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RESUMO

BARROS, Rodrigo Luiz Neves. Interacdo entre inoculagdo com rizébio e adubacéo
nitrogenada de plantio, na produtividade do feijoeiro comum. 2013. 47p. Dissertacéo
(Mestrado em Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da interacdo entre a inoculagdo com rizébio e a
adubacdo nitrogenada de semeadura no feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.). O trabalho
foi constituido de dois experimentos de campo com a cultivar Carioca, no campus da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, setor de Horticultura, na cidade de
Seropédica-Rj, no ano de 2012. O primeiro na época da seca teve trés tratamentos:
inoculago e adubacéo nitrogenada (N) na semeadura (20 kg ha™* de N), apenas a inoculago
na semeadura, e apenas a adubacio nitrogenada na semeadura (20 kg ha™* de N). No segundo,
na época das aguas, foi incluido um tratamento adicional, em que nédo foi adicionado adubo
nitrogenado e nem inoculante na semeadura. Aos 25 dias apds a semeadura (DAS), como
recomendado por Vieira et al. (2008), todos os tratamentos receberam adubacao de cobertura
com 40 kg ha™ de N. No estadio de polinizacdo, avaliou-se a massa seca de parte aérea e raiz,
e 0 numero e massa seca de nédulos. Em ambos os ensaios, obteve-se maior massa seca de
parte aérea no tratamento adubado e inoculado, sendo 0 numero e massa seca de nddulos
similares ao tratamento s6 inoculado. Na maturacdo, nas duas épocas, 0 maior nimero de
vagens por planta, grédos por vagem e produtividade de gréos, foram obtidos no tratamento
adubado e inoculado, sendo que os tratamentos s6 inoculado e s6 adubado ndo diferiram
significativamente, e o tratamento testemunha manteve-se inferior aos demais em todos 0s
componentes analisados. A produtividade obtida na época das aguas foi menor que na época
da seca devido as altas temperaturas observadas no estadio de florescimento. Além disto, nos
dois experimentos foram realizadas coletas de tecido foliar para determinacdo do teor de
proteinas sollveis, em quatro estadios de desenvolvimento (antes da adubacdo de cobertura,
polinizacgdo, florescimento pleno e enchimento das vagens), sendo observados os valores
mais elevados no estadio de florescimento pleno. Na época das &guas, o tratamento adubado
e inoculado foi significativamente superior ao tratamento s inoculado tanto aos 20 DAS
quanto no florescimento, em relacdo ao teor de proteina soltvel no tecido foliar, 0 que pode
estar relacionado a maior atividade fotossintética e maior crescimento, que houve neste
tratamento. Portanto, a inoculacdo de rizobios na semeadura, pode substituir a adubacéo
nitrogenada com 20 kg ha™ de N na semeadura sem perda de produtividade. Além disto, a
inoculagdo com rizdbios, acrescida da adubac&o com 20 kg ha™* de N no plantio, néo inibiu a
nodulacéo e propiciou acréscimo de produtividade.

Palavras-chave: Nodulagdo, Phaseolus vulgaris L., Rhizobium.



ABSTRACT

BARROS, Rodrigo Luiz Neves. Interaction between Rhizobium inoculation and nitrogen
fertilization at planting, on yield of common bean. 2013. 47p. Dissertation (Master
Science in Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropedica, RJ, 2013.

The aim of this work was to evaluate the effect of the interaction between Rhizobium
inoculation and nitrogen fertilization at sowing in common bean (Phaseolus vulgaris L.). The
study was constituted of two field experiments with the cultivar Carioca, on the campus at the
University Federal Rural do Rio de Janeiro, Horticulture sector, in the city of Seropédica-Rj,
in the year 2012. The first, in the dry season, had three treatments: inoculation and nitrogen
(N) fertilized at sowing (20 kg N ha™), only inoculation at sowing, and only N fertilized at
sowing (20 kg N ha™). In the second, in the rainy season, it was included an additional
treatment without the use of nitrogen fertilizer at sowing or inoculation. At 25 days after
sowing (DAS), as recommended by Vieira (1998), all treatments have received a
complementary fertilization with 40 kg ha™ N. At the pollination stage, It was evaluated the
dry weight of shoot and root, and the number and dry weight of nodules. For both essays, it
was obtained a higher dry weight of shoot in the fertilized and inoculated treatment, and the
number and dry weight of nodules were similar to the treatment only inoculated. At maturity,
in both seasons, the highest number of pods per plant, seeds per pod and grain yield the
highest, were obtained in the treatment fertilized and inoculated, and inoculated treatments
only and only fertilized did not differ significantly, but treatment of control was lower all
components analyzed. The yield obtained in the rainy season was lower than in the dry season
because the high temperatures at the flowering stage. In addition, for both experiments, leaf
tissue was collected for determination of soluble proteins, in four developmental stages
(before fertilization at 25 DAS, pollination, flowering and grain filling), with the highest
values observed at the flowering stage. At the rainy season, the fertilized and inoculated
treatment had higher leaf soluble protein content than the only inoculated treatment at 20
DAS and at flowering stages, which can increase photosynthetic activity and the higher
growth obtained in this treatment. Therefore, the inoculation of rhizobia at sowing can replace
nitrogen fertilization with 20 kg N ha™ at sowing without loss of productivity. Furthermore,
the inoculation with rhizobia, added fertilization with 20 kg N ha™ at sowing, did not inhibit
nodulation and propitiated increased productivity.

Keywords: Nodulation, Phaseolus vulgaris L., Rhizobium.
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1 INTRODUCAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) é a principal leguminosa cultivada
diretamente para 0 consumo humano em todo o mundo (MIKLAS et al., 2006). Sendo
considerada a mais importante fonte de proteinas para as populac@es de baixa renda, na
América Latina e também no Sul e Oeste da Africa (CARDOSO et al., 2012). Seu
desenvolvimento econémico pode esta limitado em parte, pela grande variabilidade de
produtividade da cultura (ALKAMA et al., 2012). Grande parte da producédo de feijao
comum esta concentrada em pequenas propriedades, variando de 1 a 10 ha, geralmente
em areas marginais para a agricultura, com baixo teor de nitrogénio (N) no solo
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003), e sendo cultivado por agricultores pobres em
recursos e sem o uso de uma correta fertilizacdo, devido ao alto custo dos fertilizantes
(BROUGHTON et al., 2003). Dentro do contexto de agricultura com baixo uso de
insumos, destaca-se a necessidade do desenvolvimento de tecnologias de baixo custo
capazes de melhorar os niveis de produtividade dos pequenos agricultores para a
producdo desta leguminosa tdo importante para a sua subsisténcia (GRANGE et al.,
2007). Sendo assim, a fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) segue como uma
alternativa para reducdo do uso dos adubos nitrogenados pelo nitrogénio proveniente da
fixacdo bioldgica, a um baixo custo (FUSTEC et al., 2010).

Assim como a maioria das leguminosas, o feijdo pode se beneficiar da FBN por
meio de uma relacdo simbidtica com rizdbios fixadores de nitrogénio (MULAS et al.,
2011; CARDOSO et al., 2012). O suprimento de N em quantidades adequadas por meio
da FBN pode aumentar a produtividade da cultura a um baixo custo, visto que um alto
conteido de N nas folhas significa um possivel aumento no crescimento e rendimento,
uma vez gque mais de 50% do teor de N na folha é a proteina soltvel Ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase /oxigenase (Rubisco), enzima responsavel pela fixacdo do CO; e
sintese de carboidratos, que por sua vez permite acimulo de matéria seca (LONG et al.,
2006). Se as plantas possuem elevado teor de proteinas nas folhas, na fase de
florescimento, quando a fotossintese é maxima, elas tém um alto potencial de
rendimento (PIMENTEL et al., 1999a, b).

O nitrogénio é o macronutriente absorvido em maior quantidade pela cultura do

feijoeiro e sua disponibilidade tem influéncia significativa na produtividade (SILVA et



al., 2000). Por isto, 0 manejo adequado da adubacdo nitrogenada representa uma das
principais dificuldades na cultura do feijoeiro, visto que a aplicacdo em quantidade
insuficiente pode limitar o seu potencial produtivo, mesmo que outros fatores de
producdo estejam otimizados; e a sua utilizacdo em doses excessivas, além de aumentar
0 custo econbmico, pode promover riscos ao ambiente (SANTOS et al., 2003).
Contudo, esta cultura pode obter parte do nitrogénio necessario ao seu crescimento por
meio da associagdo simbidtica com bactérias do grupo rizébio, que utilizam o N,
atmosférico, por meio da acdo do complexo enzimatico nitrogenase, presente nos
bacterioides dos nodulos formados (GRAHAN; VANCE, 2000).

O rizdbio, em um sistema de simbiose, utiliza os carboidratos provenientes da
fotossintese da planta hospedeira para sua manutencdo e promover o processo de FBN;
e por outro lado, a planta se beneficia do nitrogénio fixado pela bactéria
(STRALIOTTO, 2002). Assim, a associacdo do feijoeiro com espécies de bactérias do
grupo dos rizdbios, principalmente Rhizobium tropici, é uma tecnologia capaz de
substituir a adubacdo nitrogenada, reduzindo o custo de producdo em cultivo de
subsisténcia (GRANGE et al., 2007). Por outro lado, o nitrogénio no solo é um nutriente
cuja presenca ou auséncia afeta a simbiose de varias formas (VIEIRA; TSAI;
TEXEIRA, 2005). Em excesso, o fertilizante nitrogenado pode causar redugdo da
eficiéncia simbidtica, porém, quando aplicado em pequenas quantidades, na semeadura
da cultura do feijoeiro, permite um aumento no crescimento dos noédulos e maior FBN,
sendo que o teor muito baixo de N no solo pode até ser limitante a atividade simbiotica
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003). Contudo, estudos realizados por Voisin et al.
(2003) mostraram que a adicao de nitrato em solugao nutritiva, em doses inibitorias para
a FBN da ervilha, diminuiu a massa seca dos nédulos, porém a atividade especifica da
nitrogenase se manteve.

O estudo sobre a interagdo nitrogénio mineral e inoculagdo com rizébios para o
feijoeiro, com doses de nitrogénio normalmente aplicadas (VIEIRA; TSAI; TEXEIRA,
2005), poderd contribuir para o aumento da eficiéncia de uso de nutrientes e

produtividade na cultura.



