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FEIJAO CAUPI SUBMETIDO A INOCULACAO COMBINADA DE RIZOBIO EM
SOLO DE CERRADO

RESUMO: A fixac@o biologica de nitrogénio representa uma alternativa ao uso de
fertilizantes nitrogenados na agricultura. Objetivou-se avaliar o desenvolvimento e as
caracteristicas produtivas do feijdo caupi submetido a inoculagdo combinada de
rizobio em solo de Cerrado. O experimento foi conduzido no campo experimental
pertencente a Universidade Federal de Mato Grosso, campus de Rondonépolis, de
dezembro de 2014 a marco de 2015. Utilizou-se delineamento em blocos
casualizados, com dez tratamentos, que consistiram da inoculacdo das estirpes
MT8, MT15 e MT16, isoladas de feijao caupi, da estirpe BR3267 (recomendada para
o feijdo caupi), das combinagcbes MT8+MT15, MT8+MT16, MT15+MT16 e
MT8+MT15+MT16, de uma testemunha com adubacédo nitrogenada (70 kg ha? de
N) e outra sem inoculacdo e sem a adicdo de nitrogénio, em trés repeticoes,
totalizando trinta parcelas experimentais. A primeira avaliagdo ocorreu aos 40 dias
apos a semeadura, em que foram analisadas as variaveis altura de plantas, acimulo
de matéria seca (parte aérea, raizes e total), a eficiéncia relativa das estirpes,
namero e massa seca de nodulos e indice de clorofila Falker aos 40 e 60 dias ap6s
a semeadura. Apos a colheita, realizada aos 70 dias ap0s a semeadura, avaliou-se 0
namero de vagens por planta, numero de grdos por vagem, comprimento das
vagens, a produtividade de gréos e a concentracdo de nitrogénio e de proteina bruta
nos graos. Os dados foram submetidos a analise de variancia e aos testes de Tukey
e contrastes ortogonais pelo teste de F, ambos a 5% de probabilidade, utilizando o
programa estatistico SISVAR. A inoculagdo combinada das estirpes
MT8+MT15+MT16 influenciou positivamente o acumulo de matéria seca na parte
aérea, nas raizes e total. De maneira similar, a inoculacdo combinada das estirpes
MT8+MT15 possibilitou obter maior nimero de vagens por planta. O indice de
clorofila Falker aos 60 dias foi influenciado pela inoculagdo combinada MT8+MT15,
assim como pela estirpe MT15 quando inoculada isoladamente. Houve influéncia
das combinagbes MT8+MT15, MT8+MT16 e MT15+MT16 sobre a produtividade de
graos. As caracteristicas de desenvolvimento e a produtividade do feijao caupi foram

influenciadas pela inoculagdo combinada de rizobios.

Palavras-chave: Vigna unguiculata, Latossolo, Rhizobium



COWPEA SUBJECTED TO COMBINED INOCULATION OF RHIZOBIA IN
CERRADO SOIL

ABSTRACT: Biological nitrogen fixation is an alternative to the use of nitrogen
fertilizers in agriculture. This study aimed to evaluate the development and the
productive characteristics of cowpea subjected to combined inoculation rhizobia in
Cerrado soil. The experiment was conducted in the experimental field at the Federal
University of Mato Grosso, campus Rondonopolis, from December 2014 to March
2015. We used a randomized block design, with ten treatments, that consisted of
inoculation of strains MT8, MT15 and MTL16, isolated from cowpea, the BR3267
strain (recommended for cowpea), the combinations MT8+MT15, MT8+MT16,
M15+MT16 and MT8+MT15+MT16, a witness with nitrogen fertilization (70 kg N ha™')
and one without inoculation and without the addition of nitrogen, in three repetitions,
totaling thirty plots. The first assessment took place 40 days after sowing they were
the parameters evaluated: plant height, dry matter accumulation (shoot, root, and
total), the relative efficiency of the strains, the number and dry weight of nodules and
the Falker chlorophyll index at the 40 and 60 days after sowing. After harvesting,
carried out 70 days after sowing, evaluated the number of pods per plant, number of
seeds per pod, length of the pods, grain yield, concentration and accumulation of
nitrogen in grain and crude protein in the grain. Data was submitted to ANOVA and
Tukey tests and orthogonal contrasts by F test, both 5% probability using the
statistical program SISVAR. Combined inoculation of the strains MT8+MT15+MT16
influenced positively the shoot dry weight, roots dry weight and total dry weight of
cowpea plants. Similarly, combined inoculation MT8+MT15 enabled get as the
number of pods per plant. The Falker chlorophyll index at the 60 days was affected
by the combined inoculation MT8+MT15, as well as by MT15 strain when inoculated
isolated. There was the influence of combinations MT8+MT15, MT8+MT16 and
MT15+MT16 on the grain yield. Developmental characteristics and productivity of

cowpea were influenced by the combination of rhizobia inoculation.

Keywords: Vigna unguiculata, Oxisol, Rhizobium
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1. INTRODUCAO

O nitrogénio € o nutriente que mais restringe o crescimento vegetal, limitando,
consequentemente, a producdo agricola. Por ser constituinte de moléculas
biologicas essenciais a vida, a presenca deste nutriente no meio em que as plantas
se encontram contribui de maneira significativa para seu adequado
desenvolvimento. Contudo, apresenta uma dinamica complexa no solo, estando
sujeito as transformacgdes microbianas que podem fazer com gque este nutriente seja
removido do sistema solo, constituindo perdas importantes (VLEK et al., 1981,
DYNIA et al., 2006).

Atualmente, devido ao custo elevado da adubacéo nitrogenada e dos impactos
ambientais a ela atrelados, tem-se buscado estratégias capazes de garantir 0s
mesmos beneficios, mas que apresentem viabilidade econémica e que causem 0
minimo de impacto sobre o meio ambiente.

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) tem chamado a atencdo de
pesquisadores e de produtores rurais como uma forma de disponibilizar este
nutriente para as plantas, diminuindo a necessidade de se aplicar fertilizantes
nitrogenados nos agroecossistemas.

O feijao caupi é cultivado nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil
e participa da alimentacdo de muitas familias, além de gerar milhares de empregos
anualmente em areas onde a colheita € manual e h& pouca ou nenhuma tecnologia
envolvida no processo produtivo (FREIRE FILHO et al., 2011). Essa cultura é capaz
de se beneficiar da FBN ao formar simbiose com bactérias do solo denominadas
rizobios, o que permite obter a nutricdo nitrogenada adequada para 0 seu
desenvolvimento.

As contribuicbes da FBN para o feijdo caupi sdo variaveis de regidao para
regido, mas de modo geral, este processo pode fornecer mais de 90% do nitrogénio
requerido por esta cultura a cada ciclo. Estimativas apontam que o feijdo caupi pode
fixar anualmente cerca de 30 a 240 kg ha! de nitrogénio por meio da simbiose com
rizobios (APPIAH et al., 2015).

A inoculacédo das sementes com essas bactérias pode ser aplicada como uma
estratégia para se elevar a produtividade de grdos em campo, de modo que reduza
0 custo de producdo e o impacto ambiental gerado com o uso de fertilizantes
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nitrogenados. Entretanto, a maioria dos inoculantes destinados ao feijdo caupi
contém uma Unica estirpe bacteriana, e isso gera limitagdes quanto a inoculagao.
Dentre tais limitacdes esta a competicdo entre as estirpes de rizobio introduzidas e
aguelas estabelecidas no solo pela formacdo dos nodulos, constituindo uma das
razGes de fracasso desta pratica (THIES et al., 1991a).

Para se contornar este problema, pode-se fazer uso da inoculacdo combinada,
técnica ja sugerida para uso em feijao caupi (MARTINS et al., 2003). Esta técnica
permite a producdo de inoculantes com mais de uma estirpe de rizobio na
formulag&o. Assim, com o aumento da diverdidade desses micro-organismos em um
mesmo inoculante, pode-se aumentar as chances de sucesso da inoculagdo nos
agroecossistemas, elevando-se a produtividade de grdos (TRABELSI e MHAMDI,
2013).

Nesse contexto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o
desenvolvimento e as caracteristicas produtivas do feijdo caupi, submetido a

inoculacdo combinada de estirpes de rizébio em solo de Cerrado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do feijao caupi

O feijdo caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) € uma dicotiledénea pertencente a
ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo
Phaseolinea, género Vigna, secdo Catiang e espécie Vigna unguiculata
(VERDCOURT, 1970; MARECHAL et al., 1978). Sua origem parte da Africa e foi
trazida para a América Latina no século XVI pelos colonizadores espanhodis e
portugueses, sendo introduzida no Brasil, no estado da Bahia (NG e MARECHAL,
1985; STEELE e MEHRA, 1989; PADULOSI e NG, 1997).

E uma leguminosa de ciclo curto, com baixa exigéncia hidrica e de bom
desenvolvimento em solos de baixa fertilidade, podendo ser cultivada em quase
todos os tipos de solos em razdo de sua rusticidade (EHLERS e HALL, 1997;
(FREIRE FILHO et al., 2005).

No Brasil também existem varios nomes vulgares para a espécie Vigna
unguiculata, os quais englobam desde feijdo, a outros menos conhecidos e que
variam de local para local como feijdo macassar, feijdo-de-corda, feijdo-de-moita
dentre outros (FREIRE FILHO et al., 1983).

Essa cultura apresenta ampla distribuicdo mundial, com &rea ocupada de 12,5
milhdes de hectares, sendo oito milhdes localizados na Africa, além da Asia,
Américas Central e do Sul, e outras pequenas areas na Oceania e nos sudoestes
Europeu e dos Estados Unidos (SINGH et al., 1997). Entre os principais produtores
mundiais, destacam-se a Nigéria, o Niger e o Brasil (SINGH et al., 2003).

Das 5,4 milhdes de toneladas de feijao caupi produzidas mundialmente, a
Africa é responsavel por 5,2 milhdes, e nesse continente, 61% ¢é produzido e
consumido pela Nigéria, a qual responde por 58% da producédo mundial desse grao
(FREIRE FILHO et al., 2011; OJIAKO e KAYODE, 2014).

A producédo brasileira de feijao caupi foi de 583,1 mil toneladas na safra
2013/14, o que correspondeu a 17% do feijdo produzido nesta safra, em que a
produtividade média foi de 366 kg ha™, devendo-se, principalmente, ao baixo nivel

tecnolégico empregado no cultivo desse grao (CONAB, 2014).
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O feijdo caupi € cultivado, em grande parte, na regido Nordeste brasileira, a
qual representa cerca de um terco do feijdo produzido nacionalmente, e cujos
maiores produtores sdo Bahia, Ceara, Maranhdo e Piaui (FROTA et al., 2008;
CASTELLETTI e COSTA, 2013). Nessa regido, pelo menos 27,5 milhdes de
pessoas se alimentam desse grdo, com uma média de consumo de 20 kg pessoa
ano?, o qual gera cerca de 2,4 milhGes de empregos todos os anos, quando a
colheita é realizada manualmente (FREIRE FILHO et al., 2005; 2011).

No Centro-Oeste, o feijdo caupi tem despertado o interesse de agricultores que
cultivam variedades de porte ereto e compacto, em sistemas tecnificados, tendo
maior expressao o estado de Mato Grosso, onde € cultivado em duas épocas, sendo
para as variedades de ciclo médio na metade do periodo chuvoso, e para
variedades de ciclo superprecoce, nos dois meses que antecedem o final deste
periodo (FREIRE FILHO et al., 2011).

O feijdo caupi tem importancia alimentar nas areas onde é cultivado em todo o
mundo (LANGYINTUO et al., 2003). Os gréaos apresentam um conteudo proteico que
varia de 18 a 35%, o de carboidratos fica na faixa de 50 a 60%, além de apresentar
todos os aminoacidos essenciais, vitaminas, minerais e fibras dietéticas, e cerca de
apenas 2% de gorduras (RAGAB et al., 2004; FREIRE FILHO et al., 2005).

Assim, a participacdo desta cultura no contexto socioeconémico das regides
onde é cultivada demonstra sua importancia na alimentacdo pelo rico contetdo
nutricional, além de participar da geracdo de empregos e renda em todo o mundo
(SEBETHA et al., 2015).

2.2 Nitrogénio

O nitrogénio compde cerca de 78% da atmosfera terrestre sob a forma gasosa
estavel N2, que o torna indisponivel para a maioria dos organismos Vivos
(GALLOWAY et al., 2004). E considerado um macronutriente essencial devido as
importantes funcdes biolégicas que desempenha, uma vez que esta presente na
composi¢cdo de aminoacidos, nucleotideos, coenzimas e em pigmentos como a
clorofila (MAATHUIS, 2009).

Dentre as formas de entrada do nitrogéno no solo, destacam-se a fixacao
biolégica, o uso de fertilizantes nitrogenados e a deposi¢cao atmosférica (PEOPLES
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et al., 1995a). Para tais eventos, as quantidades de nitrogénio que chegam a
superficie terrestre anualmente sdo de aproximadamente 100 a 300 Mg de N
biologicamente fixado, 100 Mg de N como fertilizantes nitrogenados e de 3 a 10 Mg
de N por meio da deposicdo atmosférica (FIELDS, 2004).

Em ecossistemas naturais, assim como nos agroecossistemas, a fixacao
biolégica € o principal processo que possibilita ao nitrogénio entrar no sistema solo e
€ realizada por micro-organismos diazotréficos, assumindo um papel crucial na
manutencdo da vida nestes ambientes (BOHLOOL et al.,, 1992; PEOPLES et al.,
1995a).

A matéria organica detém cerca de 95% do nitrogénio total encontrado no solo,
vindo a ocorrer na forma de grupamentos amina (R-NH2), acucares aminados, ou
como o amonio (NH4*) fixado nos minerais de argila tipo 2:1, e que &, de modo geral,
responsavel pela nutricdo de plantas e micro-organismos presentes neste habitat
(MENGEL, 1996; SCHULTEN e SCHNITZER, 1998).

O nitrogénio possui dindmica complexa no solo, passando por diversas
transformacdes. Dentre as transformacdes, a mineralizacdo desse nutriente consiste
de sua liberagdo a partir dos restos organicos por meio da atividade dos micro-
organismos para obtencao de energia (HANEY et al., 2015).

A fauna telurica hidrolisa a matéria orgéanica, liberando para a solugédo do solo
formas idnicas como nitrato (NO3) e amonio (NH4*), as principais formas absorvidas
e usadas pelas plantas no metabolismo do crescimento e desenvolvimento
(GIANELLO et al., 2000; LI et al., 2013). Este processo desempenha o importante
papel ecolégico de manutencédo da fertilidade dos solos, além de sustentar também
0 crescimento microbiano (CHEN et al.,, 1999; JONES et al.,, 2004; HOULTON e
MORFORD, 2015).

Quando os micro-organismos utilizam o nitrogénio mineralizado da matéria
organica em seu metabolismo, este nutriente torna-se imobilizado, estanto essa
imobilizacéo diretamente ligada a relacdo C:N do solo (SCHULTEN e SCHNITZER,
1998). De acordo com Bengtsson et al. (2003), uma relacdo C:N de 20 pode ser
considerada como favoravel para que haja a imobilizacdo do nitrogénio pelos micro-
organismos do solo, podendo, com a morte celular, ser remineralizado.

Entretanto, sob determinadas condi¢des, o nitrogénio pode sofrer perdas, tanto
gasosas (desnitrificacdo e volatilizagdo) como na forma de ion (lixiviagdo). A
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desnitrificagdo promove a passagem dos ions nitrato e nitrito para a atmosfera sob a
forma dos gases o6xido nitrico (NO), 6xido nitroso (N20) ou dinitrogénio (N2), e €
levada a cabo pela acdo de micro-organismos (SEITZINGER et al., 2006). Este
processo acarreta perdas significativas do nitrogénio do solo e modifica sua
disponibilidade para as plantas, o que afeta a produtividade dos ecossistemas tanto
naturais como agricolas (WRAGE et al., 2001; KOOL et al., 2011).

De acordo com Bouwman et al. (2013), estima-se que uma quantidade elevada
de nitrogénio é perdida dos solos por desnitrificacdo, chegando a uma taxa de 142
Mg de N ano?, justificada pelo uso intensivo de fertilizantes nitrogenados nos
agroecossistemas de todo o mundo.

Ja a volatilizacdo se caracteriza pela perda do nitrogénio do solo na forma de
amonia (NHs) (FENN e KISSEL, 1973). A volatilizacdo da amonia resulta da variagédo
do pH do solo na faixa entre 7 e 9 (FERGUSON et al., 1984). Esse tipo de perda é
frequentemente associada a adubacgdo nitrogenada, sobretudo a ureia, que é o
fertilizante nitrogenado mais utilizado na agricultura brasileira devido seu baixo custo
por unidade aplicada, alta solubilidade em &gua e elevado teor de N em sua
composicao, cerca de 45% (MATTOS JUNIOR et al., 2002; COSTA et al., 2004).

A hidrélise da ureia no solo consome ions H*, provocando o aumento do pH do
solo préximo ao local da aplicacdo (MATTOS JUNIOR et al.,, 2002). O consumo
desses ions resulta em maior proporcdo de nitrogénio amoniacal, 0 que promove
maior perda da aménia por volatilizacdo (DU PLESSIS e KROONTJE, 1964). Por
isso, quando o nitrogénio é adicionado ao solo como fertilizante, essas perdas
podem afetar sua eficiéncia, sendo aproveitados menos de 50% do total aplicado
(BREDEMEIER e MUNDSTOCK, 2000).

Por outro lado, na lixiviagcdo, o nitrato (NO3’) é levado pelas dguas de drenagem
para as partes inferiores do perfil do solo (GAINES e GAINES, 1994). Isso se deve
basicamente a carga negativa deste ion, que, diferentemente do amoénio (NH4*), o
impossibilita de interagir com os minerais de argila (KOBAYASHI et al., 1996).

