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FEIJAO CAUPI SUBMETIDO A INOCULACAO COM RIZOBIO E
CULTIVADO EM LATOSSOLO DO CERRADO MATOGROSSENSE

RESUMO - Objetivou-se avaliar as caracteristicas produtivas do feijao caupi
inoculado com estirpes de rizébio e cultivado em Latossolo Vermelho do
Cerrado Matogrossense. Foram realizados dois experimentos um em
laboratorio e outro em campo. O experimento de laboratério consistiu de
analise fenotipica dos rizébios que foram utilizados como inoculantes. O
experimento foi realizado no campo experimental da Universidade Federal
de Mato Grosso, campus de Rondonépolis- MT, em delineamento de blocos
casualizados, com sete tratamentos, sendo cinco estirpes de rizébio (quatro
pertencentes a colecao de cultura da UFMT, e uma estirpe comercial, a BR
3267), uma testemunha com adubacdo nitrogenada (75 kg ha™ N) e um
controle (sem inoculante ou adubacdo mineral), com seis repeticdes,
totalizando quarenta e duas unidades experimentais. Aos 40 dias apos a
semeadura (DAS) foram coletadas seis plantas da area util de cada parcela
para determinagdo das variaveis altura de plantas, massa seca da parte
aérea e raizes, massa seca total, niumero de nodulos, massa seca de
nddulos e leitura SPAD, e N total das raizes e parte aérea. No periodo
correspondente a formacao dos graos, aos 60 DAS, foi realizada novamente
a leitura SPAD. Ao final do ciclo foram avaliadas eficiéncia relativa das
estirpes de rizobios, massa de cem gréos, N-total da parte aérea e raizes e
proteina bruta dos graos. Os dados foram submetidos a analise de variancia,
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,
empregando-se o programa de analises estatisticas SISVAR. Os resultados
obtidos do experimento em laboratério foram aceitaveis para as cinco
estirpes testadas, todas se desenvolveram bem em relacdo aos parametros
analisados. Em relacdo as estirpes utilizadas no experimento de campo, a
gue demonstrou melhores resultados para niumero de nodulo foi a estirpe
C15; para a determinacao de nitrogénio do tecido vegetal e graos, a estirpe
que obteve os resultados mais satisfatérios foi a estirpe RZ23. A estirpe
comercial BR3267 apresentou maior massa seca de parte aérea e raizes. Ja
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a testemunha nitrogenada apresentou maiores médias para leitura SPAD
aos 40 DAS, altura de plantas massa seca de parte aérea e total. A
inoculacdo com estirpes de rizobio contribuiu para o desenvolvimento do
feijdo-caupi cultivado no Cerrado Matogrossense.

PALAVRAS-CHAVE: Vigha  unguiculata, bactérias  noduliferas,

sustentabilidade.
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COWPEA SUBJECTED TO RHIZOBIUM INOCULATION AND GROWN IN
THE CERRADO OXISOL

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the productive characteristics of
cowpea inoculated with rhizobia strains and grown in Oxisol of the Cerrado of
Mato Grosso. Two experiments in laboratory and the other in the field were
performed. The laboratory experiment consisted of phenotypic analysis of
rhizobia which were used as inocula. The experiment was conducted in the
experimental farm of the Federal University of Mato Grosso, campus
Rondondpolis - MT, in a randomized complete block design with seven
treatments, five strains of Rhizobium (four belonging to the culture collection
of UFMT, and a commercial strain BR 3267), a witness to nitrogen
fertilization (75 kg N ha ") and a control (without inoculation or mineral
fertilization), with six replicates, totaling forty two experimental units . At 40
days after sowing (DAS ) were collected from six plants of the floor area of
each plot to determine the variables plant height, dry weight of shoots and
roots, total dry weight, number of nodules, nodule dry mass and SPAD
reading and total N of roots and shoots. In corresponding to the seed
formation, at 60 DAS, period SPAD reading was performed again. At the end
of the cycle relative efficiency of strains of rhizobia, weight of hundred grains,
total N of shoots and roots of grain and crude protein were evaluated . Data
were subjected to analysis of variance and the means were compared by
Tukey test at 5 % probability, using the statistical analysis program SISVAR.
The results of the laboratory experiment were acceptable for all five strains
tested, all developed well in relation to the parameters analyzed. Regarding
the strains used in the field experiment showed that the best results for
number of nodules was the C15 strain, for the determination of nitrogen in
plant tissue and grain, the strain that obtained the most satisfactory results
was the strain RZ23. The commercial strain BR3267 showed greater dry
mass of shoots and roots. Already nitrogen control presented higher means

for SPAD readings at 40 DAS, plant height of dry mass of shoot and total.
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Inoculation with rhizobia strains contributed to the development of cowpea
grown in the Cerrado of Mato Grosso.KEYWORDS: Vigna unguiculata,

nodulation bacteria, sustainability.
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1 INTRODUCAO

O feijdo caupi (Vigha unguiculata (L.) Walp.) é nativo da Africa, sendo
bastante cultivado nas regides tropicais dos continentes africano, asiético e
americano, e constitui a principal fonte de proteina, principalmente para
populacdes de baixa renda (Silva, 2006). E uma excelente fonte de proteinas
(23-25%) e de carboidratos (62%), vitaminas e minerais, além de possuir
grande quantidade de fibras dietéticas, baixa quantidade de gordura, com
teor de dleo de 2% (EMBRAPA, 2003).

O feijdo caupi também conhecido como feijdo de corda, se destaca no
Nordeste brasileiro, como uma cultura de grande importancia
socioeconbmica por ser a principal fonte de proteina vegetal para as
populagdes, principalmente a rural (Almeida et al, 2010).

E uma cultura rastica, tolerante a altas temperaturas e a seca,
desenvolvendo-se bem em areas ja exploradas. Contudo, apresenta baixa
produtividade, com cerca de 300 a 400 Kg ha™ (Almeida et. al, 2010). Um
dos fatores responsaveis pela baixa produtividade € a baixa fertilidade
natural e dos teores de matéria organica dos solos, especialmente em areas
de Cerrado (Rahmeier, 2009).

Apesar de sua produtividade ser considerada baixa em funcdo de
utilizar poucos recursos tecnoldgicos para o cultivo, existem regiées como
nos estados do Amazonas, Goiéds, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso onde

a produtividade tem superado 1.000 kg ha™. O avanco da cultura na regiéo
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central do Brasil podera contribuir para o incremento da produtividade média
brasileira, em funcao, principalmente, do uso de tecnologias que propiciam a
cultura expressar seu potencial produtivo e também econémico (FAO, 2009).

De acordo com Barbosa et al. (2010), a cultura do feijao-caupi deixou
de ser uma atividade exclusiva de subsisténcia para se tornar um potencial
agricola. Além disso, tem-se verificado uma expansdo dessa cultura em
sistema empresarial em pelo menos 22 municipios do estado de Mato
Grosso, com uma estimativa de 120 mil hectares de area plantada.

Como forma de elevar a produtividade do feijdo-caupi, baixar os
custos de producédo e elevar a renda do produtor rural, a fixagao bioldgica de
nitrogénio (FBN), através da adocéo da prética de inoculacdo das sementes
com estirpes eficientes de bactérias do grupo rizébio tem sido uma pratica
bastante explorada (Zilli et al.,, 2009). Ainda, de acordo com 0sS mesmos
autores, o Brasil é o terceiro produtor de feijdo-caupi, porém, tem sido
observado déficit de oferta do produto da ordem de 60 mil toneladas apenas
na regiao Norte, mostrando haver possibilidade para aumento da producéo.

Dessa forma, a pesquisa deve ser pautada na ampliacdo da
produtividade do feijao-caupi sem aumentar os custos de producéo,
principalmente no que se refere a adubacdo nitrogenada, uma vez que é
uma cultura com alto potencial a ser explorado e que responde bem a
inoculacdo com estirpes de rizébio previamente selecionadas (Silva et al.,
2006 a; Zilli et al., 2011).

Sendo assim, 0 objetivo do estudo foi avaliar o efeito da inoculacao
com estirpes de rizébio em feijdo-caupi cultivado em Latossolo vermelho de

Cerrado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Descricao botanica e origem do feijao-caupi

O feijdo-caupi € uma dicotiledénea, pertencente a ordem Fabales,
familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo
Phaseolinea género Vigna e a espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. Embora
nas primeiras classificacbes tenha sido posto em outros géneros, como
Phaseolus e Dolichos, hoje sua colocacdo em Vigna € mundialmente aceita
(Sellschop, 1962).

O género Vigna é amplamente difundido nas regides tropicais. A
maioria das espécies se encontra na Africa, e dessas, 66 sdo endémicas.
Entre as espécies que ocorrem neste continente estd a V. unguiculata (L.)
Walp (Freire Filho, 1988).

Sua inclusdo na América Latina ocorreu pelos imigrantes espanhdis e
portugueses, durante o século XVI, chegando ao Brasil provavelmente pelo
estado da Bahia, e a partir dai foi levado a outros estados da regido
Nordeste e outras regides do pais (Freire Filho et al., 2005 a).