1.2 Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da interagéo entre a
inoculagdo com rizébio e a adubagdo nitrogenada de semeadura, na produtividade da
cultura do feijoeiro comum, em comparacdo com plantas apenas inoculadas com o
rizobio ou apenas recebendo adubacdo de semeadura, nas épocas da seca e das aguas.
Além disto, avaliou-se o acumulo de proteinas sollveis totais no tecido foliar em
diferentes estaddios do desenvolvimento fenoldgicos nos tratamentos estudados, na

época da seca e das aguas.

1.3 HipoOteses

- A FBN em feijoeiro é capaz de suprir a demanda de nitrogénio para o
desenvolvimento inicial da cultura, garantindo produtividade satisfatoria.

- A utilizagdo de 20 kg ha™ de fertilizante nitrogenado, no plantio do feijoeiro,
ndo interfere na simbiose com bactérias diazotroficas, mantendo o potencial de FBN na
cultura.

- O uso da inoculacdo das sementes e adubacao nitrogenada no plantio promove

aumento na produtividade de graos da cultura.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Cultura do Feijoeiro

Evidéncias arqueologicas indicam que o feijdo (Phaseolus vulgaris L.) foi uma
das primeiras plantas cultivadas nas Américas, tendo sua domesticacdo estimada para
5000 anos a.C., no Meéxico e no Peru a cerca de 3000 a.C., pouco antes da
domesticacdo do milho nestas regides (GEPTS; DEBOUCK, 1991).

Atualmente, aceita-se que o feijdo comum teve dois centros principais de
domesticagdo e um terceiro de menor expressdo. O primeiro localiza-se na regido
central das Américas, principalmente no México, e onde se originou a maioria dos
cultivares de grdos pequenos, como o “Carioca”. O segundo localiza-se no sul dos
Andes, principalmente no norte da Argentina e no sul do Peru, de onde se originaram
os cultivares de sementes grandes, semelhante ao cultivar Jalo. A terceira area de
domesticacdo, provavelmente intermediaria entre as duas primeiras, situa se na
Colémbia, o que tem sido possivel afirmar depois de varios estudos feitos com a
faseolina, a principal proteina de reserva da semente do feijdo (GEPTS; DEBOUCK,
1991).

O feijoeiro é uma planta pertencente a ordem Rosales, familia Fabaceae,
subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae, subtribo phaseolineae, género Phaseolus L.
e espécie Phaseolus vulgaris L., originou-se nas Americas, possui cerca de 55 espécies,
das quais 5 séo cultivadas: P. vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius e
P. polyanthus G. (SANTOS; GAVILANES, 2006). Entre elas, o feijdo comum,
Phaseolus vulgaris L., € o mais importante, por ser a espécie mais cultivada, mais
antiga e atualmente a mais utilizada nos cinco continentes (ARAUJO et al., 1996).

O feijoeiro é uma planta herbacea de habito de crescimento determinado (ereto,
terminando em inflorescéncia) ou indeterminado (nunca termina em inflorescéncia). A
sua reproducdo se da por autofecundacdo, devido ao mecanismo de cleistogamia, com
apenas 5% de fecundacdo cruzada (CIAT, 1974). O ciclo bioldgico da planta do
feijoeiro é dividido nas fases vegetativa e reprodutiva (FERNANDEZ et al., 1985).
Estas fases por sua vez, sdo subdivididas em dez etapas. A fase vegetativa (V) é
constituida das etapas VO a V4 e a reprodutiva (R), das etapas R5 a R9. Quando a
semente é colocada em condigdo de germinar, comeca o periodo vegetativo, que

continua até o aparecimento do primeiro botdo floral nos cultivares de habito de
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crescimento determinados, ou da primeira inflorescéncia, nos cultivares de habito
indeterminados (SANTOS; GAVILANES, 2006).

No Brasil os genotipos mais cultivados de feijdo comum s&o do tipo Phaseolus
vulgaris var. mexicanus, com centro de origem no México, graos pequenos, proteina
phaseolina tipo “T”e adaptados a temperaturas mais elevadas (NORMAN et al., 1995).
A maioria dos cultivares, utilizadas no Brasil apresenta teores de proteina de 20 a 25%
(BOREN; CARNEIRO, 2006), e sob condicbes ambientais normais, completam seu
ciclo em 70-85 dias (FAGERIA et al., 1991). O feijdo tipo carioca, até a década de
1970, possuia um mercado muito restrito no pais, mas atualmente € o tipo mais
cultivado e consumido no pais, apresentando grdos de coloragdo creme com rajas
marrons, peso de 100 grdos variando de 23 a 25 gramas, héabito de crescimento
indeterminado e ciclo de aproximadamente 90 dias (ALMEIDA et al., 1971,
RAMALHO; ABREU; CARNEIRO, 2004; RAMALHO; ABREU, 2006).

Embora o feijoeiro comum geralmente ndo se adapte bem aos trépicos Umidos,
ele se desenvolve bem em éareas com chuvas regulares, desde 0s tropicos até zonas
temperadas (SCHOONHOVEN; VOYSEST, 1991), numa faixa de temperatura de 18 a
30 °C, sendo que acima deste limite ocorrem danos a producdo, desde queda de flores
até o abortamento das vagens, pois os efeitos das altas temperaturas podem ser
confundidos com os de deficiéncia hidrica. Quando ha disponibilidade de &gua, a
temperatura elevada provoca abortamento de flores e vagens, além da predominancia do
crescimento vegetativo em detrimento do crescimento reprodutivo (AIDAR et al.,
2002).

Assim como a maioria das leguminosas, o feijado pode se beneficiar da FBN por
meio de uma relacdo simbidtica com rizébios fixadores de nitrogénio (PINTO;
HUNGRIA; MERCANTE, 2007; MULAS et al., 2011; CARDOSO et al., 2012;).
Porém a FBN no feijoeiro ndo é capaz de prover todas as suas exigéncias, para obtengédo
de elevada produtividade, sendo necessaria a adi¢do de fertilizante nitrogenado, objetivo
principalmente a complementacdo das exigéncias de nitrogénio pelas plantas que nao
foram supridas pelo N-inorgénico do solo ou pela fixacdo bioldgica do nitrogénio

atmosférico.



2.1.2 Importéancia econémica

O gréo de feijdo é um importante constituinte na dieta da populacéo brasileira
em fungdo de sua proteina rica em aminoacido essencial lisina, porém pobre nos
aminoacidos sulfurados metionina e cisteina, essenciais ao homem (BOREN;
CARNEIRO, 2006). Isto exige uma parceria com cereais, pois estes sdo pobres em
lisina, mais ricos em amino&cidos sulfurados, o que torna a tradicional dieta brasileira, o
arroz com feijdo complementar em termos de aminoacidos essenciais, sendo
considerada por especialistas de excelente valor nutritivo. Além da importancia do
feijdo na alimentacdo da populacdo brasileira e mundial, a cadeia de producao,
beneficiamento e comercializagdo, gera emprego e renda, principalmente para a classe
menos privilegiada (FACHINI et al., 2006).

O Brasil € o maior produtor mundial de feijdo comum, que se constitui no
alimento protéico basico na dieta do brasileiro. O consumidor é regionalmente exigente
quanto a cor e o tipo de gréo, além da qualidade culinaria, sendo que, atualmente, cerca
de 70% do consumo é de grdos tipo carioca, 20% de graos do tipo preto e 10% de outros
tipos de grédos, produzidos, principalmente, nos Estados das regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste (DEL; MELO, 2005). O feijdo comum, com denominacdes diferentes,
pode ser cultivado em trés épocas distintas de semeadura: feijdo de 1* época ou “feijao
das 4guas”, cultivo de primavera-verao; feijao de 2* época ou “feijao da seca”, cultivo
de verdo-outono; e o feijdo de 3* época ou “feijao de inverno”, cultivo de outono-
inverno. Os cultivos do feijdo de 1% e 2% épocas correspondem a mais de 80% da
producdo nacional (KLUTHCOUSKI; AIDAR; THUNG, 2007).

Considerando todos os géneros e espécies de Phaseolus, estatisticas da FAO
publicadas em 2010, evidenciaram que a producdo mundial de feijdo situa-se ao redor
de 19,7 milhdes de toneladas, ocupando uma area de 25,2 milhdes de hectares. A Asia
responde por (42,8%) do consumo mundial, sequido das Américas 37,9%, Africa
(17,2%), Europa (1,9%) e Oceania (0,2%). Os paises em desenvolvimento s&o
responsaveis por 86,7% do consumo mundial. Aproximadamente 66% da producao
mundial foi proveniente de sete paises, sendo o Brasil 0 maior produtor, responsavel por
17% da producdo mundial (FAOSTAT, 2010).

O Brasil produziu na safra de 2011/2012, cerca de 2,915 milhdes de toneladas de
gréos de feijdo comum, em uma area 3,261 milhGes de hectares, com produtividade

média de 894 kg ha™, contudo em areas irrigadas a produtividade pode alcangar 3000 kg



hat (CONAB, 2012), existindo cultivares com potencial produtivo acima de 4000 Kg
ha (FILHO et al., 2007).

A producdo de feijoes no Brasil tem crescido ao longo dos anos, embora quedas
de producdo em determinados anos (2000, 2001, 2003, 2004, 2005, 2006 e 2009)
tenham ocasionado um desbalanco entre consumo e producao. O déficit foi compensado
com importagdes e uso de estoques que, juntamente com a producdo no ano formam o
suprimento anual (CONAB, 2010). A safra 2011/2012 foi a menor dos Gltimos dez
anos, ocasionando um quadro de oferta bastante ajustado. O mercado estd sendo
abastecido com produto dos estoques remanescentes da terceira safra e de uma pequena
quantidade importada da Argentina, China e Bolivia (CONAB, 2012).

No estado do Rio de Janeiro, o cultivo e a colheita do feijoeiro se concentram
em duas safras. O feijoeiro das aguas (1° safra) e feijoeiro da seca (2° safra). Na safra de
2011/2012, o estado, apresentou uma producdo total de 3600 toneladas de feijdo em
uma érea de 3700 ha, com rendimento médio de 969 kg ha™. O feijoeiro de 1° safra
apresentou uma producdo de 1500 toneladas, com rendimento médio de 954 kg ha™, em
uma area total de 1600 ha; o feijoeiro de 2% safra ocupou uma area de 2100 ha, com uma
producdo de 2100 toneladas e rendimento médio de 1000 kg ha™*. (CONAB, 2012).