Este processo também pode ser favorecido pela atividade de certos grupos de
organismos do solo, os quais ao modificar a estrutura edafica, aumentam a lixiviagao
do nitrogénio, sobretudo em agroecossistemas onde sao aplicadas quantidades

excessivas de fertilizantes nitrogenados (DOMINGUEZ et al., 2004).
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As perdas de nitrogénio afetam o crescimento vegetal, o que constitui um dos
principais fatores limitantes para a producdo agricola e, além disso, tanto em
gramineas como em leguminosas, € um nutriente que melhora a qualidade e a
guantidade da matéria seca produzida e de proteina nos graos (SANTI et al., 2013;
TAIRO e NDAKIDEMI, 2013).

Com isso, o fornecimento deste nutriente as plantas por meio de um sistema
gue minimize perdas torna-se essencial, pois a absor¢cao desse nutriente contribui
para o desenvolvimento das culturas e tem grande impacto sobre sua produtividade
em campo (GASTAL e LEMAIRE, 2002; KRAPP, 2015).

2.3 Rizbébios e a fixacéo biolégica de nitrogénio em leguminosas

Riz6bios séo bactérias Gram-negativas que ndo formam endosporos e medem
cerca de 0,5 a 0,9 micrometros de comprimento por 1,2 a 3,0 micrdmetros de
diametro, embora sejam pleiomorficas sob condicdes diversas. Sao bactérias
guimiorganotréficas de metabolismo aerébio capazes de crescer sob tensées de O:2
inferiores a 0,01 atm. Apresentam temperatura 6tima de crescimento de 25 a 35°C e
pH de 5,0 a 8,5, sendo mais satisfatérios meios de cultivo que contenham extratos
de levedura ou outros extratos de plantas, sais minerais, e como fonte de acucar,
manitol ou glucose (VINCENT, 1962; JORDAN e ALLEN, 1975).

Os rizobios foram descobertos por Beijerinck (1888), sendo nomeados
inicialmente como Bacillus radicicula, os quais foram, posteriormente, renomeados
por Frank (1889) como Rhizobium leguminosarum. Mais tarde surgiram novos
géneros como Bradyrhizobium (JORDAN, 1982), Azorhizobium (DREYFUS et al.,
1988), Sinorhizobium (CHEN et al., 1988) e Mesorhizobium (LAJUDIE et al., 1998).

Em fungcdo da grande diversidade de espécies a classificagdo dos rizobios
sofreu algumas mudangas nos ultimos anos, e com base em novas analises
filogenéticas e polifasicas, houve a descoberta de novos taxons (ZAKHIA e
L'AJUDIE, 2001). Atualmente sdo conhecidas 98 espécies, agrupadas em 14
géneros, sendo eles Azorhizobium, Bradyrhizobium, Burkholderia, Cupriavidus,
Devosia, Ensifer, Mesorhizobium, Methylobacterium, Microvirga, Ochrobactrum,
Phyllobacterium, Pseudomonas, Rhizobium e Shinella (BERRADA e FIKRI-
BENBRAHIM, 2014).

20



Essas bactérias formam simbiose com leguminosas, exercendo um importante
papel nos agroecossistemas e nos ecossistemas de floresta pelo fornecimento do
nitrogénio atmosférico convertido em formas assimilaveis para as plantas, que o
utilizam em seu metabolismo (REBAH et al., 2007). O feijao caupi, por exemplo,
pode associar-se com pelo menos seis espécies de rizébio, dentre as quais estdo
Bradyrhizobium  japonicum, Bradyrhizobium elkanii,  Sinorhizobium fredii,
Sinorhizobium xinjiangensis, Rhizobium hainanense, Rhizobium tropici (ZILLI et al.,
2006) e Rhizobium leguminosarum (LEITE et al., 2009) além de outras ainda néo
identificadas.

O estabelecimento da simbiose depende da troca especifica de sinais quimicos
entre 0s parceiros, com a sintese e liberacéo de flavonoides pela planta (DOWNIE,
1994; SUBRAMANIAN et al., 2007). Quando liberadas, essas substancias atuam na
inducdo de genes bacterianos responsaveis pela sintese de moléculas chamadas
fatores Nod (COOPER, 2007), o que permite aos rizébios reconhecer e invadirem as
células do cortex radicular das plantas, e que também sdo responsaveis pela estreita
especificidade simbidtica entre macro e microssimbionte (FAUVART e MICHIELS,
2008; DEAKIN e BROUGHTON, 2009).

A invasao da planta tem inicio quando os rizébios sdo aprisionados entre as
paredes celulares do pelo radicular do hospedeiro no momento em que este se
encurva e, com isso, ocorre a invaginacao da parede celular desses locais, gerando
o processo de infeccdo, o qual da origem a um canal por onde as bactérias entram
no citoplasma das células das raizes, promovendo a formacdo de um nédulo
radicular primordial (GAGE e MARGOLIN, 2000).

Posteriormente, as células bacterianas se diferenciam em um tipo celular
denominado de bacteroide (OKE e LONG, 1999). Essa diferenciacdo decorre de
alteracdes morfologicas envolvendo o alongamento das células e, muitas vezes, sua
ramificacdo em forma de Y, sendo que somente nessas formas sédo capazes de fixar
o nitrogénio atmosférico (GEURTS e BISSELING, 2002; KERESZT et al., 2011).
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Figura 1. Modelo esquemético de um nddulo em desenvolvimento. (a) viséo geral da formacéo de um
nédulo; (b) liberacé@o de flavonoides pela leguminosa hospedeira e producao de Fator Nod pela célula
de rizobio; (c) invasdo do pelo radicular e formagéo do corddo de infecgdo; (d) endocitose para o
citoplasma das células do cértex radicular e diferenciagdo em bacteroides; (e) nédulo de crescimento
determinado; (f) rizébios em nédulo de crescimento determinado.

Fonte: Gibson et al. (2008).

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) € realizada por micro-organismos
denominados diazotréficos (BOHLOOL et al., 1992), e envolve a reducdo do
nitrogénio gasoso presente na atmosfera a aménia (NHs) (ALBERTY, 2005). O
processo ocorre através da enzima nitrogenase, a qual apresenta como
constituintes basicos os metais ferro e molibdéino (REES e HOWARD, 2000),
podendo haver formas alternativas dessa enzima em que o elemento vanadio (V)
substitui 0 molibdénio (HU e RIBBE, 2013; BELLENGER et al., 2014).

Esses micro-organismos estao distribuidos em diversos grupos filogenéticos e
habitam varios ecossistemas em vida livre, em simbiose com leguminosas como o
feijoeiro e o feijdo caupi, ou endofiticamente em raizes ou parte aérea de gramineas
como arroz, cana-de-agucar, bem como de espécies forrageiras como Brachiaria sp.,
Paspallum notatum entre outras (WEBER et al., 2000; MOREIRA et al., 2010).

As estimativas da contribuicdo deste processo para a quantidade de
nitrogénio fixado variam de 2 a 284 kg de N ha'! ano! em leguminosas perenes e
anuais de ambientes temperados e tropicais (PEOPLES e BALDOCK, 2001). Em
gramineas, a FBN realizada por micro-organismos nao simbioticos contribui com
cerca de 30 a 60% do N total acumulado nas plantas, enquanto em pastagens,
essa contribuicdo varia de 10 a 42% (URQUIAGA et al., 1992; DOBEREINER,
1997; SILVA et al., 2010).
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Em agroecossistemas e em ecossistemas naturais (florestas), a entrada de
nitrogénio via fixacdo simbittica é considerada dominante (KENNEDY e ISLAM,
2001). A FBN tem assumido um carater de importancia nos agroecossistemas, pois
tem possibilitado diminuir as quantidades, antes crescentes, de fertilizantes
nitrogenados usados na produc¢do agricola mundial (PEOPLES et al., 1995a). Esse
processo oferece um meio sustentavel para a agricultura, uma vez que contribui
para a manutencdo da fertilidade dos solos, em parte pelo nitrogénio acumulado
pelas leguminosas, que ap6s serem incorporadas ao solo como matéria organica,
liberam o N para outras plantas e que sustenta diversos processos microbianos
(PEOPLES e CRASWELL, 1992; WANI et al., 1995; HERRIDGE et al., 2008).

Estudos envolvendo andlises isotdpicas utilizando °N demonstraram que
algumas leguminosas podem obter cerca de 50% do nitrogénio em certas regides
através da FBN (PULE-MEULENBERG e DAKOTA, 2009), enquanto em outras
regides, esse percentual pode chegar a cerca de 70 a 99% (NAAB et al., 2009).

Outras pesquisas mostraram que a FBN é responsavel pelo maior acimulo de
nitrogénio em plantas inoculadas, tendo sido observado incremento na massa seca
dessas plantas (RODRIGUES et al., 2013). A presenca de uma simbiose eficiente
também proporcionou aumento do rendimento de grdos, com valores de 693 kg ha?
(MARTINS et al.,, 2003) a 957 kg ha! (SOARES et al. 2006a), possibilitando
substituir o uso de fertilizante nitrogenado pela exploracdo da fixacdo biolégica de
nitrogénio.

O sistema fixador de nitrogénio formado durante a simbiose leguminosa-rizobio
possui relacdo direta com o estado fisiolégico da planta hospedeira e, por isso,
fatores como deficiéncia de nutrientes, pH abaixo de 5,0 e acima de 8,5, salinidade,
temperatura e umidade do solo, além de toxidez por metais pesados, afetam a
planta hospedeira, assim como impdem limitacbes a capacidade dos rizobios de
fixarem o nitrogénio (BROCKWELL et al., 1995; PEOPLES et al., 1995b; THIES et
al., 1995).

Contudo, a combinacgéo favoravel de alguns fatores pode determinar o0 sucesso
da FBN (HUNGRIA e VARGAS, 2000). O genotipo dos parceiros pode influenciar a
troca de sinais moleculares entre a planta e a bactéria, o que reflete em diferencas
nas respostas quanto ao espectro de hospedeiros, especificidade e eficiéncia
simbidtica (SILVA et al., 2009a).
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A habilidade do rizébio em nodular e fixar nitrogénio quando associada a um
hospedeiro em particular, a especificidade hospedeira, € uma caracteristica
importante na selecdo de novas estirpes, pois otimiza o processo de FBN na
simbiose rizébio-leguminosa (CARVALHO et al., 2008; VIEIRA et al., 2010).

Levando em conta que pelo menos 90% da célula é composta por agua, o
estresse hidrico prejudica a nodulagdo em leguminosas, ocasionando a senescéncia
prematura dos nodulos, o que reduz, consequentemente, a taxa de FBN. Esse
estresse também interfere no transporte de produtos nitrogenados, inibindo a
atividade nessas estruturas (YANG et al., 2013).

As fases de formacao, desenvolvimento e funcionamento dos nédulos podem
ser afetados pela temperatura elevada, pois nos solos tropicais, as temperaturas nas
camadas proximas a superficie chegam a 40°C (HUNGRIA et al., 1985). Por outro
lado, a acidez do solo é outro fator capaz de afetar negativamente a sobrevivéncia, 0
crescimento e a fixacado de nitrogénio, comprometendo a simbiose (BORDELEAU e
PREVOST, 1994). Pinheiro et al. (2014) destacam que esses fatores podem
influenciar no tamanho e na estrutura dos nédulos, diminuindo a sobrevivéncia do
rizébio nos solos.

A salinidade do solo ndo afeta necessariamente a colonizacéo radicular pelos
riz6bios, mas retarda o inicio de novos nédulos, além de reduzir a eficiéncia dos
nodulos formados anteriormente (RAO et al., 2002). Por outro lado, a toxidez
causada por concentracdes elevadas de metais pesados ocasiona reducdo de até
10% na nodulagéo devido a reducéo na formacado de pelos radiculares, o que reduz
os sitios de infeccao (KOPITTKE et al., 2007).

A deficiéncia de nutrientes € outro fator que pode afetar a multiplicacdo dos
rizobios na rizosfera da leguminosa, uma vez que concentracfes adequadas de
nutrientes sdo necessarias para a sobrevivéncia e o crescimento dessas bactérias,
tanto em simbiose como saprofiticamente no solo (O'HARA et al., 1988; O'HARA,
2001).

Portanto, de uma maneira geral, essas deficiéncias podem afetar diversos
processos celulares, comprometendo diretamente a simbiose leguminosa-rizébio e o

processo de fixacao bioldgica de nitrogénio (ANNE-SOPHIE et al., 2002).
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2.4 Tecnologia de inoculacao

Inoculantes consistem de insumos formulados com culturas microbianas
adicionadas a substratos que vado desde organicos, como a turfa, a outros de
composi¢cado mineral, mas que sejam capazes de suportar a sobrevivéncia dos micro-
organismos e ao mesmo tempo benéficos para as plantas (TEMPRANO et al., 2002).

O uso desses insumos em substituicdo aos quimicos tem crescido nos
agroecossistemas, onde a inoculacdo de sementes com bactérias fixadoras de
nitrogénio vém como uma estratégia para aumentar a produtividade em campo, e
assim diminuir as aplicacdes de fertilizantes nitrogenados (COSTA et al., 2014).

No entanto, para a producéo de inoculantes as estirpes devem apresentar alta
capacidade de nodulacdo, no caso daqueles destinados as leguminosas, mas de
modo geral, também devem apresentar alta capacidade de fixacdo de N2 e
persisténcia no solo sob condi¢cdes de campo (DATE, 2000). Além disso, a eficacia
do inéculo e uma tecnologia de aplicacdo adequada sdo aspectos predominantes
para o sucesso da técnica (BASHAN et al., 2014).

Os inoculantes podem ser comercializados sob diversas formas, podendo ser
em po para aplicacdo sobre a superficie das sementes, liquida para aplicacdo em
sulco no plantio, ou como granulados para também serem colocados diretamente no
sulco de cultivo, ao lado ou abaixo das sementes (STEPHENS e RASK, 2000).

A formulacao turfosa apresenta boa sobrevivéncia das bactérias, sendo a mais
usual (DATE, 2001). Este substrato possui boa capacidade de retencdo de agua,
fornecendo protecao fisica as células contra a dessecacéao e elevadas temperaturas,
além de ser rico em matéria organica resultante da decomposicdo de restos
vegetais, o qual pode fornecer nutrientes para as bactérias (HUNGRIA et al., 2001;
CAMPO e HUNGRIA, 2007).

A introdugdo de rizobios no solo via inoculacdo resulta, muitas vezes, em
nodulacdo ineficaz devido a competitividade das populagbes nativas existentes na
rizosfera, e dessa forma, é importante que a inoculacdo seja feita usando a estirpe
de rizébio apropriada para a variedade a ser cultivada e de modo a garantir que a
bactéria esteja presente no solo em numero suficiente para assegurar boa infecao
radicular e eficaz fixagdo de nitrogénio (ARSAC e CLEYET-MAREL, 1986; TILAK et
al., 2006).
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Pesquisas desenvolvidas na Ultima década trouxeram novas perspectivas para
a inoculacao do feijao caupi, com a recomendacédo de estirpes mais eficientes para
producao de inoculantes (MARTINS et al., 2003).

Segundo Zilli et al. (2009), as estirpes SEMIA 6462 (BR3267), SEMIA 6463
(INPAO3-11B) e SEMIA 6461 (UFLA 03-84) agora estao entre 0S micro-organismos
gue podem ser utilizados na producéo de inoculantes para o feijao caupi, pois foram
aprovadas pela RELARE e reconhecidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) por meio da normativa n°® 13 de 24 de marco de 2011
(BRASIL, 2011).

Resultados positivos em campo quanto a produtividade de grdos do feijao
caupi também foram observados por Soares et al. (2006a), onde os autores
ressaltaram que os maiores valores de produtividade de grdos ocorreram com as
estirpes UFLA 03-84 e INPA 03-11B em relacdo as demais estirpes testadas,
embora entre essas estirpes este valor tenha sido similar. Igualmete, Silva et al.
(2011) observaram que a inoculacdo da estirpe BR3267 em feijdo caupi
proporcionou maior produtividade de grdaos em relacdo aos tratamentos nao

inoculados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

O experimento foi conduzido no campo experimental da Universidade Federal
de Mato Grosso, campus universitario de Rondonopolis, entre os meses de
dezembro de 2014 a marco de 2015. A area fica localizada a 290 metros de altitude
e estd situada a 54°34’48” de longitude oeste e 16°27°44” latitude sul. As
caracteristicas climaticas compreendem clima tipo Aw, sendo a temperatura média
de 25,6°C e a precipitacdo anual de 1400 a 1500 mm, com verdo chuvoso e inverno
seco caracteristicos, conforme a classificacdo climéatica de Képpen (PEREIRA et al.,
2002).

Os dados climéticos referentes a todo o periodo experimental mostraram
precipitacdo média de 7,5 mm, temperatura minima de 22,2°C e méaxima de 32,7°C
(Figura 2).
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Figura 2. Médias mensais de temperatura minima, maxima e de precipitagdo no

periodo de dezembro de 2014 a marco de 2015 em Rondonopolis, MT.
Fonte: INMET.

3.2 Delineamento experimental e tratamentos utilizados

Utilizou-se delineamento experimental de blocos casualizados, constituidos de

dez tratamentos, sendo: as estirpes MT8 (Rhizobium tropici), MT15 (R. tropici) e
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MT16 (R. leguminosarum), isoladas de plantas iscas de feijao caupi; a estirpe
BR3267 (Bradyrhizobium japonicum), recomendada pelo Ministério da Agricultura
para a inoculacdo em feijdo caupi; as combinacdes MT8+MT15, MT8+MTL16,
MT15+MT16 e MT8+MT15+MT16; e duas testemunhas: uma com adubacéo
nitrogenada (70 kg ha! na forma de ureia) e outra sem inoculacdo e sem a adicéo
de nitrogénio. Para cada tratamento adotou-se trés repeticdes, totalizando trinta
parcelas experimentais.

