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Fixacao e transferéncia de nitrogénio em cultivos consorciados e solteiros de gramineas e
leguminosas

RESUMO

A produgdo de diversas culturas na maioria dos solos tropicais ¢ limitada pela
necessidade de adubagdo nitrogenada. Afixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN) possui
potencial de reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados em sistemas agricolas de baixo uso de
insumos, comuns em diversas areas do Nordeste do Brasil. Leguminosas e gramineas sdo
plantas com capacidade de fixar N em associagdo com bactérias diazotréficas e em cultivos
consorciados parte do N fixado nas leguminosas pode ser transferido para as gramineas,
contribuindo de forma significativa para o aumento dos estoques de N no sistema. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a FBN e a transferéncia de N entre plantas em cultivos consorciados
e solteiros de gramineas C4 (milho, Zea mays L.;sorgo, Sorghum bicolor (L.) Moench.; e
milheto, Pennisetum glaucum (L.) R. Br.) e leguminosas (feijao-caupi e feijao-de-porco), bem
como o efeito desses cultivos sobre os atributos fisico-hidricos do solo. Foi conduzido um
experimento em casa de vegetacdo, utilizando amostras da camada superficial de um
Planossolo coletado no municipio de Belo Jardim, Semidrido de Pernambuco. Os tratamentos
consistiram em cultivos solteiros e consorciados de trés espécies de gramineas e trés espécies
intercalares, com arranjo fatorial utilizando delineamento em blocos ao acaso, com quatro
repeticoes. Cada parcela experimental consistiu em um vaso, sempre com duas plantas, que
podiam ser da mesma espécie ou de espécies diferentes, de acordo com o tratamento. Foi
inserido o girassol no experimento para ser utilizado como espécie intercalar nao fixadora de
N, assim como vasos cultivados com algodao e mamona, para serem utilizadas como plantas
referéncia para estimativas da FBN pelo método do 8N (%o). As gramineas apresentaram
biomassa variando entre 23,91 ¢ 41,76 g planta'l,sendo que os consdrcios nao aumentaram a
produtividade em relagdo aos cultivos isolados.A presenca de populagdes rizobianas
compativeis no solo foi demonstrada pela nodulagdo natural das leguminosas. Constatou-se
que a espécie de graminea ndo altera a nodulacdo das leguminosas. As gramineas nao
obtiveram nitrogénio da atmosfera. As leguminosas fixaram altas propor¢des de nitrogénio
atmosférico, variando entre 67% e 87% do N absorvido pela planta. Nao houve transferéncia
do nitrogénio das leguminosas para as gramineas associadas. O solo coletado de cada vaso
nos anéis volumétricos apresentaram RP variando de 0,90 a 1,36 MPa estando dentro do
limite ideal para o desenvolvimento radicular das plantas. A percentagem de macroporos foi
maior no consoércio com feijdo-caupi (8,46%) do que em cultivo solteiro (5,42%). A
macroporosidade e porosidade total do solo podem ter influenciado a nodulacdo natural e a
biomassa de nodulos nas leguminosas.

Palavras-chave: Abundancia natural do '°N. Adubacdo verde. Is6topo. Nodulagdo natural.
Canavalia ensiformis (L.) DC. Vigna unguiculata (L.) Walp.






Nitrogen fixation and transfer in intercropping and single crops of grasses and legumes

