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RESUMO

Foi conduzido um experimento no campo, no delineamento em blocos casualizados,
com quatro repeticdes, para avaliar a inoculagdo com rizobio na nodulagéo do caupi
[Vigna unguiculata (L.) Walp.] cultivado em um planossolo do sertdo paraibano.
Foram testados dois isolados nativos do solo onde foi realizado o experimento, trés
estirpes recomendadas pela RELARE (BR 3267, INPA 3-11B e UFLA 3-84) e uma
selecionada pela UFRPE (NFB 700), inoculadas na cultivar de caupi CNCx 409-11F.
O experimento contou ainda com duas testemunhas: uma com adi¢cao de nitrogénio
mineral e outra sem nitrogénio mineral, ambas sem inoculagcdo. Foram feitas
avaliacfes da nodulagdo (nUmero e massa seca dos nodulos), massa seca, teor e
acumulo de N total e eficiéncia relativa da parte aérea, aos 17 dias apos a
emergéncia. Houve efeito significativo entre os tratamentos, para nimero e massa
seca de nodulos, matéria seca, N total acumulado e eficiéncia relativa do N total na
parte aérea. Os resultados sugerem a existéncia de populacdo rizobiana autéctone
muito efetiva na fixacdo de nitrogénio com o caupi. As estirpes INPA 3-11B, BR
3267 e UFLA 3-84 sao mais eficientes na nodulacdo e na fixacdo de N, que os
isolados nativos e a estirpe NFB-700, quando inoculadas em feijao caupi, cultivado
em um planossolo do sertdo da Paraiba. A adicéo de N fertilizante (50 kg ha™) reduz

a nodulacgéo e na fixagao de N, em caupi.
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ABSTRACT

A field experiment was conducted using a randomized block design, with four
replicate, to evaluate rhizobial inoculation on cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.]
grown on a soil of the “Sertdo da Paraiba” (Planossolo). Two native isolates from the
soil, three RELARE recommended strains (BR 3267, INPA 3-11B e UFLA 3-84) and
an UFRPE selected strain (NFB 700) were inoculated on cowpea cultivar CNCx 409-
11F. Two control treatments were also used: one with mineral nitrogen, and the other
without added mineral nitrogen, both uninoculated. Nodulation (nodule number and
dry mass), aerial part dry mass, N content and total N and relative efficiency, at 17
days after emergence were evaluated. It was observed significant effect to number
and dry matter of nodules, dry matter, total N accumulated and relative efficiency of
total N accumulated on shoot dry matter. The results suggest the occurrence of native
rhizobial population in soil with effective nitrogen fixation on cowpea. Strains INPA 3-
11B, BR 3267 and UFLA 3-84 were more effective on nodulation and nitrogen fixation
than native rhizobia and strain NFB 700, when inoculated on cowpea grown in a
Planossol of the “Sertdo da Paraiba”. Nitrogen fertilization (50 kg ha™) reduces

nodulation and nitrogen fixation on cowpea.




1. INTRODUCAO

O feijao caupi (Vigha unguiculata (L.) Walp.) é nativo da Africa e bastante
cultivado nas regides tropicais dos continentes africano, asiatico e americano,
constituindo a principal fonte de proteina, principalmente para popula¢gdes de baixa
renda (Freire Filho et al., 1998). E uma excelente fonte de proteinas (23-25% em
meédia) e de carboidratos (62%, em média), vitaminas e minerais, além de possuir
grande quantidade de fibras dietéticas, baixa quantidade de gordura (teor de 6leo
de 2%, em média) e ndo contém colesterol (EMBRAPA, 2003). E também superior
ao feijao comum Phaseolus vulgaris L. em termos nutricionais (Bevitori et al. 1992,
Araujo e Watt, 1988).

No Nordeste brasileiro o feijao caupi € mais conhecido por feijdo macassar
ou feijdo de corda e é uma das principais culturas desta regido, sendo considerado
fonte de renda alternativa e alimento basico para sua populac¢éo. E consumido sob
as formas de gréos secos e verdes, além de seus caules e ramos serem
usualmente utilizados na alimentagdo animal (Silva e Oliveira, 1993). Além disso,
por sua capacidade de se desenvolver satisfatoriamente em solos de baixa
fertilidade e por sua rusticidade, o feijao caupi € considerado uma op¢ao como fonte
de matéria organica. Nessa forma, é utilizado como adubo verde na recuperacéo de
solos naturalmente pobres em fertilidade, ou esgotados pelo uso intensivo, muito
comuns no Nordeste (Oliveira e Carvalho, 1988). Apresenta também, como
caracteristicas principais, a alta tolerancia a estresse hidrico, térmico e salino,
sendo capaz de se beneficiar da fixacdo biolégica de nitrogénio quando em
associacdo com bactérias conhecidas como rizébio (Martins et al., 1997).

No estado da Paraiba, o feijdo caupi € plantado em quase todas as micro-
regides das areas onde se cultiva feijao. As quase totalidades dos plantios séo
feitas em consorcio, principalmente com o milho, adotando-se o regime de parceria
na maioria das propriedades.

Historicamente, essa cultura apresenta baixa produtividade, devido as
condicbes de cultivos sem adocdo de tecnologias avancadas. Isto porque em
condicdes de experimento e lavouras com melhor uso de tecnologia, o feijdo caupi

tem apresentado alto potencial produtivo, o que em geral ndo tem sido explorado.




A produtividade desta cultura seria aumentada pelo uso de inoculantes de rizobios
eficientes, e assim, poderia suprir as necessidades de nitrogénio da planta (Zilli,
2001).

No Brasil, a importancia econémica da pesquisa em fixacdo biolégica de
N,, pode ser exemplificada pelos resultados obtidos com a soja, que devido ao
melhoramento vegetal e selecédo de rizébios adaptados, chegou a dispensar o uso
de adubo nitrogenado, e com isto, anualmente, retorna ao sistema solo-planta um
montante de nitrogénio equivalente a trés bilhbes de ddélares (Hungria e Campo,
2005).