O feijdo-caupi € uma cultura anual, apresentando germinacao epigea,
com seus cotilédones inseridos no primeiro né do ramo principal. Seu
sistema radicular é axial, com raizes superficiais, porém, podem atingir 2,0 m
de profundidade, caracteristica que confere a espécie tolerancia a periodos
extensos sem irrigacdo. Em suas raizes é comum encontrar nédulos que
auxiliam na absorcéo de nitrogénio através da fixacao biolégica de nitrogénio
(FBN) realizada por micro-organismos genericamente conhecidos como

rizobios (Chagas Junior et al., 2009).
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Suas flores sdo do tipo cimeira, localizadas na axila da folha, com
peddnculos variando de acordo com as cultivares. Apresentam vagens com
forma e tamanhos variaveis, suas sementes estao dispostas em fileiras, cuja
forma, tamanho e cor de tegumento também variaveis com a cultivar (Mafra,
1979).

2.2 Aspectos culturais e socioeconémicos do feijdo-caupi

A cultura do feijdo-caupi se desenvolve bem em temperaturas entre
18 e 30°C. Pode ser cultivado em qualquer tipo de solo, obtendo bons
resultados em solos que apresentam regular teor de matéria organica. Solos
com baixo indice de fertiidade pode ser cultivados, desde que as
necessidades nutricionais forem subsidiadas por fertilizantes (EMBRAPA,
2004).

Em relacdo a pluviosidade, o mesmo autor descreve que a cultura
possui bom desenvolvimento em regifes de precipitacdo média de 250 a
500 mm anuais. Variedades de ciclo médio como a analisada no estudo
devem ser plantadas na metade do periodo chuvoso da regiéo.

Em relagdo a densidade, para cultivares de ciclo médio a tardio, é
indicada de 70 a 90 mil plantas por hectare, aproximadamente oito sementes
por metro linear. O espagcamento entre linhas deve ser de 0,40 a 0,60 m para
variedades de porte ereto (EMBRAPA, 2004).

No Brasil, a maior producdo de feijdo-caupi encontra-se na regiao
Nordeste, onde constitui um dos principais componentes da dieta alimentar,
além de ser um importante gerador de emprego e renda (Santos et al.,
2008).

Essa cultura vem se difundindo para a regido Norte e Centro-Oeste do
Brasil, onde encontra condicbes edafocliméaticas favoraveis ao seu
desenvolvimento. Na regido Norte é cultivado como fonte de alimento e
renda para a agricultura familiar. No Centro-Oeste, desde 2006 vem sendo
cultivado em larga escala por grandes produtores, que utilizam técnicas e

maquinas modernas (Freire Filho, 2011).
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Segundo Freire Filho et al. (2005b), a &rea colhida, a producéo e a
produtividade de grdos do feijdo-caupi variam muito de ano para ano em
virtude, principalmente, das condi¢cdes climaticas. Entre 1993 e 2001, a
média anual da area colhida foi de 1.355,18 ha', a producéo foi de 429.375 t
e a produtividade de 317 kg ha™.

Ainda de acordo com Freire Filho (2011), a produtividade desta
cultura vem aumentando a cada safra, médias de 2005 a 2009, mostram
uma area de cultivo de 1.381.951 ha', com produc&o de 505.233 t, atingindo
produtividade em gréos de 365,5 Kg ha™.

As baixas produtividades dessa cultura estdo relacionadas, em
grande parte, ao baixo nivel tecnolégico empregado na maioria dos cultivos.
No entanto, nos ultimos anos a cultura vem adquirindo maior expressao
econdmica, e seu cultivo tém sido realizados em éareas irrigadas, onde se
empregam tecnologias mais adequadas na producao.

E importante mencionar que essa produtividade ndo reflete o
potencial genético das cultivarem melhoradas, sendo decorrente
principalmente, dos sistemas de produgéo utilizados, onde, na maioria nao
sdo adotadas préticas visando o manejo de solo, de pragas e de doencas
(Freire Filho et al., 2005a).

Na regido Centro-Oeste, o cultivo do feijao-caupi foi intensificado a
partir de 2006, representando ainda uma pequena fracdo da producdo de
gréos do pais. Porém, sua produtividade tem superado as médias nacionais,
tornando-se uma importante alternativa para a safrinha, fato este relacionado
a aplicacdo de modernas técnicas de cultivo e sistema de irrigacéo artificial
(Freire Filho, 2011).

2.3 O Nitrogénio no sistema solo-planta

De acordo com Newton (2000), existem formas organicas do
nitrogénio (N) em grande quantidade no solo, porém, indisponiveis as
plantas. Na maioria dos solos agricolas existe uma conversao continua de
nitrogénio organico a nitrato, durante a decomposicdo da matéria organica.

Como as plantas podem incorporar o nitrogénio a partir da absorcédo de
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nitratos, os fertilizantes nitrogenados viabilizam a nutricdo vegetal,
disponibilizando este nutriente no solo (Rahmeier, 2009).

De maneira geral, todos os compostos nitrogenados encontrados na
natureza estao interligados de alguma forma e encontram-se em equilibrio
dinamico entre formas livres e fixadas, fluindo dentro e fora do sistema solo-
planta-atmosfera (Rahmeier, 2009).

Parte do nitrogénio do solo é oriundo da fixacdo do N, atmosférico,
quer seja por processos bioldgicos, industrial ou eletroquimico. O balanco de
entrada (fixacdo) e saida (colheita, erosao e desnitrificacdo) desse nutriente
no solo, que constitui o ciclo biogeoquimico do nitrogénio, deve se manter
equilibrado para ndo afetar a sobrevivéncia dos demais organismos vivos
existentes (Aduan et al., 2004).

O que ocorre muitas vezes € que a maior parte desse nitrogénio
aplicado por meio da adubacdo mineral é perdida por meio de trés
processos:

a) Lixiviacdo que ocorre com a infiltracdo deste nutriente na forma de
nitrato para as camadas mais profundas do solo antes de ser
absorvido pelas raizes das plantas, aumenta a concentragio de H*
no solo, diminuindo o pH causando acidez;

b) Volatilizacdo, quando aplicado na forma de ureia ou sulfato de
amonio, essas substancias sdo volateis o nutriente se perde para
a atmosfera na forma gasosa (Duarte et al., 2007);

c) Desnitrificacdo realizada em anaerobiose que consiste na
transformacdo do nitrato em Oxido nitroso (NO;) e nitrogénio
molecular (N;), formas nédo assimilaveis pelas plantas que séo
rapidamente perdidos por volatilizagdo (Mansell e Schroeder,
1998).

Entretanto, a assimilacdo dos compostos nitrogenados disponiveis
deve ser rapida, para que nao ocorra poluicdo ambiental, em decorréncia da
lixiviagdo dos nitratos para o lencol freatico, atingindo os rios e lagos e
trazendo consequéncia aos animais e ao homem, j& que o nitrato é toxico

em concentracdes relativamente baixas (Lopes et al., 2007).
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Dos nutrientes minerais, o nitrogénio é o mais caro, 0 que consome
mais energia para o processo de fabricacdo e potencialmente o mais
poluente, sendo geralmente o mais limitante a producao vegetal (Franco e
Baliero, 1999).

O Brasil € excecdo desse cendrio, € onde se usa menos nitrogénio
mineral. Parte da nutricdo nitrogenada da planta, principalmente
leguminosas € realizada pela fixacdo biologica de nitrogénio (FBN)
assumindo uma postura importante, na busca de novas alternativas de
producdo, mais adequadas as condicdes tropicais (Franco e Baliero, 1999;
Lopes et al., 2007).

No entanto, a incorporacdo do N atmosférico por alguns micro-
organismos ao sistema solo-planta-atmosfera, ja era conhecido desde o
inicio do século XX e muitos investimentos ja foram efetuados visando

entender e maximizar a contribuicdo da FBN para a producao de alimentos.
2.4 Fixacgao biologica de nitrogénio - FBN

As plantas da familia das leguminosas conseguem a maior parte
deste nutriente diretamente da atmosfera, devido as associacbes com
bactérias do género Rhizobium. Isso ocorre devido uma relagdo simbidtica
onde a planta oferece ao micro-organismo metabdlitos, enquanto a bactéria
se instala na raiz formando nddulos, realizando a conversao do nitrogénio
atmosférico para a forma de amoénia. (Figueiredo et al., 2008; Taiz e Zeiger,
2004).

Esse processo é importante para os solos tropicais que naturalmente
sao deficientes em nitrogénio, e pode representar uma alternativa ao uso de
fertilizantes quimicos nitrogenados, com as vantagens de ser
economicamente viavel e ndo causar poluicdo ao meio ambiente (Figueiredo
et al., 2008).

A FBN é um processo natural no qual, bactérias conhecidas como
rizobios, além de outros micro-organismos procariotos, sdo capazes de
captar nitrogénio do ar, transformando-o em amobnia, uma forma

prontamente assimilavel quando associados a plantas da familia
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Leguminosa, e capaz de contribuir para o desenvolvimento de espécies
cultivadas desta familia (Rumjanek et al., 2006; Taiz e Zeiger, 2004).

O processo de fixagdo em leguminosas ocorre com a infestacdo do
rizobio na raiz provocando a formacao de nddulos que originardo col6nias de
bactérias, as quais por meio de processo bioquimicos fixam nitrogénio (N) na
planta. Os nddulos possuem uma heme proteina, a leg-hemoglobina, que se
liga ao oxigénio, impedindo que este reaja com a nitrogenase (Taiz e Zeiger,
2004).