O feijoeiro é cultivado por pequenos e grandes produtores, em diversificados
sistemas de producdo e em todas as regides brasileiras, o feijoeiro comum reveste-se de
grande importancia econdmica e social (EMBRAPA, 2009; YOKOYAMA, 2002).
Sendo que, aproximadamente 70% do total de feijdo produzido no Brasil é proveniente
da agricultura familiar, em plantios realizados principalmente na época “das aguas” e
“da seca”, com baixa produtividade (IBGE, 2006). Entre os principais fatores limitantes
da produtividade da cultura do feijoeiro no Pais, destacam-se aqueles relacionados ao
baixo nivel técnico empregado pelos produtores e ao cultivo do feijoeiro em solos de
baixa fertilidade, especialmente pobres em N (MERCANTE et al.,1999). A evolucao
das praticas culturais, aliada ao desenvolvimento de cultivares modernos e a adog¢éo de
tecnologias pelos agricultores brasileiros, permitiu expressivo ganho em produtividade,
saindo de patamares de 500 kg ha™* de média nacional, no final de década de 1970, para
1.000 kg ha™ na safra 2009/2010. Em alguns estados do Pais, onde se utilizam niveis

tecnolégicos elevados, a produtividade supera os 2.000 kg ha-! (CONAB, 2011).



2.2 Adubos Nitrogenados

As plantas cultivadas tém uma dependéncia fundamental dos fertilizantes
inorganicos nitrogenados, principalmente na forma de nitrato (NO3") e amonio (NH4")
(ROBERTSON; VITOUSEK, 2009). Em 1930 tinhamos a adi¢cdo anual de 1,3 milhdes
de toneladas de fertilizantes nitrogenados ao solo em todo o mundo, passando em 1960
para 10,2 milhdes de toneladas e atualmente esse total estad em torno de 90 milhdes de
toneladas (FRINK et al., 1999). Projecdes indicam que no ano de 2050 este valor sera
de 240 milhdes de toneladas (TILMAN, 1999).

Entre os fertilizantes nitrogenados solidos no mercado mundial, a uréia é a fonte
mais utilizada, destacando-se pela facilidade de acesso, menor custo por unidade de N
(45% de N), elevada solubilidade e compatibilidade para a mistura com outros
fertilizantes e defensivos e alta taxa de absorcdo foliar (MALAVOLTA, 2006). Porém,
o N é perdido com muita facilidade por lixiviacdo (lavagem no perfil do solo),
denitrificacdo (transformacdo do NOs em N, e NO,?), volatilizacgdo do NHs, e
imobilizacdo microbiana (CANTARELLA, 2007; STRALIOTTO et al., 2002,
MALAVOLTA, 2006 ).

Custos flutuantes de energia e matérias primas causam aumentos significativos e
incerteza nos custos de fertilizantes agricolas, com impactos negativos sobre a
sustentabilidade agricola. A utilizacdo de fertilizantes na agricultura pode também
contribuir para a poluicdo ambiental. A sintese de N-fertilizantes contribui
significativamente para a producdo de gases de efeito estufa (GEE), sendo os
fertilizantes nitrogenados a maior fonte de emissfes de GEE a partir de agricultura
arvel (GALLOWAY et al., 2008; SMITH et al., 2008).

O nitrogénio tem grande importancia no metabolismo das plantas, sendo cerca
de um quarto do gasto energético dos vegetais relacionados com as varias reacdes
envolvidas na reducdo de nitrato a amonio e a subsequente incorporacdo as formas
organicas nas plantas (EPSTEIN; BLOOM, 2005). O nitrogénio participa de diversos
compostos considerados indispensaveis para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, destacando-se as proteinas e as clorofilas (TAIZ; ZEIGER, 2009). 50% do N
foliar esta contido na molécula de rubisco, enzima primaria para a assimilacdo de CO,
em plantas C3 (LONG et al., 2006).

O nitrogénio € muito importante tanto no incremento da producdo de gréos,
como na elevacio do teor proteico (FIDELIS et al., 2007). A absorcdo do nitrogénio,

nutriente de alta mobilidade no solo, ocorre tanto na forma de cation NH," como na de
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anion NO3™ (LOBO et al., 2011). A forma amoniacal possui a vantagem de se fixar as
particulas coloidais do solo, principalmente as particulas de argila que s&o carregadas
negativamente na periferia. Além disso, esta forma requer menos energia para a
assimilacdo do que o nitrato (ZHOU et al., 2011). J& o nitrogénio nitrico é totalmente
solivel em agua, ndo se fixa nas argilas e é facilmente lixiviado no solo
(MALAVOLTA, 2006).

Além do elevado custo econdmico, o uso de adubos nitrogenados em solos
tropicais tem ainda um custo ecoldgico adicional. Considera-se que as perdas de adubos
nitrogenados aplicados estdo em torno de 50 %, sendo ocasionadas principalmente por
lixiviacdo, na forma de nitrato e escorrimento superficial, provocado pela &gua das
chuvas ou irrigacdo (STRALIOTTO et al., 2002). O N perdido nesse processo é
altamente poluente e, uma vez carreado para o lencol freatico, provoca a contaminacgéo
dos aquiferos subterraneos, rios e lagos. Outras perdas de N aplicado ocorrem nas
formas gasosas, que retornam a atmosfera, sobretudo pelos processos de desnitrificacao
e volatilizacdo (SIQUEIRA et al.,1994; STRALIOTTO et al., 2002). Nesse contexto, 0
manejo adequado da adubacdo nitrogenada representa uma das principais dificuldades
da cultura do feijoeiro, visto que a aplicacdo de doses excessivas de N, além de
aumentar o custo econémico, pode promover sérios riscos ao ambiente, e a sua
utilizacdo em quantidade insuficiente pode limitar o seu potencial produtivo, mesmo
que outros fatores de producdo sejam otimizados (SANTOS et al., 2003).

Em uma agricultura competitiva e moderna, uma boa produtividade dos cultivos
nos solos é indiscutivel. Assim uma aplicacdo especifica de nutrientes é requerida por
cada cultura e cada tipo de solo, que deve ainda ser adaptada as caracteristicas
climaticas do local de producdo (LOUREIRO; NASCIMENTO, 2003).

O nitrogénio é o nutriente mais exigido e exportado pela cultura do feijoeiro
(MALAVOLTA, 1980; ANDRADE et al., 2004). Para um rendimento de 3000 kg.ha™
ha uma exportacdo de aproximadamente 100 kg.N.ha®, podendo a cultura ser
caracterizada como empobrecedora do solo, sendo que para uma alta produtividade é
necessario uma quantidade de N superior a 100 Kg ha™ (VIEIRA et al., 2006). Um
adequado suprimento desse nutriente esta associado a alta atividade fotossintética, a
crescimento vegetativo vigoroso e folhas verde-escuras. Sua deficiéncia provoca
pequeno desenvolvimento das plantas, as folhas tornam-se verdes palidas ou mesmo

amarelas e poucas flores desenvolvem-se (VIEIRA, 1998).



2.3 Fixacao Biologica do Nitrogénio

A incorporagdo do nitrogénio molecular N, encontrado na atmosfera em um
composto nitrogenado corresponde a sua fixacdo, sendo a sua principal forma de
introducdo nos ecossistemas. Em sentido amplo, podemos considerar descargas
elétricas, atividades vulcanicas, fixacdo industrial e biolégica como sendo formas de
fixacdo de nitrogénio, pois ocorre sua incorporagdo em um composto nitrogenado. Em
sentido mais restrito, podemos considerar a fixagdo do nitrogénio como sendo sua
reducdo para a formacao de aménia (NH3) (CORDEIRO, 2004). A fixacdo biologica de
nitrogénio atmosférico é um processo bioquimico natural e essencialmente
desenvolvido por bactérias. Constitui um passo crucial do ciclo do nitrogénio e
responde, em grande medida, pela manutencdo da vida na Terra (LINDEMANN;
GLOVER, 2003). As espécies de bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas em
leguminosas tém sido denominadas coletivamente de rizdbio, sendo a maioria
pertencente a familia Rhizobiaceae (VANCE, 1998; MOREIRA, 2008). Até a década de
80, os rizébios eram classificados em uma (nica familia, com dois géneros e seis
espécies. Atualmente, entretanto o0s rizdbios encontram-se em quatro familias
(Bradyrhizobiaceae, Hyphomicrobiaceae, Phyllobacteriaceae e Rhizobiaceae), 13
géneros, entre eles: Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium,
Mesorhizobium e Sinorhizobium; 98 espécies e varios biovares, todos na ordem
Rhizobiales (WEIR, 2012). Embora todos os géneros de rizébio pertencam a subclasse
Alfa-proteobacteria, recentemente, bactérias pertencentes a subclasse Beta-
proteobacteria foram identificadas em nddulos de leguminosas (MOULIN, et al., 2002),
tais como: Methylobacterium (SY, et al., 2001), Blastobacter (VAN BERKUN;
EARDLY, 2002), Devosia (RIVAS et al.,, 2002), Ralstonia (CHEN et al., 2001),
Burkholderia (CHEN et al., 2003), Phyllobacterium (MANTELIN, et al.; 2006),
Cupriavidus (VANDAMME; COENYE), Shinella (LIN et al., 2008) e Ochrobactrum
(IRMAN,et al, 2010).