Estirpes de rizobios eficientes ja foram selecionadas para cerca de 100
espécies por varias instituicdes de pesquisa brasileira, no entanto, do total de cerca
de 26 milhdes de doses de inoculantes comercializadas (produzidos no Brasil e
importados) em 2003, 99% sao para a cultura da soja e apenas 1% para as outras
espécies, especialmente para o feijdo (Phaseolus vulgaris L.). Portanto, é
imprescindivel a difusdo desta biotecnologia, de baixissimo custo, para as outras
culturas de leguminosas, especialmente para aquelas como o feijao caupi, cultivadas
por pequenos agricultores para sua subsisténcia (Moreira, 2004).

Os adubos nitrogenados, além de caros, oferecem riscos ao meio ambiente,
uma vez que excessivas quantidades de nitrato podem contaminar as aguas
subterraneas, com efeitos sobre os mananciais e para a saude humana. Existe
também a possibilidade de ocorrer a desnitrificagdo do nitrato por bactérias
especificas, causando o desprendimento de oxido nitroso, que tera uma influéncia
negativa na camada de ozonio (Vieira, 2004).

Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos da inoculagcdo com rizébio

na nodulag&o do caupi cultivado em um planossolo do sertdo da Paraiba.




2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Fixacéao Biologica de Nitrogénio (FBN)

s

O nitrogénio &€ geralmente considerado um dos nutrientes mais limitantes
para o crescimento de plantas no seu ambiente natural (Franco e Dobereiner, 1994).
Considerando que a atmosfera terrestre € composta de 78% de gas dinitrogénio
(N2), a introducdo do nitrogénio atmosférico, via fixacdo biologica de nitrogénio
(FBN), tem, frequentemente efeitos positivos no ambiente e na economia (Stacey et
al., 1992). O problema basico para a fixagdo do nitrogénio € a presenca da tripla
ligacdo, o que torna este gas extremamente estavel a temperatura ambiente (Sprent
e Sprent, 1990; Evans e Burris, 1992).

Apesar de termodinamicamente favoravel, a reacéo de reducéo de nitrogénio
atmosférico a amonia (fixacdo bioldgica do nitrogénio) requer uma energia de
ativacdo extremamente alta, ndo ocorrendo espontaneamente sem a presenca de
catalisadores adequados. Na industria, por exemplo, o processo de fixacdo do
nitrogénio, como o desenvolvido por Haber-Bosch para a sintese de amoénia
emprega altas temperaturas (superior a 300 °C) e pressfes acima de 800 atm,
sendo utilizados catalisadores a base de ferro (Kim e Rees, 1994). A principal
finalidade da amonia produzida é a fabricacdo de fertilizantes, e mais de 100 milhdes
de toneladas sdo anualmente usados na agricultura, apresentando uma demanda
gue implica grandes custos financeiros, energéticos e, sobretudo, ambientais
(Newton, 2000).

Na natureza, somente um pequeno numero de microrganismos,
denominados diazotréficos ou fixadores de nitrogénio, é capaz de reduzir nitrogénio
atmosférico a amonia. Esse processo, chamado de fixacdo biologica do nitrogénio
(FBN), é realizado pela enzima nitrogenase, um complexo protéico que catalisa a
reacdo (Eady e Postgate, 1974). A participacdo da FBN no ciclo biogeoquimico do
nitrogénio €, sobretudo importante na medida em que a atividade das bactérias

diazotroficas representa cerca de 60% do nitrogénio anualmente fixado na Terra




(Kim e Rees, 1994). Alem disso, a FBN €& o processo primario através do qual o
nitrogénio, quimicamente indisponivel para a maioria dos organismos, se torna
fisiologica e metabolicamente disponivel, inicialmente sob a forma de amoénia e,
posteriormente, na ciclagem do nitrogénio, podendo formar outros compostos
nitrogenados, como nitritos, nitratos e 6xido nitrico (Ferguson, 1998)

Em todas as leguminosas a fixagcdo de N, ndo é iniciada até que a planta
possa sustentar esta atividade, ou seja, ceder energia para que a bactéria possa
entrar em atividade e fornecer o nitrogénio necessario, ou até que se esgote o
nitrogénio presente na semente, e a planta, portanto, venha a sentir a falta deste
elemento (Mercante et al., 1992).

A partir dos 25 dias da germinacéo, a necessidade do caupi em nitrogénio é
suprida pela fixagdo do nitrogénio atmosférico, estendendo-se até a floracdo
(Vasconcelos et al. 1976a; Stamford e Neptune, 1979). Essa leguminosa apresenta,
normalmente, alta capacidade de nodulacdo e fixacdo simbidtica de nitrogénio na
presenca de populacdo adequada de rizobios no solo. Segundo Rackie e Roberts
(1974) a quantidade de nitrogénio fixada pelo caupi pode variar entre 73 e 240 kg ha’
! ano™. Essa quantidade de nitrogénio fixada pelo processo simbiético, somada a
gue o caupi retira do solo, seria suficiente para atender as necessidades da planta
(Barreto e Dynia, 1988).

Quando o solo contém suficiente quantidade de N para suprir a demanda da
planta, a quantidade de N, fixada sera pequena, evidenciando que a nitrogenase é

um processo flexivel que ajusta a demanda da planta por N (Mengel, 1994).

2.2. Simbiose leguminosa — rizébio

Dentre as associacdes entre bactérias fixadoras e plantas, a que ocorre entre
bactérias comumente chamadas de rizobio e leguminosas € a mais conhecida. As
leguminosas quando em associacdo com estas bactérias formam estruturas em suas
raizes, denominadas nodulos, nos quais ocorre o processo de fixagdo do nitrogénio
atmosférico que é utilizado pela planta para o seu desenvolvimento. Uma associacao
rizébio x leguminosa eficiente, na qual a necessidade da planta por nitrogénio seja

suprida, é o alvo de muitas pesquisas que sao desenvolvidas no mundo,




principalmente nos tropicos, uma vez que o nitrogénio € um dos elementos do solo
mais limitantes da producao nestas areas (Franco e Balieiro, 2000).