As parcelas experimentais foram constituidas de sete linhas de 5 m, espacadas
0,5 m, e entre as parcelas foi adotado o espacamento de 1 m. Para a area util, foram
consideradas cinco linhas centrais, excluindo-se as linhas da bordadura e mais 0,25

m das cabeceiras de cada parcela, resultando 9 m? de area (til.

3.3 Cultivo bacteriano e inoculacdo das sementes

As bactérias foram multiplicadas em placas de petri contendo meio de cultura
YMA solido com pH ajustado para 6,8 por trés dias a 28°C (FRED e WAKSMAN,
1928). ApGs a multiplicagdo, as bactérias foram transferidas para erlenmeyers com
capacidade para 150 mL contendo meio YMA liquido e colocadas para crescer por
24 horas em mesa agitadora sob temperatura média de 28°C a 80 rpm de agitacao.

O veiculo de inoculacdo utilizado foi a turfa, cujo preparo foi efetuado na
proporcao de 35 g de turfa para 10 mL de caldo bacteriano. Depois do preparo, o
inoculante foi colocado em estufa por 24 horas a 30°C (LOPES e GIARDINI, 1977,
GUIMARAES et al., 2007). Em seguida, as sementes foram peletizadas e colocadas

para secar a sombra.
3.4 Instalagcao do experimento

O solo do local do experimento foi amostrado e depois analisado em laboratério
para determinacdo das propriedades quimicas e granulométricas, sendo

caracterizado como Latossolo Vermelho (EMBRAPA, 2013). Os resultados da

analise sao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Propriedades quimicas e granulométricas do solo proveniente da camada de
0,0-0,20 m.

Analise Quimica Granulometria
Profundidade pH M.O. P K Ca Mg Al H+Al CTC V Areia Silte Argila
(CaClz) gkg! mgdm3 - cmole dmS ---------- % a/kg

0,0-0,20 m 4,5 280 35 65 1,2 09 05 49 7,2 31,7 350 150 500

A calagem foi realizada aplicando-se calcario dolomitico (PRNT = 80,3%),
visando elevar a saturacéo por bases para 50%, o qual foi incorporado ao solo com
uma gradagem leve. Todos os tratamentos, incluindo a testemunha e o controle
adubado, receberam adubacdo fosfatada na dose de 120 kg ha' de P20s, tendo
como fonte superfosfato simples, e potassica na dose de 40 kg ha! de K20, tendo
como fonte cloreto de potassio, além de adubagdo com micronutrientes na dose de
20 kg ha?, utilizando como fonte FTE (FREIRE FILHO et al., 2005).

A semeadura foi realizada manualmente com densidade de 10 sementes por
metro e espagcamento de 0,5 m entre as linhas, considerando a densidade de 200
mil plantas por hectare.

O controle de insetos-praga foi realizado mediante trés aplicacées do principio
ativo Deltametrina, na proporcédo de 30% do volume da calda, aos 30, 45 e 65 dias
apos a semeadura, respectivamente, e para o controle de plantas invasoras, foram
realizadas capinas periddicas na area.

Para o controle de fungos, foi aplicado, em dose Unica aos 50 dias apés a
semeadura, o0 principio ativo Azoxistrobina+Ciproconazole, na propor¢cao de 30%

mais adjuvante a 0,5% do volume da calda.

3.5 Cultivar utilizada

A cultivar de feijao caupi utilizado neste experimento foi a BRS Tumucumaque
(EMBRAPA, 2014), produzida a partir de duas linhagens parentais, a BRS Guariba
(TE96-282-22G), e uma linhagem procedente do International Institute of Tropical
Agriculture — IITA, Ibadan, Nigéria.

A populacéo segregante deste cruzamento foi selecionada dando-se énfase ao
porte ereto e a qualidade de gréos, e apdés esta selecdo as linhagens foram

avaliadas nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, de 2004 a 2006, onde
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destacou-se a linhagem MNC99-537F-4, lancada com o nome comercial BRS
Tumucumaque no ano de 2009 pela Embrapa Meio Norte.

O BRS Tumucumaque apresenta ciclo de 70-75 dias, porte semiereto,
resisténcia ao acamamento, vagens de coloracdo roxa e produtividade média de
1100 Kg ha. Seus grdos sdo brancos e levemente reniformes com cerca de 23,5%
de proteina, 60,5% de ferro e 51,6% de zinco.

3.6 Variaveis analisadas

Altura de plantas

A altura das plantas foi avaliada aos 40 dias apds a semeadura com o auxilio
de uma trena, medindo da superficie do solo ao 4pice da haste principal das plantas,
adotando-se o valor da média de dez plantas tomadas aleatoriamente de cada

parcela.

indice de clorofila Falker

O indice de clorofila foi avaliado aos 40 dias apds a semeadura por ocasiao do
florescimento e aos 60 dias apds a semeadura por ocasido do enchimento de graos
com o auxilio de um clorofilometro modelo CorofilLOG® CFL 1030. As leituras foram
realizadas em cinco plantas (CARVALHO et al., 2003), tomadas ao acaso da area
util de cada parcela e o valor final da leitura foi obtido por meio da média aritmética

dos valores.

Matéria seca vegetal

A massa seca foi determinada aos 40 dias ap0s a semeadura. Foram coletadas
dez plantas da segunda linha de cada parcela com o auxilio de uma pa reta. A parte
aérea e as raizes foram separadas, acondicionadas em sacos de papel identificados
e colocadas para secar em estufa de circulagédo forcada com temperatura ajustada a
65°C até atingir massa constante. Adotou-se para a massa seca total, a soma das
massas secas da parte aérea e de raizes.
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Eficiéncia relativa das estirpes

Para obtencéo da eficiéncia relativa das estirpes empregou-se calculo por meio
da expressédo proposta por Bergersen et al. (1971), a qual leva em consideracao a
relacdo entre a massa seca da parte aérea que recebeu a inoculagéo do rizébio em

relacdo ao tratamento com adubacéo nitrogenada (Eq.1).

MSPAinoculada

Bfr = —ispacomn  * 100

Onde: Efr, eficiéncia relativa; MSPAinoculada, matéria seca da parte aérea de
plantas inoculadas; e MSPAcomN, matéria seca da parte aérea de plantas com

adubacéo nitrogenada.

Nodulacéao

A nodulacgéo foi determinada aos 40 dias apds a semeadura, a partir da coleta
dos nédulos das raizes das plantas. Os nddulos foram retirados e contados em
laboratoério e posteriormente, colocados para secar em estufa a 65°C por 24 horas
para determinacdo da massa seca e em seguida as amostras foram pesadas em

balanca semi-analitica.

Componentes de rendimento

As avaliagbes do numero de vagens por planta, de grdos por vagem e do
comprimento das vagens foram realizadas no periodo pés-colheita. O namero de
vagens foi determinado pela média das vagens presentes em dez plantas. O nimero
de graos por vagem foi determinado pela média de dez vagens por planta, enquanto
gue para o comprimento de vagens, foram utilizadas vinte vagens tomadas ao acaso

em cada tratamento.
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Produtividade de graos

A produtividade foi determinada apds a colheita de todas as plantas da area
atil (9 m?) de cada parcela. Para isso, foi estimada, inicialmente, a umidade dos
graos pelo método de estufa a 105°C, cujas amostras de trabalho consistiram de 50
g de sementes inteiras, colocadas para secar por 24 horas. Depois disso, as
amostras foram pesadas em balanca semi-analitica e os valores obtidos foram
ajustados para 13% de umidade (BRASIL, 2009).

Concentracdo e acumulo de nitrogénio e proteina bruta nos graos

O procedimento para determinar a concentracdo de nitrogénio e de proteina
bruta nos graos foi realizado de acordo com Malavolta et al. (1997). Esta
metodologia possibilita a determinagao indireta do nitrogénio em plantas, permitindo
avaliar seu estado nutricional (NOGUEIRA e SOUZA, 2005), sendo constituida de
trés etapas, a saber:

A digestdo corresponde a oxidacdo da matéria organica, em que o carbono
contido nesta é liberando na forma de di6xido de carbono. Depois disso, o nitrogénio
que se encontra na forma de aminas, amidas, além do proteico é transformado em
amonia, reagindo com o &cido sulfarico para formar sulfato de aménio (GALVANI e

GAERTNER, 2006), conforme as seguintes reacofes:

H,S50,
M atéria Orgéanica T)--—SOng CO,+H;0 + R—NH,
H,SO,
R—NH;,; + H,0 ———» R—OH + NH;,
A
0 0
7 [H™] 7
R—C + H,0 —  w» R—C + NHj
N A \
NH OH

2NHj3 + H;$04 — = (NH,),SO0,

Depois disso, procede-se a destilagdo, em que o sulfato de amobnio é tratado
com hidroxido de sodio 40%, causando a liberagdo de amoénia, conforme as

seguintes reacdes:
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(NH4)2S04 + 2NaOH — 2NH4OH + Na2SO04
NH4OH — NHs + H20
A aménia resultante da reacéo € recolhida em um frasco contendo &cido bérico
e uma solucéo indicadora. O processo termina quando ha a formacdo de borato de
amonio, onde € observada mudanca na coloracdo da solucdo de résea para

azulada, de acordo com a seguinte reacao:

H3BOz + NH3z = NH4H2BO3

A Ultima etapa do processo corresponde a titulacéo, a qual é feita com a adi¢éo
do borato de aménio com uma solugcdo padrédo de acido sulfarico, de titulo
conhecido, até a viragem do indicador, de acordo com a reacao:

NH4H2BO3 + HCL — H3BOs + NH4CL

O nitrogénio total é determinado por meio da seguinte expressao:

N = ml de acido sulfirico x 1,4 x N arido

peso da amostra

Em que: mL de &cido sulfurico corresponde a quantidade em de &cido utilizada
para a titulacdo da amostra; 1,4 corresponde & massa molecular do nitrogénio; e N
corresponde a normalidade do &cido utilizado na titulacdo. Para a proteina bruta,
multiplicou-se os valores obtidos por um fator de correcao igual a 6,25 (MALAVOLTA
et al., 1997).

Para se determinar o acumulo de nitrogénio nos graos, foi utilizada a seguinte
equagao:

Prod.x V. titulado
1000

Ac.N grios =

Onde: Prod. = Produtividade; V. titulado = Valor de acido usado para titulagéo;
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Andélise econémica relativa a inoculagéo

A analise econbmica foi realizada para mensurar o custo da producéo
utilizando a inoculacdo das sementes e do fertilizante nitrogenado na cultura do
feijdo caupi. Considerou-se o valor da saca de 60 kg no comércio local de
Rondondpolis-MT em agosto de 2015 (R$ 200,00 a saca ou R$ 3,33 o quilo do feijao
caupi). Também foi considerado o preco médio do inoculante na regidao, o qual
custava, no mesmo periodo, R$ 19,90 o litro, e com base na dose utilizada calculou-
se 0s gastos relativos a inoculacao e a adubacédo nitrogenada, adubacdes fosfatada
e potassica e receitas bruta e liquida.

3.7 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e para as variaveis altura de
plantas, indice de clorofila aos 40 e 60 dias apés a semeadura, massa seca da parte
aérea, de raizes e total, nimero e massa seca de nédulos, numero de vagens por
planta, nimero de grdos por vagem e comprimento de vagens foram realizados
contrastes ortogonais pelo teste de F a 5% de probabilidade.

O uso de contrastes ortogonais possibilita um maior grau de detalhamento na
analise de dados, representando uma alternativa eficiente para se estimar os efeitos
de interesse (CORRENTE et al., 2001).

Os contrastes utilizados neste estudo corresponderam as comparacdes: (C1) —
Testemunha vs demais tratamentos; (C2) — Adubacé&o nitrogenada vs estirpes; (C3)
— estirpes isoladas vs estirpes combinadas; (C4) - MT8+MT15 vs
MT8+MT15+MT16, MT8+MT16, e MT15+MT16; (C5) — MT8+MT15+MT16 vs
MT8+MT16 e MT15+MT16; (C6) — MT8+MT16 vs MT15+MT16; (C7) — estirpe
BR3267 vs estirpes MT8, MT15 e MT16; (C8) — estirpe MT8 vs MT15 e MT16; (C9) —
estirpe MT8 vs MT15.

Para as variaveis eficiéncia relativa das estirpes, acumulo de nitrogénio nos
graos, concentracdo de nitrogénio nos graos, proteina bruta e produtividade de
graos aplicou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tanto a andlise de contrastes ortogonais como o teste de Tukey foram
realizados no programa SISVAR (FERREIRA, 2011). Realizou-se também analise de
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correlacao entre as variaveis estudadas com auxilio do programa ASSISTAT, versao
7.7 beta (SILVA e AZEVEDO, 20009).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise dos dados por contrastes ortogonais, observou-se que a
inoculacdo combinada das estirpes influenciou positivamente varias das
caracteristicas do feijao caupi. Com excecédo do indice de clorofila aos 60 dias apds
a semeadura, 0 acumulo de matéria seca da parte aérea, de raizes e total sofreram
influéncia positiva dos tratamentos com inoculacdo combinada de estirpes, assim
como o numero de vagens por planta, a produtividade de grdos e o acumulo de
nitrogénio nos graos.

As demais caracteristicas avaliadas ndo foram influenciadas pelas formas de

inoculacdo nem pela adubacgao nitrogenada.

4.1 Altura de plantas

A analise dos dados de altura de plantas ndo mostrou efeito significativo dos
tratamentos, independente das formas de inoculagdo ou da adi¢do de nitrogénio via

adubacdo (Tabela 2).

Tabela 2. Contrastes ortogonais para valores médios de altura de plantas de feijao
caupi, submetido a inoculacao de rizobios em solo de Cerrado.

Tratamentos Médias Contrastes/coeficientes

(cm) Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9
MT15+MT16 36,73 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 0 0
MT8+MT16 37,10 -1 -1 -1 -1 -1 1 0 0 0
MT8+MT15+MT16 37,06 -1 -1 -1 -1 2 0 0 0 0
MT8+MT15 33,30 -1 -1 -1 3 0 0 0 0 0
MT15 35,43 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 -1
MT8 34,70 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 1
MT16 36,10 -1 -1 1 0 0 0 -1 2 0
BR3267 34,80 -1 -1 1 0 0 0 3 0 0
70 kg hat 38,91 -1 8 0 0 0 0 0 0 0
Testemunha 36,90 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Estimativas 0,88 3,26 -0,79  -3,66 0,15 0,36 0,23 -0,75 1,30

Pr>F 0,73 0,22" 0,65 0,20 0,96™ 0,91™ 0,93" 0,80"™ 0,70

C1l — Testemunha x Demais tratamentos; C2 — Nitrogenado X estirpes; C3 — estirpes isoladas x
estirpes combinadas; C4 — (MT8+MT15) x (MT8+MT15+MT16), (MT8+MT16), e (MT15+MT16); C5
— (MT8+MT15+MT16) x (MT8+MT16) e (MT15+MT16); C6 — (MT8+MT16) x (MT15+MT16); C7 —
estirpe BR3267 x estirpes MT8, MT15 e MT16; C8 — estirpe MT8 x MT15 e MT16; C9 — estirpe MT8
X MT15.

ns — ndo significativo pelo teste de F a 5% de probabilidade.
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A altura das plantas variou de 33,30 cm nas plantas inoculadas com a
combinagcdo MT8+MT15 a 38,91 cm nas plantas do tratamento com adubacgao
nitrogenada. A auséncia de efeito significativo pode ser atribuida ao fato de as
plantas terem sido capazes de abssorver o nitrogénio de fontes alternativas a
fixacdo biologica pelas estirpes inoculadas, concordando com os relatos de Neves et
al. (1982). Estes autores afirmam que plantas de feijoeiro e de feijao caupi, mesmo
noduladas, apresentam duas fontes de nitrogénio, o0 solo e o fertilizante nitrogenado.

Portanto, as plantas absorveram ndo s6 o nitrogénio fornecido pelas estirpes,
mas também aquele presente na solugdo do solo na forma de ions inorganicos
resultantes da mineralizagdo microbiana da matéria organica, e isso pode ter
influenciado nas respostas da cultura as fontes de nitrogénio testadas. Este fato
reforca as colocacdes de Wirén et al. (1997) de que as plantas podem absorver o
nitrogénio do solo, desde que este nutriente encontre-se disponivel em formas
prontamente assimilaveis.

As contribuides relativas a fixacao biologica de nitrogénio, o nitrogénio do solo
e do fertilizante nitrogenado sobre o desenvolvimento do feijdo caupi foram
avaliadas por Brito et al. (2009). Estes autores observaram maior contribuicdo da
fixacdo biologica. No entanto, ressaltam também ter havido a contribuicdo do
nitrogénio fornecido tanto pelo solo como pelo fertilizante nitrogenado.

Tais observacfes demonstram que as plantas de feijdo caupi sdo versateis em
termos de aquisicdo de nitrogénio. Entretanto, a fixacdo bioldgica conrtibui de
maneira mais pronunciada no desenvolvimento dessa cultura. Isso porque o feijao
caupi apresenta amplo espectro de microssimbiontes associados.

A interacdo do feijdo caupi com estirpes de rizébios foi demonstrada em um
estudo de Xavier et al. (2006). Os autores observaram baixa especificade
hospedeira da cultura em relagdo a uma unica estirpe. Com isso, demonstraram que
essa caracteristica resulta, muitas vezes, em poucos noédulos contendo a estirpe
introduzida, gerando respostas inconsistentes quanto a inoculacdo dessa
leguminosa.

A adubagé&o nitrogenada néo influenciou a altura das plantas, se igualando as
formas de inoculacéo utilizadas. Valadao et al. (2009) observaram efeito significativo
em plantas de feijoeiro inoculadas com Rhizobium tropici e que receberam adubacéo
nitrogenada. A altura das plantas foi influenciada devido o nitrogénio ter sido
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fornecido em uma forma prontamente disponivel para as plantas. Este fato
possibilitou as plantas assimilarem o nitrogénio diretamente da solugdo do solo, o
que refletiu em altura de plantas equivalentes entre a adicdo de nitrogénio mineral e
a fixacao bioldgica pelas estirpes de rizébio.