Apesar de ser requerido em quantidades significativas pelos seres vivos, na
natureza este elemento é encontrado em abundéncia numa forma quimicamente muito
estavel, portanto sua pronta assimilagdo pela maioria dos seres vivos € limitada,
requerendo sua transformacao para uma forma combinada que facilite sua assimilacéo
(FRANCO; DOBEREINER, 1994). No processo de fixacéo, a tripla ligacdo que existe
entre os atomos de nitrogénio é rompida pela nitrogenase, que é um complexo protéico

composto por ferro e molibdénio (SPATZAL, et al., 2011), também denominada de
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dinitrogenase, produto dos genes nifD e nifK (EADY,1986). Para cada molécula de N,
fixado, esse complexo hidrolisa 16 adenosinas trifosfatos (ATP) e transfere elétrons
para o sitio catalitico, demandando muita energia. A atividade da nitrogenase é regulada
por diversos fatores, tais como, a concentracdao de oxigénio (MOREIRA E SIQUEIRA,
2006), a disponibilidade de energia da célula, idade fisiologica, a quantidade de
nitrogénio na planta, presenga de molibdénio entre outros (REIS et al., 2005). Neste
processo, cada molécula de N, se liga a trés atomos de hidrogénio, utilizando energia
despendida pelo ATP, que nos sistemas simbiéticos, é formado pela queima dos
produtos da fotossintese. Nos sistemas conhecidos, a fixacdo bioldgica do nitrogénio se
da segundo a equacdo (CORDEIRO, 2004):
N, +8H" + 8¢ + 16 ATP _NTROSENASE © 2 NH3 + H, + 16 ADP + 16 Pi

Podemos caracterizar trés grupos de bactérias fixadoras de nitrogénio,
diazotrofos de vida livre, que fixam N, para seu proprio consumo, diazotrofos
associativos, que contribuem para o crescimento de plantas sem a formacdo de
estruturas diferenciadas, e os diazotrofos simbidticos, que estabelecem uma intima
relacdo com a planta hospedeira formando estruturas especializadas denominadas de
nodulos onde ocorre a conversao do N, em NH3; (EVANS; BURRIS, 1992).

O rizo6bio possui um grande nimero de genes que controlam varios aspectos da
nodulagdo como especificidade do hospedeiro, infeccdo e nodulagdo (KONDOROSI et
al., 1989). Esses genes sdo ativados ou reprimidos desde o inicio da associacdo até
desenvolvimento pleno do nddulo e pertencem a duas categorias: genes estruturais e
genes reguladores, que controlam a expressdo dos primeiros. Sendo que 0S genes
estruturais se expressam em baixo nivel quando na auséncia do hospedeiro
(CORDEIRO, 2004).

No estadio inicial de formacdo dos nédulos ha liberacdo de uma variedade de
compostos quimicos das células radiculares para o solo facilitando a colonizagéo
rizosférica e estimulando o crescimento do rizébio (HUNGRIA; STACEY, 1997). Os
sinais moleculares excretados pelas raizes da planta hospedeira ativam a expressdo dos
genes de nodulagdo pelo rizdbio, resultando na producéo de fatores Nod (SUGAWARA
et al., 2006). Em leguminosas como o feijdo-caupi e a soja, os fatores Nod estdo
envolvidos na resposta da planta hospedeira na, deformacdo do pélo radicular, pré-
infeccdo e iniciagdo dos primordios nodulares (HUNGRIA; JOSEPH; PHILLIPS,
1991). Dessa forma, o processo de infeccdo em que o rizdbio entra em contato com as

raizes da planta e induz & formagdo do nddulo reprogramando o desenvolvimento da
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célula cortical, é dependente de fatores Nod e resulta no encurvamento do pélo radicular
(Figura 1).

Na segunda etapa, em resposta aos fatores produzidos pela bactéria, o pélo
radicular apresenta um enrolamento anormal, aprisionando o rizébio apertadamente,
fazendo com que as células do rizébio crescam dentro dos enrolamentos. Os rizobios
penetram na raiz, pela extremidade do pélo radicular, através da invaginacdo da
membrana plasmatica, ao redor do qual a planta forma uma estrutura chamada de
cordédo de infeccdo (figura 1). Ao mesmo tempo, as células do cértex externo, no caso
do feijoeiro, comecam a se dividir, formando o primérdio do nédulo. Um unico pélo
pode ser infectado por muitos rizébios e, assim, pode conter varios corddes de infeccao.
Os corddes de infeccdo penetram nas células dos primérdios nodulares, liberando as
bactérias no citoplasma destes primdrdios, que sdo imediatamente envolvidas por uma
membrana denominada membrana peribacteroidal. Os primoérdios se diferenciam em
nddulos e as bactérias se diferenciam em bacterdides (HUNGRIA; STACE, 1997;
BROUGHTON; JABBOURI; PERRET, 2000).

Figura 1 Processo de infecgéo celular, adaptado de Taiz; Zeiger, 2009

Os dois processos, infeccdo e organogénese do nodulo, ocorrem
simultaneamente durante a formacdo do nddulo da raiz. No processo de infec¢do, 0s
rizobios que estdo ligados aos pélos radiculares liberam os fatores Nod, que induzem
um pronunciado enrolamento das células do pélo. Os rizébios ficam inseridos em um
pequeno compartimento, formado pelo enrolamento. A parede celular do pélo radicular
também é degradada nessas regides em resposta aos fatores Nod, permitindo que as
células bacterianas acessem diretamente a superficie externa da membrana plasmatica
(LAZAROWITS; BISSELING, 1997).

A iniciacdo e formacdo dos nddulos séo controladas em varios niveis, as raizes

das plantas excretam varios flavonoides, que sdo necessarios para ativar a expressao de
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genes reguladores da nodulagdo, principalmente as proteinas NodD (PERRET;
STAEHELIN; BROUGHTON, 2000). O complexo nodD-flavonoides interage com
uma regido promotora conservada (nod box) que estd localizada apds a maioria dos
genes nod no genoma da bactéria. A transcricdo acontece e o produto enzimatico dos
genes nod leva sintese e secrecdo de fatores Nod (BROUGHTON et al., 2006), que se
caracterizam por serem lipo-oligossacarideos, cuja cadeia é importante para determinar
a especificidade do rizobio ao hospedeiro (DEBELLE et al., 2001).

Os nddulos sdo divididos em dois tipos: determinado e indeterminado. O nddulo
determinado (A) ocorre principalmente no feijdo e na soja, uma vez formado ele fixa
enquanto a simbiose estiver ativa, facilmente notada pela coloracdo avermelhada da
atividade da leg-hemoglobina. Uma vez que a simbiose for interrompida, por varios
motivos, este nodulo senesce e se desprende da planta hospedeira. Além desse, ha
formacdo de nodulos que sdo considerados de crescimento indeterminado (B). Outro
tipo de nodulo indeterminado é o nddulo de angiospermas ndao leguminosas (C). Em
nddulos indeterminados o centro responsavel pela FBN muda conforme um novo tecido
¢ formado e organizado para este fim. S8o0 comumente encontrados em espécies

arboreas como os nddulos de Leucena (REIS et al., 2006).

A B C
Figura 2 Tipos de ndédulos em leguminosas, adaptado de Cordeiro, 2004.

Nas leguminosas, a fixacdo de nitrogénio ocorre ap6s a infeccdo da raiz pela
bactéria e o desenvolvimento do nédulo (CORDEIRO, 2004). O nitrogénio reduzido
simbioticamente nos nodulos das raizes de leguminosas € assimilado através da
incorporacdo de NH4" para a posicdo de amida da glutamina em uma reacdo que é
catalisada pela glutamina sintetase (GS). Subsequentemente, a sintase do glutamato
(GOGAT) transfere o grupo amida da glutamina para o alfa-cetoglutarato, produzindo
duas moléculas de glutamato (SILVENT et al., 2008).
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A energia para a FBN ¢ suprida inicialmente na forma de acidos dicarboxilicos
(principalmente malato e succinato), que sdo levados aos bacteroides e sdo derivados da
respiracdo mitocondrial, mas também proporcionam uma fonte de carbono e energia
para a atividade do bacterdide e da nitrogenase na conversao do nitrogénio em amdonia
(GARG; SINGLA, 2004).

Em leguminosas de clima temperado e tropical com nddulos indeterminados, o
nitrogénio fixado simbioticamente é transportado a partir dos nédulos para a parte aérea,
na forma de amidas (glutamina e asparagina), enquanto que algumas leguminosas
tropicais, como feijao caupi (Vigna unguiculata), soja (Glycine max) e feijao (Phaseolus
vulgaris), que produzem nddulos determinados, os ureideos de exportacdo dos nodulos
sdo (alantoina e acido alantdico) (SILVENT et al., 2008).

O molibdénio é um micronutriente que possui efeito marcante na simbiose
rizobio-leguminosa, pois esse elemento é um dos componentes das enzimas nitrato
redutase e nitrogenase, este possui atuacao direta sobre o processo de fixacdo bioldgica
do nitrogénio e aproveitamento dos nitratos absorvidos pelas plantas (VIEIRA;
NOGUEIRA; ARAUJO, 1992). Assim, uma baixa disponibilidade ou deficiéncia de Mo
pode levar a presenca de baixos teores de N em plantas cultivadas sob condi¢cdo de boa
disponibilidade de N no meio, ou que obtenham N por meio da FBN, por problemas nas
enzimas participantes na sua assimilacdo (JASMIM; MONNERAT; ROSA, 2002). Em
condicdes de baixa disponibilidade, o molibdénio é alocado preferencialmente nos
nodulos, de forma a manter concentracGes adequadas para fixacdo de N, (JACOB
NETO; FRANCO, 1989).

Outro elemento que interfere na eficiéncia da FBN é o O, pois as duas proteinas
que compBem a nitrogenase (Ferro proteina e Ferro-Molibidénio proteina) sdo
desnaturadas pelo O, (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006). Quando as bactérias estdo
fixando o nitrogénio atmosférico, a leg-hemoglobbina sé é sintetizada se a planta e
bactéria estiverem em simbiose, e localizarem se no citoplasma das células infectadas
dos nodulos (VERMA; BAL, 1976). O nddulo é uma estrutura que possui, entre outras
funcgdes, a de proteger o complexo enzimético da nitrogenase contra 0 O, que a inativa
irreversivelmente. O O, fica adsorvido a leg-hemoglobina, evitando, assim sua
inativagdo. A leg-hemoglobina tem a importante fungdo de transporta O, em taxas
suficientes para 0 metabolismo aerobio dos bacteroides sem excessos que possam inibir
a atividade da nitrogenase (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).
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O elemento cobalto (Co) também é essencial para a fixagdo simbiotica de
nitrogénio (N), fazendo parte da constituicdo da vitamina B12, necesséria para a
biossintese de leghemoglobina. Além disso, participa do metabolismo de carboidratos e
das proteinas, atraves de ativacoes enzimaticas (MALAVOLTA et al., 1997).

O numero, a biomassa e o tamanho dos nodulos s&o indicadores usuais de
nodulacdo (FERREIRA; CASTRO, 1995) e constituem critérios utilizados para
avaliacdo da simbiose rizobio-leguminosas, fazendo parte, inclusive, do protocolo para
avaliacdo da eficiéncia agronémica de estirpes no Brasil pela Rede de Laboratérios para
Recomendacdo, Padronizagédo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de
Interesse Agricola (RELARE) (XAVIER et al., 2006). Além disso, foi definido um
conjunto minimo de dados para avaliacdo da FBN, como a massa dos noédulos e da parte

aérea e o total de N acumulado pela planta (SOUZA et al., 2008).