A formacdo de nddulos é um processo complexo, que ocorre em
varias etapas, envolvendo mudancas fisiolégicas e morfolégicas tanto na
célula hospedeira, como na bactéria. As mudancas na bactéria visam,
principalmente, o recebimento de fontes de C da planta hospedeira, para
prover o ATP e o poder redutor necessarios para o processo de FBN. As
mudancgas na planta hospedeira visam assimilar a amoénia produzida pelas
bactérias (Hungria et al., 1994). Para que ocorra o processo de nodulagéo,
ambos, bactérias simbionticas e planta hospedeira, desenvolveram um
complexo sistema de integracdo mantendo, assim, uma comunicacao
molecular. Esse sistema faz com que bactérias simbibticas vivendo
saprofiticamente no solo, percebam sinais quimicos sintetizados pela planta
hospedeira. A planta hospedeira libera compostos que fazem com que as
bactérias simbiontes sejam atraidas em direcdo as raizes, por
guimiotactismo (Drozdowicz, 1991).

As bactérias aderem aos pelos radiculares das plantas, em um
processo relativamente estavel e irreversivel, que ocorre em duas etapas:
inicialmente, as células isoladas aderem a superficie radicular,
provavelmente a sitios especificos e, em seguida, outras bactérias aderem
as que ja estdo presas aos pélos radiculares (Hungria et al., 1997). Neste
momento, alguns compostos, em geral, atuam como sinais moleculares e
induzem a transcricdo de genes de nodulacédo (nod, noe, nol) nas bactérias,
conduzindo a sintese dos fatores Nod.

Os beneficios da FBN na cultura do feijdo-caupi incluem, além do

suprimento de nitrogénio para o desenvolvimento das plantas, o



23

fornecimento de nitrogénio na forma de proteina a alimentacdo humana
através do consumo de grdos que podem ser verdes ou secos e o0 aporte de
guantidade significativa de N (nitrogénio) ao solo, por meio dos restos
culturais, que podem contribuir para a elevacdo da matéria organica e
fertilidade do solo para acultura em sucesséo (Urquiaga e Zapata, 2000).

A FBN envolve processos metabodlicos bioguimicos que ocorrem de
forma simbidtica entre a planta e o micro-organismo. Este processo envolve
gasto de energia, fornecida pela planta na forma de ATP (adenosina
trifosfato), molécula resultante do processo de fotossintese realizada nos
cloroplastos dos organismos fotossintetizantes.

O nitrogénio elementar (N;) ndo é absorvido pelo vegetal, cabem as
bactérias fixadoras realizarem uma reacdo de reducdo desta molécula,
resultando em duas moléculas de aménia (NHs), molécula que apresenta o
nitrogénio de forma assimilavel. De acordo com Simpson e Burris (1984), a

reacao de fixagao pode ser representada pela seguinte equacéo:

N, + 8¢ + 8H" + 16 Mg-ATP —> 2NHs + H, + 16 Mg-ADP +16 Pi (1)

Para que essa rea¢ao aconteca, ha necessidade de uma enzima para
catalisar o processo, a enzima nitrogenase. Esta enzima além de catalisar a
reducéo de N, a amodnia, reduz prétons a hidrogénio (Kim e Rees, 1994).

Até meados da década de 1980, estudos mostravam que a
nitrogenase era ativa somente com a presenca de Mo (molibdénio). Essa
enzima € denominada de nitrogenase classica (Dean e Jacobson, 1992).

De acordo com Bishop et al. (1980) e Robson et al. (1986), o
complexo nitrogenase pode atuar de forma independente, de acordo com o
metal que esta presente para o processo de catalise.

Nesse caso, a nitrogenase 1 (classica), dependente de Mo codificada
por genes nif; a nitrogenase 2, dependente do V (vanadio), codificada por
genes vnf ; a nitrogenase 3 dependente de Ferro (Fe) — codificada por genes
anf (Evans e Burris, 1992, Teixeira, 1997).
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A nitrogenase 1, descrita anteriormente, s6 é expressa em meio
contendo Mo e se encontra presente em todos 0s micro-organismos
diazotréficos estudados até o momento.

A reacao de conversédo de nitrogénio elementar em amdnia segue trés
processos de transferéncia de elétrons:

a) reducao da Fe-proteina por carreadores de elétrons;

b) transferéncia de um unico elétron a partir da Fe-proteina para a
MoFe-proteina através de um processo dependente de Mg-ATP (no minimo
2 Mg-ATP/elétron transferido);

c) transferéncia de elétron para o substrato ligado ao sitio ativo da
MoFe-proteina (Teixeira et al, 1998).

2.5 Riz6bios

Os rizObios sdo micro-organismos presentes no solo, capazes de
realizar simbiose com leguminosas com o0 objetivo de fixar nitrogénio em
suas raizes por meio da nodulacéo (Fernandes et al. 2003).

Com base nos dados de sequenciamento do gene ribossomal 16S,
existem atualmente cinco géneros de rizébios escritos, Azorrhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorrhizobium e mais de 40
espécies na subclasse alfa das proteobactérias ( Garrity e holt, 2001).

A maioria desses microorganismos é capaz de nodular mais que uma
espécie e algumas espécies sdo denominadas promiscuas, pois nodulam
com diversas estirpes desse género (Zilli et al., 2013, Fernandes et al.,
2003).

Um exemplo comum é a simbiose mutualistica realizada com
bactérias do género Rizhobium que nodulam raizes de leguminosas e fixam
nitrogénio a partir de reacbes na presenca de enzimas especificas. O
processo depende de fatores fisioldgicos da planta, que fornece ao micro-
organismo subsidios de sobrevivéncia e nutricdo como os flavonoides
(Chagas Junior, 2009).

A proliferacdo de colbnias e formagcdo dos nédulos em leguminosas

segue processos bioquimicos e fisiolégicos. A planta lanca no solo
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metabdlitos de atracdo as bactérias. Ao receber o sinal, as mesmas realizam
o reconhecimento das células do cortex radicular e aderem aos pelos,
promovendo um encurvamento (Santos e Reis, 2008).

A partir do encurvamento do pelo radicular, h4 a formacdo de um
corddo de infeccdo que adentra pelo cértex das raizes sem causar dano
anatdémico ou fisioldgico, ocorre a proliferacdo dos rizébios que assumem a
forma de bacteroides (alteracdo morfofisioldgica) para fixacdo de nitrogénio.
A bactéria assume essa forma até o completo ciclo da leguminosa (Straliotto
e Teixeira, 2000).

Apdés o término do ciclo reprodutivo, ocorre a senescéncia dos
noédulos, e o rizébio volta a sua morfologia e fisiologia normal,
permanecendo no solo (Hungria et. al, 1994).

De acordo com Xavier et. al, (2007) para que um nédulo desempenhe
sua funcdo € necessario que haja uma constante troca de substancias entre
0 bacteroide e a planta. Por isso é necessario que seja mantida a nutricdo
mineral essencial para o desenvolvimento da cultura de acordo com suas
necessidades. Além disso, ha fatores externos que afetam o
desenvolvimento das infestagBes, comprometendo a simbiose entre o rizébio
e a planta. Dentre eles:

Acidez do solo: rizObios sdo sensiveis a acidez e toxidade por
aluminio (Al) e manganés (Mn). Neste caso ha a necessidade de se realizar
um levantamento de estirpes adaptadas a estas condicoes.

Temperatura: o0 desenvolvimento das coldénias noduliferas é
desfavoravel em temperaturas abaixo de 10°C e acima de 37°C.
Temperaturas abaixo deste minimo interferem na reproducéo das bactérias,
enquanto que temperaturas muito altas desnaturam as proteinas formadoras
do DNA, comprometendo a reproducao dos rizébios (Xavier et al., 2007).

A pesquisa por estirpes de rizobios capazes de nodular leguminosas
e supri-las em nitrogénio vem sendo desenvolvida com grande énfase nas
regides Norte e Centro-Oeste do pais. De acordo com Medeiros et al.

(2009), a diversidade de rizébios nativos € muito importante, pois € a partir



26

dessa caracteristica que se iniciam o0s processos laboratoriais de selecéo
das estirpes que possibilitem maior fixacdo de nitrogénio.

Esses estudos visam a obtencdo de estirpes eficientes, adaptadas as
condicdes edafoclimaticas locais e competitivas em relagdo a populagéo
nativa. Em ecossistemas naturais, varios autores tém encontrado alta
diversidade genética dentro de populac¢des de rizébio (Hungria et al., 2001,
Zilli et al., 2004).

Segundo Jesus et al. (2005), a avaliacado das caracteristicas culturais
e morfolégicas é o primeiro passo para a identificacdo de novos grupos
taxonémicos de microrganismos e é muito util em laboratérios que néo tém
acesso a tecnologias mais caras, pois essas avaliagdes sédo de baixo custo.

De acordo com 0 mesmo autor, esse processo € facilitado com o uso
de plantas-iscas e isolamento das bactérias a partir dos nédulos formados.
As caracteristicas morfofisiol6gicas dos rizdbios, tais como o tempo de
crescimento, alteracdo do pH, consisténcia do muco produzido, além de
outras, fornecem informacBes importantes para a identificacdo e
agrupamento de estirpes.

Segundo Santos et al. (2007), esses métodos fenotipicos de anélise
de caracteristicas culturais de microrganismos possuem a vantagem de
serem rapidos, permitindo uma analise prévia da diversidade e oferecendo
vantagens em relacdo aos métodos genotipicos, na obtencdo de
microrganismos isolados que poderdo ser armazenados e usados
posteriormente.

