262 e INPA 03-11B respectivamente (Tabela 20).

Na massa seca da parte aérea observaram-se resultados superiores da BR 3299 e do
tratamento com 80 kg de N em relagdo aos demais tratamentos (Tabela 20), sendo que a
estirpe BR 3299 proporcionou um incremento de 292% em relagdo ao controle (S/I). Esta
também foi 62 e 139 % superior as estirpes BR 3262 e INPA 03 11B respectivamente, que
sdo recomendadas como inoculante para o feijao-caupi.

Verificou-se um aumento gradativo da massa seca da parte aérea dos 30 para os 50
DAE com um incremento médio de 82 % entre a fase de desenvolvimento vegetativo e a
formacdo de vagens. Esses dados coincidem com os de XAVIER et al. (2007), GUALTER et
al. (2008) e aos resultados obtidos naquele estudo, nos experimentos da Pré-Amazonia. E
importante destacar que esse aumento na massa seca da parte aérea promovido pela estirpe
BR3299 pode significar uma vantagem sobre as demais estirpes, haja vista que o feijdo-caupi,
também pode ser utilizado como adubo verde para fornecimento de nitrogénio no solo
(CASTRO et al., 2004).

Para a eficiéncia relativa, assim como ocorreu na massa seca da parte aérea foram
observadas diferencas significativas da BR 3299 e do tratamento com 80 kg de N que
apresentaram valores acima dos demais tratamentos, sendo que a BR 3299 foi 62 e 140 %
superior a BR 3262 e a INPA 03-11 B respectivamente (Tabela 20).
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Tabela 20 — Numero de nddulos, massa seca de nodulos, massa seca da parte area e

eficiéncia relativa aos 50 DAE em feijdo-caupi. Paudalho-PE, 20009.

Ndmero de Massa seca de Massa seca da Eficiéncia
nodulos nodulos parte aérea relativa
Tratamentos (n° planta™) (mg planta™) (g planta™) %
BR 3299 77a 88,2a 189 a 97,0a
BR 3262 40D 72,20 11,7b 59,9 b
INPA 03-11B 22 ¢C 68,2 b 79c 40,5c¢
Controle (S/1) 8d 178 ¢ 4,8d 24,8 d
80 kg de N 8d 23,2¢C 19,5a 100,0 a
Média 30,8 53,9 12,5 64,4
CV(%) 14,8 10,2 5,12 5,42

Valores médios de 6 repeti¢des. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste t a
5% de probabilidade.

XAVIER et al. (2006b), avaliaram o desempenho de estirpes de rizobio em feijdo-
caupi e observaram que a BR 3299 demonstrou contribuicbes significativas da inoculacédo
com aumentos de 865 e 785 % no numero de nddulos e na massa seca da parte aérea,
respectivamente.

A avaliacdo do nimero e peso seco dos nddulos sdo alguns dos critérios utilizados pela
RELARE para avaliacdo da eficiéncia simbidtica entre rizobios e leguminosas. Neste caso
(Tabela 19 e Tabela 20) especificamente, 0 desempenho da estirpe BR 3299 foi similar aos
dados obtidos pelas estirpes recomendadas para essa cultura e a resultados de outros trabalhos
como os de LACERDA et al. (2004) e SOARES et al. (2006).

Foram realizadas analises de correlacdes entre as varidveis avaliadas nas duas épocas e
observou-se que aos 30 DAE houve correlagéo significativa positiva entre nimero de nédulos
X massa seca de nédulos (r = 0,90) (Figura 22). Enquanto que aos 50 DAE, as correla¢des
foram significativas para numero de noédulos x massa seca de nédulos (r = 0,84) e nimero de
nodulos x massa seca da parte aérea (r = 0,44) (Figura 23).