Do mesmo modo, as respostas também podem ter relacdo com o fornecimento
de outros nutrientes, os quais participam do metabolismo vegetal e sdo também
responsaveis pelo crescimento da planta. Schachtman et al. (1998) e Gualter et al.
(2008) destacam fosforo e molibdénio, respectivamente, como exemplos de
nutrientes que desempenham importante papel na nutricdo das plantas, uma vez
que compdem enzimas envolvidas no metabolismo vegetal e microbiano,

favorecendo assim a simbiose rizébio-leguminosa.

4.2 indice de clorofila Falker

A analise por contrastes ortogonais do indice de clorofila Falker aos 40 DAS
nao detectou efeito significativo em nenhuma das comparacdes envolvendo 0s

tratamentos inoculados e de adubacéo nitrogenada (Tabela 3).

Tabela 3. Contrastes ortogonais para valores médios de indice Falker aos 40 dias
apos a semeadura em plantas de feijdo caupi, submetidas a inoculacao de rizébios
em solo do Cerrado.

Contrastes/coeficientes

Tratamentos Medias —c7 c2 c3 ca cs5 ce  C7 cs  Co9
MT15+MT16 6448 -1 X) X) 1 1 1 0 0 0
MT8+MT16 64,68 -1 1 1 1 1 1 0 0 0
MT8+MT154MT16 67,14 -1 1 1 1 2 0 0 0 0
MT8+MT15 6406 -1 1 1 3 0 0 0 0 0
MT15 6742 -1 1 1 0 0 0 1 1 1
MTS 6719 -1 1 1 0 0 0 1 1 1
MT16 6453 -1 1 1 0 0 0 1 2 0
BR3267 68,00 -1 1 1 0 0 0 3 0 0
70 kg ha'l 6451 -1 8 0 0 0 0 0 0 0
Testemunha 66,99 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Estimativas 121 142 169 -137 256 019 162 277 -023

Pr>F 038" 031" 007" 036" 012" 001" 029" 009" 0,89"

Cl — Testemunha x Demais tratamentos; C2 — Nitrogenado x estirpes; C3 — estirpes isoladas x
estirpes combinadas; C4 — (MT8+MT15) x (MT8+MT15+MT16), (MT8+MT16), e (MT15+MT16); C5 —
(MT8+MT15+MT16) x (MT8+MT16) e (MT15+MT16); C6 — (MT8+MT16) x (MT15+MT16); C7 —
estirpe BR3267 x estirpes MT8, MT15 e MT16; C8 — estirpe MT8 x MT15 e MT16; C9 — estirpe MT8 x
MT15.

ns — ndo significativo pelo teste de F a 5% de probabilidade.
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De acordo com Wood et al. (1993), pelo menos 70% do N nas folhas esta
presente nos cloroplastos e participa da sintese e da estrutura da clorofila. Além
disso, Argenta et al. (2001) relatam que o indice de clorofila se correlacionado com a
concentracdo de nitrogénio foliar, podendo ser utilizado para avaliar o estado
nutricional das plantas.

No entanto, a auséncia de efeito significativo pode ser justificada devido a
precipitacdo elevada neste periodo experimental, a qual pode ter influenciado
indiretamente o indice Falker das plantas nesta leitura. Conforme relatam Wortmann
et al. (1992), as concentragOes de nutrientes nos tecidos vegetais sao afetadas por
diversos fatores, incluindo estresses ambientais. Deste modo, a umidade elevada
pode ter afetado o metabolismo tanto vegetal como microbiano, influenciando a taxa
de assimilacao liquida das plantas e o crescimento dos micro-organismos.

O estado nutricional do feijao caupi inoculado e submetido a diferentes
disponibilidades hidricas foi avaliado por Guimarées et al. (2015a). Estes autores
observaram que o indice de clorofila foi influenciado negativamente com o aumento
da umidade do solo, e que sob tais condi¢cdes, a sobrevivéncia dos rizébios foi
comprometida. Este fato mostra que apesar de as células necessitarem de certa
quantidade de &gua para seu metabolismo, a umidade elevada no solo é
desfavoravel a sua sobrevivéncia por interferir nas trocas gasosas com o meio, ja
gue a proporcéao entre ar e agua é inversa no solo (TSAI et al., 1992).

A adubacao nitrogenada nao influenciou significativamente o indice de clorofila
das plantas de feijdo caupi na primeira leitura. Isso sugere que até certo periodo, as
plantas apresentam concentracdes lineares de nitrogénio nas folhas, a qual se
estabiliza a partir de entéo, tendendo a diminuir no periodo de enchimento de gréos.

Observacdes anteriores feitas por Sant'ana et al. (2010) e Bernardes et al.
(2014) reforcam o fato de que apds certo periodo, as plantas apresentam baixa
resposta a adubacao nitrogenada, uma vez que o indice Falker atinge valores
maximos em determinada dose de nitrogénio aplicada e ndo aumentam de modo
indefinido.

A segunda leitura Falker, feita aos 60 DAS, demonstrou efeito significativo da
comparacdo C1, cuja maior leitura foi observada na testemunha em relacdo aos
demais tratamentos, com valor de 68,64 e que foi 7,14% maior que a das plantas
que receberam adubacdo nitrogenada. Também foi constatado efeito significativo da
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comparacao C9, com destaque para a estirpe MT15 em relacdo a estirpe MT8, cujas
plantas apresentaram leitura de 67,04 e incremento de 4,65% em relagdo ao
tratamento com nitrogénio mineral. Nao foi encontrado efeito significativo nas demais

comparacoes deste parametro (Tabela 4).

Tabela 4. Contrastes ortogonais para valores médios de indice Falker aos 60 dias
apos a semeadura em plantas de feijdo caupi, submetidas a inoculacao de rizébios
em solo do Cerrado.

Contrastes/coeficientes

Tratamentos Medias ——T—7 c3 c4  c5 Cc6 c7 cs  Co
MT15+MT16 64,86 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 0 0
MT8+MT16 65,78 -1 -1 -1 -1 -1 1 0 0 0
MT8+MT15+MT16 65,65 -1 -1 -1 -1 2 0 0 0 0
MT8+MT15 65,54 -1 -1 -1 3 0 0 0 0 0
MT15 67,04 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 -1
MTS 62,23 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 1
MT16 62,49 -1 -1 1 0 0 0 -1 2 0
BR3267 67,16 -1 -1 1 0 0 0 3 0 0
70 kg hat 64,06 -1 8 0 0 0 0 0 0 0
Testemunha 68,64 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Estimativas 3,66 -1,03 -0,72 0,10 0,33 0,91 3,24 -2,14 -481

Pr>F 0,02* 0,49"S 0,47™ 0,94" 0,84" 0,64"S 0,05™ 0,22" 0,02*

Cl — Testemunha x Demais tratamentos; C2 — Nitrogenado x estirpes; C3 — estirpes isoladas x
estirpes combinadas; C4 — (MT8+MT15) x (MT8+MT15+MT16), (MT8+MT16), e (MT15+MT16); C5 —
(MT8+MT15+MT16) x (MT8+MT16) e (MT15+MT16); C6 — (MT8+MT16) x (MT15+MT16); C7 —
estirpe BR3267 x estirpes MT8, MT15 e MT16; C8 — estirpe MT8 x MT15 e MT16; C9 — estirpe MT8 x
MT15.

ns e * ndo significativo e significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente.

Embora sejam esperados decréscimos na taxa fotossintética apds o periodo de
florescimento, devido a mobilizacdo do nitrogénio das folhas para os grdos conforme
relatam Kulsum et al. (2007), foi observada apenas uma pequena variacdo dos
valores da primeira para a segunda leitura do indice de clorofila Falker. Ainda assim,
nos tratamentos em que se observou valores mais elevados neste periodo de
avaliacdo, a produtividade de graos também foi elevada.

As plantas do tratamento testemunha podem ter apresentado leitura elevada
devido ao baixo porte em relagdo as plantas de outros tratamentos, pois ndo foram
inoculadas nem receberam adubacé&o nitrogenada. Com isso, possivelmente houve
um aumento da concentragé@o de nitrogénio nas folhas dessas plantas, o que refletiu
em valores elevados de indice de clorofila Falker. No caso destas plantas, o aporte

de nitrogénio pode ter ocorrido pela simbiose formada com rizébios nativos do solo,
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visto que apresentaram nodulagcdo espontanea, indicando a presenca dessas
bactérias no solo do experimento.

De acordo com Xavier et al. (2006), o feijdo caupi apresenta baixa
especificidade hospedeira, podendo formar simbiose com diversas espécies de
rizobios. Tal ocorréncia também é devida a larga diversidade genética dos rizébios
tropicais, assim como ressaltam Lewin et al. (1987) e Mpepereki et al. (1996), a qual
€ responsavel por aumentar o espectro de hospedeiros.

Sinclair e Wit (1976) e Salon et al. (2001) ressaltam que para haver a
mobilizacdo do nitrogénio para 0s gréos, O nutriente precisa ser previamente
acumulado nas partes vegetativas da planta. Entretanto, devido ao tamanho
reduzido das plantas do tratamento testemunha, o nitrogénio foi mantido nas folhas
para a manutencdo do metabolismo de crescimento e ndo houve sua mobilizacao
para os graos, razao pela qual essas plantas apresentaram baixa produtividade.

Por outro lado, as plantas inoculadas com a estirpe MT15 apresentaram indice
Falker de 67,04, sendo maior em relacédo a estirpe MT8 (62,23), indicando eficacia
na fixacdo do nitrogénio atmosférico por essa estirpe. Segundo Kumawat et al.
(2000), o teor de clorofila nas folhas € um bom indicador de contribuicdo da fixacao
de nitrogénio por rizébios.

As plantas inoculadas com a estirpe MT15 apresentaram um elevado indice de
clorofila neste periodo de avaliacéo, tendo também uma alta produtividade de gréos,
0 que possivelmente esteja relacionado com o consumo de luxo do nitrogénio pelas
plantas, embora este tenha sido mobilizado das folhas para os graos, pois a partir
das leituras Falker realizadas foram constatadas quantidades elevadas deste
nutriente nas folhas.

De acordo com os relatos de Dwyer et al. (1995), a leitura realizada com o
clorofildbmetro ndo € influenciada pelo consumo de luxo das plantas, pois quando em
excesso, 0 nitrogénio é acumulado na forma de nitrato e nao participa da
composicdo da clorofila. Portanto, o conteudo de nitrogénio nas folhas das plantas
do tratamento MT15 possibilitou manter uma quantidade relativamente elevada de
clorofila nas folhas, suprindo o metabolismo da planta, enquanto que o nitrato livre
pode ter sido utilizado para o enchimento dos grédos, possibilitando elevada
produtividade de grdos (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010).
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Na segunda leitura do indice de clorofila ndo foi observado efeito significativo
da adubacéo nitrogenada. Esses resultados demonstram a eficacia das estirpes em
se associarem com o feijdo caupi, fornecendo quantidades adequadas de nitrogénio
para a cultura e contribuindo para valores de indice de clorofila similares aos
observados em plantas adubadas com nitrogénio.

Este efeito foi demonstrado anteriormente por Frigo et al. (2014). Estes autores
avaliaram o efeito da inoculacdo de rizobios sobre as caracteristicas produtivas do
feijdo caupi e observaram maior indice de clorofila nas plantas da adubacéo
nitrogenada, cuja leitura foi de 54,58, a qual se diferiu apenas da estirpe BR3267,
mas nao das demais estirpes inoculadas. Esse resultado mostra que as estirpes
podem suprir o requerimento nutricional das plantas de feijdo caupi, assim como a
adicao de fertilizante nitrogenado, de modo que a adubacéo nitrogenada pode ser

substituida pela inoculagéo de rizébios.

4.3 Acumulo de matéria seca

4.3.1 Matéria seca da parte aérea

A andlise dos dados de matéria seca da parte aérea mostraram efeito
significativo no contraste C5, destacando-se a combinacdo MT8+MT15+MT16 em
relacdo as combinacdes MT8+MT16 e MT15+MT16, cujo valor obtido foi de 19,22 g
planta! e que correspondeu a um incremento de 6,42% em relagdo a matéria seca
das plantas do tratamento com adubacéo nitrogenada. Contudo, nao foram
detectados efeitos significativos para as demais comparacdes feitas entre o0s

tratamentos (Tabela 5).
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Tabela 5. Contrastes ortogonais para valores médios de matéria seca da parte aérea de

plantas de feijdo caupi submetidas a inoculacdo de rizébios em solo do Cerrado.

Tratamentos Médias Contrastes/coeficientes
(g planta?) C1 C2 C3 Cc4 C5 C6 C7 C8 C9
MT15+MT16 14,53 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 0 0
MT8+MT16 14,87 -1 -1 -1 -1 -1 1 0 0 0
MT8+MT15+MT16 19,22 -1 -1 -1 -1 2 0 0 0 0
MT8+MT15 17,52 -1 -1 -1 3 0 0 0 0 0
MT15 15,22 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 -1
MT8 13,76 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 1
MT16 15,00 -1 -1 1 0 0 0 -1 2 0
BR3267 15,63 -1 -1 1 0 0 0 3 0 0
70 kg hat 18,06 -1 8 0 0 0 0 0 0 0
Testemunha 17,01 9 0 0 0 0 0 0 0 0
Estimativas 10,83 24,03 -15,14 14,75 47,58 8,23 9,74 506 -14,66
Pr>F 0,49 0,14"™ 0,16"™ 0,40"™ 0,01* 0,70 0,57™ 0,78" 0,49"°

C1l - Testemunha x Demais tratamentos; C2 — Nitrogenado x estirpes; C3 — estirpes isoladas x estirpes

combinadas; C4 - (MT8+MT15) x (MT8+MT15+MT16), (MT8+MT16), e (MT15+MT16);

C5

(MT8+MT15+MT16) x (MT8+MT16) e (MT15+MT16); C6 — (MT8+MT16) x (MT15+MT16); C7 — estirpe

BR3267 x estirpes MT8, MT15 e MT16; C8 — estirpe MT8 x MT15 e MT16; C9 — estirpe MT8 x MT15.

ns @ * para contraste ndo significativo e significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F, respectivamente.

A utilizacdo de uma combinacéo tripla entre as estirpes de rizébio apresentou-

se favoravel a producdo de matéria seca pelas plantas de feijado caupi. As estirpes
combinadas MT8+MT15+MT16 proporcionaram aumento na matéria seca das
plantas devido a acdo conjunta entre essas estirpes, o que favoreceu a
disponibilizagdo do nitrogénio e resultou em maior acumulo nas plantas deste
tratamento.

Quanto aos demais tratamentos utilizando combinacbes de estirpes,
MT8+MT15 foi o que mais se aproximou com valor médio de 17,52 g planta. Neste
tratamento, as plantas apresentaram valores 97% equivalentes aos observados nas
plantas que receberam adubacao nitrogenada.

Esses resultados reforcam os relatos de Vessey (2004) de que a inoculacdo de
rizObos apresenta potencial para aumentar a producdo de matéria seca pelas
plantas. Isso porque a simbiose formada entre as leguminosas e as estirpes de
rizobio minimiza a competicdo dessas bactérias com outros micro-organismos da
rizosfera, ja que elas estao abrigadas no interior dos nddulos.

Em adicdo, Gualter et al. (2008; 2011) acrescentam que quando o nitrogénio €
fornecido em quantidades significativas, contribui para um melhor acumulo de
matéria seca. Sendo assim, as plantas inoculadas com a combinagéo tripla foram as
gue obtiveram o melhor suprimento de nitrogénio, apresentando acimulo de matéria

seca elevado em relacdo a inoculacdo isolada das estirpes e a adubacao
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nitrogenada. Dessa forma, as combinacbes de estirpes MT8+MT15+MT16 e
MT8+MT15, mostraram esse potencial, se destacando das demais formas de
inoculacao.

Nas combinacdes MT15+MT16 e MT8+MT16, os valores de matéria seca da
parte aérea das plantas estiveram bem abaixo daqueles encontrados na inoculacéo
tripla, os quais se aproximaram daqueles encontrados com as inoculagbes de modo
isolado das estirpes. Nestes tratamentos observou-se acumulo de matéria seca
estatisticamente semelhante ao da estirpe recomendada para o feijdo caupi
(BR3267) e ao tratamento com adubacao nitrogenada.

Em relagdo ao tratamento com nitrogénio mineral, esses valores
corresponderam a 76,2% para a estirpe MT8, 83% para a estirpe MT16, 84,3% para
a estirpe MT15 e a 86% para a estirpe BR3267, comprovando a efetividade das
estirpes testadas em formar simbiose com a cultura, o que sugere a possibilidade de
utilizacdo como alternativa aos fertilizantes nitrogenados. Além disso, convém
ressaltar que embora esses tratamentos ndo tenham sido significativos, o acumulo
de matéria seca obtido mostra que as estirpes forneceram uma parcela consideravel
do nitrogénio requerido pelo feijao caupi.

De acordo com Marschner et al. (1996), o nitrogénio provido a partir das raizes
€ exportado para a parte aérea e contribui para que haja o crescimento da planta,
podendo ser fornecido por bactérias fixadoras simbiéticas. Além disso, Portes e
Araujo (2012) inferem que a distribuicdo dos fotoassimilados nos érgdos da planta
pode variar durante seu crescimento e desenvolvimento. Deste modo, ao formar
simbiose com rizébios, o nitrogénio fixado é transportado para as folhas e fara parte
da molécula de clorofila, a qual é responsavel pelo processo de fotossintese e
subsequente producédo de energia que sustentard o metabolismo da planta.