O sistema de taxonomia microbiana atual aborda uma andlise
conjunta de dados de morfologia, fisiologia, sorologia e diferentes
ferramentas baseadas nos &cidos nucléicos, utilizando métodos estatisticos
de avaliacdo das diferencas e similaridades entre 0os micro-organismos, e
fornece, assim, medidas quantitativas de similaridade entre microrganismos
(Medeiros et al., 2009).
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2.6 Inoculagao de rizdébios em feijdo-caupi

A cultura do feijdo-caupi € bastante exigente em relacdo ao
suprimento de nitrogénio, isso porque a maior parte deste nutriente, indices
que atingem 50% do total absorvido pela planta, é exportado para os graos
(Santos e Silva, 2002).

De acordo com os autores citados, visando o suprimento das
necessidades da cultura esse nutrientes € viabilizado pela matéria organica,
por fontes minerais por meio de adubos e também por fixacdo bioldgica
realizada por estirpes de rizobios. A adicdo desses micro-organismos as
sementes se da por meio da inoculagéo.

Segundo Zilli et al. (2009), o feijdo-caupi apresenta capacidade de
nodular com varias espécies de bactérias do grupo rizébios inoculadas ou
nativas dos solos brasileiros. De acordo com 0s autores citados, existem
importantes diferencas entre as estirpes bacterianas na eficiéncia da fixagdo
biolégica de N, quando em simbiose com essa cultura como, por exemplo,
tolerancia a diferentes pH, salinidade e temperatura do solo.

Os inoculantes podem ser adicionados de diferentes formas:

a) Inoculacdo de sementes: que pode ser por veiculo turfoso, onde
adiciona-se as sementes selecionadas solugdo acucarada e a
guantidade de turfa ja inoculada com o respectivo rizébio, realizar
este processo com materiais esterilizados impedindo a contaminacao.
Retirar as sementes expo-las sob a sombra para que ocorra a
secagem das mesmas, realizar a semeadura em seguida (Hungria et
al, 2001). Inoculante liquido: aplicar nas sementes a quantidade
indicada, deixar secar a sombra e proceder com a semeadura
(Embrapa, 2009).

b) Inoculacdo no sulco de semeadura: consiste na aplicacdo via
asperséo do inoculante liquido no sulco da semeadura, que deve ser
composto de solucdo minima de 50 L ha™. A utilizacdo desse método
se torna eficaz e segura, desde que seja utilizada uma dose seis
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vezes maior do que a recomendada pela inoculagdo de sementes
(Embrapa, 2004).

Esse método apresenta como vantagens a reducdo da toxidade das
sementes pelo tratamento realizado com fungicidas.

Em relagdo as vantagens pautadas aos métodos, a inoculagdo das
sementes € a forma mais barata, muito utilizada por pequenos produtores e
agricultores familiares. A inoculagdo no sulco de semeadura tem maior custo
econdmico, pois a dosagem a ser diluida para a pulverizagdo € muito maior
como ja relatado.

A utilizacdo de inoculantes € uma forma ambientalmente correta de
fornecimento de nitrogénio para leguminosas e outras culturas que se
associam com micro-organismos diazotroficos. E também a forma mais
econdmica de suprimento deste nutriente, a qual pode ser desenvolvida
tanto por pequenos agricultores que cultivam para sua subsisténcia, como

por grandes produtores.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao fenotipica das estirpes de rizobio

Foi realizada a caracterizacdo fenotipica das estirpes de rizébio,
pertencentes a colecdo de culturas da UFMT, utilizadas no experimento de
campo, com o intuito de agrupd-las de acordo com as caracteristicas
expostas.

As estirpes foram isoladas a partir de plantas iscas por meio de
experimentos desenvolvidos em ambiente controlado.

As estirpes do acervo da UFMT selecionadas e analisadas para o
experimento em campo foram CO08, C15, RZ16 e RZ23. O inoculante
comercial BR3267 desenvolvido pela EMBRAPA Agrobiologia também foi
utilizado para a caracterizacdo fenotipica.

A caracterizagdo foi realizada no laboratorio de ciéncias basicas da
UFMT- Campus de Rondonopolis.

3.1.1 Crescimento das colbnias

Os isolados foram crescidos (Figura 1) em placas de Petri contendo
meio LMA (anexo A). Foi considerado crescimento muito rapido, para
aquelas coldnias que podiam ser visualizadas apés um dia de incubacao;
rapido, para aquelas que foram visualizadas de dois a trés dias de

incubacao, intermediarias com quatro a cinco dias; lentas, com seis a dez
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dias e muito lentas, visualizadas ap06s dez dias de incubacéo (Vincent, 1970;
Melloni et al., 2006).

FIGURA 1. Crescimento das estirpes de rizébio em meio LMA.

3.1.2 Diametro das colbnias

Apos sete dias de incubacédo, o diametro foi medido com auxilio de
um paquimetro, sendo determinado em centimetros. Em cada uma das

placas, foram medidas cinco e obtida a média aritmética.
3.1.3 Alteracdo do pH do meio

O pH foi determinado de acordo com a coloragéo. A coloragcao azul do
meio de cultura foi considerada alcalina, coloragcdo amarela para meio acido
e a ndo alteracdo da cor original do meio neutro. Os isolados foram
comparados com placas sem inoculacdo correspondente ao controle
(Martins et al., 1997).

3.1.4 Crescimento em diferentes pH

O crescimento das estirpes em diferentes pH (Figura 2), deu-se pela
replicacdo em placas com duas repeticoes de cada estirpe em meio LMA
sélido (Vincent, 1970).

Os valores de pH testados variaram de 4 a 10, ajustados com NaOH
e HCI 1M. As placas foram incubadas a uma temperatura de 28°C.

Como testemunhas foram incubadas duas placas com 0 mesmo meio

de cultura com mesmo pH, porém, sem o rizébio. Os valores de pH (Figura
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2) foram testados separadamente e avaliados apos sete dias de incubacao
(Martins et al., 1997).

R

(b)

FIGURA 2. Crescimento dos rizobios C08 (a), BR3267 (b), C15 (c) em meio
LMA, pH 8,0.

3.1.5 Crescimento em diferentes temperaturas

A capacidade de crescimento em diferentes temperaturas foi
determinada pela inoculacdo em tubos de ensaio contendo meio LMA
(Vincent, 1970), onde os isolados foram incubados a temperatura de 28; 32;
37 e 40°C. Placas que apresentavam desenvolvimento de colbnia foram
consideradas como resultado positivo e a falta de desenvolvimento de
colénias foram considerados negativos. A analise foi realizada apds sete
dias de incubacdo. Foi utilizado na comparagcdo um tratamento sem

inoculacéo para confirmar a auséncia de crescimento (Xavier et al., 2007).
3.1.6 Crescimento em diferentes concentracdes de NaCl.

Para o teste de salinidade, as bactérias foram testadas nas
concentracoes de 1, 2 e 3% de NaCl (p/v) e ainda um controle com a
concentracdo original do meio (0,01% NaCl). As bactérias foram repicadas
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em placa de Petri, com auxilio de alca de platina, em meio LMA
(Vincent,1970) com duas repeticdes, e incubadas a 28°C, durante o
aparecimento das colbnias ou até o 20° dia de incubacédo (Xavier e.t al,
2007).

3.2 Experimento de campo

O experimento foi realizado no campo experimental da Universidade
Federal de Mato Grosso, campus de Rondondpolis- MT, municipio localizado
geograficamente na regido sul do estado, o qual esta situado na latitude
16°28’15” sul e longitude 54°38°08” oeste.

As condic¢des climaticas foram determinadas em campo por meio da
estacdo meteoroldgica. As médias da temperatura (°C), umidade relativa do

ar (%) e pluviosidade (mm) foram apresentadas na Figura 3.
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FIGURA 3. Temperatura, umidade relativa e pluviosidade do campo

experimental durante o desenvolvimento do experimento.
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3.3 Instalagc&o do experimento

Para o preparo do solo foram feitas duas gradagens, sendo uma
pesada para remocao de plantas invasoras e outra leve para o nivelamento
da area.

O solo utlizado foi caracterizado como LATOSSOLO Vermelho
(EMBRAPA, 2009). Para a analise quimica, as amostras do solo foram
coletadas e envidas para o laboratério, cujos valores encontram-se na
Tabela 1:

TABELA 1. Analise quimica do solo na profundidade 0-20 cm.

pH P K Ca Mg Al H CTC MO \ m

CaCl, mgdm® ... cmol. dm™............. gdm? .%....

5,0 37 60 19 07 00 34 62 24,8 448 552

Utilizando os resultados da analise quimica do solo, foi realizada
calagem com objetivo de elevar a saturacéo de bases a 60%, de acordo com
as necessidades da cultura. Foram aplicados 1,17 t ha’ de calcério
dolomitico, cuja composicéo apresentou 28% CaO e 20% de MgO e PRNT
de 80,3%.

A adubacao (Figura 4) foi realizada de acordo com Raij (1985),
aplicando 444 kg ha' de superfosfato simples; 86 kg ha' de cloreto de
potassio e adubacdo com micronutrientes, utilizando o fertilizante composto
FTE para suprir necessidades de boro e zinco. O tratamento utilizando
adubacdo nitrogenada foi de 75 kg ha' de ureia, préxima ao sulco de
semeadura, em duas etapas:

Na primeira etapa, aos 20 DAS, foram aplicados 50% da dose. Aos 40

DAS, foi aplicado a segunda dose.
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FIGURA 4. Preparo do solo (a); adubacéao fosfatada, potassica e semeadura
(b); adubacédo nitrogenada do feijdo-caupi em LATOSSOLO Vermelho do
Cerrado (c).