2.3.1 Fixagdo biologica do nitrogénio no feijoeiro

O feijoeiro pode ter sua inoculacdo e simbiose com os rizobios limitada por
varios fatores, como caracteristicas proprias da planta, alta susceptibilidade a estresses
ambientais, ao ataque de pragas e doencas; caracteristicas das estirpes do rizébio, como
baixa capacidade competitiva e deficiéncia no processo de FBN (HUNGRIA; CAMPO;
MENDES, 2003).

Em condicGes de clima tropical, os principais fatores abioticos que afetam a
FBN sédo: acidez do solo (HUNGRIA; VARGAS, 2000; HUNGRIA; CAMPO;
MENDES, 2003; GRAHAM, et al., 1994), toxidez de aluminio (ALIKIHANI et al.,
2006), salinidade e baixa fertilidade do solo (HUNGRIA; VARGAS, 2000),
disponibilidade de N mineral (TSAI et al., 1993; PIMENTEL, 2006), deficiéncia de
nutrientes como fosforo e molibdénio (JACOB NETO; FRANCO, 1989; HUNGRIA;
VARGAS, 2000), altas temperaturas no solo (HUNGRIA; VARGAS, 1997;
RUMJANEK et al., 2005), luminosidade e baixa precipitacdo pluviométrica (Hungria;
Vargas, 2000; PIMENTEL et al.,1990; SILVEIRA et al., 2003; RAMOS et al., 2003),
metais pesados (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), tipo de solo, textura e composi¢ao
(BENIZRI et al., 2001).

Com relacdo aos fatores bioticos temos: o tipo de indculo e a via de inoculagéo
(BROCKWELL et al., 1988), a selecdo de cultivares apropriados que influencia

decisivamente sobre as entradas de nitrogénio nos sistemas agricolas (WANI et al.,
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1995; HARDARSON, et al., 1993), o controle de pragas e doencas que afetam o vigor
da planta e o seu potencial de crescimento (ROSALES et al., 2013), competitividade,
sobrevivéncia saprofitica, presenca de antagonistas (GRAHAM, 1981). Esses fatores
bidticos sdo determinados pelas interacfes sinergéticas ou antagdnicas com 0S outros
representantes da biota do solo e com o proprio rizébio, na sobrevivéncia e competicao
pela nodulacdo da planta hospedeira (STRALIOTTO; RUMJANEK, 1999). Outro fator
limitante & FBN em feijoeiro € a senescéncia precoce dos nddulos, ocorrendo um
declinio acentuado na atividade da nitrogenase e das enzimas de assimilacdo do
nitrogénio e um incremento na atividade das proteases, que degradam a leg-
hemoglobina (HUNGRIA; FRANCO, 1988). Segundo Puppo et al. (2005), a
senescéncia dos nddulos ocorre naturalmente no comeco da antese devido a sintese de
sinais generalizados na parte aérea ou durante o enchimento dos grdos, com
consequente reducdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio nesse periodo que € tdo
importante para garantir o enchimento dos gréos. Esses fatores em conjunto causam
nodulagdes menores que em outras leguminosas, como a soja e o feijao-caupi
(MARTINS et al., 2003; XAVIER et al., 2007), e consequentemente, perda da resposta
a inoculacdo, diminuindo a eficiéncia do feijoeiro em estabelecer uma relacdo
simbidtica com bactérias (GRAHAM, 1981; HARDARSON, 1993). A nodulacdo
mesmo ndo sendo eficiente para suprir toda a exigéncia de nitrogénio requerida pelo
feijoeiro promove certa reducdo na utilizacdo da adubacdo nitrogenada, representando
uma economia consideravel (ARAUJO, 1996).

Estudos tém demonstrado que é possivel que a cultura do feijoeiro se beneficie,
em condigdes de campo, do processo de FBN, podendo alcancar produtividade acima de
2.500 kg ha’ (HUNGRIA et al., 2000). Assim, o conhecimento das caracteristicas
intrinsecas do feijoeiro e da bactéria fixadora de nitrogénio (Rhizobium) é de grande
importancia para o sucesso da inoculagao.

Uma das caracteristicas apresentadas pela cultura do feijoeiro é a alta
promiscuidade, ou seja, o feijoeiro é capaz de estabelecer simbiose com um grande
namero de espécies de rizobios, inseridos ou nativos, formando nodulos efetivos
(MARTINEZ-ROMERO et al., 1991). Pelo menos, seis espécies de rizobio sdo capazes
de nodular o feijdo e em muitos casos fixar nitrogénio atmosférico, incluindo R.
leguminosarum bv. phaseoli (JORDAN, 1984), R. tropici (MARTINEZ-ROMERO et
al., 1991), R. etli bv. Phaseoli (SEGOVIA et al., 1993), R. gallicum (bv. gallicum e
bv.phaseoli), R. giardinii (bv. giardinii e bv. phaseoli) (AMARGER; MACHERETL,
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AGUERRE, 1997), R. sp. OR 191 (EARDLY et al., 1985), R. mongolense (VAN
BERKUM et al., 1998). Além disso, outros géneros e espécies foram isolados de
nddulos de feijoeiro: Bradyrhizobium sp. (HUNGRIA et al., 1993), Sinorhizobium fredii
(STRALIOTTO et al,, 1999; GRANGE; HUNGRIA, 2004), Sinorhizobium sp.,
Mesorhizobium plurifarium, assim como outros isolados que podem representar novas
espécies (GRANGE; HUNGRIA, 2004).

O conhecimento do inicio do processo de nodulacdo e, consequentemente, de
FBN torna-se importante, uma vez que no feijoeiro foi constatada, em trabalho realizado
com plantulas noduladas, a ocorréncia de um periodo de fome de nitrogénio onde as
reservas dos cotilédones terminam antes que o nitrogénio dos nédulos seja transportado,
em quantidades adequadas. Este periodo ocorre geralmente até 15 dias a 20 dias ap6s
emergéncia, podendo ocorrer deficiéncia de N, decorrente do assincronismo entre o
esgotamento de N dos cotilédones e o inicio da nodulacdo (HUNGRIA; BARRADAS;
WALLSGROVE, 1991).

A falta de resposta a inoculagdo em leguminosas com estirpes mais eficientes se
deve, na maioria dos casos, a existéncia de uma grande populacéo de estirpes nativas no
local do cultivo, sendo estas de baixa eficiéncia (HUNGRIA; CAMPO; MENDES,
2003). A diferenca encontrada nessa situacao, de superioridade das estirpes nativas em
relacdo as estirpes de inoculacdo, se deve ao fato da populacdo nativa ser maior que a
populacdo inoculada e ndo de uma maior eficiéncia competitiva das estirpes nativas
(BROCKWELL et al., 1988).

Os fatores abiodticos do solo influenciam a competitividade das bactérias,
podendo afetar tanto a populacdo nativa de rizébio do solo como as condi¢fes para o
estabelecimento de novas estirpes. A cultura do feijoeiro apresenta sensibilidade as
condicdes de acidez da maioria dos solos brasileiros (HUNGRIA; VARGAS, 2000). Em
consequéncia dessa acidez, ha limitacdo na disponibilidade de nutrientes e/ou toxidez de
Al e Mn (MIGUEL; MOREIRA, 2001). O aluminio solavel (Al*®) ou trocavel interfere
negativamente na sobrevivéncia do rizébio no solo, por meio da sua complexacdo com
determinados componentes celulares, especialmente o DNA, causando inibigédo do
crescimento e morte celular (KARANJA; WOOD, 1993; FLIS; GLENN; DILWORTH,
1991). A faixa de pH do solo ideal para o feijoeiro varia de 5,5 a 6,8, portanto, a
calagem é uma pratica recomendavel para viabilizar o cultivo dessa leguminosa em
solos acidos (BARBOSA FILHO; SILVA, 2000; HUNGRIA; VARGAS, 2000). Nestas

condicBes, de solos &cidos, a microbiota do solo também é afetada, em especial o0s
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microrganismos diazotroficos, pois limitam sua sobrevivéncia, persisténcia e
multiplicagdo, com consequente reducdo na FBN (SLATTERY; COVENTRY;
SLATTERY, 2001; BALA et al., 2003).

A ocorréncia de altas temperaturas no solo € um dos fatores mais limitantes a
simbiose rizobio-leguminosas em condigdes tropicais, podendo atingir valor superior a
40°C (VARGAS; HUNGRIA, 1997). Altas temperaturas afetam a sobrevivéncia do
rizbio no solo, o processo de infeccdo, formacdo dos nodulos e ainda a atividade de
FBN. Além disso, quando se considera o rizébio no inoculante, afeta a sua
sobrevivéncia no veiculo tanto durante o transporte quanto no armazenamento
(STRALIOTTO; RUMJANEK, 1999).

No caso do feijoeiro, tanto a planta como o rizébio sdo afetados quando em
temperaturas superiores a 34°C, sendo que no caso do rizébio, os plasmideos que
carregam 0s genes simbidticos podem ser perdidos (STRALIOTTO, RUMJANEK,
1999). No entanto, diferentes espécies e estirpes de rizobio diferem em sua resisténcia
ou tolerancia a altas temperaturas (KARANJA; WOOD, 1988). A dominancia das
espécies em determinados solos esta relacionado a seu pH e temperatura, sendo a
espécie Rhizobium tropici mais competitiva em solos 4&cidos, com elevadas
temperaturas, predominantes nas nossas condicdes de clima tropical (VARGAS;
GRAHAM, 1989).

Portanto compreender a relacdo entre os rizébios e o feijoeiro, e sua real
contribuicdo na fixacdo bioldgica de nitrogénio para a cultura do feijdo pode ser a chave
para melhorar o rendimento dessa cultura (GRANGRE; HUNGRIA, 2004).