Gualter et al. (2008) realizaram um estudo em que avaliaram a eficiéncia
simbidtica de estirpes de Bradyrhizobium sp. associada a adubacdo nitrogenada
sobre o desenvolvimento do feijdo caupi. Estes autores observaram resultados
significativos com inoculacdo aos 50 dias ap0s a emergéncia, mas sem adi¢cdo dos
nutrientes, sugerindo que a fixacdo biolégica disponibilizou o nitrogénio em
quantidades satisfatorias para as plantas, ndo havendo influéncia dos demais

nutrientes testados.
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Frigo et al. (2014) avaliaram o feijdo caupi submetido a inoculacéo de rizébios e
nao observaram diferencas significativas entre os tratamentos testados, reportando
valor médio de 63,82 g para o tratamento com adubacao nitrogenada e 47,74 g para
o tratamento testemunha. Guimarées et al. (2015b) avaliaram o efeito da inoculacdo
de rizébios recomendados para feijdo guandu sobre o desenvolvimento do feijao
caupi e ndo encontraram diferencas significativas entre a inoculagéo e a adubacao
nitrogenada.

Essas observacbes possibilitam inferir que tanto a inoculacdo com rizobios
como a adubacdo nitrogenada apresentaram-se equivalentes nessa cultura. Deste
modo, pode-se optar pela alternativa menos danosa para o meio ambiente e que

permita a producdo com menor custo associado.

4.3.2 Matéria seca de raizes

A analise por contrastes ortogonais da massa seca de raizes detectou efeito
significativo da comparacdo C5, com destaque para a combinacéo
MT8+MT15+MT16 em relacdo as combinacbes MT8+MT16 e MT15+MT16, cujas
plantas apresentaram 1,94 g planta, sendo o incremento de 8,37% em relacdo ao
tratamento com adubacdo nitrogenada. Nao foi detectado efeito significativo nas

demais comparacdes quanto a este parametro (Tabela 6).

Tabela 6. Contrastes ortogonais para valores médios de massa seca de raizes do
feijdo caupi, submetido a inoculagdo de rizébios em solo do Cerrado.

Tratamentos Médias Contrastes/coeficientes
(g plantat) C1 c2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9
MT15+MT16 1,49 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 0 0
MT8+MT16 1,47 -1 -1 -1 -1 -1 1 0 0 0
MT8+MT15+MT16 1,94 -1 -1 -1 -1 2 0 0 0 0
MT8+MT15 1,72 -1 -1 -1 3 0 0 0 0 0
MT15 1,59 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 -1
MT8 1,43 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 1
MT16 1,60 -1 -1 1 0 0 0 -1 2 0
BR3267 1,57 -1 -1 1 0 0 0 3 0 0
70 kg ha?t 1,79 -1 8 0 0 0 0 0 0 0
Testemunha 1,79 9 0 0 0 0 0 0 0 0
Estimativas 1,62 1,84 -1,09 0,79 459 -0,20 0,24 0,93 -1,51
Pr>F 0,26" 0,21 0,26 061" 0,01* 0,91™ 0,87 0,57 0,43"™

C1 - Testemunha x Demais tratamentos; C2 — Nitrogenado x estirpes; C3 — estirpes isoladas x estirpes
combinadas; C4 - (MT8+MT15) x (MT8+MT15+MT16), (MT8+MT16), e (MT15+MT16); C5 -
(MT8+MT15+MT16) x (MT8+MT16) e (MT15+MT16); C6 — (MT8+MT16) x (MT15+MT16); C7 — estirpe
BR3267 x estirpes MT8, MT15 e MT16; C8 — estirpe MT8 x MT15 e MT16; C9 — estirpe MT8 x MT15.
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ns e * para contraste ndo significativo e significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F,
respectivamente.

Novamente, a inoculagéo tripla das estirpes MT8+MT15+MT16 proporcionou
elevado acumulo de matéria seca. Neste caso, as raizes aumentaram a quantidade
de matéria seca produzida devido o nitrogénio provido pelas estirpes e que foi
incorporado a parte aérea, possibilitando seu crescimento e assim maior
fotossintese, o que resultou em maior producdo de raizes pelas plantas de feijao
caupi.

De acordo com Bredemeier e Mundstock (2000), as raizes necessitam dos
carboidratos produzidos nas folhas para a producdo de energia e esqueletos de
carbono que sao, posteriormente, incorporados em aminoacidos. Sendo assim, parte
aérea e raizes interagem entre si de modo que o fornecimento de nitrogénio vem
influenciar na fotossintese das plantas, e com isso, no crescimento radicular,
conforme é relatado por Piazzetta et al. (2014).

Valores proximos foram observados, mas ndo significativos, nos tratamentos
de adubacéo nitrogenada (1,79 g planta!) e naguele com a inoculagdo combinada
das estirpes MT8+MT15 (1,72 g planta™). Esses valores mostram que a inoculagdo
combinada de estirpes de rizébio € favoravel a producdo de matéria seca radicular
em plantas de feijdo caupi, permitindo substituir o uso do fertilizante nitrogenada.

Para os tratamentos com inoculacdo isolada das estirpes, o resultado
estatisticamente similar ao da estirpe comercial (BR3267) e da adubacéo
nitrogenada reforca o fato de essas estirpes formarem simbiose efetiva com as
plantas de feijdo caupi e de fornecerem nitrogénio para a cultura.

Com valores abaixo daqueles encontrados no tratamento utilizando a
combinacdo tripla das estirpes, os tratamentos MT15 e MT16 mostraram-se capazes
de promover o crescimento das plantas, visto que a matéria seca de raizes nesses
tratamentos foram de 1,59 g planta e 1,60 g planta™, correspondendo a cerca de 88
e 89% dos valores observados na adubacao nitrogenada, respectivamente.

Segundo Neves et al. (1982), como o feijao caupi € uma leguminosa de clima
tropical, produz ureideos como principais produtos da fixagdo biologica de
nitrogénio. Sawazaki et al. (1987) explicam que este fato esta ligado ao menor gasto

de energia do processo assimilatorio, pois o nitrogénio transportado na forma de
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ureideos é menos dispendioso para a planta que aquele transportado na forma de
ions inorganicos como nitrato e aménio.

Guedes et al. (2010) avaliaram a eficiéncia de inoculantes em feijdo caupi,
comparado aos do fertilizante nitrogenado e relataram diferenca nao significativa
entre os tratamentos. Essa resposta demonstra que a inoculagdo de estirpes de
rizobio em feijdo caupi pode substituir a adubacdo nitrogenada, visto que a
disponibilizacdo do nitrogénio ocorre de maneira satisfatoria para o crescimento das
plantas.

O efeito de diferentes métodos de inoculacao de rizébios e cultivares de feijao
fava foi avaliado por Far et al. (2014). No estudo, os autores observaram que na
cultivar Barekat houve incremento de 14% na massa seca de raizes quando

comparada aos tratamentos nao inoculados.

4.3.3 Matéria seca total

Para a massa seca total, resposta similar também foi observada, destacando-
se a combinacdo MT8+MT15+MT16 comparada as combinacdes MT8+MT16 e
MT15+MT16, cujas plantas apresentaram 21,37 g planta e incremento de 6,6% em
relacdo ao tratamento com adubacdo nitrogenada. N&o foi detectado efeito
significativo nas demais comparacfes entre os tratamentos para este parametro
(Tabela 7).

Tabela 7. Contrastes ortogonais para valores médios de massa seca total de plantas de
feijdo caupi submetidas a inoculac&o de rizobios em solo do Cerrado.

Tratamentos Médias Contrastes/coeficientes
(g planta™) Cc1 C2 C3 c4 C5 C6 C7 C8 C9
MT15+MT16 15,75 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 0 0
MT8+MT16 16,55 -1 -1 -1 -1 -1 1 0 0 0
MT8+MT15+MT16 21,37 -1 -1 -1 -1 2 0 0 0 0
MT8+MT15 19,44 -1 -1 -1 3 0 0 0 0 0
MT15 17,01 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 -1
MT8 15,39 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 1
MT16 16,80 -1 -1 1 0 0 0 -1 2 0
BR3267 17,40 -1 -1 1 0 0 0 3 0 0
70 kg ha?t 20,05 -1 8 0 0 0 0 0 0 0
Testemunha 19,03 9 0 0 0 0 0 0 0 0
Estimativas 12,45 25,87 -16,23 1555 52,18 8,03 9,99 6,00 -16,18
Pr>F 0,26" 0,21" 0,26™ 0,61" 0,01* 0,91"™ 0,87 057" 0,43"

C1 - Testemunha x Demais tratamentos; C2 — Nitrogenado x estirpes; C3 — estirpes isoladas x estirpes
combinadas; C4 - (MT8+MT15) x (MT8+MT15+MT16), (MT8+MT16), e (MT15+MT16); C5 -
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(MT8+MT15+MT16) x (MT8+MT16) e (MT15+MT16); C6 — (MT8+MT16) x (MT15+MT16); C7 — estirpe
BR3267 x estirpes MT8, MT15 e MT16; C8 — estirpe MT8 x MT15 e MT16; C9 — estirpe MT8 x MT15.
ns e * para contraste nado significativo e significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F,
respectivamente.

Assim como houve maior producdo de matéria seca de parte aérea e de raizes
no tratamento envolvendo a combinacao tripla das estirpes MT8+MT15+MT16, a
massa seca total também foi maior nessas plantas. Os demais tratamentos
combinados apresentaram menores valores de matéria seca total, sem efeito
significativo sobre este parametro. Contudo, no tratamento MT8+MT15, as plantas
apresentaram valor médio de 19,44 g planta, correspondendo a 97% dos valores
encontrados na adubacao nitrogenada e aproximando-se daqueles encontrados com
a inoculacao tripla MT8+MT15+MT16.

A resposta observada com a inoculacdo combinada das estirpes sugere uma
possivel compatibilidade existente entre elas, de modo que isso tenha favorecido a
producdo de matéria seca pelas plantas de feijao caupi. De acordo com Trabelsi e
Mhamdi (2013), o aumento da diversidade microbiana no inoculante quando as
estirpes sdo inoculadas de forma combinada, aumentam as chances de sucesso da
inoculacdo. A interacdo entre as bactérias na inoculacdo tripla, e dessas com as
plantas de feijao caupi, possibilitou melhor suprimento de nitrogénio para as plantas.

Efeito ndo significativo da inoculacao isolada foi demonstrado em um estudo
realizado por Maingi et al. (2001) na regido Sudeste do Kenia. Estes autores
relataram que o feijoeiro ndo respondeu, em termos de producdo de matéria seca
total, a inoculacdo isolada da estirpe 446, justificando, no entanto, que pode ter
ocorrido aquisicao de nitrogénio pela cultura a partir da solu¢éo do solo.

Entretanto, alguns fatores bioticos podem interferir no sucesso da inoculacao
guando realizada de modo isolado, sobretudo a competicdo com outras estirpes de
rizobio do solo. Segundo Raposeiras et al. (2006), essas estirpes sdo geralmente
mais competitivas, embora sejam menos eficientes em fixar nitrogénio atmosférico.

Um experimento para se avaliar os efeitos da incoulagdo de rizobios em
diferentes cultivares de feijao caupi foi realizado por Chagas Junior et al. (2010a) na
regido Sul do Tocantins. Esses autores observaram, na culttivar Nova Era que nao
houve diferencas significativas com a inoculagédo das estirpes BR3302, BR3301 e

BR3262 sobre a matéria seca total das plantas. Portanto, um inoculante que
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contenha mais de uma estirpe pode minimizar esses efeitos e aumentar as chances
de sucesso da inoculagéo.

Na adubacéao nitrogenada nao foi observado efeito significativo sobre a matéria
seca total das plantas de feijdo caupi, cujos valores foram de 20,05 g planta?. De
acordo com Li et al. (1999) o nitrogénio pode aumentar a taxa fotosintética das
plantas, promovendo um maior desenvolvimento radicular e subsequente absorgéo
de nutrientes.

Porém, os valores observados na adubacdo nitrogenada ficaram abaixo dos
encontrados com a inoculacdo combinada MT8+MT15+MT16. Isso mostra que
embora o nitrogénio tenha sido fornecido em uma forma prontamente disponivel
para absorcdo pelas plantas, a simbiose leguminosa-rizobios apresenta menos

perdas, sendo o nitrogénio melhor aproveitado pela cultura.
4.4. Eficiéncia relativa das estirpes
As formas de inoculacdo ndo se diferiram estatisticamente entre si, da estirpe

recomendada para o feijdo caupi BR3267, nem da adubacdo nitrogenada, com
valores que variaram de 76 a 102,8% (Figura 3).

Eficidancia relativa (%)
[+7]
(=)

Tratamentos

Figura 3. Eficiéncia relativa das estirpes de rizobio inoculadas em feijdo caupi em
solo de Cerrado. Barras seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

A eficiéncia relativa mede o grau de contribuicdo dos tratamentos inoculados

em relacdo ao tratamento de adubacdo nitrogenada. Observou-se que as estirpes
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testadas MT8, MT15 e MT16 podem substituir a adubacao nitrogenada, uma vez
gue ambas as formas de inoculacdo foram estatisticamente similares entre si e entre
o tratamento com adicdo de nitrogénio mineral. Contudo, a combinacéo
MT8+MT15+MT16 apresentou valor de eficiéncia relativa de 102%, seguida pela
combinagdo MT8+MT15 cuja eficiéncia relativa apresentada foi de 94,4%, ambos em
relacdo aos valores da adubacéo nitrogenada (100%).

A igualdade entre as formas de inoculacéo e o tratamento utilizando nitrogénio
mineral indica um alto potencial destas estirpes para serem recomendadas como
inoculantes do feijado caupi, podendo substituir o uso de fertilizantes nitrogenados
nessa cultura.

Os valores observados nas combinacbées MT8+MT15+MT16 e MT8+MT15
podem ser considerados representativos, estando de acordo com as observacdes de
Soares et al. (2006b) e Almeida et al. (2010). Esses autores constataram que
embora ndo tenha havido diferencas significativas, a eficiéncia relativa apresentada
pelas estirpes ficou proxima da eficiéncia do fertilizante nitrogenado. Com isso,
esses autores mostraram que as estirpes apresentaram um potencial de fixacdo
biolégica de nitrogénio comparavel com o nitrogénio fornecido as plantas pela
adubacdao nitrogenada, podendo substitui-la.

A atuacdo conjunta das estirpes na combinacdo MT8+MT15+MT16
proporcionou 0s maiores acumulos de matéria seca vegetal, tendo dessa forma
contribuido de maneira efetiva para o crescimento das plantas. A eficiéncia relativa
obtida neste tratamento, embora n&o tenha havido diferencas significativas entre as
formas de inoculacdo nem adubacdo nitrogenada, apresentou valor elevado,
podendo ser utilizada na inoculagao do feijao caupi.

A eficiéncia simbiotica de isolados de rizébio em plantas de feijdo caupi foi
avaliada por Chagas Junior et al. (2010b). Estes autores observaram que oS
isolados que proporcionaram maiores acumulos de matéria seca na parte aérea e de
raizes foram também o0s que apresentaram maiores valores de eficiéncia relativa,

embora néo se diferiram estatisticamente do tratamento com adubacgao nitrogenada.
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4.5 Nodulagéo
4.5.1 Numero de nddulos por planta

A andlise por contrastes ortogonais do numero de nédulos ndo mostrou efeito
significativo em nenhuma das comparacdes envolvendo o0s tratamentos com

inoculacao das estirpes de rizébio nem de adubacéo nitrogenada (Tabela 8).

Tabela 8. Contrastes ortogonais para o numero médio de nodulos em plantas de feijao
caupi inoculadas com estirpes de rizébio em solo de Cerrado.

Contrastes/coeficientes

Tratamentos Médias

C1l C2 C3 Cc4 C5 C6 Cc7 C8 C9
MT15+MT16 28,53 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 0 0
MT8+MT16 33,52 -1 -1 -1 -1 -1 1 0 0 0
MT8+MT15+MT16 31,43 -1 -1 -1 -1 2 0 0 0 0
MT8+MT15 23,43 -1 -1 -1 3 0 0 0 0 0
MT15 20,70 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 -1
MT8 27,73 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 1
MT16 20,76 -1 -1 1 0 0 0 -1 2 0
BR3267 28,23 -1 -1 1 0 0 0 3 0 0
70 kg ha? 24,63 -1 8 0 0 0 0 0 0 0
Testemunha 30,43 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Estimativas 38,77 -21,62 -48,75 -77,33 4,00 50,00 51,66 -34,50 70,33

Pr>F 0,44" 0,67™ 0,16 0,17" 0,94 0,46"™ 0,35"™ 0,55 0,30™

C1 — Testemunha x Demais tratamentos; C2 — Nitrogenado x estirpes; C3 — estirpes isoladas x estirpes
combinadas; C4 — (MT8+MT15) x (MT8+MT15+MT16), (MT8+MT16), e (MT15+MT16); C5 -
(MT8+MT15+MT16) x (MT8+MT16) e (MT15+MT16); C6 — (MT8+MT16) x (MT15+MT16); C7 — estirpe
BR3267 x estirpes MT8, MT15 e MT16; C8 — estirpe MT8 x MT15 e MT16; C9 — estirpe MT8 x MT15.

ns — ndo significativo pelo teste de F a 5% de probabilidade.

O numero de nédulos variou de 20,76 nédulos planta™ no tratamento MT16 a
33,52 nbédulos planta! no tratamento combinado MT8+MT16. Foi observada
nodulacdo nas plantas do tratamento testemunha, sugerindo haverem rizébios
nativos no solo experimental, sendo contabilizados, neste tratamento, cerca de
30,43 nbdulos planta™.