3.4 Cultivar utilizada

A cultivar de feijao-caupi utilizada foi a BRS Nova Era, que
corresponde a linhagem MNCO00-553D-8-1-2-2, obtida do cruzamento entre
as linhagens TE97-404-1F e TE97-404-3F. Apresenta porte semiereto,
ramos laterais curtos e inser¢cdo das vagens um pouco acima do nivel da
folhagem, foliolo central semilanceolado.

A cor das vagens na maturidade fisiologica e de colheita € amarelo-
clara, podendo apresentar pigmentacdo roxa nos lados das vagens. Tem
grdos de cor branca, grandes, reniformes e com tegumento levemente
enrugado e anel do hilo marrom, com ciclo de vida em torno de 70 dias
(Freire-Filho et al., 2008).

3.5 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, constituidos
de sete tratamentos: controle (sem adubacdo nitrogenada e sem
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inoculacdo), testemunha nitrogenada (75 kg ha™ de nitrogénio, na forma de
ureia) e cinco rizobios: uma estirpe comercial (BR3267) e quatro estirpes
isoladas de plantas-iscas de feijao-caupi, pertencentes a colecéao de cultura
da UFMT.

Cada tratamento apresentou seis repeticoes, totalizando 42 parcelas.
A parcela foi constituida por uma area 12,5 m? divididas em cinco linhas de
semeadura, cada linha de cinco metros de comprimento, distanciando 0,5 m
entre linha e 1m entre parcela.

Para a area util foram utilizadas as trés linhas centrais, excluindo 0,5

m de cada extremidade, totalizando uma érea de 6m? (Figura 5).

FIGURA 5. Vista parcial do experimento aos 15 (a) e aos 21 (b) dias apos a
semeadura do feijao-caupi em LATOSSOLO Vermelho do Cerrado.

3.6 Inoculacédo de sementes

O inoculante foi preparado utilizando o veiculo turfoso, na proporcao de

10 mL do caldo bacteriano para cada 35 g de turfa (Guimaraes et al., 2007).

Apés a homogeneizacdo, foi incubado a 32°C por 24 horas (periodo
correspondente a maturacao).

Apés este periodo, as sementes foram peletizadas (Figura 6) e

colocadas para secar a sombra. Posteriormente foi realizada a semeadura

utilizando 8 sementes por metro linear.
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FIGURA 6. Inoculacao realizada em laboratorio para a semeadura do feijao
caupi, (a) sementes nuas; (b) sementes inoculadas via veiculo turfoso.

3.7 Variaveis analisadas

Aos 40 dias ap6s a semeadura (DAS), foi feita a coleta de amostras
de plantas de feijdo-caupi para analises iniciais, sendo coletadas seis
plantas da area util de cada parcela, onde foram avaliada altura de plantas
(AP), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR),
massa seca total (MST), nimero de nddulos (NN), massa seca dos nodulos
(MSN) leitura SPAD e N-total da parte aérea e raiz (Figura 7).

No final do ciclo da cultura, todas as vagens da area util de cada
parcela foram colhidas. Nesta etapa foi determinada a eficiéncia relativa das

estirpes, massa seca de 100 grédos e proteina bruta dos graos.
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FIGURA 7. Leitura SPAD (a), altura (b) e determinacédo de massa seca de
parte aérea (c) de feijdo-caupi cultivado em LATOSSOLO Vermelho do
Cerrado.

A altura das plantas foi definida com o auxilio de uma trena; a massa
seca da parte aérea e da raiz e massa seca de 100 grdos foram
determinadas em balanca semi-analitica, apés terem sido mantidas em
estufa a 65° até atingir a massa constante; a massa seca de nédulos passou
pelo mesmo processo e foi determinada em balanga analitica.

As plantas juntamente com o solo coletado no momento da colheita
foram levados ao laboratorio, as raizes foram separadas da parte aérea e o
solo foi peneirado em peneira de 2mm.O numero de nédulos foi determinado
em laboratério extraindo os nddulos das raizes com o auxilio de pingas.

A leitura SPAD foi determinada em campo com o emprego do
ClorofiLOG® modelo CFL 1030, sendo que as amostras foram determinadas

em cada parcela pela média da leitura de 5 folhas escolhidas
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aleatoriamente. A leitura foi realizada aos 40 DAS e no periodo de
enchimento dos graos, aos 60 DAS.

Apés a pesagem, amostras da massa seca da parte aérea, raiz e dos
graos foram moidas para a quantificacdo de nitrogénio total, e do teor de
proteina dos gréos. Foi determinada também a eficiéncia relativa das
estirpes de rizobios, realizada pela comparacdo da massa seca da parte
aérea dos tratamentos inoculados com a producdo de massa seca da parte
aérea do tratamento adubado e posterior conversao dos dados em
porcentagem.

3.8 Determinacgdo de nitrogénio em tecido vegetal e proteina bruta em

graos

A determinacéo do N total no tecido vegetal é uma forma de avaliar o
estado nutricional da cultura (Malavolta e Vitti, 1997). Este processo também
pode ser realizado em gréaos principalmente em leguminosas como o feijao,
pois a partir da quantidade de nitrogénio, pode-se determinar a quantidade
de proteina bruta presente na amostra.

Segundo Vogel (1992), a metodologia descrita por Kjeldahl em 1883,
€ ainda muito utilizada por ser confiavel e ndo ter praticamente alteracfes ao
longo dos anos. Yasuhara e Nokihara, (2001), Nogueira e Souza, (2005)
descrevem que por meio dessa técnica € possivel determinar de forma
indireta a porcentagem de nitrogénio e proteina bruta de amostras.

Para determinar o N total do tecido vegetal e a proteina bruta dos
graos de feijao-caupi neste experimento foi adotado o método micro-Kjeldahl
(Malavolta e Vitti, 1997).

O método consistiu no aquecimento de uma mistura com uma
pequena amostra de tecido vegetal dissolvida em solugdo concentrada de
acido sulfarico (H.SO4), em presenca de sulfato de cobre que atua como
catalisador acelerando o processo. A mistura foi aquecida a 370° depois 0
nitrogénio presente foi determinado por destilacdo seguido de titulacdo na

presenca de acido sulfarico ou acido cloridrico.
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As analises laboratoriais de determinac@o de nitrogénio total foram
realizadas seguindo a metodologia de micro-Kjeldahl, Malavolta e Vitti,
(1997) pelo processo de digestao sulfarica, segue as etapas:

Digestdo: consiste no processo de transformacdo do nitrogénio
organico em nitrogénio amoniacal pela reacdo da matéria organica e
presenca de solugdo de &cido sulfarico concentrado e sulfato de cobre o
qual atua como catalisador. O carbono contido na matéria organica é
oxidado e o di6éxido de carbono (CO,) se desprende. O processo da

conversdo do nitrogénio gasoso em amoniacal estd representado pela eq.

(2):

H,50,
Matéria Orgdnica —33-302+Cf}2+|-|2(_‘] + R—MNHz
HaS 0,
R—~NH; -+ H:0 Tﬁl— R—0OH + NH4
O
7 [H*] 7
R—C_ * Hi0 ———= R—C] + NH,4
A
NH2 'DH
2NHs * H80s  ———= (NH.)80,

(2)

Durante o processo da digestdo a solucdo altera sua coloracao
escura (preto) para um verde claro.

Além dos agrupamentos proteicos, existe o nitrogénio sob a forma de
amina, amida e nitrila, que é transformado em amoénia (NH3) a qual reage
com o H,SO,, formando o sulfato de aménio ((NH,4).SO,) conforme mostrado
nas reacdes durante a digestdo, e esse ao esfriar forma cristais.

Destilacéo: A destilacéo foi realizada por arraste de vapor utilizando o
equipamento Destilador de Nitrogénio. Na amostra fria resultante da
digestao foram adicionados 10 ml de agua destilada.

Essa solucédo foi colocada no destilador e tratada com solucdo de
hidroxido de sodio (NaOH) 40%, que foi adicionada até ocorrer a reacéo de

liberacao de vapor eq. (3). A reacdo esta representada a seguir:
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(NH;:SO4 + 2NaOH —» 2 NHOH 4+ Na,SO0,
A

MHyOH — %= MNH; 4+ HzO
’ (3)

O vapor liberado e condensado que contém NH; foi recolhido em um
erlenmeyer contendo 10 ml solucdo de acido bdrico (H3BO3) 42 g/L com
algumas gotas da solucéo indicadora (mistura de vermelho de metila com
verde de bromocressol). O processo de destilacdo foi cessado quando no
erlenmeyer foram atingidos 50 ml de solucéo.

O Nitrogénio na forma amoniacal € volatil e se perde facilmente. Para
que issO ndo acontecesse, N0 Momento em que O vapor entra em contato
com a solucdo do erlenmeyer eq. (4), ocorre a formacdo do borato de
amonio (NH4H2BO3), de acordo com a reacao:

HzBO3 + NHa S MNHaHzBO= (4)

Titulacdo: foi a Ultima etapa, consistiu na adicdo de solucdo padréao de
acido sulfarico 0,1N até o ponto de viragem do pH eq. (5). O volume gasto
na titulacao foi utilizado para a determinacdo do nitrogénio total da amostra
seguindo a equacao:

N =

mil de dcido sul furico X 1.4 X Nacido (5)

massa da amostra

Onde: ml de acido sulfarico= quantidade em ml de acido utilizado para
a titulacdo da amostra.
1,4= constante relacionada a massa molecular do elemento

nitrogénio.
N= normalidade do acido utilizado na titulacao.