Até 1984 os rizobios eram classificados em uma Unica familia, com dois
géneros e seis espécies. Atualmente, os rizébios encontram-se em quatro familias
(Bradyrhizobiaceae, Hyphomicrobiaceae, Phyllobacteriaceae, Rhizo-biaceae), seis
géneros (Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium, Mesorhizobium e
Sinorhizobium), mais de 30 espécies e varios biovares, todos na ordem Rhizobiales
(Garrity e Holt, 2001).

O caupi, de uma maneira geral, € nodulado por espécies do género
Bradyrhizobium, e sob esta denominagdo estdo agrupados um grande numero de
estirpes capazes de nodular inUmeras espécies de leguminosas comuns nas regides
tropicais (Neves et al., 1998).

A formacdo dos nodulos € um processo complexo que ocorre em varias
etapas e envolve mudancas fisioloégicas e morfologicas, tanto na célula hospedeira,
como na bactéria. As mudancas na bactéria visam, principalmente, o recebimento de
fontes de carbono da planta hospedeira, para prover o ATP e poder redutor,
necessarios para o processo de FBN, enquanto que as mudancas na planta
hospedeira visam assimilar a amonia produzida pelas bactérias (Hungria e Campo,
2005).

Espécies de leguminosas tropicais, normalmente sdo capazes de nodular com
uma ampla faixa de rizébios, contribuindo, desta forma, para a Fixa¢do Biologica do
Nitrogénio (FBN) nessas regides. Por outro lado, a introdugdo de inoculantes
contendo rizébios eficientes, é dificultada, pois as estirpes nativas, em geral, séo
muito competitivas (Santos, 2001). Frente a esta situacado, torna-se interessante
estudar estratégias para avaliar a composicdo e a contribuicdo de estirpes de
rizobios nativos do solo onde se pretende introduzir o inoculante visando realizar
uma eficiente fixagdo do N (Zilli, 2001).

Estudos da simbiose caupi - rizébio, principalmente envolvendo aspectos
ecoldgicos, como competitividade e sobrevivéncia da estirpe do inoculante precisam
ser considerados paralelamente aos esforcos no sentido de otimizar o processo de
fixacdo biologica de nitrogénio (Martins et al. 1997)

Experimentos realizados por Rangel et al. (2001), mostraram que a

inoculacdo durante dois anos consecutivos foi capaz de aumentar a populacao




relativa das estirpes BR 3267 e BR 3269 usadas no inoculante, indicando ser esta

uma estratégia para melhorar o estabelecimento de estirpes eficientes no solo.

2.3. Fatores que afetam a FBN

Inoculacédo de leguminosas com estirpes eficientes, para promover a fixacao
simbidtica de nitrogénio e aumentar a producdo, € uma pratica agricola muito
utilizada. No entanto, a resposta da planta a inoculacdo € determinada por uma
variedade de fatores bidticos e abidticos. Em condi¢cdes de clima tropical, os
principais fatores abioticos que afetam o potencial da fixac&o biolégica de nitrogénio
sdo: acidez e toxidez de aluminio, salinidade e baixa fertilidade do solo (Thies et al.,
1991a). Temperaturas do solo elevadas tém, frequientemente, representando um dos
principais fatores climaticos limitantes a FBN em regides tropicais, uma vez que
afetam praticamente todas as etapas de crescimento do rizobio e das plantas
hospedeiras, sendo os efeitos ainda mais drasticos na simbiose (Hungria e Vargas,
2000). Tem-se considerado, tradicionalmente, que os limites de temperatura para a
FBN com leguminosas tropicais se situam entre 27°C e 40°C (Hungria e Vargas,
2000). Outro fator climatico muito importante € a precipitagdo pluviométrica. Periodo
de seca antes da germinacao pode afetar a nodulacdo, sendo mais drastico o efeito
guanto maior for o intervalo de tempo (Vargas e Suhet, 1980). Os trabalhos de
Stamford et al. (1990), revelaram que a suspensdo de agua na 22 e 5% semana
reduziu o peso dos nédulos e o acumulo de N-total da parte aérea de plantas de
caupi.

Com relacdo aos fatores bidticos podemos destacar a presenca de uma
grande diversidade de antagonistas, bacteriéfagos, predadores de nédulos (Franco e
Neves, 1992) e, principalmente, alta densidade populacional e competitividade de
rizobios nativos, que constitui uma verdadeira barreira no estabelecimento da
inoculacdo, uma vez que competem pela ocupacao dos sitios de infec¢céo nas raizes
das plantas hospedeiras. Segundo Singleton e Tavares (1986), acima de 20 rizébios
nativos por grama de solo, diminuem o estabelecimento de rizobios inoculados.
Weaver e Frederick (1974), estimaram que ha necessidade de inocular 1.000 vez

mais rizébio na semente do que o numero de rizObio no solo para que as estirpes




superem as do solo, na formacdo de nodulos. Por outro lado, Thies et al. (1991a),
propdem que essa relacdo seja 100:1. Estes autores observaram que a partir de 7
células de rizobios nativos por grama de solo, ndo héa respostas na inoculacdo e que
qguando a quantidade de nitrogénio fixado pela populacdo nativa € adequada para
atender a demanda da cultura, o uso de inoculante de elite ndo promove aumentos
na producéo.

Outro fator que afeta a eficiéncia do processo de FBN, no sistema rizobio-
feijdo, é a disponibilidade de carboidratos para os nodulos, tanto em quantidade
como em qualidade. Na época de formacao das vagens, a planta diminui o fluxo de
carbohidratos para os nddulos, limitando a FBN (Law et al., 1974). Variedades com
maior capacidade de manter a constancia do fluxo de carbohidratos para os nédulos
tem mostrado maior eficiéncia no processo de fixacdo (Graham e Halliday, 1976;
Adms et al., 1978).