ABSTRACT

The production of several crops in most tropical soils is limited by the need for
nitrogen fertilization. Biological nitrogen fixation (BNF) has the potential to reduce the use of
nitrogen fertilizers in agricultural systems with low input use, common in several areas of
Northeast Brazil. Leguminosae and grasses are plants capable of fixing N in association with
diazotrophic bacteria and in intercropped crops part of the N fixed in the legumes can be
transferred to the grasses, contributing significantly to the increase of N stocks in the system.
The objective of this work was to evaluate BNF and N transfer between plants in intercropped
and single crops of C4 grasses (maize, Zea mays L., sorghum, Sorghum bicolor (L.) Moench
.; and millet, Pennisetum glaucum (L. ) and legumes (cowpea and cowpea), as well as the
effect of these crops on soil physical and hydraulic attributes. A greenhouse experiment was
conducted using samples from the surface layer of a Planosols collected in the city of Belo
Jardim, semiarid region of Pernambuco. The treatments consisted of single and intercropping
cultures of three grass species and three intercalary species, with a factorial arrangement using
a randomized block design, with four replications. Each experimental plot consisted of a vase,
always with two plants, that could be of the same species or of different species, according to
the treatment. Sunflower was inserted in the experiment to be used as an N-fixing non-
binding intermediate species, as well as pots grown with cotton and castor bean, to be used as
reference plants for BNF estimates using the 615N (%o) method. Grasses presented biomass
ranging from 23.91 to 41.76g / plant, and the consortia did not increase productivity in
relation to isolated crops. The presence of compatible rhizobial populations in the soil was
demonstrated by the natural nodulation of legumes. It was verified that the grass species does
not alter the nodulation of legumes. Grasses did not get nitrogen from the atmosphere. The
legumes fixed high proportions of atmospheric nitrogen, varying between 67% and 87% of
the N absorbed by the plant. There was no nitrogen transfer from the legumes to the
associated grasses. The soil collected from each vase in the volumetric rings presented PR
varying from 0.90 to 1.36 MPa and being within the ideal limit for the root development of
the plants. The percentage of macropores was higher in the consortium with cowpea (8.46%)
than in single crop (5.42%). Macroporosity and total soil porosity may have influenced
natural nodulation and nodule biomass in legumes.

Keywords: Natural abundance of '’N. Green manure. Isotope. Natural nodulation. Canavalia
ensiformis (L.) DC..Vigna unguiculata (L.) Walp.
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1. INTRODUCAO

Gramineas de sistema fotossintético C4 apresentam maior afinidade com o CO; e, por
esse motivo, melhor eficiéncia fotossintética e de uso da dgua em relagdo as plantas C3 e
CAM. Por possuirem mecanismos como menor abertura estomadtica, conseguem ser mais
eficientes em seu desenvolvimento vegetativo e assim apresentam potencial de alta producao
de biomassa. Culturas como milho, milheto e sorgo sao amplamente cultivadas por produtores
de diversas regides do Brasil, quer seja para consumo na agricultura familiar, para
fornecimento aos animais, produg¢do de pastagem, feno, entre outros usos, além de
apresentarem potencial de uso como culturas energéticas.

A producao de quantidades elevadas de biomassa vegetal requer aportes significativos
de nutrientes e, na maioria dos solos tropicais, ¢ limitada pela baixa disponibilidade de
nitrogénio. A fixacdo biologia de nitrogénio (FBN), realizada por micro-organismos
diazotroficos que possuem um complexo enzimatico (nitrogenase) responsavel pela reducao
do Nratmosférico a amonia, ¢ de extrema importancia para a agricultura, pois tem o potencial
de reduzir o uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados, resultando em economia para o
produtor e reducdo dos impactos sobre o meio ambiente. Além disso, ¢ a principal
possibilidade de aporte de N em sistemas agricolas de baixo uso de insumos, comuns em
diversas areas do Nordeste do Brasil.

Tradicionalmente, as leguminosas sdo consideradas as espécies com maior capacidade
de se beneficiar da FBN, por meio de suas associagdes simbidticas com bactérias do grupo
dos rizébios, garantindo aportes consideraveis de N aos sistemas de cultivo (ZOTARELLI et
al., 2012). Entretanto, algumas espécies da familia das Poaceae, tais como milho (ROESCH et
al., 2007; MONTANEZ et al., 2009), sorgo (FERREIRA NETO et al., 2017), cana de agtcar
(URQUIAGA et al., 2012), capim elefante (MORAIS et al., 2012), entre outras, podem
incorporar N atmosférico por meio da associagdo com bactérias diazotroficas endofiticas ou
epifiticas. Apesar da contribuicdo da FBN em gramineas ser, em geral, menor que as relatadas
para as leguminosas, o alto potencial de produg¢ao de biomassa das espécies C4 resulta na
possibilidade de grandes aportes de N aos sistemas agricolas.

O consorcio entre gramineas e leguminosas ¢ uma pratica que pode contribuir de
forma significativa para o aumento do aporte de N ao sistema, podendo permitir redugdo da
fertilizagdo com nitrogénio. Nesses sistemas, as leguminosas sao plantadas entre as fileiras de
cultivo das gramineas e parte do nitrogénio fixado pode ser transferido para a graminea

associada. Além dos beneficios como adubagdo verde, ao cortar as leguminosas e depositar
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seu material sobre o solo, os nutrientes de sua biomassa serdo liberados, melhorando a
qualidade fisica do solo e fornecendo nutrientes, aumentando assim a capacidade produtiva do
solo de forma sustentavel, pois ndo hé adicao de fertilizantes nitrogenados.