2.3.3 Interacdo entre a adubacdo nitrogenada e a fixacdo bioldgica de nitrogénio
Os fertilizantes nitrogenados sdo considerados reservas esgotaveis, que
necessitam de um elevado consumo de energia na sua fabricagdo e, portanto,
representam um elevado custo para a producdo de alimentos, principalmente para 0s
pequenos agricultores (SPECHT et al., 1999). Como a maioria das leguminosas, o feijao
comum pode se beneficiar da FBN, por meio da simbiose com rizébios (PINTO;
HUNGRIA; MERCANTE, 2007; MULAS et al., 2011; CARDOSO et al., 2012). A
fixacdo biologica do nitrogénio (FBN) constitui-se em uma valiosa fonte deste nutriente
para o feijdo comum, tendo sua magnitude influenciada pela disponibilidade de N
mineral na solucdo do solo (BRITO; MURAOKA,; SILVA, 2011), geralmente a FBN do
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feijoeiro ndo é tdo eficiente quanto a do feijao-caupi (MARTINS et al., 2003; XAVIER
et al., 2007) e a da cultura da soja (GRAHAM et al., 2003; MENDES et al., 2008) que
podem fixar todo o N necessério para obtencdo de altas produtividades.

Na cultura do feijdo comum, para a obtencdo de rendimentos econdmicos,
geralmente, € essencial a suplementacdo nitrogenada, principalmente até que a
nodulagdo esteja plenamente estabelecida (OLIVEIRA et al., 2003). No entanto, €
necessaria uma dose de N que proporcione bom desenvolvimento da planta, mas que
ndo venha prejudicar a FBN (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003). De acordo com
estudos realizados por Araujo et al. (1996); Amane et al. (1999), quando a aplicacéo do
fertilizante nitrogenado foi realizada na época da semeadura ou logo apds a emergéncia,
até os 20 dias (V2 - V3), 70% do nitrogénio contido na planta provinha do fertilizante;
mas a partir de 60 dias (R6) essa taxa caiu para menos de 40%, de maneira que a planta
ao final do ciclo continha bem mais nitrogénio proveniente do solo do que de
fertilizante. Baseado nestes resultados, Araujo et al. (1996) recomendam o parcelamento
da adubacéo nitrogenada, devendo-se aplicar 1/3 da dose na semeadura e 2/3 dos 30 aos
45 dias apds a semeadura (V4 - R6). Estes mesmos autores ainda relataram que, quando
0 nitrogénio é aplicado antes ou durante o florescimento, a utilizacao do fertilizante pelo
feijoeiro é maior do que quando aplicado na semeadura. Tal fato pode esta relacionada
ao pico de atividade das enzimas Nitrogenase e redutase do nitrato responsaveis,
respectivamente, pela fixacdo bioldgica do Nitrogénio e pela assimilagdo do nitrogénio
mineral do solo, ocorrem em épocas diferentes no feijoeiro. O pico de atividade da
nitrogenase ocorre logo apds o inicio da floracdo enquanto o pico de atividade da
redutase do nitrato ocorre mais tarde, durante a fase de enchimento de grdos (FRANCO
et al.,1979). Por isso o feijoeiro € mais beneficiado pela FBN no inicio do ciclo
enquanto que a aplicacdo de adubos nitrogenados tem maior contribuicdo na fase de
enchimento de gréos. Desta forma seria recomendavel sempre inocular o rizébio e,
dependendo da relacdo custo/beneficio, efetuar adubacdo com fertilizante nitrogenado
no inicio da floracdo (VIEIRA et al, 2008).

As pesquisas em biotecnologia poderiam fornecer estratégias para melhorar a
eficiéncia da FBN para o feijdo, como na selecdo de estirpes de rizobios mais eficientes
para a inoculacdo, de modo que pudessem substituir a adubagdo nitrogenada, sem
reducdo na produtividade (CARDOSO et al., 2012;. GRANGE et al., 2007; MULAS et

al., 2011). No entanto, as bactérias fixadoras de N ndo fornecem a quantidade necessaria
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deste elemento a cultura do feijoeiro, de modo a assegurar uma alta produtividade,
tornando-se necessaria uma suplementacdo de N mineral (VIEIRA et al., 2008).

A associacdo do feijoeiro com espécies de bactérias do grupo dos rizébios,
principalmente Rhizobium tropici, € uma tecnologia capaz de substituir a adubacao
nitrogenada, reduzindo o custo de producdo, principalmente em cultivo de subsisténcia
(GRANGE et al., 2007). Por outro lado, o nitrogénio no solo é um nutriente cuja
presenca ou auséncia afeta a simbiose de varias formas (VIEIRA; TSAI; TEXEIRA,
2005). Em excesso, o fertilizante nitrogenado pode causar reducdo da eficiéncia
simbiotica, porém, quando aplicado em pequenas quantidades, na semeadura da cultura
do feijoeiro, permite um aumento no crescimento dos nédulos e maior FBN, sendo que,
por outro lado, o teor muito baixo de N no solo pode até ser limitante & atividade
simbidtica (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2003).

Em solos ricos em matéria organica e nutrientes da regido central dos Estados
Unidos (EUA), cultivados com soja, onde a inoculagdo com rizébio ndo é feita, estudos
mostraram que 0 aumento continuo da produtividade da soja ao longo dos anos, com
novos cultivares, tem como uma de suas causas, 0 aumento da capacidade de FBN com
rizobios nativos, mesmo nesses solos ricos em N e matéria organica (SPECHT et al.,
1999). Além disto, estudos realizados por Voisin et al. (2003), mostraram que a adi¢ado
de nitrato em solug&o nutritiva, em doses inibitorias para a FBN da ervilha, diminuiu a
massa seca dos nodulos, porém a atividade especifica da nitrogenase se manteve. De
acordo com Pelegrin et al. (2009), a adubacdo com 20 kg ha™ de N, acrescida de
inoculante, com a estirpe de Rhizobium tropici CIAT 899, possibilitou a obtengdo de
rendimento de grdos na cultura de feijoeiro equivalente & aplicacéo de até 160 kg ha™ de
N.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacio da Area Experimental e do Clima

Foram instalados dois experimentos no Campo Experimental do Departamento
de Fitotecnia, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, a 22°45'S, 43°41' W e
40 m de altitude. O clima da regido é do tipo Aw, segundo a classificacdo de Kdppen,
com verdo quente e chuvoso e inverno seco. O primeiro experimento foi instalado no

més de marco de 2012, no plantio da seca, em um planossolo, cuja anélise quimica, na
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profundidade de 0-20 cm, efetuada de acordo com a descricdo da Claessen (1997),
revelou: pH em 4gua 5,6; 1,8 cmolc dm™ de Ca; 1,3 cmolc dm™ de Mg; 0,0 cmolc dm™
de Al; 0,9 cmolc dm™ de H * Al; 77 mg dm-3 de P disponivel; 92 mg dm™ de K
disponivel; 10,1 g kg™ de matéria organica; e 79% de saturacdo de bases (V). A
precipitacdo total, a evaporacdo total e a temperatura média da maxima e minima,
durante o experimento, foram de 297,8 mm, 311,50mm, 28°C e 17,93°C,
respectivamente. O segundo experimento foi instalado no més de agosto de 2012, no
plantio das aguas, em um Argissolo Vermelho Amarelo, cuja analise quimica na
profundidade de 0-20 cm, revelou: pH em &gua 5,8; 1,5 cmolc dm™ de Ca; 1,4 cmolc
dm™ de Mg; 0,0 cmolc dm™ de Al; 0,6 cmolc dm™ de H * Al; 65 mg dm-3 de P
disponivel, 115 mg dm™® de K disponivel; 10,79 kg™ matéria organica; e 84% de
saturacdo de bases (V). A precipitacdo total, a evaporacao total e a temperatura média
da maxima e minima, durante o experimento, foram de 331,9 mm, 301,8 mm, 29,46°C

e 18,9°C, respectivamente.

3.2 Delineamento Experimental, Tratamentos e Manejo Cultural

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, com trés
tratamentos na época da seca e quatro tratamentos na época das &guas, ambos com
quatro repeticGes, utilizando a cultivar de feijoeiro comum Carioca. Cada parcela foi
constituida por cinco linhas de 5 m de comprimento por 2m de largura, com
espacamento entre linhas de 0,5 m e 10 m? de &rea total por parcela. Os tratamentos
estudados foram: na época da seca, inoculacdo e adubacdo nitrogenada no plantio (20
kg ha™ de N), apenas a inoculagdo no plantio, e apenas a adubacdo nitrogenada no
plantio (20 kg ha™ de N). Na época das aguas foi incluido um tratamento adicional em
que ndo foi adicionado adubo nitrogenado e nem inoculante no plantio. Aos 25 ap6s a
semeadura todos os tratamentos receberam adubacéo de cobertura com 40 kg ha™ de N.

O preparo do solo foi constituido por uma aracdo e duas gradagens leve,
seguido pela abertura dos sulcos mecanicamente. Todos os tratamentos, nas duas
épocas de plantio, receberam adubagéo de 30 kg ha™ de P,Os (superfosfato simples) e
45 kg ha™* de K,0 (cloreto de potéssio), aplicados no sulco de plantio, de acordo com
os resultados da analise de solo, em concordancia com a recomendacéo e exigéncia da
cultura (OLIVEIRA; ARAUJO; DUTRA, 1996). A semeadura foi realizada

manualmente, obtendo-se um estande final de 12 plantas por metro linear. Nos
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tratamentos com inoculacédo, as sementes foram inoculadas com estirpes de Rhizobium
tropici (BR322, BR520, BR534), presentes no inoculante comercial obtido na Embrapa
Agrobiologia. Ap6s serem inoculadas, as sementes foram secas a sombra e depois
semeadas nos sulcos de plantio. Aos 25 dias ap0s a semeadura, realizou-se em todos 0s
tratamentos uma adubacdo nitrogenada em cobertura, com 40 kg ha® de N
(SORATTO; CARVALHO; ARF, 2005), na forma de wuréia. Durante o
desenvolvimento da cultura foram realizadas capinas manual e irrigagdo quando

necessaria.

3.3 Determinacdes e Andlise Estatistica

Aos 37 e 40 DAS (para estacdo seca e chuvosa, respectivamente), no estadio de
polinizacdo, ocasido em que as parcelas apresentavam 50% de botdes florais (VIEIRA
et al., 2008), foram coletadas trés plantas ao acaso, por parcela, utilizando-se uma pa
reta como auxilio para arranquio das plantas, de modo que as raizes fossem extraidas
ao maximo do solo. Os nodulos foram separados das raizes, contados e secos a 65°C,
durante 72 horas em estufa de ventilacdo forcada. A parte aérea e raiz também foram
secas em estufa de ventilacdo forcada, a 65 °C por 72 h, para a determinacdo da massa
seca. Na maturacdo fisioldgica, que ocorreu a 77 e 82 DAS (para estacdo seca e
chuvosa, respectivamente), foram coletadas todas as plantas da linha central de cada
parcela, desprezando-se o meio metro final de cada extremidade, para determinacdo do
nimero de vagens por planta, nimero de grdos por planta, massa de 100 grdos e
produtividade de gréos.