A nodulacdo por estirpes nativas de rizobio frequentemente compromete a
nodulacao do feijdo caupi devido a ampla gama de microssimbiontes associados a
essa cultura. Ja foi demonstrada nodulacdo similar entre plantas inoculadas e néao
inoculadas, em estudos de Raposeiras et al. (2006) e Pelegrin et al. (2009). Estes
autores constataram, em feijoeiro, a formacéo de nédulos nas plantas do tratamento
testemunha, sugerindo a ocorréncia de rizobios nativas no solo dos locais onde

foram conduzidos tais experimentos.
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Um estudo para se avaliar a contribuicdo de estirpes de rizobio sobre o
rendimento de cultivares de feijao caupi foi conduzido por Marinho et al. (2014). No
entanto, ndo foram observadas diferencas significativas na nodulacédo das cultivares
BRS Acaua, BRS Carijo e BRS Tapaihum. Este fato reforca os relatos de Neves e
Rumjanek (1997) de que culturas como o feijdo caupi e o feijoeiro podem formar
simbiose com muitas espécies de rizobio, sendo este evento de ocorréncia
generalizada em leguminosas tropicais.

Ao mesmo tempo, Montealegre e Grahan (1996) afirmam que a presenca
numerosa de rizébios estabelecidos no solo é outra causa de limitagdo para a
inoculacdo do feijdo caupi. Embora as formas de inoculagdo contivessem uma
concentracdo adequada de células e estivessem livres de contaminag¢do conforme é
sugerido por Campo e Hungria (2007), o fato de n&o ter havido diferencas
significativas na nodulacdo do feijdo caupi sugere essa competitividade pela
formacao de nddulos das estirpes do solo com aquelas introduzidas via inoculacao.

Observacao similar foi feita por Xavier et al. (2006). Estes autores relataram
gue mesmo com a concentracdo adequada de células no inoculante, algumas
estirpes de rizébio ndo apresentaram efeito significativo sobre a nodulacdo do feijao
caupi em relacdo aos tratamentos néo inoculados.

Essas observacdes vao de encontro com as de Brown e Ahmad (1996) de que
em solos tropicais, 0s rizObios nativos sdo mais promiscuos e competitivos pela
formacdo dos nodulos. Dessa forma, a proporcdo de nddulos contendo a estirpe
introduzida torna-se menor, conforme sugerem Tilak et al. (2006). Tanto essa como
outras limitacBes sdo responsaveis por interferir nas respostas das leguminosas a
inoculacao, visto que requer das estirpes de rizobio caracteristicas que favorecam
sua persisténcia no solo frente a estresses bibticos e abidticos.

Foi postulado por Kremer e Peterson (1983), e mais recentemente confirmado
por Chemining'wa et al. (2011) que o processo de nodulacdo depende da
adaptabilidade e persisténcia das estirpes de rizébio quando aplicadas ao solo, visto
que estas interagem com oscilacbes de pH, temperatura, umidade, além do proprio
tipo de solo, podendo estes fatores influenciar diretamente sobre a inoculacdo. Com
isso, uma boa nodulacdo carece ndo s6 da especificidade entre planta e bactéria,
mas das estirpes suportarem tais alteracdes edafoclimaticas das regiées onde séo
utilizadas.
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Todavia, ja foi constatada a influéncia positiva da adaptabilidade e persisténcia
das estirpes de rizobios no solo. Soares et al. (2006a) observaram diferencas
significativas na nodulacéo em feijdo caupi, atribuindo a maior nimero de nédulos as
estirpes UFLA 03-84 e INPA 03-11B, com médias de 31,17 e 31,10 nédulos planta,
respectivamente. Esse resultado mostra que as estirpes foram capazes de competir
com a populacéo nativa e de se adaptarem as condi¢des edafocliméticas do local do
estudo, proporcionando nodulacéo eficiente da cultura.

Quanto ao tratamento com adubacéo nitrogenada, foi constatada a formacéo
de nodulos, indicando que o nitrogénio fornecido as plantas néo foi suficiente para
inibir a nodulagcéo do feijao caupi, onde foram contabilizados uma média de 24,63
nédulos planta, corroborando as respostas encontradas por Silva et al. (1993) na
cultura do feijoeiro. Esses autores observaram que a aplicacdo de nitrogénio nao
causou efeito inibitério sobre a nodulagéo da cultura.

Frequentemente € relatada uma diminuicdo no nimero de nédulos em funcao
da aplicacdo de nitrogénio mineral, mas alguns estudos apresentaram resultados
opostos ao que se acredita ocorrer. Em feijdo caupi, Lacerda et al. (2004)
observaram que a nodulacéo pelas estirpes de rizobio néo foi inibida pela aplicacédo
de 70 kg ha! de nitrogénio na forma de ureia, cuja média nessas plantas foi de 11
nédulos planta®. Da mesma forma, Almeida et al. (2010) observaram nodulacéo
estatisticamente similar entre as estirpes BR3267, BR3262 e a adubacao nitrogeada
na dose de 80 kg ha! de N na forma de ureia, reportando 26,28 nédulos planta no
tratamento com N mineral.

Esses estudos demonstraram que o feijdo caupi se beneficiou do nitrogénio
mineral aplicado ao solo e da inoculacdo das estirpes de rizobio, sugerindo efeito
conjunto desses tratamentos sobre a nodulacdo dessa cultura, assim como ja foi
demonstrado em feijoeiro por Tsai et al. (1993). Portanto, dessa forma, comprova-se
as proposicoes de Neves et al. (1982) de que o feijdo caupi pode obter o nitrogénio

de outras fontes mesmo quando nodulado.
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4.5.2 Massa seca de n6dulos

A andlise por contrastes ortogonais da massa seca de nédulos mostrou nao
haver efeito significativo em nenhuma das comparacfes envolvendo os tratamentos
(Tabela 9).

Tabela 9. Contrastes para valores médios de massa seca de nédulos de plantas de
feijdo caupi submetidas a inoculacdo combinada de rizébios em area de Cerrado.

Tratamentos Médias Contrastes/coeficientes

(g planta’) C1 Cc2 C3 Cc4 C5 C6 C7 Cc8 C9
MT15+MT16 0,93 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 0 0
MT8+MT16 1,16 -1 -1 -1 -1 -1 1 0 0 0
MT8+MT15+MT16 0,96 -1 -1 -1 -1 2 0 0 0 0
MT8+MT15 0,66 -1 -1 -1 3 0 0 0 0 0
MT15 0,53 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 -1
MT8 1,03 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 1
MT16 0,66 -1 -1 1 0 0 0 -1 2 0
BR3267 0,76 -1 -1 1 0 0 0 3 0 0
70 kg hat 0,63 -1 8 0 0 0 0 0 0 0
Testemunha 1,00 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Estimativas 0,18 -0,20 -0,18 -0,35 -0,08 0,23 0,02 -0,11 0,50

Pr>F 0,42" 0,36™ 0,23 0,16™ 0,75™ 0,44"™ 0,92 0,20" 0,11"™

C1l — Testemunha x Demais tratamentos; C2 — Nitrogenado x estirpes; C3 — estirpes isoladas x
estirpes combinadas; C4 — (MT8+MT15) x (MT8+MT15+MT16), (MT8+MT16), e (MT15+MT16); C5 —
(MT8+MT15+MT16) x (MT8+MT16) e (MT15+MT16); C6 — (MT8+MT16) x (MT15+MT16); C7 —
estirpe BR3267 x estirpes MT8, MT15 e MT16; C8 — estirpe MT8 x MT15 e MT16; C9 — estirpe MT8 x
MT15.

ns — ndo significativo pelo teste de F a 5% de probabilidade.

A combinacdo MT8+MT16 apresentou um percentual de variacdo
correspondente a 84,12% e a estirpe MT8 de 63,5%, ambos em relacdo ao
tratamento com adubacao nitrogenada. No tratamento testemunha, este percentual
correspondeu a 58,7%.

A diferenca néo significativa entre os tratamentos deveu-se, provavelmente, ao
tamanho diversificado dos nédulos em um mesmo tratamento. Com base nisso, pode-
se inferir que os tratamentos MT8+MT16, MT8 e testemunha apresentaram nédulos
maiores em relacdo aos demais tratamentos. Também pode-se dizer que os rizébios
nativos do solo apresentaram boa nodulacdo, tendo influenciado a massa seca
nodular do tratamento testemunha.

Segundo Paffetti et al. (1998), a ocupacéo nodular pelos rizobios e a seletividade
simbidtica da cultivar também podem interferir neste parametro, sendo esta ultima o

principal fator de modificagdo das populagdo de rizébios do solo. Portanto, a presenca
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de rizobios compativeis no solo onde € cultivado o feijdo caupi implica em maior
competicao pela formacéo de nédulos, podendo comprometer a inoculacao.

Foi demonstrado anteriormente por Thies et al. (1991b) que o feijao caupi
apresenta um alto grau de compartilhamento de rizébios com outras leguminosas, o
que interfere no processo de nodulagdo dessa cultura. O mesmo € valido para o
feijoeiro, conforme ressaltam Vargas et al. (2000). Estes autores afirmam que a
maioria dos solos onde essa cultura € cultivada contém rizébios nativos que podem
interfirir no processo de nodulacao.

A resposta do feijoeiro a inoculacéo de rizébios foi testada em duas areas por
Fonseca et al. (2013). Estes autores n&do observaram diferengas significativas nos
valores de massa seca de nédulos entre os tratamentos. Entretanto, houve diferenca
significativa neste parametro entre as areas, sendo que Uberaba apresentou maiores
valores de massa seca de nddulos que Patos de Minas.

As observacbes de Rebechini et al. (2014) mostraram que a inoculacdo de
Rhizobium tropici em feijoeiro n&o influenciou a massa seca dos nodulos na regido de
Florestopolis, Parana. Contudo, entre cultivares, Bhuiyan e Mian (2007) observaram
influéncia positiva da inoculagéo de rizobios sobre a massa seca de nddulos, sendo
que as cultivares de feijdo mungo BARI Mung-2 (0,019 g planta?l) e BARI Mung-4
(0,02 g planta!) foram superiores em relagéo a cultivar Barisal Local.

Aspectos como o ciclo da cultura e o tempo de resposta a nodulacdo devem
ser considerados, sendo que gendtipos de ciclo longo e maturacédo tardia sdo mais
eficientes na fixacdo de nitrogénio em relacdo aos de ciclo curto com maturacao
precoce, de acordo com observacdes iniciais de Graham (1981), e posteriormente
de Deka et al. (2006). Em feijoeiro, por exemplo, Araujo et al. (1996) propuseram a
ocorréncia de nodulacdo tardia, sendo observada entre 15 a 20 dias apés a

semeadura.
4.6 Componentes de rendimento
4.6.1 Numero de vagens por planta
A analise por contrastes ortogonais do numero de vagens por planta detectou

efeito significativo da comparagao C4, com destaque para a combinacdo MT8+MT15
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em relacdo as combinagbes MT8+MT15+MT16, MT8+MT16 e MT15+MT16, cujas
plantas apresentaram média de 6,23 vagens e incremento de 33,7% em relacdo as
plantas com adubacdo nitrogenada. Também foi observado efeito significativo na
comparacao C9, destacando-se a estirpe MT15 em relacdo a estirpe MT8, com
plantas que apresentaram 5,36 vagens e incremento de 15% em relagdo ao

tratamento com nitrogénio mineral (Tabela 10).

Tabela 10. Contrastes ortogonais para o numero médio de vagens por planta em
feijdo caupi inoculado com rizébios e cultivado em solo de Cerrado.
Contrastes/coeficientes

Tratamentos Medias ——1——  c3 c4a cs ce c7 _cs co
MT15+MT16 4,13 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 0 0
MT8+MT16 4,93 -1 -1 -1 -1 -1 1 0 0 0
MT8+MT15+MT16 4,23 -1 -1 -1 -1 2 0 0 0 0
MT8+MT15 6,23 -1 -1 -1 3 0 0 0 0 0
MT15 5,36 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 -1
MT8 3,80 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 1
MT16 4,53 -1 -1 1 0 0 0 -1 2 0
BR3267 4,53 -1 -1 1 0 0 0 3 0 0
70 kg ha! 4,66 -1 8 0 0 0 0 0 0 0
Testemunha 4,66 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Estimativas -004 -005 -032 18 -03 080 -003 -0,05 -156
Pr>F 0,92"¢ 0,92"¢ 0,37 0,00 0,63" 0,27" 0,95" 0,93" 0,04*

Cl — Testemunha x Demais tratamentos; C2 — Nitrogenado x estirpes; C3 — estirpes isoladas x
estirpes combinadas; C4 — (MT8+MT15) x (MT8+MT15+MT16), (MT8+MT16), e (MT15+MT16); C5 —
(MT8+MT15+MT16) x (MT8+MT16) e (MT15+MT16); C6 — (MT8+MT16) x (MT15+MT16); C7 —
estirpe BR3267 x estirpes MT8, MT15 e MT16; C8 — estirpe MT8 x MT15 e MT16; C9 — estirpe MT8 x
MT15.

ns ** @ * para contraste ndo significativo, significativo a 1% e a 5% de probabilidade pelo teste de F,
respectivamente.

A inoculacdo da estirpe MT15 e das estirpes combinadas MT8+MT15
proporcionaram incrementos no nimero de vagens por planta em relacdo ao uso do
fertilizante nitrogenado. Este componente de rendimento é crucial, pois um maior
namero de vagens pode resultar em maiores produtividades de graos.

De fato, este efeito foi observado nestes tratamentos, 0s quais apresentaram
produtividade de gréos elevada. A FBN realizada pelas estirpes de rizébio foi
responsavel, neste caso, por melhorar o desenvolvimento das plantas, o que
propiciou maiores taxas de fotossintese e resultou em mais vagens. Isso refor¢a os
resultados encontrados anteriormente por Brito et al. (2009), onde os autores
observaram que a fixacao bioldgica de nitrogénio contribuiu para o maior acumulo
deste nutriente em plantas de feijdo caupi, sendo que as maiores taxas de N fixado

ocorreram no periodo de pré-florescimento.
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Isso torna a FBN crucial neste periodo do ciclo, pois é quando ocorrem as
maiores taxas de assimilagdo de CO2z, e assim uma elevada taxa de fecundacao,
resultando em maior producéo de vagens (PIMENTEL e HEBERT, 1999; PIMENTEL
et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2012).

Em outro estudo, também com feijdo caupi, Stephanie et al. (2015) mostraram
que a inoculacdo de rizobios influenciou positivamente a formacéo de flores pela
cultura, o que refletiu em plantas com mais vagens em relacdo as plantas que néo
foram inoculadas. Este fato reforca que um fornecimento adequado de nitrogénio
pelas estirpes pode aumentar a producdo de vagens, refletindo em ganhos de
produtividade em campo.

De acordo com Lippi et al. (1999) e Soratto et al. (2006), o periodo de
desenvolvimento das vagens, assim como o de enchimento de graos, requer maior
disponibilidade de nitrogénio para a planta.

As contribuicBes relativas & FBN sobre o numero de vagens por planta em
plantas de feijdo caupi ja foram verificadas nos estudos de Nyoki e Ndakidemi
(2013), em gue os autores observaram incremento de 13,3% no numero de vagens
por planta, assim como Costa et al. (2014) que reportaram incremento de 45,4%,
ambos em relagéao ao tratamento com adubacéo nitrogenada.

Os relatos de sucesso da inoculacéo refletem a efetividade na simbiose entre o
feijdo caupi e as estirpes de rizébio, uma vez que quando bem nodulada, essa
cultura pode obter um adequado suprimento de nitrogénio (MARTINS et al., 2003;
SOARES et al.,, 2006a). Contrariamente, os insucessos se relacionam a fatores
como a populagéo microbiana, acidez e umidade do solo, além da disponibilidade de
nutrientes, podendo interferir no processo simbiético e influenciar o crescimento e a
sobrevivéncia da planta e da bactéria (MOHAMMADI et al., 2012; TALEBIPOUR et
al., 2015).

A adubacdo nitrogenada nao influenciou significativamente o numero de
vagens, apresentado uma média de 4,66 vagens plantal. Perdas de nitrogénio
frequentemente limitam sua eficacia, sobretudo a da ureia, j& que este € o principal
fertilizante nitrogenado utilizado na agricultura brasileira. Nas condi¢des
edafoclimaticas tropicais, como no Cerrado, as perdas podem ser intensificadas,
devendo serem consideradas a dose aplicada , bem como o periodo fenolégico de
aplicacao, conforme recgaltam Meirelles et al. (1980).
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Diversos estudos reforcam essas afirmacoes, visto que mostraram n&do haver
diferengas significativas para a aplicagdo de nitrogénio mineral sobre o nimero de
vagens por planta, sendo relatado por Meira et al. (2005) e Farinelli et al. (2006) na
cultura do feijoeiro, e por Almeida et al. (2010) e Martins et al. (2013) em feijédo
caupi.

Essas observacdes discordam daquelas feitas por Silva et al. (2009b), em que
0s autores relacionaram o aumento no numero de vagens a maior producdo de
ramos reprodutivos, e isso, a aplicacdo de doses de nitrogénio. Em um estudo com
feijdo caupi, Azarpour et al. (2011) observaram respostas significativas com a
aplicacdo da dose de 45 kg ha?' de ureia. Provavelmente, o uso eficiente do
nitrogénio pelas plantas propiciou tais respostas, sendo que os fatores relacionados
a perdas e caracteristicos do local de conducdo do experimento, tiveram menor
impacto sobre a eficiéncia do fertilzante. Isso comprova a influéncia positiva da
adubacao nitrogenada sobre o niumero de vagens, segundo Fornasieri Filho et al.
(2007).

4.6.2 Comprimento das vagens

A analise por contrastes ortogonais do comprimento das vagens nao detectou
efeito significativo entre os tratamentos, demonstrando que este componente de
rendimento ndo foi afetado pelas formas de inoculacdo nem pela adubacao

nitrogenada (Tabela 11).

Tabela 11. Contrastes ortogonais para o comprimento meédio das vagens de
plantas de feijdo caupi, submetido a inoculacdo combinada de rizébios em solo de
Cerrado.