O cultivo consorciado de milho e feijao-caupi ¢ um dos sistemas agricolas mais
comuns entre os agricultores de base familiar. Como raramente sdo utilizados fertilizantes
nitrogenados, as culturas contam com a FBN e com a decomposi¢do da matéria organica do
solo como tnicas fontes de N. Poucos sdo os estudos desenvolvidos com esses consorcios de
gramineas e leguminosas, principalmente no estado de Pernambuco. O cultivo do milho,
sorgo ou milheto pode ser incentivado de acordo com a disponibilidade hidrica do local e a
produtividade dos sistemas pode ser garantida pelo consércio com leguminosas que fixam o
nitrogénio atmosférico e transferem parte desse N para as gramineas.

Desta forma, foi desenvolvida a hipotese que leguminosas e gramineas fixam
nitrogénio por meio de associagdes com bactérias diazotroficas naturalmente estabelecidas em
solo do Semiarido brasileiro e que parte do N fixado pode ser transferido para plantas ndo
fixadoras consorciadas. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a FBN ¢ a
transferéncia de N entre plantas em cultivos consorciados e solteiros de gramineas C4 (milho,
sorgo ou milheto) e leguminosas (feijdo-caupi e feijao-de-porco), bem como o efeito desses

cultivos sobre os atributos fisico-hidricos do solo.
1.1 Hipéteses

Leguminosas e gramineas fixam nitrogénio por meio de associacdes com bactérias
diazotroficas naturalmente estabelecidas nos solos e parte do N fixado pode ser transferido
para plantas nao fixadoras consorciadas.

1.2 Objetivo geral

Avaliar a fixagdo biologica e a transferéncia de N entre espécies em cultivos consorciados

e solteiros de gramineas C4 e leguminosas.

1.3 Objetivos especificos

1. Estimar a produtividade de biomassa de diferentes gramineas em cultivos solteiros e

consorciados;
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2. Estimar a nodulag@o (numero e biomassa de nddulos por planta) e a produtividade de
biomassa aérea de diferentes leguminosas em consorcio com as gramineas;

3. Estimar a contribui¢do do processo de FBN por bactérias diazotréficas para a nutrigdo
nitrogenada das leguminosas e as quantidades de N fixadas em sua biomassa;

4. Estimar a contribui¢do do processo de FBN para a nutri¢do nitrogenada das gramineas
e as quantidades de N transferidos das leguminosas para as gramineas.

5. Avaliar o efeito desses cultivos sobre os atributos fisico-hidricos do solo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Gramineas tropicais

Gramineas de sistema fotossintético C4 evoluiram primariamente nos tropicos (em
relacdo as espécies C3 e CAM) e se adaptaram a elevadas intensidades luminosas e altas
temperaturas (MARIN; NASSIF, 2013). Possuem alta afinidade com o CO; e, por esse
motivo, apresentam maior eficiéncia de uso de agua que as plantas C3. Devido a utilizacao
mais eficiente do CO,, as plantas C4 realizam a mesma taxa de fotossintese das plantas C3,
porém com uma menor abertura estomatica, podendo ser duas a trés vezes mais eficientes em
relagcdo ao desenvolvimento vegetativo (LOPES; LIMA, 2015). Por esse motivo, as gramineas
C4 apresentam potencial de alta produ¢do de biomassa (PEDROSO et al., 2014;
GORLITSKY et al.,, 2015). Além da importancia na alimentagdo humana e de animais,
apresentam grande interesse para utilizacdo como culturas energéticas (LIMA et al., 2014) e
sao matéria-prima ideal para produgdo de etanol e outros biomateriais. No Brasil, este
potencial j4 vem sendo bem utilizado desde a crise do petréleo com o cultivo da cana-de-
acucar para producao de etanol. Espécies menos utilizadas no Brasil, como o milho, o sorgo e
o milheto, também podem ser exploradas em éreas inadequadas para o cultivo da cana-de-
agucar.