Muitas vezes a inoculacdo das lavouras de caupi com estirpes de rizobio
selecionadas ndo apresenta contribuicdo significativa para o0 acumulo de nitrogénio.
Este fato é atribuido em parte pela capacidade do caupi associar-se com varias
espécies e estirpes de rizobio. Em solos de regides tropicais tem sido observada a
presenca de elevada quantidade de Bradyrhizobium sp. que normalmente sao
bastante competitivas na formacdo de nddulos, porém, muito variaveis quanto a
eficiéncia simbidtica (Neves e Rumjanek, 1997). Estas estirpes acabam impedindo a
formacdo de nddulos pela estirpe inoculante. Neste contexto estudos de selecédo de
inoculantes que privilegiem testes com rizébios nativos ou naturalizados no local de
selecdo, tém sido considerados capazes de apresentar melhores resultados, a
medida que estirpes ja estabelecidas no solo, normalmente sdo mais competitivas

gue estirpes introduzidas de outros locais (Thies et al., 1991b).

2.4. Nitrogénio mineral

O nitrogénio mineral afeta a simbiose de varias formas (Pereira, 1982). Em
excesso o N mineral pode causar uma diminui¢cdo da eficiéncia simbiotica, porém
guando em pequenas quantidades aplicadas na cultura do feijao, permite um

aumento no crescimento dos nodulos e maior fixacdo de nitrogénio, sendo que




teores muitos baixos de nitrato no solo podem ser limitantes na atividade simbidtica
(Ruschel e Saito, 1977).

Quando o nivel inicial de nitrogénio no solo € baixo, o periodo de alta
demanda por nitrogénio pela planta é retardado, podendo reduzir a producéo, a
nodulacao e a fixacdo de N, (Eaglesham et al., 1993).

Segundo Oliveira e Dantas (1984), quando o feijao caupi é plantado em
areas recentemente desbravadas ou em solos muito arenosos, pode apresentar
deficiéncia de nitrogénio. Nessas condi¢des de solo, a populacédo rizobiana pode ser
insuficiente para permitir uma boa nodulacdo das plantas, ou mesmo, pode nao
existir, tornando necessaria a adubacao nitrogenada e/ou inoculacdo. Possivelmente
por essa razdo sao encontradas respostas do caupi ao nitrogénio em algumas areas

do Nordeste, bem como em outras regioes.

2.5. Selecéo de estirpes de rizébio

Um aspecto interessante a considerar num trabalho de selecao de estirpes
de rizébio para leguminosas € a inclusdo de um tratamento com as estirpes de
rizébio nativas do solo (Xavier e Souto, 1988; Thies et al., 1991). Outro aspecto € o
da testemunha nitrogenada ser usada para comparar a eficiéncia das estirpes a
serem avaliadas (Oliveira, 1988). Segundo Date (1977), a estirpe é considerada
efetiva, quando a planta inoculada com a mesma produz mais de 80% de matéria
seca do obtido pelas plantas com aplicagdo de adubo nitrogenado.

Martins et al. (1997), avaliando a diversidade de rizdbios de solos, utilizando
caupi como planta-isca nas regides dos estados de Pernambuco e Sergipe
encontrou cerca de 76 grupos de rizobios capazes de nodular esta leguminosa,
baseados em caracteristicas morfolégicas da colbnia e fisioldgicas da associacao.
Dentro do grupo foram encontrados estirpes com diferentes niveis de eficiéncia em
relacdo a FBN em caupi em experimentos conduzidos em casa de vegetacao.

Estudos feitos por Lacerda et al. (2004), mostraram que as estirpes UFLA
03-35, UFLA 03-36 e UFLA 03-129 sédo mais eficientes que a estirpe BR 2001 na
producdo de matéria seca da parte aérea do caupi em casa de vegetacdo e a

inoculacdo das sementes no campo com as estirpes INPA 03-11B, UFLA 03-36,




UFLA 03-84 e UFLA 03-129 resultaram em rendimentos de graos equivalentes ao da
testemunha que recebeu nitrogénio mineral. Trabalhos conduzidos por Soares et al.
(2002), em Perddes e por Pereira et al. (2004), em Iguatama, municipios de Minas
Gerais, mostraram que as estirpes UFLA 03-84 e INPA 03-11B foram bastante
eficiente nos testes de fixacdo biologica do N,, podendo ser recomendadas para

novos testes agrondmicos em outras regioes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizag&o do experimento

O experimento foi realizado em uma area pertencente a Escola Agrotécnica
Federal de Sousa, localizada no Perimetro Irrigado de Sdo Gongalo, municipio de
Sousa — PB, situando-se a 233,06 m de altitude, com latitude sul de 6° 45’ e
longitude oeste de 38° 13'. A area experimental esta localizada no vale do Rio

Piranhas, integrante do Tropico Semi-Arido do Nordeste Brasileiro.

3.2 Caracterizacao climatica e de solo

O clima da regido € quente e semi-arido. As temperaturas maximas, médias e
minimas anuais sdo de 38°C, 27 °C e 12 °C, respectivamente. Tal condi¢do climatica,
tipo Bsh, segundo classificacdo de Koppen, é caracterizada por evaporacdo maior
gue precipitacdo (DNOCS, 1997).

O solo do local € um planossolo de relevo plano e textura franco arenosa
EMBRAPA, (1999). Foram feitas amostragens nas camadas de 0 — 20 cm, 20 — 40
cm e 40 — 60 cm, e as analises dos atributos quimicos e fisicos foram realizadas de
acordo com as recomendacdes da EMBRAPA (1997), e os resultados constam nas
Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Atributos quimicos do solo onde foi instalado o experimento.