Além disto, nas duas épocas de cultivo foram coletados o foliolo central da
folha mais jovem totalmente expandida de trés plantas por parcela, para quantificar o
teor de proteinas sollveis total no tecido foliar, segundo a metodologia de Bradford
(1976), em quatro estadios de desenvolvimento como descrito por Vieira et al.(2008):
(antes da adubacao de cobertura (20 DAS, época da seca e das aguas) , polinizacdo (37
e 42 época da seca e das aguas, respectivamente), florescimento pleno (45 e 51 época
da seca e das aguas, respectivamente) e enchimento das vagens (63 e 67 época da seca
e das aguas, respectivamente).

Os dados de todas as varidveis estudadas foram submetidos a analise de
variancia, e quando detectada significancia entre tratamentos, a comparagdo entre as

médias foi feita pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

22



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo ao nimero nodulos por planta, houve diferenca significativa entre
0s tratamentos, nas duas épocas de cultivos (Tabela 1). O maior valor de nimero de
nodulos foi observado no tratamento inoculado, que foi significativamente superior ao
adubado e inoculado, que por sua vez foi superior ao tratamento s6 adubado, nas duas
épocas, sendo que o tratamento sé adubado foi semelhante ao tratamento testemunha,
na época das aguas.

Tabela 1. Nimero de nédulos planta*(NDP™), massa seca de nédulos planta™ (MSN P
D massa seca da parte aérea planta™ (MSPA P) e massa seca de raiz planta® (MSR P
1, do feijoeiro comum cultivar carioca, nos tratamentos adubado com 20 kg ha™ de N
na semeadura, inoculado com rizébio, e inoculado e adubado, na época da seca;
acrescido do tratamento sem adubagdo com 20 kg ha™ de N na semeadura e sem

inoculacdo, na época das aguas.

Epoca da seca
Tratamentos ND P MSN P MSPA P* MSR P*
(mg) (9) (9)
Adubado 29c 45 1a 7,413b 0,717a
Inoculado 61,25a 60,8a 6,954b 0,694a
Adubado e inoculado 42 0b 50,6a 9,891a 0,822a
Média 4408 52,16 8,086 0,744
CV (%) 13,44 17,07 10,42 18,71

Epoca das aguas

Tratamentos ND P MSN P MSPA P! MSR P!
(mg) (9) (9)
Testemunha 23,5¢ 43,8b 3,342¢c 0,357b
Adubado 17.8¢ 60,3a 5,485b 0,585a
Inoculado 75,5a 57,3a 5,695b 0,569a
Adubado e inoculado 38,0b 50,8a 7,481a 0,610a
Média 38,7 53,05 5,501 0,530
CV (%) 11,78 11,24 9,81 17,04

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Quanto a massa de nddulos, ndo houve diferencas significativas na época da
seca, e apenas o0 tratamento testemunha se diferenciou significativamente dos demais,
na época das aguas. Isso evidencia que a aplicacdo de 20 kg ha™ de N no plantio néo
inibiu o processo de nodulacdo da populacdo de rizobios inoculados, como observado
por Hungria; Campo; Mendes (2003); com a aplicacéo de 15 kg ha™ de N no plantio do
feijoeiro em campo, ressaltando que com uma dose de 30 kg ha™ de N no plantio estes
autores observaram reducdo na nodulacdo e produtividade. Oliveira; Araljo; Dutra
(1996), afirmam que mesmo aplicando 100 kg de N ha™ durante o ciclo, ainda havera
uma contribuicdo da FBN para a nutricdo do feijoeiro. Por outro lado, estes resultados
referentes a nodulagdo contradizem alguns encontrados na literatura, relatando que
mesmo baixas quantidades de N sdo capazes de inibir a nodulagdo em feijoeiro
(ROMANINI JUNIOR et al., 2007).

No presente trabalho, pode-se observar que no tratamento que nédo foi inoculado
também houve nodulacdo, provavelmente devido a presenca de estirpes nativas do solo
capazes de formar nédulos com o feijoeiro (GRAHAM, 2008; GRANGE; HUNGRIA,
2004; VIEIRA; TSAI; TEXEIRA, 2005) também verificaram a nodulagéo do feijoeiro
ndo inoculado, devido a presenca de populacdo nativa de rizébios no solo. Contudo,
existem diferencas na capacidade de realizar FBN entre as bactérias que estabelecem
simbiose com o feijoeiro, assim como entre gendétipos de feijoeiro (HAWERROTH,;
CRESTANI; SANTOS, 2011), que necessitam ser mais bem estudados (GRANGE et
al., 2007).

Em relacdo a producdo de massa seca da parte aérea, também foi observada
diferenca significativa entre os diferentes tratamentos, nas duas épocas de cultivo
(Tabela 1). O tratamento adubado e inoculado foi significativamente superior ao
tratamento adubado e ao inoculado, que tiveram valores semelhantes entre si nas duas
épocas. Ja o tratamento testemunha na época das aguas foi significativamente inferior
aos demais. Portanto, o tratamento inoculado, sem adubacdo nitrogenada no plantio,
permitiu uma producdo de massa seca de parte aérea equivalente ao tratamento s6
adubado. Isto demonstra que a capacidade de fornecimento de N, para o acimulo de
massa, pela inocula¢do com rizobio, é comparével ao do adubo nitrogenado no plantio,
mas reduzindo o custo de producdo. Em geral, as respostas do feijoeiro a adubacéo
nitrogenada e a inoculacdo tém sido bastante variaveis (HUNGRIA; CAMPO,;
MENDES, 2003), quanto a producdo de massa seca de parte aérea, sendo observados
efeitos positivos (CARVALHO et al., 2001) ou sem efeitos significativos (FARINELLI
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et al., 2006). Contudo, no presente trabalho, a utilizacdo em conjunto das duas fontes
de N, a adubacao mineral, com 20 kg ha™ de N no plantio e a inoculagdo com rizébios,
contribuiu para obtencdo de maior massa seca de parte aérea, nesse tratamento adubado
e inoculado nas duas épocas de cultivo. A massa seca de parte aérea pode ser usada
como variavel para programas de melhoramento genético que visam aumentar o
rendimento do feijoeiro, como sugerido por Graham; Vance (2003). Para massa seca de
raiz ndo foi verificado efeito entre os tratamentos, nas duas épocas de cultivo, 0 que
também foi observado por Valaddo et al. (2009). Sendo que apenas o tratamento
testemunha foi menor estatisticamente que os demais, na época das aguas.

Tabela 2 - Teor de proteina soltvel (mg de proteina soltvel g ™ de massa fresca foliar)
nas folhas do feijoeiro comum cultivar carioca nos tratamentos adubado com 20 kg ha™
de N na semeadura, inoculado com rizdbio, e inoculado e adubado, na época da seca,
acrescido do tratamento sem adubacdo com 20 kg ha-1 de N na semeadura e sem

inoculacdo na época das aguas.

Epoca da seca

Antes da Polinizagédo Florescimento ~ Enchimento
Tratamentos adubacdo (37 DAS) pleno de gréos

(20 DAS) (45 DAS) (63 DAS)
Adubado 5,64a 7,97a 12,60ab 2,44b
Inoculado 5,24a 8,02a 10,30b 2,50b
Inoculado e adubado 6,95a 8,95a 13,49a 4,79a
Média 5,94 8,31 12,13 3,24
CV (%) 19,20 9,52 9,85 14,89

Epoca das aguas

Antes da Polinizagédo Florescimento ~ Enchimento
Tratamentos adubacao (42 DAS) pleno de gréos

(20 DAS) (51 DAS) (67 DAS)
Testemunha 2,61c 4,47c 4,90c 2,39%
Adubado 3,81ab 6,52a 6,34a 2,91a
Inoculado 3,01bc 5,69b 5,50b 2,86a
Inoculado e adubado 4,38a 6,05ab 6,54a 3,63a
Média 3,45 5,68 5,82 2,95
CV (%) 12,20 3,61 3,02 17,58

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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O teor de proteina soltvel na folha do feijoeiro comum foi avaliado nas duas
épocas de cultivo. Na primeira época, que corresponde ao plantio da seca, ndo houve
diferenga significativa entre os trés tratamentos, na primeira coleta que foi realizada 20
DAS, antes da adubac&o com 40 kg N ha™ (Tabela 2), mostrando que as plantas apenas
inoculadas foram capazes de manter um aporte de nitrogénio fixado, via FBN, ou
absorvido do solo, semelhante ao tratamento que recebeu apenas adubagdo com 20 Kg
ha' de N em semeadura, indicando que o tratamento inoculado manteve a mesma
eficiéncia da adubacdo com 20 kg ha™* de N na semeadura. O mesmo no se repetiu para
a epoca das aguas, onde ocorreu diferenca entre os tratamentos, sendo o tratamento
adubado e inoculado 0 que apresentou os valores significativamente mais elevados,
diferindo do tratamento apenas inoculado.

No cultivo das aguas o tratamento que ndo recebeu adubacdo e nem inoculacéo
na semeadura (testemunha), apresentou 0s menores valores para os teores de proteinas
sollveis em todos os estadios de desenvolvimento, com exce¢do do enchimento dos
grdos, apesar deste tratamento ndo ter sido inoculado, ter apresentado nédulos (Tabela
1), provenientes de estirpes nativas capazes de nodular o feijoeiro, porém com baixa
capacidade de fixar nitrogénio, como relatado por Hungria; Campo; Mendes (2003).
Esta baixa capacidade de promover FBN se correlaciona com a menor massa seca da
parte aérea (Tabela 1) e producdo de graos (Tabela 3) neste tratamento, evidenciando a
importancia do suprimento em nitrogénio, tanto pela adubacdo nitrogenada em
semeadura como pelo nitrogénio fixado via FBN pelas bactérias que foram inoculadas.