O milho (Zea mays L.) ¢ uma angiosperma, monocotiledonea, diploide e alégama,
pertencente a familia Poaceae. Tem sua origem no México e América Central, com o0s
primeiros registros de cultivo ha cerca de 7.300 anos. Mesmo sendo considerada como a
melhor espécie cultivada ja descrita, inimeras incognitas ainda restam sobre a dispersdao do
milho cultivado e de suas mais variadas ragas, questdes estas que estdo relacionadas a

dispersdo, expansao e separagao geografica dos povos agricultores da América e aos diversos
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processos de selecdo de centenas ou milhares de geragdes (PATERNIANI; MIRANDA
FILHO, 1987). E uma cultura amplamente utilizada na agricultura familiar e em cultivos de
larga escala, para a alimentagdo humana e animal, devido a seu alto potencial produtivo e
energético, além de ser utilizada em industrias de alta tecnologia como a producgdo de alcool.
Estudos mostram que a cultura ¢ bem adaptada a diversas condi¢des ambientais do Nordeste
brasileiro, tendo estabilidade de produgdo para a maioria dos hibridos analisados
(CARVALHO et al., 2002; 2011).

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench.) também ¢ uma angiosperma,
monocotiledonea, anual, dipléide e aldogama, pertencente a familia Poaceae. Provavelmente
foi “domesticado” na Etiépia, cerca de 5.000 anos atrés, e em seguida foi cultivado na Africa
Ocidental, desde o Sudao até o rio Niger (FERNANDES, 1981). No Brasil, a sua introdugdo
se atribui aos escravos e, por isso,a cultura ficou conhecida como milho d’Angola (LIRA,
1981). O sorgo adapta-se a condigdes de restricdes hidricas desfavoraveis a maioria de outros
cereais e apresenta boa composi¢do bromatoldgica, podendo ser utilizado para silagem,
pastejo/corte, fenagao, cobertura morta ou vassoura (SANTOS et al., 2013; BOLSON et al.,
2014). Além disso, possui ampla faixa de adaptacao agroecoldgica e tolerancia a estresses
ambientais (ANANDA et al., 2011; VASILAKOGLOU et al., 2011), representando um
potencial de producdo de biomassa em areas inadequadas as culturas mais tradicionais para
produgdo de etanol (GUIGOU et al., 2011; FERNANDES et al., 2014).

O milheto (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.) também ¢ uma angiosperma,
monocotiledonea, anual, diploide e alogama, pertencente a familia Poaceae. E uma planta de
origem africana, de facil implantacdo e manejo, que se destaca por sua adaptacdo a uma
grande diversidade de ambientes e a diferentes condi¢des de clima e solo, caracterizando-se
por sua precocidade, seu alto potencial de producdo e sua qualidade nutritiva, além de
sobreviver melhor que outros cereais em locais de baixa disponibilidade hidrica, devido ao
seu sistema radicular, que explora maior area lateral e em profundidade, conseguindo assim
absorver maiores quantidades de dgua, mesmo quando ocorre baixa precipitagdo, além de
terem maior capacidade de recuperacao com o retorno da chuva (TORRES et al., 2014).

Por serem plantas tipicas de regides de clima quente e apresentarem alta eficiéncia do
uso de dgua, essas trés gramineas representam uma opcao alternativa e/ou estratégia para

cultivo em areas com pouca disponibilidade hidrica.

2.2 Utilizacao de fertilizantes nitrogenados em milho, sorgo e milheto
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O nitrogénio ¢ o nutriente mais exigido para as culturas do milho, milheto e sorgo,
pois compde compostos organicos essenciais, como aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos,
hormonios e clorofila (MALAVOLTA, 2006). No solo sofre diversas transformacgoes,
podendo ser perdido por lixiviagao, erosao, volatilizagcdo, ou desnitrificacdo (CHAPIN et al.,
2011; BRADY; WEIL, 2013).

Eo nutriente que mais influencia a produtividade do milho (SILVA; SILVA; LIBADI,
2013) e o que mais onera o custo de producdao (MELO; CORA; CARDOSO, 2011). Guedes et
al. (2017) tiveram resultados que evidenciaram que a adubacao de fundacdo e em cobertura
proporcionam maior produtividade de massa verde total, porém o parcelamento da adubagao
nitrogenada em cobertura ndo promoveu resultados significativos. Em relagdo a fonte de
nitrogénio, Portela et al. (2016) utilizando dois tipos de adubos nitrogenados observaram que
o sulfato de amonio promoveu melhores resultados (nimero, produtividade, didmetro,
comprimento de espigas verdes, altura de planta e altura de inser¢@o da primeira espiga) que a
uréia na cultura do milho.