Camada pH P K Ca Mg Na Al H+AI SB T PST V M.O.
cm H,O mg dm?® cmol,dm?® % ----- gkg'l
0-20 6,9 21 0,37 3,2 0,7 0,08 0,0 1,3 3,98 548 1,46 72,6 6,3

20-40 6,8 18 0,16 44 1,3 0,21 0,0 1,5 5,97 7,67 1,43 77,8 6,09
40-60 7,1 23 0,12 44 15 0,20 0,0 1,2 6,22 7,52 2,66 82,7 4,07

Andlises realizadas pelo Laboratério de Solos da Escola Agrotécnica Federal de Sousa-PB
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Tabela 2. Atributos fisicos do solo onde foi instalado o experimento.

Camada Granulometria(%)  Classe textural Densidade (g cm™)
Areia Silte Argila Global Particula
0-20 72 18 10 Franco arenoso 1,36 2,77
20-40 67 20 13 Franco arenoso 1,36 2,69
40-60 72 18 10 Franco arenoso 1,25 2,69

Analises realizadas pelo Laboratorio de Solos da Escola Agrotécnica Federal de Sousa-PB.

3.3 Dados meteoroldgicos durante o periodo experimental

As precipitacdes pluviais e as evapotranspiracées de referéncia (Eto) e

as irrigacoes realizadas estéo registradas na figura 1.

351 ETo Precip. — — — Irrig.

30

25 4
|
i |
1 h
20 4 I I\
I N
I ﬁ I
I f I
15 - " i Vo
I \“ b1
I J\ I‘H \
| [ ! I |
10 1 Il ! oy h
[ |
| ol oo |
| | P! I I
| g C Fylg h
| I ot Fyn I
54 Iy ‘ T Iy Iy
] N T

Valores de ETo, Precip. e Irrig. (mm/dia)

\ I o | Ly Aj |
0 [ | . ! [ .
F & & & & & & & & & &
N\ M M AY M AN AN AY M A} 3
'\(N\V @V rf/o\b( ,l><’) Q\(’J @@ '{},\(’) 0\@ O '{;’\Q) q/\b
Datas

Figura 1. Evapotranspiracdo potencial de referéncia (Eto), precipitagdo pluviométrica
e irrigacdes na area do experimento (municipio de Sousa, PB).
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As médias da temperatura do solo, medida diariamente as 15 horas, a trés
profundidades (10, 20, e 30 cm) e a amplitude encontram-se na tabela 3.

Tabela 3. Médias e amplitudes da temperatura do solo (°C) a trés profundidades (10,
20 e 30 cm), durante os meses de abril a junho, na area experimental (municipio de
Sousa, PB).

Temperatura(°C) Profundidade (cm) Abril Maio Junho
10 36,7 35,0 33,9
Média 20 33,5 32,4 31,3
30 32,9 31,1 30,7
10 34,4-38,8 30,4-36,8 27,8-35,4
Amplitude de temp. mensal 20 32,6-37,4 28,6-34,2 28,0-33,6
30 31,8-33,8 28,0-32,6 28,2-32,4

3.4. Tratamentos

Os tratamentos consistiram na inoculagéo de sementes de feijdo caupi (cv.
CNCx 409-11F). Foram avaliados dois isolados nativos do solo onde se realizou o
experimento; trés estirpes recomendadas pela RELARE (BR 3267; INPA 3-11B;
UFLA 3-84) e uma estirpe selecionada pela UFRPE (NFB-700). Foram adicionados
dois tratamentos controles, ambos sem inoculagéo, sendo um com nitrogénio, na
forma de uréia, nas dosagens de 20 kg ha™ no plantio e 30 kg ha™* em cobertura,
aos 20 dias ap6s a germinacgdo, de acordo com as Recomendacdes de Adubacao

para o Estado de Pernambuco (Cavalcanti et al., 1998).

3.5. Caracteristicas das estirpes utilizadas

A estirpe BR 3267 foi inicialmente isolada em experimento com caupi,

realizado em Petrolina, com a participagéo da equipe da EMBRAPA (Agrobiologia) e
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da EMBRAPA (Semi-arido). A estirpe apresenta resisténcia a temperaturas elevadas
e é eficiente em solo com deficiéncia de umidade, tendo sido recomendada, em
carater provisorio, pela RELARE (Rede de laboratérios para recomendacao,
padronizacdo e difusdo de tecnologia de inoculantes microbiolégicos de interesse
agricola - RELARE).

As estirpes INPA 3-11B e UFLA 3-84, recomendadas definitivamente pela
RELARE, foram isoladas de solos da Amazbnia, respectivamente de Manaus e
Rondbénia, sendo adaptadas a altas temperaturas. A INPA 3-11B foi isolada de
nodulos de Centrosema sp. , Tendo sido inicialmente selecionada em condi¢cfes
controladas (vasos com substrato estéril), em 1982, no INPA (Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazobnia), e posteriormente avaliada na UFLA, em experimento de
campo. A estirpe UFLA 3-84 foi isolada em trabalhos experimentais do projeto ASB
(Alternatives for Slash and Burn) em solo de pastagem, usando caupi como planta
isca. A avaliagdo resultou de experimentos em camara de crescimento, casa de
vegetagcao e campo, realizados em Minas Gerais (Moreira, 2004).

A estirpe NFB 700 foi isolada de guandu em experimento realizado em
casa de vegetacao e selecionada para caupi em experimento de campo, conduzidos
pela equipe do Nucleo de Fixacao Bioldgica do Nitrogénio nos Tropicos — UFRPE.

Os isolados nativos foram provenientes do solo do local do experimento,
usando caupi como planta isca, em experimentos realizados em casa de vegetacao,
também pela equipe do Nucleo de Fixacdo Biologica do Nitrogénio nos Tropicos —
UFRPE.