Na segunda coleta, que foi realizada no periodo de polinizagdo, ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos na época da seca (aos 37 DAS), na época
das aguas (aos 42 DAS), assim como na coleta anterior, o tratamento testemunha se
manteve inferior aos demais, seguido pelo tratamento apenas inoculado, e o tratamento
adubado e inoculado néo diferiu do adubado, que foram superiores aos demais.

Na terceira coleta, no florescimento pleno, que ocorreu a 45 e 51 DAS (para
estacdo seca e chuvosa, respectivamente), o tratamento adubado e inoculado foi
semelhante ao adubado e significativamente superior ao inoculado. Nesta coleta foram
observados os valores mais elevados de proteinas sollveis em relacdo as demais,
provavelmente em decorréncia da elevacdo da taxa fotossintética nesse periodo, como
observado por Pimentel et al., (1999a, b). Na fase de florescimento do feijoeiro
comum, a taxa de assimilagdo liquida de CO, é maior que nos outros estadios

(PIMENTEL et al., 1999b), ocorrendo aumento no conteudo foliar de carboidratos, que
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sd0 as reservas que sustentardo o crescimento do embrido apds a polinizacao
(WESTGATE e BOYER, 1986). Assim os tratamentos com maior teor de proteina
solivel (Tabela 3), terdo, portanto, maior conteudo de Ribulose 1,5 Bifosfato
carboxilase /oxigenase (Rubisco), que representa 50% do total dessas proteinas no
tecido foliar (LONG et al. , 2006), assim garantindo mais fotoassimilados, primeiro
para 0 crescimento da parte aérea (Tabela 1) e depois para o desenvolvimento do
embrido, permitindo uma maior produtividade dos tratamentos (Tabela 3), que
apresentaram maior teor de proteina soltvel nesse estadio de desenvolvimento (Tabela

2), como para o tratamento adubado e inoculado (tabela 1 e 3).

Na quarta coleta, no enchimento de grdos, que ocorreu a 63 e 67 DAS (para
estacdo seca e chuvosa, respectivamente), no periodo seco o tratamento adubado e
inoculado foi significativamente superior ao adubado e o inoculado, fato este que
esteve diretamente correlacionado a maior produtividade neste tratamento (Tabela 3).
Na época das dguas ndo ocorreu efeito entre os tratamentos (Tabela 2). De acordo com
Costa et al. (1991), no estadio de enchimento dos grdos ocorre uma aceleragdo na
senescéncia das folhas, em virtude da rapida mobilizacdo de assimilados para 0s graos,
com reducdo no teor de proteina soluvel no tecido foliar, e como observado por
Pimentel et al. (1999a, b), ocorre uma reducdo na fotossintese nesta fase. Esta se dar
por meio da degradagdo da rubisco, passando a ser predominante o0 processo de
translocacdo de N das folhas e caule para o de enchimento dos grdos (EICHELMANN
et al, 2004). Outro fator que contribui para diminuicdo no teor de proteina solGvel no
tecido foliar € a senescéncia dos nédulos que ocorre logo ap6s a floracdo, com
consequente reducdo da FBN no periodo de enchimento dos grdos (ALCANTARA et
al., 2009). Sendo assim a maior produtividade do tratamento adubado e inoculado
(Tabela 3), na época da seca, € justificada pela significativamente maior massa seca de
parte aérea, provavelmente da folha (gerando maior é&rea foliar) e teor
significativamente mais elevado de proteina soltvel durante a fase de enchimento dos
grdos. Na época das aguas, mesmo ndo ocorrendo significancia entre os tratamentos, o
tratamento adubado e inoculado teve maior massa seca de parte aérea (Tabela 1) e teor
de proteinas mais elevado, garantindo uma maior produtividade em relacdo aos demais
(Tabela 3).

Os teores de proteinas soluveis totais no tecido foliar ndo foram comparados

estatisticamente entre os diferentes estadios de desenvolvimento da planta, mas tende a
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ser maior na fase de florescimento e a cair na fase de enchimento de gréos (Tabela 2),

tdo importante para garantir a producéo.

Tabela 3 - Numero de vagens.planta®, gréos.vagem™; peso de 100 gréos e
produtividade de grdos (Kg ha™), do feijoeiro comum cultivar carioca, nos tratamentos
adubado com 20 kg ha-1 de N na semeadura, inoculado com rizébio, e inoculado e
adubado, na época da seca; acrescido do tratamento sem adubagdo com 20 kg ha-1 de

N na semeadura e sem inoculagéo, na época das aguas.

Epoca da seca

Numero de NUumerode  Massa (g) de  Produtividade
Tratamentos vagem.planta®  grdos.vagem™ 100 gréos grdos (Kg ha™)
Adubado 9,0b 4,75a 25,257a 2146,45b
Inoculado 8,5b 5,25a 25,050a 2214,35b
Inoculado e adubado 11,75a 5,0a 24,372a 2829,58a
Média 9,75 5,0 24,893 2396,79
CV (%) 13,78 12,10 3,98 9,85
Epoca das aguas
Numero de Numerode Massa(g) de  Produtividade
Tratamentos vagem.planta®  grdos.vagem™ 100 gréos gréos (Kg ha™)
Testemunha 2,25b 3,75a 24,412a 443,14c
Adubado 4,75a 5,0a 24,985a 1277,99b
Inoculado 5,00a 4,3a 25,147a 1159,35b
Inoculado e adubado 6,50a 4,5a 25,193a 1593,91a
Média 4,38 4,3 25,393 1083,40
CV (%) 19,41 13,74 3,00 11,00

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Quanto aos componentes de producdo, foi observada diferenca significativa no
numero de vagens por planta, entre os tratamentos (Tabela 3). O maior valor foi obtido
no tratamento adubado e inoculado, em relacdo aos demais tratamentos, na época da
seca, e na época das aguas apenas o tratamento testemunha foi significativamente
inferior aos demais. Os valores mais elevados para o nimero de vagem por planta estéo
diretamente relacionados a produtividades mais elevadas, segundo Carbonell et al.
(2008), e segundo estes autores este componente de produgdo é considerado um

importante carater genotipico a ser considerado nos programas de melhoramento, para
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obtencdo de cultivares mais produtivos. Os valores médios encontrados do numero de
vagens por planta na época da seca, sdo semelhantes aos de Crusciol et al. (2007), com
a utilizacdo de nitrogénio mineral no plantio, que encontraram valor médio de 9,0
vagens por planta. Segundo esses autores este resultado € justificado pelo fato de que a
maior disponibilidade de N para a planta proporciona maior teor de N nas folhas e
crescimento tanto de folhas quanto de ramos e, consequentemente, maior nimero de
estruturas reprodutivas se desenvolvendo. Nas duas épocas a massa seca da parte aérea
(Tabela 1) foi significativamente mais elevada no tratamento adubado e inoculado, que
por sua vez, se correlacionou um maior niumero de vagem por planta somente na época
da seca, e com a produtividade, nas duas épocas (Tabela 3). Tal fato pode estar
relacionado a uma maior massa seca foliar e possivelmente a um maior nimero de
cloroplastos e fotossintese por folha, produzindo mais fotoassimilados para o
enchimento dos grdos (LONG et al., 2006). Para o numero de grdos por vagem, nao
ocorreu diferencas significativas entre os tratamentos nas duas épocas de cultivo, assim
como para a massa de 100 grdos, e os valores encontrados foram semelhantes aos
relatados por Andrade et al. (2001); Hawerroth; Crestani; Santos, (2011).

A produtividade obtida na época das aguas foi menor que na época da seca
(Tabela 3), como também observado por Martins et al. (2009) relatando que linhagens
semeadas na época da seca tiveram maiores rendimentos comparando com o cultivo
das aguas. Essa menor produtividade de grdos no cultivo das aguas, em relacdo a da
seca, foi provavelmente devida a ocorréncia de alguns dias com temperaturas médias
altas, superiores a 30 °C, ocorridos no inicio do més de outubro, e que coincidiram com
0 periodo de floracdo, no cultivo das &guas, causando abortamento de flores que,
consequentemente, afetou o nimero de vagens por planta. Sob estas condicdes de
temperaturas do ar, acima de 30 °C, tém sido observadas altas taxas de abortamento de
flores e reducdo de produtividade, segundo Hoffmann Junior et al. (2007); Téran
;Singh, (2002). Com relacdo a produtividade de grdos nas duas épocas, 0 tratamento
adubado e inoculado também foi significativamente superior aos demais (o adubado, o
inoculado e o tratamento testemunha que foi incluido na época das aguas). A maior
produtividade de grdos nas duas épocas de cultivo foi obtida no tratamento adubado e
inoculado, que também apresentou 0 maior nimero de vagem por planta (Tabela 3) e a
maior massa seca da parte aerea (Tabela 1). Além disso, a maior massa seca da parte
aérea obtida no tratamento inoculado e adubado, provavelmente ocorreu devido a um

maior teor de proteina soltvel na folha (Tabela 2), que esta diretamente relacionado ao
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aumento da quantidade de Rubisco, e maior atividade fotossintética e crescimento neste
tratamento (LONG et al., 2006). Isso demonstra que a aplicacéo de 20 kg de N ha™ na
semeadura, juntamente com a inoculagdo, permitiu um acréscimo de produtividade,
corroborando com Hungria; Campo; Mendes (2003) e Pelegrin et al. (2009). Por outro
lado, a produtividade do tratamento sé inoculado ndo diferiu do somente adubado
(Tabela 3), como ja observado por Bellaver; Fagundes (2009). Isso mostra que a
inoculacdo pode substituir a dose de 20 kg de N ha™ em plantio ndo inoculado,
mantendo a mesma produtividade (GRANGE et al., 2007).

30



5 CONCLUSOES

A inoculacdo de rizébios no plantio pode substituir a adubacao nitrogenada com
20 kg ha™ de N na semeadura, sem perda de produtividade, nas condicdes do estudo.

A adubagcdo com 20 kg ha™ de N no plantio, junto com a inoculacdo, nio inibe a
nodulacdo da cultura do feijoeiro, além de propiciar acréscimo de massa seca de parte
aérea e rendimento de graos, nas condi¢des do estudo.

A adubacdo com 20 kg ha' de N no plantio, junto com a inoculacido
proporcionou maiores teores de proteinas solGveis no tecido foliar no estadio de
florescimento pleno e esteve diretamente relacionado & maior massa seca da parte aérea

e produtividade de grdos, nas condi¢des do estudo.
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