Para o sorgo e milheto, o nitrogénio (N) ¢ também o nutriente mais limitante e o mais
requerido, sendo que seu acimulo ocorre linearmente até a maturacdo (LIMA et al., 2013).
Sua necessidade é em altas doses, podendo chegar, por exemplo, a 200 kg de N ha'para
obtencdo da maior produtividade de massa fresca totalpara o sorgo sacarino BRS 506
(JARDIM et al., 2015).

As grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados aplicados na agricultura
contribuem para a poluicdo das aguas, quer seja por manejo inadequado ou quantidades
superiores as requeridas pela cultura. Esse elemento, em elevada concentracdo na agua,
contribui com a eutrofizacdo, que ¢ uma excessiva concentragdo de nutrientes que resulta em
alto crescimento da biota aquatica e restringe o uso da dgua em diversas atividades. A
proliferagdo de muitos géneros de cianobactérias nesses ambientes, quando submetidas a
determinadas condi¢des ambientais, pode produzir toxinas que chegam a ser fatais aos
animais e aos seres humanos (RAMOS et al., 2016). Por mais que tenha sua principal atengao
voltada ao fosforo, o nitrogénio também contribui para esse fenomeno (VIDAL; CAPELO

NETO, 2014).

2.3 A fixacio biolégica de nitrogénio

A producdo de diversas culturas na maioria dos solos tropicais ¢ limitada pela

necessidade de adubagdo nitrogenada. Embora corresponda a mais de 78% do ar atmosférico,
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o N, ndo pode ser absorvido pelas plantas, sendo necessaria a quebra da tripla ligagdo e
produgdo de amonia (NH3). A fixagdo do N atmosférico pode se dar por meio de descargas
elétricas na atmosfera; pelo processo industrial de Haber-Bosch, que emprega temperaturas de
300 a 500° C a uma pressao acima de 300 atm (RIBEIRO, 2013); ou pela agao de micro-
organismos que apresentam o complexo nitrogenase, enzima que transforma o N presente no
ar em formas assimilaveis pelas plantas (REIS, 2013). A FBN ¢ de extrema importancia para
a agricultura, pois tem o potencial de reduzir o uso indiscriminado de fertilizantes
nitrogenados, resultando em economia para o produtor e mitigagdo dos impactos sobre o meio
ambiente. Além disso, ¢ a principal possibilidade de aporte de N em sistemas agricolas de
baixo uso de insumos, comuns em diversas areas do Nordeste do Brasil.

Um dos exemplos mais importantes do sucesso do uso da FBN na agricultura ¢ na
cultura da soja (Glycine max (L.) Merr.), em que a inoculagdo com Bradyrhizobium substitui
com sucesso o uso do fertilizante mineral (MENDES; HUNGRIA, 2003) e torna o Brasil
competitivo no mercado internacional do grdo. Outro exemplo extremamente importante ¢ a
cana-de-agtcar que, no pais, ¢ cultivada recebendo doses de fertilizantes nitrogenados que nao
suprem a exportacdo do nutriente pelas colheitas (BODDEY et al., 2003). A FBN, resultante
da associagdo da cana com bactérias diazotroficas, influencia diretamente na economia de
fertilizante nitrogenado, um insumo que demanda altos niveis de energia fossil na sua sintese
e no seu transporte, tornando a cana-de-actcar uma das culturas mais eficientes na produgdo
bioenergética do mundo (BALDANI et al., 2009).

Para a cultura do milho, estima-se que a utilizagdo de inoculacdo de bactérias
diazotroficas pelos produtores, podera gerar uma economia de 1,2 bilhdes de dolares por ano,
utilizando apenas uma complementagdo de 50% do N-fertilizante para as culturas (HUNGRIA
et al., 2010). Assim, a FBN apresenta extrema importancia para substituir ou complementar a
adubacdo com fertilizantes quimicos em diversas culturas.