3.6. Caracteristicas da cultivar utilizada

A cultivar de feijdo caupi, CNCx 409-11F, utilizada neste experimento
apresenta habito de crescimento determinado, floracdo aos 30 a 40 dias apds a

emergéncia e ciclo de 72 dias.
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3.7. Preparo do solo e adubacéo

O solo foi preparado com uma aracgao, seguida de duas gradagens, sendo a
primeira realizada logo ap0s a aracdo e a segunda um dia antes da semeadura.
Todos os tratamentos foram adubados na semeadura a 5 cm de profundidade, com
aplicacdo de 20 kg ha™ de P,Os (superfosfato simples) e 20 kg ha™ de K,O (cloreto
de potassio), de acordo com os resultados da analise de fertilidade do solo, e
seguindo as Recomendacdes de Adubacdo para o Estado de Pernambuco,
(Cavalcanti et al., 1998).

3.8. Inoculantes e sementes do caupi

Os inoculantes foram produzidos no Nucleo de Fixacdo Biologica do
Nitrogénio nos Tropicos — UFRPE, usando como veiculo turfa esterilizada em
autoclave a 120°C por uma hora, na propor¢cao de 3:1 (turfa: caldo de cultura). A
bactéria foi cultivada em meio liquido contendo extrato de levedura e manitol (YM)
com utilizagdo do caldo de cultura no periodo de fase log (ap6s cinco dias de
crescimento), com concentracdo minima de 10® células viaveis, por grama de turfa.
As sementes foram fornecidas pela Escola Agrotécnica Federal de Sousa e foram
inoculadas na noite anterior & semeadura, na proporcao de 200 g do inoculante por
10 kg de sementes, empregando-se agua acucarada a 10% para preparar a pasta

de inoculante.
3.9. Implantacéo e conducéo do experimento

O experimento foi instalado em 32 parcelas, formadas por 5 linhas de 6 m de
comprimento e espacamento de 1,0 m entre si. A &rea Util de cada parcela constou
de 15 m?, correspondendo as 3 linhas centrais desprezando-se 0,5 m de cada lado
(bordadura).

A semeadura foi realizada no espagcamento de 1,0 m entre fileiras e 0,4 m
entre covas, colocando-se quatro sementes por cova e deixando-se duas plantas

apos o desbaste, realizado aos 15 dias apds a emergéncia. Foram feitas irrigacdes
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por aspersédo na ocorréncia de falta de chuvas. As ervas daninhas foram controladas

efetuando-se duas capinas manuais.

3.10. Coletas de plantas

Foram coletadas, ao acaso, na area Util de cada parcela, 6 plantas (3 covas)
aos 17 dias apos a emergéncia (Figura 2). Foram feitas as seguintes avaliagfes: a)
namero e massa seca de nodulos; b) massa de material seco, teor e acimulo de N e
eficiéncia relativa da parte aérea. Para avaliacdo dos nédulos todas as plantas foram
coletadas a uma profundidade de 40 cm, sendo as raizes devidamente identificadas
e armazenadas em freezer para posterior contagem dos nédulos. Apds a contagem
0s nédulos foram colocados para secar em estufa com circulagdo de ar forcada a
temperatura de 65-70°C até massa constante, em seguida colocados em um

dessecador, e pesados utilizando balanca com precisao de 0,0001 g.

Tl T ek (i \ i il D e
Figura 2. Coleta das plantas aos 17 d. a. e. para avaliacdes do nUmero e massa
seca de nédulos, massa de material seco, teor e acimulo de N e eficiéncia relativa
para N total na parte aérea.
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Para a avaliacdo da parte aérea das plantas os ramos foram colocados em
sacos de papel, devidamente identificados, levados para estufa de circulacéo
forcada de ar a temperatura de 65-70°C até massa constante, em seguida pesados
em balanca de 0,01 g de preciséo e posteriormente moidos, (moinho tipo Willey). A
determinacdo do N total foi realizada pelo método semimicro Kjeldhal, de acordo
com o procedimento descrito por Tedesco (1995). O N acumulado na parte aérea foi
calculado multiplicando-se as suas respectivas massas secas (g) pelos seus
respectivos teores de N. A eficiéncia relativa de cada tratamento foi calculada
dividindo-se a massa seca das plantas inoculadas com rizobios, e das plantas sem
inoculante e sem N, pela massa seca das plantas sem inoculante e com N, e

multiplicado por 100 (Bergensen et al., 1971).

3.11. Delineamento experimental e analise estatistica

Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados, com 4 repeticdes. A
analise estatistica foi conduzida utilizando o “Guided Data Analysis Procedure” do
SAS (SAS Institute, 1999). Foi realizada andlise de variancia dos tratamentos, e para
a comparacao realizou-se, para cada variavel, os seguintes contrastes: test. Sem N
vs demais tratamentos (testemunha sem N vs testemunha com N, nativa 1, nativa 2,
NFB 700, INPA 3 —-11B, BR 3267, UFLA 3 — 84); test. com N vs tratamentos
inoculados (testemunha com N vs nativa 1, nativa 2, NFB 700, INPA 3 -11B, BR
3267, UFLA 3 — 84) RELARE vs demais tratamentos (INPA 3 -11B, BR 3267, UFLA
3 — 84 vs testemunha sem N, testemunha com N, nativa 1, nativa 2, NFB 700);
RELARE definitiva vs RELARE provisoria (INPA 3 -11B, UFLA 3 — 84 vs BR 3267);
NFB 700 vs nativas (NFB 700 vs nativa 1 e nativa 2); nativa 1 vs nativa 2 (isolado

do solo nativa 1 vs isolado do solo nativa 2).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise de variancia dos tratamentos estudados no
experimento e seus niveis de significancia encontram-se na Tabela 4. Houve efeito
significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade entre os tratamentos para
namero de ndédulos pequenos, numero de ndédulos grandes, nimero de nddulos,
massa seca dos ndédulos, massa seca da parte aérea, eficiéncia relativa e acimulo

de N na parte aérea.