Tratamentos Médias Contrastes/coeficientes

(cm) C1l Cc2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9
MT15+MT16 20,55 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0 0 0
MT8+MT16 21,04 -1 -1 -1 -1 -1 1 0 0 0
MT8+MT15+MT16 20,21 -1 -1 -1 -1 2 0 0 0 0
MT8+MT15 20,43 -1 -1 -1 3 0 0 0 0 0
MT15 20,62 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 -1
MT8 21,39 -1 -1 1 0 0 0 -1 -1 1
MT16 20,77 -1 -1 1 0 0 0 -1 2 0
BR3267 21,43 -1 -1 1 0 0 0 3 0 0
70 kg hat 20,25 -1 8 0 0 0 0 0 0 0
Testemunha 20,56 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Estimativas -0,33 -0,53 0,45 -0,17 -0,58 0,49 0,55 -0,14 0,60

Pr>F 0,53" 0,32 0,21"™ 0,76™ 0,35"™ 0,49™ 0,34 0,81" 0,39™
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Cl - Testemunha x Demais tratamentos; C2 — Nitrogenado x estirpes; C3 — estirpes isoladas x
estirpes combinadas; C4 — (MT8+MT15) x (MT8+MT15+MT16), (MT8+MT16), e (MT15+MT16); C5 —
(MT8+MT15+MT16) x (MT8+MT16) e (MT15+MT16); C6 — (MT8+MT16) x (MT15+MT16); C7 —
estirpe BR3267 x estirpes MT8, MT15 e MT16; C8 — estirpe MT8 x MT15 e MT16; C9 — estirpe MT8 x
MT15.

S — n&o significativo pelo teste de F a 5% de probabilidade.

O efeito observado neste estudo pode ter relacdo com o fato de o comprimento
das vagens do feijdo caupi ser uma caracteristica geneticamente determinada pela
planta, assim como demonstrado por Ogunbodede e Fatula (1985) e mais
recentemente por Vavilapalli et al. (2013). Em outros estudos com leguminosas
também foi reportada essa evidéncia (ANDERSON et al., 1993; OLIVEIRA et al.,
2001; MULUALEM et al., 2013; DUGASSA et al., 2014).

Ja foram demonstrados efeitos similares relacionados a inoculagéo de rizdbios
e adubacédo nitrogenada do feijao caupi em trabalhos conduzidos por Araujo et al.
(2007), Almeida et al. (2010) e Martins et al. (2013). Em todos estes estudos as
fontes de nitrogénio nao influenciaram o comprimento das vagens, reforcando a
influéncia da genética das plantas no controle desta caracteristica.

As observagOes feitas por Alcantara et al. (2014) corroboram os resultados
observados para este caractere. Estes autores ndo encontraram resposta
significativa da inoculacdo de rizébios nem da adubacé&o nitrogenada no feijao caupi,
mas observaram que a cultivar Alagoano produziu vagens 32% maiores em
comparacao as da cultivar BRS Guariba.

Entretanto, embora tenham sido reportadas repostas ndo significativas, o
fornecimento de nitrogénio afeta diretamente este componente de rendimento. De
acordo com Andrews et al. (1999) e Deshmukh et al. (2011), a oferta limitada deste
nutriente restringe a producdo de parte aérea, 0 que, consequentemente,
compromete a formacdo das vagens, a qual depende da mobilizacdo de produtos
fotossintéticos das partes vegetativas durante o estagio reprodutivo da cultura.

Neste caso, segundo Martins et al. (2003), uma simbiose leguminosa-rizébio
eficiente pode garantir um adequado suprimento de nitrogénio para a planta, sendo
essencial durante o desenvolvimento das vagens, pois € quando este nutriente &
mais requerido. Em adicdo, Ohyama et al. (1981) e Fischinger e Schulze, (2010)

ressaltam que neste periodo e no de enchimento de gréos, a fixagdo biolégica de
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nitrogénio € mais intensa, tornando o nitrogénio provido a partir dos nddulos mais
favoravel a formacéo das vagens.

Efeito significativo foi encontrado por Ahmed et al. (2007) sobre o comprimento
de vagens de ervilha, tendo sido atribuido a inoculacao a estirpe BARI RPs-2002, de
Rhizobium sp., onde os autores observaram vagens 11% maiores em relacdo ao
tratamento com adubacao nitrogenada. Essas respostas podem estar relacionadas a
especificidade simbidtica entre a planta e a bactéria e com fatores ambientais
favoraveis ao desenvolvimento da simbiose, conforme relatam Hungria e Vargas
(2000) e Fauvart e Michiels (2008).

Ja a adubacédo nitrogenada ndo afetou o comprimento das vagens de feijao
caupi neste estudo (Tabela 11), concordando com os resultados de Araujo et al.
(2007) e de Beshir et al. (2015), onde foram aplicado 100 kg ha* de nitrogénio nas
culturas do feijoeiro e feijao verde, respectivamente. Esses resultados demonstram
gue embora o nitrogénio tenha sido fornecido para as plantas, pode ter ocorrido a
interferéncia de outras fontes deste nutriente.

Mesmo com a disponibilizacdo do nitrogénio, Camargo et al. (1997) afirmam
que a mineralizacdo deste nutriente a partir da matéria organica pode liberar
quantidadas significativas deste nutriente e, dessa forma, afetar as respostas das
culturas a adubacao nitrogenada, conforme demonstrado em estudos de Gaskell e
Smith (2007) e Otieno et al. (2007).

Contudo, estudos também mostraram que a adubacdo nitrogenada pode
influenciar o comprimento das vagens. Este efeito foi encontrado por Azarpour et al.
(2011), em que a aplicacéo de 45 kg ha! de N na forma de ureia possibilitou obter
vagens de 21,32 cm. De modo similar, Farahvash e Mirshekari (2011) avaliaram o
efeito da aplicacdo de biofertilizante e fertilizante nitrogenado sobre a nutricdo do
feijdo caupi e encontraram comprimento maximo das vagens na dose de 52 kg ha
de ureia.

Esses trabalhos demonstraram a importancia da adubac&o nitrogenada em
regibes com solos de baixa fertilidade, além também da relacdo com a eficiéncia no
uso do nitrogénio pela cultura, uma vez que as condicbes edafoclimaticas
influenciam o uso do fertilizante nitrogenado pelas culturas, sendo ocasionalmente

recuperado do solo apenas uma fragéao do fertilizante aplicado. Estas afirmacdes sao
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validadas pelas observacdes de Bationo e Mokwunye (1991) e de Fageria e Baligar
(2005).

4.6.3 Numero de graos por vagem

Na andlise por contrastes ortogonais do niumero de grdos por vagem nao foi
observado efeito significativo em nenhuma das comparacbes envolvendo os
tratamentos com inoculacdo das estirpes de rizobio nem da adubacéo nitrogenada
(Tabela 12).

Tabela 12. Contrastes para o niumero médio de grdos por vagem em plantas de
feijdo caupi submetidas a inoculacdo combinada de rizébios em solo de Cerrado.

Contrastes/coeficientes

Tratamentos Médias — T c3 ca <5 cC6 C7 __Cs _ Co
MT15+MT16 1023 -1 E) E) E) E) 1 0 0 0
MT8+MT16 10,03 -1 1 1 1 1 1 0 0 0
MT8+MT15+MT16 10,10 -1 1 1 1 2 0 0 0 0
MT8+MT15 1046 -1 1 1 3 0 0 0 0 0
MT15 10,63 -1 1 1 0 0 0 1 1 1
MT8 1030 -1 1 1 0 0 0 1 1 1
MT16 10,00 -1 1 1 0 0 0 1 2 0
BR3267 10,70 -1 1 1 0 0 0 3 0 0
70 kg ha't 9,36 1 8 0 0 0 0 0 0 0
Testemunha 10,60 9 0 0 0 0 0 0 0 0

Estimativas 040 093 019 034 -003 -020 040 -045 -0.36

Pr>F 055" 017" 067" 063" 096" 082" 058" 056" 0,68™

Cl — Testemunha x Demais tratamentos; C2 — Nitrogenado x estirpes; C3 — estirpes isoladas x
estirpes combinadas; C4 — (MT8+MT15) x (MT8+MT15+MT16), (MT8+MT16), e (MT15+MT16); C5 —
(MT8+MT15+MT16) x (MT8+MT16) e (MT15+MT16); C6 — (MT8+MT16) x (MT15+MT16); C7 —
estirpe BR3267 x estirpes MT8, MT15 e MT16; C8 — estirpe MT8 x MT15 e MT16; C9 — estirpe MT8 x
MT15.

ns — ndo significativo pelo teste de F a 5% de probabilidade.

7

O numero de grdos por vagem € uma caracteristica de alta herdabilidade
genética, estando, deste modo, relacionada a cultivar utlizada, tendo sido
demonstrada em estudos de Andrade et al. (1998) e Ajibade e Morakinyo (2000).
Estes estudos reforcam que, assim como o comprimento das vagens, 0 numero de
graos por vagem esta relacionado ao contetdo genético da planta.

Contudo, o nitrogénio é essencial para o adequado desenvolvimento vegetal e,
além disso, a maior parte do nitrogénio que é remobilizado para o enchimento dos

graos é enddégeno, o qual foi previamente acumulado nas partes vegetativas da
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planta conforme ressaltam Salon et al. (2001). De acordo com Sinclair e Wit (1976),
a taxa de remobilizacao € dependente do estado nutricional da planta.

Embora o estado nutricional das plantas estivesse numa faixa considerada
adequada de acordo com os valores de leitura Falker, a auséncia de diferenca
significativa decorreu do fato de este caractere estar ligado a genética da planta,
assim como foi observado por Idahosa et al. (2010) em feijao caupi.

Efeitos similares foram relatados por Araujo et al. (2007) apOs avaliarem o
efeito da inoculacdo do feijoeiro com estirpes de Rhizobium tropici comparada com a
aplicacao de doses de nitrogénio mineral. Igualmente, Barros et al. (2013) avaliaram
a interacao entre a inoculacdo com rizébios e a adubacado nitrogenada no feijoeiro,
na época da seca e das aguas, e ndo encontraram efeito significativo, os quais
aplicaram uma dose de 44 kg ha! de ureia.

De acordo com Alvarez et al. (2005), o feijao apresenta alto requerimento
nutricional, sendo o nitrogénio o nutriente mais absorvido por essa cultura, com
demanda consideravel nos periodos de florescimento e de enchimento de graos. As
estimativas para a FBN sao de até 90% do N acumulado em plantas de feijao caupi,
tendo sido observada em estudos de Brito et al. (2011).

Em outros trabalhos, foi observado resultado positivo para o nimero de graos
por vagem, em feijdo caupi inoculado com rizébio, em que Nyoki e Ndakidemi (2013)
reportaram incremento da ordem de 11,6%, enquanto Stephanie et al. (2015) de
13,5%, ambos comparando a inoculacdo com os tratamentos ndo inoculados.

Quanto a adubacdao nitrogenada nao houve diferencas significativas deste para
0s demais tratamentos, sugerindo a eficiéncia das estirpes em fornecer o nitrogénio
para a cultura. Esses resultados reforcam a contribuicdo da FBN como alternativa
possivel para a substituicdo total ou parcial do uso do fertilizante nitrogenado, assim
como relatado por Martins et al. (2003).

De acordo com Kremer e Peterson (1983), a variacdo nos resultados
provavelmente se deva a diferencas genéticas entre os cultivares utilizadas, das
estirpes de rizébio, além das caracteristicas peculiares entre as regides em que
cada estudo foi conduzido. Essas afirmagfes demonstram que tanto as plantas
como as estirpes respondem a variagdes nas caracteristicas edafoclimaticas locais,
0 que requer a adaptacdo de ambas a tais condi¢bes. Ja Silveira e Damasceno
(1993), relatam que a obtencdo de resultados positivos mostra a importancia do
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nitrogénio como um constituinte da clorofila, o qual influencia a fotossintese e assim

a producéao de fitomassa pelas plantas.

4.7 Produtividade de graos

Para a produtividade de graos, houve efeito significativo da inoculagédo na
forma combinada (MT8+MT15, MT15+MT16 e MT8+MT16) e isolada (MT15, MT16 e
BR3267) das estirpes, assim como do tratamento com adubacédo nitrogenada (70 kg
de N hal) em relagdo a testemunha. No entanto, a estirpe MT8 e a combinagéo
MT8+MT15+MT16 nao se diferiram dos demais tratamentos (Tabela 13).

Tabela 13. Produtividade de grdos e acumulo de nitrogénio nos grédos de feijao
caupi, em funcao da inoculacdo de estirpes de rizébio em solo de Cerrado.

Tratamentos Produtividade
(kg ha'h)
MT8+MT15 1388a
MT15+MT16 1354a
MT15 1295a
MT8+MT16 1293a
MT16 1190a
BR3267 1110a
MT8 1005ab
MT8+MT15+MT16 663ab
70 kg ha't 1189a
Testemunha 284b
C.V. (%) 18,79

Médias seguidas pela mesma letra nédo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

As produtividades alcangadas com a inoculagdo das estirpes, independente
das formas, mostrou-se favoravel a producdo do feijao caupi no Cerrado. Esse
resultado mostra que as estirpes combinadas possibilitam ao feijdo caupi obter sua
nutricdo nitrogenada a partir da FBN.

O uso de inoculagdo combinada de rizébios ainda é insipiente em feijdo caupi,
mas segundo Matrtins et al. (2003), representa uma alternativa capaz de melhorar as
respostas da cultura em campo. Isso porque atuando de maneira conjunta, as
estirpes podem melhorar as respostas da cultura a inoculacdo e possibilitar
produtividades mais elevadas. Tais observacdes concordam com as de Silva Neto et
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al. (2013) de que a capacidade de estabelecer simbiose com rizébios possibilita ao
feijdo caupi a obtengéo de elevados valores de produtividade sem a necessidade de
aplicar fertilizantes nitrogenados.

Este fato demonstra que a inoculacéo das estirpes combinadas pode substituir
0 uso de fertilizantes nitrogenados em feijdo caupi, uma vez que seu fornecimento
de nitrogénio foi equivalente ao daquele tratamento, isso de acordo com os valores
de produtividade. De acordo com Askary et al. (2009) micro-organismos simbiontes
criam um sistema cujo beneficio reside no aumento da FBN. Em adicéo, Trabelsi e
Mhamdi (2013) afirmam que com a combinacdo de estirpes, a eficacia do processo
de inoculagcdo é melhorada, uma vez que se adiciona ao solo diferentes espécies ou
estirpes microbianas.

A inoculacdo da estirpe MT8 proporcionou produtividade 84,5% equivalente
aquela obtida nas plantas que receberam adubacdo nitrogenada, refletindo o
potencial dessa estirpe em formar simbiose com o feijdo caupi, mas nédo se diferiu
das plantas no tratamento testemunha. Ja a combinacdo MT8+MT15+MT16
apresentou produtividade de grdos equivalente a 55,8% daquela encontrada com a
adubacao nitrogenada, também néo se diferindo da testemunha.

Para Bothaa et al. (2004), a composi¢do da populacdo microbiana do solo pode
afetar o sucesso da inoculagdo, mas se realizada com frequéncia, favorece a
percisténcia dos rizébios nos solos sob cultivo. Segundo Philippot et al. (2013), nos
casos em que a inoculacdo de rizobios ndo mostra diferencas significativas em
relacdo ao tratamento testemunha, pode ter havido influéncia das populacdes
microbianas do solo na competicdo por nutrientes liberados pelas raizes em
crescimento.

Entretanto, respostas significativas da inoculagéo de rizobios ja foram relatadas
por Zilli et al. (2009). Estes autores observaram produtividade maxima superior a
2300 kg ha?l, sendo que o tratamento com inoculagdo apresentou efeitos
estatisticamente semelhantes ao do tratamento adubado com nitrogénio. Este fato
mostra que estirpes de rizébio apresentam potencial para disponibilizar as
guantidades requeridas por essa cultura, do nitrogénio necessario para seu
desenvolvimento, o que reflete em ganhos de produtividade.

A adubacédo nitrogenada na dose de 70 kg ha' apresentou produtividade de
1189 kg ha, comportando-se de maneira estatisticamente similar aos tratamentos
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inoculados, mas diferindo do tratamento testemunha. Isso demonstra que o
suprimento de nitrogénio via adubacdo nitrogenada pode suprir a demanda da
planta, mas de acordo com Bohlool et al. (1992), em termos econdémicos e
ambientais, a FBN mostra-se mais vantajosa, ja que garante os mesmos beneficios.

Em trabalhos de Farinelli et al. (2006) e Sant’ana et al. (2010) com feijoeiro, a
adubacdo nitrogenada mostrou efeito similar ao das estirpes, reforcando o a

viabilidade da FBN como fonte de nitrogénio para as plantas.

4.8 Concentracao de nitrogénio e proteina bruta de gréos

Os teores de nitrogénio e de proteina bruta nos grdos néo foram afetados pelas

formas de inoculacao das estirpes nem pela adubacé&o nitrogenada (Tabela 14).

Tabela 14. Concentracdo de nitrogénio e proteina bruta de gréos de feijdo caupi
inoculado com estirpes de rizébio em solo de cerrado.

Concentracao
Tratamentos Nitrogénio  Proteina bruta
--------------- L ——

MT15+MT16 41,30a 258,12a
MT8+MT16 43,40a 271,25a
MT8+MT15+MT16 42,70a 266,86a
MT8+MT15 42,00a 271,25a
MT15 50,40a 315,00a
MT8 37,80a 231,87a
MT16 49,00a 306,25a
BR3267 40,60a 253,75a
70 kg hat 38,50a 240,62a
Testemunha 43,40a 271,25a
C.V. (%) 11,73 10,98

Médias seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos indicam que as plantas assimilaram tanto o nitrogénio
biologicamente fixado, independentemente da forma de inoculagdo, como aquele
fornecido com a adubacdo nitrogenada, o que explica a auséncia de diferenca
estatistica entre os tratamentos. De acordo com Gomes Junior et al. (2005), o
nitrogénio que € absorvido pelas plantas combina-se a esqueletos de carbono,
sendo, posteriormente, translocados e armazenados nos grédos sob a forma de
proteinas e aminoacidos.
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Para Neves et al. (1982), mesmo noduladas, estas plantas podem dispor de
fontes alternativas para obtencdo deste nutriente. Ainda, Sebetha et al. (2015)
ressaltam que o teor de proteina bruta nos gréos pode sofrer influéncia dos teores
de nitrogénio do solo. Isso ocasiona certa limitacdo sobre os efeitos da inoculacao,
pois embora este nutriente seja fornecido pela estirpes inoculadas, a presenca do
nitrogénio em formas acessiveis no solo pode favorecer a nutricdo nitrogenada das
plantas, afetando a inoculacéo e a adubacao nitrogenada.