Micro-organismos fixadores de nitrogénio podem ser encontrados entre diversos
grupos filogenéticos representativos de Bactérias e Arqueas e essa alta diversidade garante
suas ocorréncias nos mais diferentes tipos de habitats. De acordo com as relagdes entre estes
micro-organismos diazotrdoficos e as plantas, eles podem ser classificados como: simbidticos,
que tém relacdo mutuamente vantajosa; associativos, quando estabelecem relacdo menos
especializada, ou de vida livre, que habitam diversos tipos de solos, rizosfera ou filosfera de
plantas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A associacdao simbidtica entre espécies da familia das leguminosas e as bactérias

diazotroficas conhecidas como rizobios ¢ o sistema mais bem estudado. Nesta associagdo, as
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bactérias invadem as raizes das plantas, formando nddulos onde o nitrogénio livre no ar ¢é
convertido em nitrogénio fixado para assimilagdo ou estoque pela planta.

Embora presente em um grande ntimero de espécies, a capacidade de FBN nao ¢
comum a todas as leguminosas, variando entre sub-familias, géneros e at¢é mesmo entre
espécies dentro de um mesmo género (SPRENT, 2009). Diversos grupos de pesquisa vém se
dedicando a estudar diferentes aspectos relacionados a FBN no Nordeste brasileiro. Como
resultado desse esforco, existe uma literatura crescente sobre a diversidade de rizobios nativos
de solos da regidao (FREITAS et al., 2015), demonstrando a existéncia natural de populacdes
de microssimbiontes capazes de nodular feijdo-caupi (FREITAS et al., 2012), amendoim
(LYRA et al.,, 2013), leguminosas utilizadas como adubo verde (CALHEIROS et al., 2013),
entre outras.

Diversas espécies diazotroficas ja foram observadas colonizando raizes ou colmos de
gramineas: como Azospirillum spp. em arroz (CARDOSO et al.,, 2010), milho e trigo
(HUNGRIA et al., 2010); e Burkholderia em cana-de-agucar (PEREIRA et al.,2012) e capim
elefante (VIDEIRA et al., 2012). Diversas espécies de bactérias foram isoladas por Pedrinho
et al. (2010) em tecidos de milho, sendo as mais frequentes: Bacillus, Burkholderia e
Azospirillum, seguidas de Sphingomonas, Pseudomonas, Herbaspirillum, Pantoea ¢ Bosea.
Estudo em dois gendtipos de capim elefante, através de sequenciamento de fragmentos 16S
rRNA confirmaram a presenga de Azospirillum brasilense, Gluconacetobacter
diazotrophicus, G. liquefaciens, G. saccharz, Burkholderia silvatlantica, Klebsiella sp.,
Enterobacter cloacaee E. Oryzae colonizando as folhas, caules e raizes dessa graminea. Por
serem capazes de produzir substidncias promotoras de crescimento, €sses micro-organismos
tém potencial para exploragao como biofertilizantes (VIDEIRA et al., 2012).

A comunidade diazotrofica associada a espécies de gramineas ¢ bastante estudada,
porém, ainda nao esta estabelecido se o principal beneficio para as gramineas ¢ a FBN ou a
produgdo de acido indol-3-acético (AIA) e/ou outras substancias promotoras de crescimento
(antibidticos, sider6éforos, hormdnios vegetais) que, comprovadamente, provocam alteragdes
morfologicas na raiz (como o aumento das raizes laterais e dos pelos radiculares),
aumentando a absor¢ao de nutrientes (VIDEIRA et al.,, 2012; BENEDUZI et al., 2013;
ALVES et al., 2015). A interacdo entre as bactérias diazotroficas associativas e as plantas nao
tem a mesma organizacdo das simbioses, 0 que acarreta em menor eficiéncia da contribuigdo
dos processos que realizam, incluindo a FBN, e dificuldades no seu manejo, com respostas
nem sempre previsiveis da inoculacdo. Além disso, varias espécies ocorrem numa mesma

planta, o que dificulta a identificagdo de quais estdo contribuindo mais efetivamente e em qual
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magnitude. Ainda ndo foi comprovada a existéncia de especificidade como a que ocorre entre
os rizdbios e as leguminosas (MOREIRA et al., 2010).