Tabela 4. Resultado da analise de variancia e os niveis de significancia dos dados
relacionados ao numero de nddulos pequenos (NNP); nimeros de nddulos grandes
(NNG); nameros de nédulos (NN); massa seca dos nédulos (MSN); massa seca da
parte aérea (MSPA); eficiéncia relativa (ER); Teor de N-total na parte aérea
(TNPA); acamulo de N na parte aérea (ANPA). Experimento conduzido em campo
no municipio de Sousa, PB.

Fonte de var. |NN NNP NNG [MSN |MSPA (ER TNPA |ANPA

Tratamento |0,0443 |0,0237 |0,0513 |0,0209 |0,0079 |0,0081 |0,1752 |0,0398

CV% 10,39 (14,19 |33,26 (22,88 |16,78 |16,24 |6,67 19,27

Os resultados dos contrastes realizados e os niveis de significancia para

cada variavel avaliada no experimento encontram-se nas tabelas de 5 a 12.

4.1. Numero de nédulos pequenos (NNP)

A tabela 5 apresenta as estimativas dos contrastes e 0s niveis de
significancia relacionados ao NNP. Percebe-se que houve significAncia apenas para
os contrastes RELARE vs demais tratamentos e Nativa 1 vs Nativa 2. Os resultados
indicam que as estirpes recomendadas pela RELARE apresentam maior NNP que
0s demais tratamentos e o isolado nativa 1 proporcionou menor nimero de nddulos

pequenos que o isolado nativa 2.
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Tabela 5. Estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de significAncia relacionados
ao numero de nédulos pequenos. Experimento conduzido em campo no municipio

de Sousa, PB.

Parametros Estimativa Pr>F
Test. Sem N vs demais tratamentos 23,0000 0,5867
Test. Com N vs tratamentos inoculados 31,1666 0,3975
RELARE vs demais tratamentos 41,0000 0,0067
RELARE definitiva vs RELARE proviséria 24,3333 0,0888
NFB 700 vs nativas 16,3333 0,2444
Nativa 1 vs nativa 2 19,8333 0,0199

4.2. Numero de nédulos grandes (NNG)

A tabela 6 apresenta as estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de

significancia relacionados ao NNG. Verifica-se que houve significancia apenas para

0s contrastes testemunha com nitrogénio vs inoculadas (BR 3267, INPA 3 —11B,
UFLA 3-84, NFB — 700, Nativa 1 e Nativa 2) e NFB —700 vs nativas. O tratamento

com nitrogénio apresentou menor NNG que os tratamentos inoculados e a estirpe

NFB —700 foi superior as nativas.

Tabela 6. Estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de significancia relacionados
ao numero de nédulos grandes. Experimento conduzido em campo no municipio de

Sousa, PB.

Parametros Estimativa Pr>F
Test. Sem N vs demais tratamentos 51,0833 0,0838
Test. Com N vs tratamentos inoculados -51,5833 0,0464
RELARE vs demais tratamentos -1,5833 0,8652
RELARE definitiva vs RELARE proviséria 1,7500 0,8511
NFB 700 vs nativas 26,1666 0,0098
Nativa 1 vs nativa 2 -5,8333 0,2851
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4.3. Numero de nédulos (NN)

A tabela 7 apresenta as estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de
significancia relacionados ao NN. Verifica-se que houve significancia para os
contrastes RELARE vs demais tratamentos e NFB -700 vs nativas. As estirpes
recomendadas pela RELARE proporcionaram maior NN que os demais tratamentos

e a NFB —700 proporcionou maior NN que as nativas.

Tabela 7. Estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de significAncia relacionados
ao numero de nodulos. Experimento conduzido em campo no municipio de Sousa,
PB.

Parametros Estimativa Pr>F
Test. Sem N vs demais tratamentos 63,7302 0,1276
Test. Com N vs tratamentos inoculados -30,7698 0,3865
RELARE vs demais tratamentos 29,0635 0,0435
RELARE definitiva vs RELARE proviséria -22,5833 0,0996
NFB 700 vs nativas 32,1468 0,0272
Nativa 1 vs nativa 2 -15,3135 0,0778

4.4. Massa seca de nddulos (MSN)

A tabela 8 apresenta as estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de
significancia relacionados a MSN. Observa-se que houve significancia para os
contrastes testemunha com N vs tratamentos inoculados e NFB -700 vs nativas,
indicando que o tratamento com nitrogénio apresentou menor valor de MSN que o0s

tratamentos inoculados e a estirpe NFB-700 foi superior as nativas.
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Tabela 8. Estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de significancia relacionados a
massa seca dos nodulos. Experimento conduzido em campo no municipio de
Sousa, PB.

Parametros Estimativa Pr>F
Test. Sem N vs demais tratamentos 0,1268 0,1910
Test. Com N vs tratamentos inoculados -0,2379 0,0081
RELARE vs demais tratamentos 0,0225 0,4712
RELARE definitiva vs RELARE provisoria -0,0151 0,6280
NFB 700 vs nativas 0,0792 0,0176
Nativa 1 vs nativa 2 -0,0201 0,2693

4.5. Massa seca da parte aérea (MSPA)

A tabela 9 apresenta as estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de
significancia relacionados a MSPA. Verifica-se que houve significAncia para os
contrastes testemunha sem N vs demais tratamentos, testemunha com N vs
tratamentos inoculados, NFB —700 vs nativas e nativa 1 vs nativa 2. A testemunha
sem N apresentou menor MSPA que os demais tratamentos, a estirpe NFB-700
apresentou maior MSPA que as nativas e o isolado nativa 1 menor do que a nativa
2.

Tabela 9. Estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de significancia relacionados a
massa seca da parte aérea. Experimento conduzido em campo no municipio de
Sousa, PB.