Um estudo foi realizado por Pelegrin et al. (2009) para avaliar a resposta do
feijoeiro a inoculagdo com rizobio, acrescida de adubacgdo nitrogenada. Estes
autores nao observaram efeito significativo dos tratamentos testados sobre a
concentracdo de nitrogénio nos graos. De modo semelhante, Marinho et al. (2014)
nao observaram diferencas significativas no teor de proteina bruta nos grdos da
cultivar BRS Acaud, dentre as diferentes cultivares de feijao caupi testadas.

O tratamento testemunha apresentou concentracdo de nitrogénio de 43,40 g
kg enquanto o de proteina bruta foi de 271,25 g kg™. Estes resultados corroboram
o que foi proposto por Costa et al. (2014). Segundo os autores, o teor de nitrogénio
nos graos das plantas do tratamento testemunha (sem inoculagédo e sem nitrogénio
mineral) pode estar relacionado com o fornecimento realizado por rizbios do solo.

Nos trabalhos de Soratto et al. (2011) e Ayan et al. (2012) ndo foram
observadas diferencas significativas entre as fontes de nitrogénio testadas
(inoculacédo de rizébios e adubacao nitrogenada) e o tratamento testemunha em
relacdo ao teor de proteina nos gréos, o que sugere, segundo Rufini et al. (2014),
essa interferéncia das estirpes nativas do solo.

O tratamento com adubacdo nitrogenada né&o influenciou a concentracédo de
nitrogénio nem de proteina bruta de grdos (Tabela 14). Nessas plantas foram
observados concentracdo de nitrogénio de 38,5 g kg e teor de proteina bruta de
240,62 g kg'. Entretanto, pode ter havido influéncia do nitrogénio da matéria
organica do solo, que de acordo com Gianello et al. (2000), pode suprir o
requerimento das plantas por ser liberado para a solu¢cdo do solo em formas idnicas
prontamente disponiveis para absorcdo pelas plantas. Evidéncia similar foi
encontrada por Beshir et al. (2015) apos avaliarem a inoculagdo com rizobios e a

adubacdao nitrogenada em feijao verde.
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4.9 Acumulo de nitrogénio nos graos

Houve efeito significativo dos tratamentos sobre o acumulo de nitrogénio nos
graos de feijdo caupi, cujos valores variaram de 11,86 a 65,30 kg ha.

A estirpe MT15 contribuiu para o maior acumulo de nitrogénio nos gréos de
feijdo caupi quando comparada ao tratamento com adubac&o nitrogenada, cujo
incremento  correspondeu  a 42,7%, diferindo-se dos tratamentos MTS8,
MT8+MT15+MT16 e testemunha. Entretanto, a estirpe MT15 ndo se diferiu

estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 15).

Tabela 15. Acumulo de nitrogénio nos graos de feijao caupi, submetido a inoculacéo
combinada de rizobio em solo de Cerrado.
Acumulo de nitrogénio nos graos

Tratamentos (Kg ha'!)
MT8+MT15 58,47ab
MT15+MT16 55,82ab
MT15 65,30a
MT8+MT16 56,42ab
MT16 56,36ab
BR3267 43,12abc
MT8 39,07bc
MT8+MT15+MT16 28,45cd
70 kg hat 45,73abc
Testemunha 11,86d
C.V. (%) 13,61

Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Todas as estirpes mostraram potencial de disponibilizar nitrogénio de forma
satisfatéria para o completo desenvolvimento do feijdo caupi, apresentando-se
estatisticamente similares ao tratamento com adubacdo nitrogenada, o que sugere
uma simbiose efetiva com a cultura. Estas respostas também demonstram que o
fertilizante nitrogenado pode ser substituido pela inoculagéo das estirpes de rizébio,
uma vez que estas apresentaram eficiéncia similar a daquele tratamento.

Em feijdo caupi, alguns estudos mostraram haver influéncia positiva da
inoculacao de estirpes de rizobio sobre o acumulo de nitrogénio nos graos, conforme
foi demonstrado por Almeida et al. (2010). Estes autores atribuiram o maior acumulo
a estirpe INPA 03-11B (51,75%), seguida pelas estirpes BR3262 (45,5%), BR3267
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(30%) e BR3299 (29,4%), todas em relacdo a adubacédo nitrogenada na dose de 80
kg ha* de N na forma de ureia.

Em um experimento sob as mesmas condi¢cfes, Costa et al. (2014) mostraram
gue a inoculacéo de rizobios em feijao caupi propiciou 0 maior acumulo de nitrogénio
nos gréos da cultura, sendo que as estirpes UFLA 03-164, UFLA 03-154 e UFLA 03-
84 apresentaram valores de 31,98, 28,43 e de 27,92 kg ha?' de nitrogénio,
respectivamente.

Estas contribuicBes substanciais ao acumulo de nitrogénio nos graos refletem o
potencial de fornecimento de nitrogénio destas estirpes, 0 que torna a inoculacao
uma tecnologia viavel para a producado de feijdo caupi sob condi¢cdes de campo. O
acumulo de nitrogénio €, segundo Muchow et al. (1993), proporcional ao nitrogénio
presente nas folhas da planta. Portanto, a FBN mostra-se como uma grande
responsavel pelo acumulo deste nutriente nos graos, podendo chegar a uma taxa de
44% em plantas de feijao caupi, conforme relatado por Eaglesham et al. (1977).

Para Okito et al. (2004), quando as leguminosas sédo submetidas a inoculacéo
de rizobios eficazes, podem alcancar um melhor estado nutricional, o que reflete em
um melhor crescimento vegetal. Dessa forma, durante o enchimento de graos, este
estado nutricional refletirh em maiores valores de N acumulado nos gréos, visto que
este nutriente é mobilizado das partes aéreas, conforme demonstraram Salon et al.
(2001).

Ja as plantas do tratamento com adubacao nitrogenada diferiram-se daquelas
do tratamento testemunha, apresentando um acumulo de 45,73 kg ha* de nitrogénio
em seus graos. Contudo, mostrou efeito similar em relagdo aos tratamentos
inoculados, o que demonstra a eficiéncia das estirpes inoculadas em relagdo ao
fertilizante nitrogenado, ja que houve efeito estatisticamente similar entre ambos.

Ferreira et al. (2009) reportaram acimulo de 67,8 kg ha' com a aplicacdo de
80 kg ha! de N na forma de ureia apoés avaliarem a eficiéncia de estirpes de rizébio
selecionadas comparadas com a estirpe referéncia CIAT 899 na simbiose com o
feijoeiro. Costa et al. (2011) encontraram efeito similar, reportando acimulo de 61,28
kg ha' de N nos grdos da cultivar BR 17 Gurgéia de feijdo caupi apés a aplicacéo de
70 kg ha' de N, tendo como fonte ureia, embora este tratamento ndo tenha se
diferido da estirpe INPA 03 11B, a qual apresentou acumulo de nitrogénio
equivalente a 44,21 kg ha™.
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Estes resultados atestam que a FBN pode ser explorada, implementando uma
agricultura mais limpa, livre de insumos quimicos e menos danosa ao meio
ambiente, além de economicamente acessivel para pequenos produtores.

Entretanto, as observacdes de Zilli et al. (2006) apontaram que as incoeréncias
em relacdo as respostas observadas neste e em outros estudos podem ter relacdo
com a nodulacdo por diversas estirpes de rizobio, o que frequentemente
compromete a inoculacdo do feijdo caupi. A contribuicdo dessa simbiose pode
chegar a cerca de 50% do nitrogénio que € absorvido e exportado para 0s graos, o
qual pode também ser obtido através da mineralizacdo da matéria organica do solo,
segundo Perez et al. (2013).

4.10 Correlacao entre variaveis

Dentre as correlacdes observadas, devem ser destacadas aquelas envolvendo
a produtividade de grédos (Tabela 16). A analise da correlacdo de Pearson mostrou
coeficientes negativos quando se comparou a produtividade de grdos com: a altura
de plantas, o acimulo de matéria seca na parte aérea, nas raizes e total e os indices
de clorofila aos 40 e 60 dias apdés a semeadura. Estas mesmas correlacdes
negativas foram observadas para o acimulo de nitrogénio nos graos.

Todas estas correlagdes com a produtividade de grédos e com o acumulo de
nitrogénio nos graos confirmam as observacdes de Salon et al. (2001) de que o
nitrogénio € mobilizado das partes vegetativas para os grdos durante o periodo de
producado de vagens e enchimento de graos.

Também foi possivel atestar as observacdes feitas por Argenta et al. (2001), de
que o indice de clorofila Falker apresenta relacdo com a quantidade de nitrogénio
presente nas folhas, o que também explica a correlacdo positiva encontrada no
indice de clorofila aos 40 dias apds a semeadura em relagdo ao acumulo de matéria
seca vegetal, e negativa para o mesmo indice aos 60 dias apds a semeadura.

O crescimento das plantas foi influenciado pelo fornecimento de nitrogénio, o
qual refletiu no acumulo de matéria seca vegetal, reforcando as observacdes de
Vessey (2004) de que a inoculagéo apresenta potencial para aumentar o acamulo de

matéria seca.
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Houve correlacdo positiva entre massa seca e o numero de nddulos, indicando
a formacdo de uma simbiose efetiva do feijdo caupi com as estirpes de rizobio,
podendo ser usada como um bom indicador da nodulacdo (CAMPO e HUNGRIA,
2007).

Contudo, a massa seca de nodulos e a concentracdo de nitrogénio e de
proteina bruta nos graos se correlacionaram negativamente, o que pode indicar a
senescéncia dos nddulos, uma vez que a planta esta translocando para os gréos a
maior parte do nitrogénio acumulado anteriormente nas folhas (MASCLAUX-
DAUBRESSE et al.,, 2008). Entretanto, a correlacdo positiva observada entre o
namero de nodulos e a produtividade de graos é um indicativo de boa nodulacéo
pelas estirpes de rizébio.

A concentracdo de nitrogénio nos graos se correlacionou positivamente com a
proteina bruta de graos, reforcando as afirmacdes de Li et al. (2013) de que a maior
parte do nitrogénio nas plantas estd presente na composi¢cdo de proteinas. De
maneira similar, a correlacdo positiva entre 0 acumulo de nitrogénio nos gréos e a
produtividade de graos indica que o suprimento deste nutriente foi favoravel para

garantir uma alta produtividade de gréaos de feijao caupi.
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Tabela 16. Coeficientes de correlacdo entre as variaveis experimentais.

Ccv MSN MSPA MSR MST NGV NN NVP IC40 IC60 CNG ANG PBG PG

ALT 0,1462" -0,3052"¢ 0,6863** 0,6556** 0,6867** -0,3048" -0,4160* -0,0018" 0,5676* 0,3316" 0,1444" -0,6802** 0,1416" -0,6905**
(4Y) -0,0042" 0,0701"  0,0369" 0,0679" 0,1631" 0,0077" -0,2532"s 0,2857" 0,0723" 0,0766" -0,2259"s 0,0850" -0,2071"
MSN -0,1756" -0,2155" -0,1792"¢ -0,0724"s 0,7309* -0,1733"s -0,0681"¢ -0,0515" -0,4250* 0,2123"s -0,4482* 0,2856"
MSPA 0,9438*  0,9997** -0,1396"™ -0,2681"s 0,2824" 0,5721** 0,3532"¢ 0,0938"™ -0,5654** 0,0882" -0,5705**
MSR 0,9516* -0,1695" -0,2648"S 0,1992"s  0,4996** 0,3086"S 0,2536" -0,5688** 0,2545" -0,6136**
MST -0,1423" -0,2689" 0,2774"s  0,5690* 0,3513"¢ 0,1059" -0,5679** 0,1000" -0,5758**
NGV -0,0536"  0,0285" -0,0530" -0,1717"s 0,1860"  0,3266" 0,1663"*  0,3013"
NN -0,2244"  -0,2895"  0,0041" -0,2563" 0,3356" -0,2779"  0,3812*
NVP 0,1743"  0,2484" -0,0237" 0,1495" -0,0323"* 0,1321"
IC40 0,3876* -0,0014" -0,6124** -0,0120" -0,5891**
IC60 0,0110"  -0,4307* -0,0001" -0,4308*
CNG 0,0218"  0,9944** -0,1799"
ANG 0,0324"  0,9665**
PBG -0,1643"

** @ * - gignificativo a 1 e 5% pelo teste t, respectivamente.

ns — ndo significativo

ALT: altura de plantas; comprimento de vagens (CV); massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de raizes (MSR), massa seca total (MST), nimero de
gréos por vagem (NGV), numero de nédulos (NN), indice de clorofila aos 40 dias apds a semeadura (IC40), indice de clorofila aos 60 dias apds a semeadura
(IC60), concentracdo de nitrogénio nos graos (CNG), acumulo de nitrogénio nos gréos (ANG), proteina bruta de grédos (PBG) e produtividade (PG).
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4.11 Anélise econbmica

De acordo com as produtividades obtidas em cada tratamento, foram
estimados a receita bruta, o gasto com a inoculacdo, adubacbes nitrogenada,
fosfatada, potdssica e com micronutrientes, gasto com inseticida e fungicida e a
receita liquida (Tabela 17).

Tabela 17. Andlise econdmica da producao de feijdo caupi submetido a inoculacéo
com rizobio e adubacédo nitrogenada na regido de Rondondpolis-MT, no periodo de
agosto de 2015.

o Receita Gasto estimado (R$) Receita
Produtividade P
Tratamentos (kg ha!) Bruta Fontes p K ETE Liquida
(R$)* de N (R$)
MT8+MT15 1388 4.622,04 19,90 319,00 31,25 650,00 3.601,89
MT15+MT16 1354 4.508,82 19,90 319,00 31,25 650,00 3.488,67
MT15 1295 4.312,35 19,90 319,00 31,25 650,00 3.292,20
MT8+MT16 1293 4.305,69 19,90 319,00 31,25 650,00 3.285,54
MT16 1190 3.962,27 19,90 319,00 31,25 650,00 2.942,12
MT8 1005 3.346,65 19,90 319,00 31,25 650,00 2.326,50
MT8+MT15+MT16 663 2.207,79 19,90 319,00 31,25 650,00 1.187,64
BR3267 1110 3.696,30 19,90 319,00 31,25 650,00 2.676,15
70 kg hat 1189 3.959,37 285,00 319,00 31,25 650,00 2.674,12
Testemunha 284 945,72 0,00 319,00 31,25 650,00 -

*Valores obtidos da multiplicacdo entre a produtividade e o preco do quilo de feijdo caupi na
regido de Rondonépolis-MT em agosto de 2015.

Foi atribuido as estirpes isoladas na UFMT o preco de mercado do inoculante
comercial na regido de Rondonépolis-MT em Agosto de 2015 para a estimativa das
respectivas receitas. O valor comercial atribuido ao fertilizante nitrogenado
correspondeu ao preco de mercado na mesma regido, cujo valor da saca de 60 kg
de ureia foi R$ 95,00 em média.

Além desses, foram incluidos os gastos com as adubacdes: fosfatada,
estimada em R$ 133,00 a saca de 50 kg, a qual correspondeu ao total de R$ 319,00;
potéssica, a qual foi estimada em R$ 31,25 a saca de 50 kg, e cujo valor total foi
igual ao estimado. Para a adubacao com micronutrientes utilizando como fonte FTE,
o valor estimado foi de R$ 32,50 o quilo, totalizando R$ 650,00 para os 20 kg
utilizados. O gasto com o inseticida utilizado foi de R$ 40,00 o litro, enquanto que,
com o fungicida, esse gasto foi de R$ 88,00 o litro.

Considerando os gastos com todos os insumos, a combinacdo MT8+MT15

apresentou a maior receita liquida (R$ 3.601,89), cujo incremento correspondeu a
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34% em relacdo ao tratamento com adubacdo nitrgenada. Nas demais
combinacdes, 22% (MT8+MT16) e de 30% (MT15+MT16), também em relacdo ao
tratamento com adubacao nitrogenada.

Para a inoculacéo isolada das estirpes, o maior incremento foi de 23% (MT15),
seguido de 10% (MT16), 0,07% (BR3267), quando comparadas ao tratamento com
fertilizante nitrogenado.

Ja os menores valores de receita liquida em relagédo a adubacao nitrogenada
foram atribuidos aos tratamentos com a estirpe MT8 e a combinagéo
MT8+MT15+MT16, os quais equivaleram a apenas 12 e 44% daquele tratamento,
respectivamente. A testemunha ndo apresentou receita liquida satisfatéria,
equivalendo a 35% da receita liquida encontrada na adubacé&o nitrogenada.

Diante do exposto, infere-se que a inoculacdo combinada das estirpes
MT8+MT15 é economicamente viavel, pois foi observado maior produtividade, o que
refletiu em maior receita liquida e proporcionou o menor custo de aquisicdo para o

produtor rural em relacdo ao uso de adubacao nitrogenada.
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5. CONCLUSAO

A inoculacdo combinada das estirpes de rizobio influenciou positivamente o
desenvolvimento e a produtividade de gréos do feijao caupi.

As combinacdes MT8+MT15, MT8+MT16 e MT15+MT16 apresentaram-se
como potenciais inoculantes para o feijdo caupi, podendo substituir a adubacao

nitrogenada.
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