CASTILLEJA e ROSKOSKI (1983) avaliaram em condi¢des de campo, 17 gendtipos
de feijdo-caupi e verificaram que o N fixado estava diretamente associado a massa de

nodulos. Concluiram que em genotipos com baixa nodulacdo ocorria uma troca ineficiente de
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sinais moleculares e de maior especificidade em relagdo ao microssimbionte. Esta observagéo
é importante, pois, segundo DOBEREINER (1966), ha uma correlacdo positiva entre a massa
nodular e a quantidade de N acumulado em leguminosas. Tal correlacdo positiva foi
encontrada por WADISIRISUK e WEAVER (1985) em feijdo-caupi.
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Figura 22 — Correlacdo linear simples entre o nimero de nédulos x massa seca de nodulos
aos 30 DAE. Paudalho-PE, 2009. Valor seguido por (*) indica diferenca

significativa a 1% de probabilidade.
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Figura 23 - Correlagdes lineares simples entre as variaveis analisadas aos 50 DAE: a) nimero
de nodulos x massa seca de nddulos; b) massa seca da parte aérea X numero de
nodulos. Paudalho-PE, 2009. Valor seguido por (*) indica diferenca significativa a
1% de probabilidade.

4.4.2 Producdo e componentes produtivos de feijao-caupi

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) na produtividade de gréos,
comprimento de vagens (COMPV), peso de vagens por planta (PV), peso de 100 graos
(PCG), numero de vagens por planta (NVP) e niUmero de grdos por vagem (NGV).

A produtividade de graos variou de 470 a 1.581 kg ha™, superando a média da Regio
Nordeste (300 a 400 kg ha™) em alguns tratamentos. A BR 3299 promoveu aumentos de 236 e
17% na producdo de grdos em relacdo aos tratamentos controle (S/I) e com 80 kg de N,
respectivamente (Tabela 21). Estes resultados estdo acima dos observados nos experimentos
da Pré-Amazonia e dos obtidos por GUALTER et al. (2006), FREITAS et al (2007).

ALCANTARA et al. (2007), também verificaram que a BR 3299 apresentou valor
superior, em relacdo aos demais tratamentos aproximadamente 2.000 kg ha™. Nesse aspecto a
estirpe referida, ja se mostrava como promissora a simbiose com o feijao-caupi.

GUALTER et al. (2007), avaliando os efeitos da inoculacdo de feijdo-caupi
observaram produtividade semelhante da BR 3262 a observada nesse estudo, em torno de
1.200 kg ha™.

ALCANTARA et al. (2007), observaram que a INPA 03-11 B promoveu na producéo
de grdos um aumento de 32% sobre as plantas do controle sem N e sem inoculacdo, 26%
sobre o controle com 80 kg N. ha™.

Em relagdo ao comprimento de vagens (COMPV), a BR 3299 também obteve valor
superior aos demais tratamentos (Tabela 21). Somente o tratamento com a estirpe citada foi
maior que o padrdo comercial (18 cm).

Quanto ao peso de vagens por planta (PVP) esta variou de 14,50 a 53,50 g, sendo que
a BR 3299 obteve valor superior aos demais tratamentos (Tabela 21).

Para o peso de cem gréos (PCG), assim como observado na produtividade de graos,
CV e PV, a BR 3299 foi superior aos demais tratamentos (Tabela 21). Verificou-se que essa

estirpe resultou em aumentos expressivos, ja que o padrdo comercial dessa variavel é de 19,5
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e 0 resultado do tratamento com a BR 3299 foi de 31,33 g. De modo geral, a inoculagédo com
as demais estirpes promoveu aumentos no PCG.

No numero de vagens por planta (NVP), a bactéria BR 3299 apresentou resultado
acima dos demais tratamentos (Tabela 21). A partir desses resultados, é possivel verificar que
0 NVP influenciou de forma significativa sobre a maior produtividade da BR 3299 em
comparagao aos outros tratamentos. ALCANTARA et al. (2007), verificaram para a BR 3299,
um namero aproximado de 12 vagens por planta, valor bem inferior ao visualizado nesta
pesquisa.

Quanto ao numero de graos por vagem (NGV), a BR 3299 se destacou dos demais
tratamentos, sendo superior a esses (Tabela 21). A inoculagdo com a bactéria referida
contribuiu significativamente no aumento do NGV (20 gréos), superando o padrdo comercial
que é de 12 graos. Assim como observado na area do agricultor José Elias na regido de Pre-
Amazonia, independe da estirpe os tratamentos inoculados resultaram em valores superiores
ao padréo comercial.