Parametros Estimativa Pr>F
Test. Sem N vs demais tratamentos -6,1021 0,0129
Test. Com N vs tratamentos inoculados 4,0771 0,0482
RELARE vs demais tratamentos 0,3988 0,6017
RELARE definitiva vs RELARE proviséria 0,0258 0,9721
NFB 700 vs nativas 0,21991 0,0140

Nativa 1 vs nativa 2 -0,9783 0,0307
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4.6. Eficiéncia relativa (ER)

A tabela 10 apresenta as estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de
significancia relacionados a ER. Verifica-se que houve significAncia para os
contrastes testemunha sem N vs demais tratamentos, NFB —700 vs nativas e nativa
1 vs nativa 2. Verifica-se que a testemunha sem N apresentou menor eficiéncia
relativa que os demais tratamentos, a NFB —700 foi melhor que as nativas e a nativa

1 menor que a nativa 2.

Tabela 10. Estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de significancia relacionados
a eficiéncia relativa. Experimento conduzido em campo no municipio de Sousa, PB.

Parametros Estimativa Pr>F
Test. Sem N vs demais tratamentos -138,3291 0,0139
Test. Com N vs tratamentos inoculados 85,0140 0,0705
RELARE vs demais tratamentos 9,7940 0,5769
RELARE definitiva vs RELARE proviséria -2,7950 0,8691
NFB 700 vs nativas 48,7420 0,0171
Nativa 1 vs nativa 2 -23,7600 0,0232

4.7. Teor de N-total na parte aérea (TNPA)

A tabela 11 apresenta as estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de
significancia relacionados ao TNPA. Verifica-se que houve significancia apenas para
os contrastes RELARE vs demais tratamentos. Onde as estirpes recomendadas pela
RELARE obtiveram maior teor de N-total na parte aérea das plantas que os demais

tratamentos.
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Tabela 11. Estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de significancia relacionados
ao teor de N total na parte aérea. Experimento conduzido em campo no municipio de

Sousa, PB.

Parametros Estimativa Pr>F
Test. Sem N vs demais tratamentos 1,0450 0,4051
Test. Com N vs tratamentos inoculados 0,4675 0,6652
RELARE vs demais tratamentos 1,1125 0,0116
RELARE definitiva vs RELARE provisoria -0,1050 07968
NFB 700 vs nativas -0,1850 0,6506
Nativa 1 vs nativa 2 0,2750 0,2500

4.8. Acumulacéo de N total na parte aérea (ANPA)

A tabela 12 apresenta as estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de

significancia relacionados ao ANPA. Verifica-se que houve significAncia para os

contrastes testemunha com N vs tratamentos inoculados e RELARE vs demais

tratamentos, onde o tratamento da testemunha com N foi superior aos tratamentos

inoculados e as estirpes recomendadas pela RELARE foram superiores aos demais

tratamentos.

Tabela 12. Estimativas dos contrastes e 0s seus niveis de significancia relacionados
ao acumulo de N na parte aérea. Experimento conduzido em campo no municipio de

Sousa, PB.

Parametros Estimativa Pr>F
Test. Sem N vs demais tratamentos -123,0476 0,0607
Test. Com N vs tratamentos inoculados 119,3625 0,0375
RELARE vs demais tratamentos 44,0175 0,0419
RELARE definitiva vs RELARE proviséria -0,0975 0,9962
NFB 700 vs nativas 23,8800 0,2530
Nativa 1 vs nativa 2 -20,0950 0,1014
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Todos os tratamentos apresentaram boa nodulagdo com quantidades de
nodulos variando de 60 a 62 nddulos por cova. O nimero de nodulos, obtido aos 17
dias neste experimento foi superior ao encontrado por Lacerda et al. (2004), que
encontrou NN variando de 11 a 21 por planta e Soares et al. (2004), que encontrou
15 a 31 NN por planta com as estirpes INPA 3-11B e UFLA 3-84 na cultivar de caupi
BR 14 Mulato em um argissolo vermelho-amarelo distrofico tipico no municipio de
Perddes-MG e por Pereira et al. (2004), que encontrou valores de NN por planta
variando de 15 a 17, com as mesmas estirpes, a mesma cultivar e 0 mesmo tipo de
solo no municipio de Iguatama — MG, na fase de floracdo. Foi também superior ao
encontrado por Mendes et al. (1994), que obteve resultados variando de 12 a 43
nodulos por planta de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) aos 16 d.a.e. com varias
estirpes de Rhizobium spp. em um solo de varzea recuperado através de drenagem,
no qual a populacdo nativa de rizébio era muito baixa, no municipio de Planaltina,
DF.

A adubacdo com N-fertilizante na dose de 50 kg ha inibiu a nodulacao
do caupi por rizébios nativos, pois 0 NN da testemunha sem N superou ao da
testemunha com N, enquanto nos trabalhos realizados por Lacerda (2002) e Soares
et al. (2004), o N fertilizante na dose de 70 kg ha™ ndo foi suficiente para inibir a
nodulag&o por rizébios nativos. J& no trabalho de Pereira et al. (2004) o N-fertilizante
na dose de 80 kg ha™ inibiu a nodulagéo do caupi por rizébios nativos.

A quantidade de nédulos encontrados na testemunha sem inoculante e
sem N-fertilizante indica a presenca de estirpes nativas no solo, as quais, embora
capazes de suprir as plantas com o N fixado pela simbiose rizébio-caupi, podem ter
limitado o estabelecimento das estirpes inoculadas.

O local onde foi instalado o experimento, ja vem sendo cultivado feijao
caupi ha muito tempo, o que favoreceu a ocorréncia de uma populacdo rizobiana

autoctone efetiva quanto a fixacdo de nitrogénio com o caupi.




24

5. CONCLUSOES

As estirpes INPA 3-11B, BR 3267 e UFLA 3-84 sdo mais eficientes na
nodulacédo e na fixacdo de N, que os isolados nativos e a estirpe NFB —700, quando
inoculadas em feijao caupi, cultivado em um planossolo do sertdo da Paraiba.

A populacéo rizobiana existente no solo da realizacdo deste experimento €
muito efetiva quanto a fixacdo biolégica de nitrogénio com caupi.

A adicdo de N fertilizante na dose de 50 kg ha™ reduz a nodulacdo e a

fixacdo de N, em caupi.
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