A partir da porcentagem de nitrogénio presente na amostra eq. (6), é
possivel determinar a proteina bruta de acordo com a equacao:

PB = %N X 6,5 (6)
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Onde: 6,5 correspondem a constante relacionada ao teor de proteina
presente nos vegetais, considerando que o vegetal possua 16% de proteina.

A eficiéncia relativa eq. (7) foi calculada pela razdo entre a massa de
matéria seca da parte aérea dos tratamentos inoculados e a média da
massa de matéria seca da parte aérea do tratamento com 75 kg ha™de N,
multiplicada por 100, segundo a equacéo (Bergersen et al., 1971).

MSPA x 100
Efr =

(7)

MEPA de testemunha com N mineral

3.8 Analises estatisticas

Os dados do experimento em campo foram submetidos a analise de
variancia, empregando-se o0 programa de analises estatisticas SISVAR
(FERREIRA 2008) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Para a anélise de correlacéo foi utilizado o programa
de analises estatisticas ASSISTAT 7.7 beta.



43

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fenotipica das estirpes de rizébio

Para analise do crescimento das coldnias dos rizébios (Tabela 2),
todas as estirpes apresentaram crescimento rapido, ou seja, crescimento em
até 48 horas (Jordan, 1984).

Em relacdo ao didametro das colénias dos rizobios (Tabela 2), a estirpe
gue obteve o maior valor foi a estirpe RZ23, seguida pela estirpe CO08,
BR3267, RZ16 e C15.

Foi verificada a alteracéo do pH do meio de cultura. Para esta variavel
todas as estirpes testadas acidificaram o meio de cultura, tornando-o

amarelo (Tabela 2).
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TABELA 2. Crescimento, diametro e alteracdo do pH das coldnias dos
rizébios utilizados como inoculantes em plantas de feijao-caupi cultivado em
LATOSSOLO Vermelho do cerrado.

Crescimento Diametro Alteracéo do pH
Estirpes rdpido médio lento (cm) Acido  Neutro Basico
C08 X - - 0.6 X - -
C15 X - - 0.47 X - -
RZ16 X - - 0.38 X - -
RZz23 X - - 0.70 X - -
BR3267 X - - 0.41 X - -

Foi observado o crescimento das estirpes em diferentes pH, o
crescimento foi positivo para todos as estirpes de rizObios analisadas
(Tabela 3).

TABELA 3. Crescimento em diferentes pH das colénias dos rizobios
utiizados como inoculantes em plantas de feijao-caupi cultivado em
LATOSSOLO Vermelho do cerrado.

Crescimento em diferentes pH

pH 4,0 pH 5,0 pH 8,0 pH 9,0 pH 10,0
Cco8 + + + n n
C15 + + + + +
RZ16 + + + + +
RZ23 + + + + +
BR3267 + + + + +

Quanto a analise do crescimento das colonias em diferentes

temperaturas (Tabela 4), as cinco estirpes analisadas neste estudo
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obtiveram crescimento positivo para as quatro temperaturas testadas (28;
32; 37 e 42°C).

TABELA 4. Crescimento em diferentes temperaturas das colbnias dos
rizébios utilizados como inoculantes em plantas de feijao-caupi cultivado em
LATOSSOLO Vermelho do cerrado.

Crescimento em diferentes temperaturas (°C)

28° C 32°C 37°C 42°C
Cco8 + + + +
C15 + + + +
RZ16 + + + +
RZ23 + + + +
BR3267 + + + +

Xavier et al. (2007), testando crescimento de estirpes de rizobio
oriundas de trés regibes Zona da Mata, Agreste e Sertdo em feijdo-caupi,
também encontraram resultados positivos para crescimento em altas

temperaturas, acima de 40°.

Segundo Eaglesham e Ayanaba, (1984) e Jones e Tisdale, (1921), as
altas temperaturas podem prejudicar o desenvolvimento da FBN, imitando a
nodulacgao.

Para Hungria et al. (2005), esses estudos sdo importantes para a
melhoria dos inoculantes, tornando-os tolerante a altas temperaturas.

Para o teste de resisténcia a salinidade, as cinco estirpes
apresentaram desenvolvimento positivo para os trés niveis de salinidade 1%,
2% e 3% (Tabela 5).
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TABELA 5. Crescimento em diferentes concentracdes de NaCl das coldnias
dos rizébios utilizados como inoculantes em plantas de feijado-caupi cultivado
em LATOSSOLO Vermelho do cerrado.

Crescimento em diferentes concentracao de NaCl

1% 2% 3%
Co08 + + +
C15 + + +
RZ16 + + +
RZ23 + + +
BR3267 + + +

Ao contrario do encontrado neste estudo, Xavier et al. (2007),
analisando 76 estirpes oriundas de trés regi6es nordestinas, encontraram
resisténcia ao desenvolvimento de algumas estirpes ao serem testadas em
concentracdes de 2 e 3% de NaCl.

Segundo os autores, cerca de 40% das estirpes foram capazes de
crescer em meio de cultura contendo 1% de NaCl. Na concentragédo de 2%
de NaCl, foram capazes de crescer 17% do total de isolados, sendo que
destes, 15% foram isolados de solos da regido do Sertdo e 24% da Zona da
Mata. J& na concentracdo de 3% deste sal, somente 12% das estirpes
testadas foram capazes de crescer nesta condi¢éo.

Eaglesham et al. (1987), estudando 79 estirpes de rizobios capazes
de nodular feijao-caupi, encontraram crescimento positivo para uma estirpe
na concentragdo de 1% de NaCl. As demais estirpes se desenvolveram

somente em concentragcdes abaixo deste valor.

De acordo com Graham e Parker (1964) muitas espécies de rizébio
podem tolerar acima de 2% de NaCl no meio de cultura.

Os altos valores de toleréncia a temperatura maxima e niveis de
tolerancia a NaCl dessas estirpes pode indicar uma importancia ecoldgica

sob as condi¢cOes de clima da regido estudada.
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4.2 Experimento em campo

Os resultados para a leitura SPAD aos 40DAS, altura de plantas,
massa seca da parte aérea, raizes e massa seca total, nimero de nodulos e

massa seca de ndédulos, foram apresentados na Tabela 6.

TABELA 6. Leitura SPAD, altura de plantas, massa seca da parte aérea
(MSPA) e raizes (MSR), massa seca total (MST), nimero de nodulos (NN), e
massa seca de ndédulos (MSN) em plantas de feijao-caupi inoculadas com
rizébio e cultivado em LATOSSOLO Vermelho do cerrado.

Tratamentos Variaveis Analisadas
SPAD  Altura MSPA@ MSR (@ MST (g) NN MSN*
(40DAS) (cm) (9)

cos 60,55ab 4821b 4576™ 385ab 4962™ 654ab 1,07"™
Ci15 59,18 ab 48,26 b 48,26 4,27 ab 52,53 9,22 a 1,043
RZ16 58,15ab 48,60b 53,1 4,16 ab 57,27 7,43ab 1,062
RzZ23 59,28ab 48,60b 52,85 3,97 ab 56,82 6,41ab 1,084
BR3267 57,85b 49,80ab 57,47 517 a 62,64 7,18 ab 1,027
Adubado 63,21a 54,58 a 63,82 5,02 ab 68,5 4,26 b 1,043
Controle 61,46 ab 49,30b 47,74 3,50b 51,24 3,58hb 1,032

CV (%) 4,44 5,36 19,21 20,45 18,92 39,05 4,6

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
* dados transformados por Y+1
(™) néo significativo

Nos resultados referentes a primeira leitura SPAD, para o0s
tratamentos inoculados, o que mais se destacou foi a estirpe C08, com
leitura de 60,55, equivalente a 95,80% da leitura observada tratamento
adubado, o qual apresentou o maior valor (63,21), mostrando a efetividade
na fixacdo de nitrogénio. Em seguida os resultados mais satisfatérios para
os tratamentos inoculados foram proporcionados pelas estirpes RZ23, C15,
RZ16 e BR3267 respectivamente. Entretanto, o tratamento controle
apresentou leitura SPAD superior aos inoculados (61,46).

Sant’ana, et al.,, (2010) cultivando feijoeiro no Latossolo vermelho

distréfico em Goiés, encontraram para a cultura, maiores indices de clorofila,
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em torno de 47,0 nas parcelas adubadas com doses altas de nitrogénio,
variando de 60 a 120 kg ha™'. Valores estes, que ficaram abaixo dos
encontrados neste experimento.

De acordo com Nascimento (2009), o indice de clorofila é uma
caracteristica muito importante, pois por meio dela determina-se a eficiéncia
da planta na absor¢édo da radiacdo solar pelas folhas. Quanto maior a
eficiéncia, maior a taxa fotossintética, resultando em maior produtividade de
graos.