De acordo com os dados obtidos, é possivel inferir que a inoculacdo do feijdo-caupi
com a BR 3299 foi eficiente. MARTINS et al. (2003) afirma que respostas positivas de
inoculacdo serdo mais facilmente obtidas em &reas com baixa populagdo de rizobios
nodulantes de feijdo-caupi estabelecidas no solo, fato que tende a ocorrer em periodos de
estiagem prolongada.

Ja STAMFORD et al. (2003) observaram que a fixacdo biologica pode suprir todo o
nitrogénio necessario para o crescimento e producdo de feijao-caupi, desde que a simbiose
com rizdbio seja eficiente.

SANTOS et al. (2005), relata que o feijdo caupi apresenta alta capacidade de
nodulagdo e fixacdo simbiGtica de nitrogénio na presenca de populacdo de rizébios ( 10°

células por g de inoculante) para uma adequada efetividade.
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Tabela 21 - Produtividade de grdos, comprimento de vagens (COMPV), peso de vagens por
planta (PVP), peso de 100 grdos (PCG), nimero de vagens por planta (NVP) e
numero de gréos por vagem (NGV) de feijdo-caupi aos 65 DAE em Paudalho-PE,

2009.
Produtividade = COMPV PVP PCG NVP NGV
de graos

Tratamentos (kg ha™) (cm) (-g9-)
BR 3299 1.581,7 a 22,8a 535a 3l4a 3la 20a
BR 3262 1.228,4 b 178b 375b 25,8b 28D 16 b
INPA 03-11 B 1.081,7c 17,2 b 378b 24,0b 24 ¢c 15b
Controle (S/1) 470,0d 11,2d 145d 20,0 c 1le 10c
80 kgde N 938,4 e 152¢ 30,8 ¢ 20,0 ¢ 20d 14 b
Média 1.060,0 16,8 34,8 24,2 22,67 15,03
CV (%) 7,0 8,6 55 7,7 9,3 10,9

Valores médios de 6 repeticBes. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste t a
5% de probabilidade.

Em relagdo aos componentes de producdo, obteve-se correlacfes significativas para
todas variaveis avaliadas: comprimento de vagem x peso de vagem (r = 0,91); comprimento
de vagens x peso de 100 grdos (r = 0,84); comprimento de vagens X numero de vagens (r =
0,89); comprimento de vagens x numero de grdos por vagem (r = 0,86); peso de vagens x
peso de 100 grdos (r = 0,81); peso de vagens x nimero de vagens (r = 0,91); peso de vagem x
namero de grdos por vagem (r = 0,90); peso de 100 graos x numero de vagens (r = 0,79); peso
de 100 gréos x nimero de graos por vagem (r = 0,78); numero de vagens X numero de graos
por vagem (r = 0,83) (Tabela 22).
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Tabela 22 - Coeficientes de correlacdo linear entre os componentes de producgéo de feijéo-
caupi aos 65 DAE. Paudalho-PE, 20009.

COMPV PVP PCG NVP NGV
COMPV 1,00
PVP 0,91* 1,00
PCG 0,84* 0,81* 1,00
NVP 0,89* 0,91* 0,79* 1,00
NGV 0,86* 0,90* 0,78* 0,83* 1,00

Comprimento de vagens: COMPV; peso de vagens por planta: PVP; peso de 100 gréos: PCG: peso de 100 gréos;
NVP: nimero de vagens por planta; NGV: nimero de grdos por vagem. Valor seguido por (*) indica diferenca
significativa a 1% de probabilidade pelo teste de Pearson.
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5 CONCLUSOES

A estirpe BR 3299, tanto em condi¢des de casa-de-vegetagdo como em campo
apresentou resultados semelhantes as estipes recomendadas para feijao-caupi e ao tratamento
nitrogenado em relacdo as variaveis estudadas.

A estirpe BR3299 mostrou-se como adequada para a inoculagdo de sementes de feijao-
caupi, podendo ser recomendada para esta cultura em regido de Pré-Amazé6nia e Zona da
Mata.