Em relacdo a altura das plantas, o tratamento que obteve a maior
altura foi o tratamento adubado com N, n&o diferindo estatisticamente do
tratamento inoculado com a estirpe BR 3267, sendo que sua altura chegou a
um valor de 90% da altura do tratamento adubado. Esse resultado pode
estar relacionado ao fato de que este nutriente além de ter sido fornecido na
forma mineral, esta presente na matéria organica do solo, constituindo a
principal fonte de N para as plantas, facilitando assim sua absorgéo (Weber
e Mielniczuk, 2009).

Esses resultados diferem dos encontrados por Bastos et al., (2012),
gue encontraram para o feijdo-caupi BRS Aracé, cultivado em LATOSSOLO
Amarelo, uma altura média de 23,11cm aos 35 dias ap0s a semeadura.

Em relacdo a massa seca da parte aérea, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos. A maior producdo foi
encontrada para o tratamento adubado, com média de 63,829 e menor
producao para o tratamento controle 47,74 g.

Quanto aos tratamentos inoculados, o que mais se destacou foi o
inoculante comercial BR 3267 com percentual de 90% em relacdo a
testemunha nitrogenada, seguido pela estirpe RZ16, que atingiu em 83,20%
RZ23, 82,81%e C15, que apresentou producdo de 75,62% em relacdo a
testemunha nitrogenada.

Resultados semelhantes foram encontrados por Junior et al. (2010)
cultivando BRS Nova Era no Cerrado de Tocantins, onde ndo se obteve
diferenga significativa entre os tratamentos inoculados em relacdo ao

tratamento adubado.
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Almeida et al. (2010), ndo encontraram diferenca estatistica
significativa para MSPA em feijdo caupi cv. BR 17 inoculado ao comparar 0s
tratamentos adubado, inoculado com rizébios e controle. Desta forma,
comprova-se que a populacado nativa de rizobios presentes na area € capaz
de realizar a simbiose e fornecer 0 nitrogénio necessario ao
desenvolvimento da cultura.

Zilli et al. (2009) cultivando caupi em cerrado e area de mata,
observaram maiores producfes de massa seca de parte aérea em area de
mata, sendo que o tratamento inoculado com a estirpe comercial BR3262
proporcionou as maiores médias. Ferreira et al. (2011), cultivando caupi
encontraram para massa seca de parte aérea avaliada em diferentes
estadios de desenvolvimento da planta, maiores producfes para as estirpes
BR3270, BR 3289 e BR 200, quando comparadas ao tratamento que
recebeu adubagao com N mineral.

Zilli et al. (2011) ao cultivar feijdo-caupi em casa de vegetacéo,
encontraram maiores resultados para massa seca de parte aérea em
tratamentos inoculados com estirpes recomendadas para o feijao-caupi.

A distribuicdo de massa seca na planta é uma variavel que permite
discutir um processo pouco estudado, que € a translocacdo de
fotoassimilados, e que em muitos casos faciltam a compreensdo da
resposta das plantas em termos de produtividade (Benincasa, 2003). De
acordo com Gualter et al. (2011), as bactérias fixadoras de nitrogénio podem
contribuir de forma significativa com maior fornecimento de N para a planta
e, consequentemente, com aumento de massa seca da planta.

Em relacdo a massa seca de raiz, o tratamento que apresentou maior
resultado foi a estirpe comercial BR3267, com 5,17g, porém ndo diferiu
significativamente do tratamento adubado com N, e daqueles inoculados
com as estirpes C15, RZ16, RZ23 e C08 (Tabela 6).

A producdo de massa seca das raizes no tratamento inoculado com a
estirpe BR 3267 superou o adubado em aproximadamente 3%. Em relacéo

as estirpes do acervo da UFMT, o tratamento de maior producéo foi a estirpe
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C15, a qual atingiu aproximadamente 83% da produc¢éo da estirpe comercial
(Tabela 6).

Chagas Junior et al. (2010) trabalhando com feijdo-caupi inoculado no
Cerrado de Tocantins, encontraram maior produtividade da cultura no
tratamento com a estirpe BR 3262. No entanto, Guedes et al. (2010) nao
encontraram diferenca entre os tratamentos inoculados e adubagéo com N
mineral, para essa variavel.

Resultado similar também foi observado por Gualter et al. (2008)
cultivando caupi em Teresina Pl sob efeito de inoculacdo, adubacéo
fosfatada, potassica e adicdo de molibdénio, que também ndo encontraram
diferenca estatistica entre os tratamentos.

Araujo et al. (2009), avaliando feijdo-caupi inoculado com
Bradyrhizobium, estirpe BR3262 em LATOSSOLO Vermelho, encontraram
maiores valores de massa seca de raizes nos tratamentos inoculados em
relacdo a testemunha (sem inoculante ou adubacdo) e ao tratamento

adubado com nitrogénio, fosforo e potassio.

Em relagcdo a producdo de massa seca total (MST), ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos, contudo, as plantas que
apresentaram maior producdo foram as que receberam a adubacédo

nitrogenada (Tabela 6).

Esses resultados corroboram com Chagas Junior et al. (2010), que ao
avaliar trés cultivares de feijdo-caupi (BRS Nova Era, BRS Pujante e
Vinagre) aos 40 DAS, também encontraram maior producdo de massa total
para a testemunha nitrogenada.

Borges et al. (2012), cultivando feijdo-caupi cv. Vinagre em Latossolo
Vermelho Amarelo em Tocantins encontraram, ao avaliar a producao aos 45
dias ap0s a emergéncia, maior producdo de massa seca total para o
tratamento adubado, n&o diferindo estatisticamente do tratamento inoculado
com a estirpe BR3267.

Dentre os tratamentos de inoculacdo, a maior massa seca total foi

proporcionada pela estirpe comercial BR3267, a qual produziu
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aproximadamente 91% da massa seca total do tratamento adubado com N,
seguida pela estirpe RZ16, com 83% da massa seca total do tratamento
adubado. A estirpe C08 foi o tratamento que proporcionou a menor massa
seca total neste experimento.

Observou-se para a variavel niamero de nédulos, que a maior
producdo foi proporcionada pelo tratamento C15, com média de 9,22
ndédulos, néo diferindo estatisticamente dos tratamentos RZ16, BR3267, C08
e RZ23, com 7,44; 7,19; 6,55; e 6,41 respectivamente.Almeida et al. (2010),
encontraram para o feijdo-caupi cultivado no Piaui, maior producdo de
nddulos nos tratamentos com as estirpes BR326 utilizada nesse experimento
e estirpe BR 3269.

Para a massa seca dos nodulos ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos (Tabela 6). O tratamento com a estirpe
local RZ23 representou 0os maiores valores para essa variavel, enquanto
que, a estirpe comercial BR3267, obteve o menor valor (1,027g). Os
resultados obtidos para as variaveis leitura SPAD aos 60 DAS, massa de
100 gréos, foram apresentados na Tabela 7.

TABELA 7. Leitura SPAD aos 60 DAS; Massa de cem gréaos (M 100 gréaos), em
plantas de feijdo-caupi cultivado em LATOSSOLO Vermelho do cerrado.

Tratamentos SPAD (60 DAS) M. 100 gréaos* (g)

C08 64,01 "™ 4,44 ™
C15 63,03 4,65
RZ16 64,26 4,08
RZ23 64,96 4,11
BR3267 61,93 4,18
Adubado 59,75 4,40
Controle 59,41 4,22
CV (%) 5,54 15,36

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
(2) dados transformados
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(™) néo significativo

Na fase de enchimento de graos aos 60 DAS, foi realizada a segunda
determinacdo da leitura SPAD (Tabela 9), ndo sendo observada diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos. As médias encontradas
variaram de 64 a 59. O tratamento que obteve maior leitura foi aquele cujas
plantas foram inoculadas com a estirpe RZ23, apresentando valor de 64,96,
média essa que supera em aproximadamente 10% a leitura observada no
tratamento adubado.

O nitrogénio necessério para o desenvolvimento da cultura do feijao-
caupi pode ser absorvido pela mineralizacdo da matéria organica do solo,
fornecimento de adubos minerais e pela fixacdo bioldégica (Hungria et al.,
1991; Franco et al., 2002; Silva et al., 2006 b).

De acordo com Rumjanek (2005) as estimativas da FBN em campo
variam de 40 a 90%, e essa variagdo esta relacionada com as cultivares e as
estirpes utilizadas para a inoculagéo.

Para a variavel massa de 100 grdos o tratamento inoculado C15
obteve a maior massa (4,65g), ndo diferindo estatisticamente dos demais
(Tabela 7). Esse resultado supera em 11% a massa de 100 da estirpe
comercial BR3267 e em 10% comparado ao controle.

Resultados encontrados por Guedes et al. (2010) mostraram que nao
houve diferenca entre os tratamentos com e sem inoculagcéo, apresentando
para a testemunha sem adubacao e sem inoculagao, melhor resultado.

Em relacdo a eficiéncia relativa das estirpes, a qual compara a
producdo média massa seca da parte aérea dos tratamentos inoculados com
a mesma média da producédo do tratamento com adubac&o mineral, a estirpe
que apresentou maior eficiéncia foi a comercial BR 3267, mostrando a
efetividade do inoculante comercial no solo da regido. Os resultados seguem
na ordem decrescente para as estirpes RZ16, RZ23, C15, C08 (Figura 8).



53

100 a
ab ab

.90
§i ab
g 80 b
e
B 70
@
w 60
=
_g 50
©
< 40
=
-g 30
&
S 20
=
w

10

0

BR3267 RZ16 RZ23 Cc15 Cco8

FIGURA 8. Eficiéncia relativa das estirpes de rizébio inoculadas em feijao
caupi cultivado em Latossolo do Cerrado.