De modo geral, as estirpes contribuiram positivamente na produtividade de graos, com
destaque para a BR 3299, onde foi verificada aumentos de 500 a 1087 % em relagdo ao
controle (S/I) e de 1 a 17 % em comparag&o ao tratamento nitrogenado (80 kg de N).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Jé& é sabido que a FBN é um processo natural e usa a energia derivada da fotossintese,
de modo que a lixiviacdo de nitrato do solo é minima, que reflete um baixo ou nenhum
potencial de poluicdo Sua contribuicdo para a producdo de alimentos é ainda muito pequena
em relagdo ao conhecimento atual e o potencial global. Certamente o uso de adubos
nitrogenados ndo podera ser substituido pela FBN, nem estas pelos adubos no contexto da
producdo agricola. O grande desafio para a pesquisa € aumentar a participacdo da FBN nos
sistemas produtivos, garantindo-lhes a produtividade e a sustentabilidade (FRANCO e
BALIEIRO, 1999). De acordo com ALVES et al.,, 2003 a FBN desempenha um papel
fundamental, ndo sé suprindo as necessidades de N das plantas hospedeiras, como também,
enriquecendo o solo com seus restos culturais, evidenciando sua contribuicdo tanto econémica
como social para a agricultura brasileira e mundial.

O feijdo-caupi € uma espécie capaz de se beneficiar do processo e quando bem
nodulado, pode dispensar outras fontes de nitrogénio, atingindo altos niveis de produtividade.
XAVIER et al.(2006b) e FREITAS et al.(2007), observaram que uma mesma estirpe foi capaz
de contribuir em mais de 200 % na produtividade de grdos. FRANCO et al.(2002) reportam
que o aumento da eficiéncia do processo de nodulacéo e consequientemente da FBN é uma das
formas de aumentar a produtividade da cultura.

No experimento em casa de vegetacdo foi observado aumento significativo na
biomassa de caupi, ocasionado pelas estirpes de rizobio. Nos experimentos de campo a BR
3299 obteve respostas positivas a pratica da inoculacdo proporcionando ganhos de
produtividade de grdos de 500, 1087 e 236% em relacéo ao controle (S/1).

Esses resultados encorajam os estudos e proporcionam novas perspectivas em relacéo
ao estudo de bactérias com potencial biotecnologico na inoculagdo com feijdo-caupi. O
desafio é otimizar esta associagdo, visando alcangar os patamares de fixagéo ja atingidos por
outras culturas como a soja. A maximizacao dessa tecnologia depende de algumas estratégias,
buscando, por exemplo, gendtipos responsivos a inoculagdo em diferentes condicbes
ambientais.

A prética da inoculacdo ainda depende de véarios estudos como: melhoramento da

adaptabilidade e capacidade competitiva do rizobio no solo, avaliacdo dos fatores
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determinantes da inoculacdo, detec¢do do periodo dessas bactérias e possiveis mecanismos no
auxilio daquelas no ambiente aloctone.
Os resultados obtidos neste trabalho séo de grande valia, ja que estes responderam boa

parte dos questionamentos levantados acerca do conhecimento sobre a tecnologia da
inoculagdo em feijao-caupi.
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8 ANEXOS

Diluicdo Seriada e Contagem pelo Método da Gota (Drop plate)
Materiais:

- Alcool 70%

- Algodéo

- Eppendorfs

- Erlenmayers

- Grade para tubos

- Inoculantes (BR 3262, BR 3267, BR 3299, BR 3301)
- Meio de Cultura (meio 79 com vermelho congo)

- Papel filme

- Papel aluminio

- Pipetas

- Ponteiras

- Placas tipo YMF

- Sais do meio 79 (K;HPO4, KH,PO4, MgSQO4, NaCl)

- Solucdo salina (sais do meio 79 adicionados de 0,5 ml de Tween 80/L)
- Tubos Falcon

- Tween
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Teste para estimativa de células de rizébio no solo pelo NMPP (WOOMER, 1994)

Diluigées do Repeticoes Plantas
Solo 1 2 3 4 5 6 noduladas”
107 + + + + + - 5
10° + + + + - + 5
10* + + + + - + 5
10° + + + - + - 4
10° - - + + + + 4
10" + + - - * i 3
10° + - + - i * 3
107 - - - - - + 1
10™ - - - + - - 1

* De acordo com a tabela (WOOMER, 1994), o total de plantas noduladas 5-5-5-3-2-2-1-1-0 representam a estimativa de células de rizébio

da ordem de 10°.
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