As maiores médias para a massa seca da parte aérea do tratamento
inoculado atingiram 94,97% da producéo do tratamento adubado, tendo o
inoculante comercial, estirpe BR3267 como destaque para essa variavel,
obtendo as maiores médias. Esses resultados mostram que a fixacéo
biologica atendeu em aproximadamente 95% as necessidades de essa
cultivar em relagdo ao suprimento de nitrogénio no primeiro ano de cultivo do
feijdo-caupi nessa regiao.

Chagas Junior et al. (2010), cultivando feijdo-caupi cv. Nova Era no
Cerrado de Tocantins, verificaram que as estirpes BR 3302, BR 3301 e BR
3262 contribuiram para a eficiéncia relativa superior em relacdo aos demais
tratamentos, porém similar ao tratamento adubado. Nesse mesmo,
experimento, a estirpe BR 3267 apresentou eficiéncia abaixo do tratamento
adubado.

Nascimento et al. (2008), encontraram para o feijdo-caupi em
condi¢bes controladas e cultivado em vasos Leonard, que a contribuicdo da
estirpe BR 3267 foi similar a eficiéncia do tratamento adubado com N
mineral.

As andlises quimicas referentes a porcentagem de nitrogénio na parte
aérea, raizes e grdos e a determinacdo da proteina bruta dos grdos do

feijdo-caupi, foram representados na Tabela 8.
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TABELA 8. Nitrogénio total da parte aérea, (N total P. aérea) raizes (N total
Raizes) e grédos (N total Graos); proteina bruta de grdos (PB Gréos) em
plantas de feijdo-caupi cultivado em LATOSSOLO Vermelho do cerrado.

Tratamentos Variaveis Analisadas
N total N total N total P.B
Graos (g kg™ P. aérea (g kg™ Raizes (g kg™ Graos (%)
Cco8 50,1b 37,1™ 15,4 31,35b
C15 47,0b 33,3 15,9 29,89 b
RZ16 48,3b 32,7 15,9 30,18 b
RZ23 68,3 a 34,3 14,7 42,73 a
BR3267 57,8ab 35,4 16,1 36,16 ab
Test. N 50,8b 37,1 16,3 31,78 b
Controle 52,2b 32,4 14,0 32,66 b
CV (%) 11,55 9,59 22,41 11,55

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
(%) dados transformados
(™) néo significativo

De acordo com Malavolta, (1997), em amostras de tecido vegetal,
qguase todo o nitrogénio (N) encontra-se na forma organica, representado por
aminoacidos e proteinas. Desta forma, por se tratar de um elemento
essencial na constituicdo do tecido vegetal, a determinagdo de N por meio
de analise quimica € muito importante para avaliar a nutricdo mineral das

plantas.

Em relacdo a variavel N total e proteina bruta dos gréos do feijao-
caupi, as maiores médias foram obtidas pelo tratamento inoculado com a
estirpe local RZ23, ndo diferindo estatisticamente do tratamento inoculado

com a estirpe comercial BR3267.

Os valores obtidos pela estirpe local RZ23, superaram em mais de
25% do tratamento com adubacdo mineral. Os valores relativamente altos

para o tratamento controle mostram a efetividade dos rizobios nativos da
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regido em promover a FBN em feijdo-caupi, pois os resultados deste
tratamento superaram o0s resultados obtidos pelas estirpes C08, C15 e
RZ16.

Esses resultados mostram que os inoculantes foram efetivos no
processo de fixagcdo biologica neste experimento, fixando maior quantidade
de nitrogénio nos graos, quando comparados ao tratamento que utilizou

adubacao mineral.

A porcentagem de nitrogénio da parte aérea do feijdo-caupi nao
apresentou diferenca estatistica significativa para os tratamentos. As
maiores médias foram obtidas pelo tratamento inoculado com a estirpe C08
e o tratamento adubado (Tabela 8).

Mello e Zilli, (2009), cultivando cinco cultivares de feijdo-caupi em
Roraima, ndo encontraram diferenca estatistica na quantidade de nitrogénio
na massa seca da parte aérea em relacdo ao tratamento adubado e a
estirpe BR3267 para as cultivares Pretinho precoce |, UFRR Gré&o Verde,
Gurguéia e Guariba, obtendo diferenca somente para a estirpe BR3262 em

relagéo ao tratamento adubado.

Resultados semelhantes foram obtidos para a avaliacdo da
porcentagem de nitrogénio nas raizes, ndo havendo diferenca estatistica
significativa entre o tratamento inoculado com a estirpe comercial BR3267 e
o tratamento adubado.

4.3 Correlagdes entre as variaveis

A altura das plantas correlacionou-se positivamente com a massa seca
da parte aérea, raizes e total e negativamente com a leitura SPAD aos 60

DAS e a massa de cem graos (Tabela 9).

Observou-se para ao numero de nodulos, correlacdo positiva com a
leitura SPAD aos 60 DAS. Em relacdo a massa seca de parte aérea, houve

correlacdo positiva com massa seca de raizes e massa seca total.
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A massa seca de raizes e a porcentagem de nitrogénio
correlacionaram-se positivamente. A massa seca de nddulos obteve valores

positivos de correlacdo com a variavel leitura SPAD aos 60 DAS.

Em relacdo as analises quimicas, obteve-se correlacdo positiva para
porcentagem de nitrogénio das raizes e massa de cem grdos e para

porcentagem de nitrogénio dos graos e indice de proteina bruta.



TABELA 9. Coeficientes de correlacdes entre as varidveis analisadas no experimento

SP40 ALT NN MSPA MSR MST MSN SP60 MGR N PA N RA N GR PB

SP40 1 -0.0764ns -0.0819ns 0.1499ns -0.0454ns 0.1364ns 0.0350ns 0.0435ns 0.2103ns 0.2444ns -0.1759ns -0.0834ns -0.0834ns
ALT 1 -0.2684ns 0.4761**  0.3897* 0.4746**  0..060ns -0.3679* -0.3043* 0.0080 ns 0.0641ns -0.0434ns -0.0434ns
NN 1 0.1799ns 0.2793ns 0.196ns  0.1698 ns 0.3235* 0.2940ns 0.2253ns 0.2079ns -0.0717ns -0.0718ns
MSPA 1 0.7505** 0.9987** 0.0241ns 0.0535ns -0.0005ns -0.1800ns 0.1469ns 0.0323ns 0.0323 ns
MSR 1 0.7795**  0.0319ns 0.0448ns 0.0726 ns -0.0703ns 0.3039* -0.1424ns  -0.1424ns
MST 1 0.0291ns 0.0473ns -0.0001ns -0.1701ns 0.1593ns 0.0203ns 0.0204 ns
MSN 1 0.3144* 0.1273ns 0.1689ns 0.2832ns 0.1654ns 0.1654 ns
SP60 1 0.1252ns -0.0863ns 0.0288 ns -0.0569ns 0.0570 ns
MGR 1 0.0446 ns  0.3520* -0.1567ns  -0.1568ns
N PA 1 -0.0513ns 0.0585ns 0.0584 ns
N RA 1 0.1219ns 0.1218 ns
N GR 1 1.000**
PB 1

** _ significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

* - significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

ns - nao significativo .

SP40, SP60 Leitura SPAD aos 40 e 60 DAS respectivamente; ALT: altura de plantas; NN: nimero de nédulos; MSPA, MSR, MST: massa sea de
parte aérea, raizes e total respectivamente; MSN: massa seca de nodulos; MGR: massa de 100 graos; N PA, N RA, N GR: porcentagem de

nitrogénio da parte aérea, raizes e graos respectivamente; PB: proteina bruta dos graos.
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5 CONCLUSOES

As estirpes de rizébio C15, RZ23 e BR3267 inoculadas apresentaram
potencial de FBN quando em simbiose com o feijao-caupi.

As estirpes caracterizadas morfologicamente em laboratorio
mostraram tolerancia positiva para as variagbes de pH, temperatura e
concentracoes de NaCl.

A estirpe RZ23 proporcionou resultados satisfatorios para N total e

proteina bruta dos graos.
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7 ANEXOS

ANEXO A - Meio de cultura LMA para rizobios (Concentracdes para 1L de

solucao).

Manitol 10,09
KoHPO, 0,59
MgSQ,.7H,0 0,29
NaCl 0,19
Extrato de Levedura 0,5g
Azul de bromotimol 5,0 ml

Ajuste do pH para 6,8 utilizando solu¢do acida e completar o volume para

1L com agua destilada.

Meio sélido, colocar 16g de agar por litro.
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ANEXO B - Solucdo Salina para diluicdo. (Concentracbes para 1L de

solucéo).

KH,PO, 3,4g
MgSO, . 7H,0O 0,29
NacCl 0,19
CaCl,. 2H,0 0,029
Solucao de micronutrientes 2 mi
FeEDTA (solucéo 1,64%) 4 ml
KOH 4,59

Ajustar pH para 7,0 com uma solucéao alcalina e completar o volume para 1L

com agua destilada.

ANEXO C - Solugdo de Micronutrientes (Concentragbes para 1L de

solucao).

CuS0O, . 5H,0 0,049
ZnS0O, . 7TH,O 1,209
HsBO3 1,40g
Na,MoO;, . 2H,0 1,009
MnSO, . H,0 1,175¢

Completar o volume para 1L com agua destilada