Para se estimar a fixagdo biologica de nitrogénio t€ém sido cada vez mais utilizadas
técnicas isotopicas, que podem ser pela abundancia natural dos isétopos de N, pela técnica de
dilui¢do isotopica ou com o uso de N marcado. Para isso, é necessaria a utilizagdo de uma
planta nao fixadora de nitrogénio, ou testemunha. Esta planta controle e a planta fixadora de
N, devem absorver N do solo com o mesmo enriquecimento de '°’N (BODDEY, 1987). Para
se ter €xito na quantificagdo da FBN, deve-se fazer uso de uma planta-controle que explore
um volume de solo semelhante ao da fixadora, apresentando, ainda, padrdes de absorcao e
assimila¢do do N parecidos.

Existem, na natureza, dois isotopos estaveis do N, o de massa 14 e o de massa 15 (14N
e '°N). Estes sdo encontrados no ar, em proporgdes de 99,6337% e 0,3663% de atomos de '“N
e 1N, respectivamente, e essa propor¢io ¢ denominada de abundédncia natural. De acordo com
Ledgard et al. (1984), que avaliaram a variabilidade no enriquecimento de >N no perfil de
solos de diferentes profundidades (0-5, 5-10, 10-20, 20-40, 40-50 e 50-60 cm) verificou-se
um aumento no 8"°N com a profundidade e caso a planta testemunha ndo explore a mesma
profundidade do solo que a planta em estudo, isso podera refletir em diferencas no 8'°N
(BODDEY et al., 2001). Sendo assim, Urquiaga et al. (2007) aperfeigoaram este método
coletando amostras de solo em diferentes profundidades, cultivando trés espécies de plantas

ndo fixadoras ¢ o 8'"°N de referéncia ¢ calculado com a média ponderada do 8'°N.

2.4 Utilizagao de adubos verdes

A adubagdo verde ¢ uma técnica baseada no uso de plantas que sdo incorporadas ao
solo com a finalidade de melhorar sua qualidade fisica e fornecer nutrientes, aumentando
assim a capacidade produtiva do solo de forma sustentavel, pois ndo ha adi¢do de fertilizantes
nitrogenados. Espécies da familia das leguminosas sdo as mais utilizadas nessa pratica, devido
a sua capacidade de fixar nitrogénio atmosférico mediante simbiose com rizdbios; sua baixa
relagdo C/N, aliada a grande presenca de compostos soluveis, favorece a rapida decomposi¢ao
e mineralizacdo; além de possuirem sistema radicular profundo e ramificado, com capacidade
de extrair nutrientes nas camadas mais profundas do solo (FERREIRA et al.,, 2011;
PARTELLI et al.,2011).

Andrade Neto et al. (2010) observaram que uma maior produgdo de fitomassa da parte

aérea do sorgo forrageiro ¢ obtida quando se cultiva as leguminosas mucuna-preta e lab-lab
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em consorcio com a graminea, havendo também grande quantidade de nutrientes acumulados
na parte aérea do sorgo, principalmente com uso do lab-lab e que ambos se apresentaram
como boas opcdes de adubagao verde para a cultura.

Para o milho, o uso de adubos verdes (tremogo branco, aveia preta e nabo forrageiro) ¢
uma alternativa vidvel para se obter maior rendimento de grios de milho, dispensando a
adubagdo nitrogenada em cobertura (LAZARO et al., 2013). Ja Massad et al. (2014)
comprovaram que o cultivo do milho verde em sucessdo a crotaldria mostra capacidade de
substituir totalmente a aplicagdo de esterco, que € bastante utilizado no local, e torna uma
alternativa significativa aos produtores da regido.

Estudos com o uso de coquetéis vegetais, que consistem na utilizacdo de diferentes
espécies que sao semeadas misturadas como culturas de cobertura e quando atingem o estadio
de florescimento sdo cortadas e depositadas sobre o solo, mostram que a decomposi¢ao e
liberagdo de nutrientes devido a adubagdo verde ¢ muito benéfica ao solo, sendo metade da
biomassa decomposta em 55 a 68 dias apos o corte dos coquetéis, e a liberacdo de 50% dos
macronutrientes ocorrendo a partir do 47° dia (GIONGO et al., 2011).

Pesquisas recentes mostram beneficios também para o meloeiro, em que a
incorporacdo da fitomassa de coquetéis vegetais ¢ uma alternativa vidvel para a adigdo de
biomassa e nutrientes ao solo, proporcionando aumento de produtividade da cultura
(GIONGO et al., 2016). Na mangueira a adubagdo verde promove alteragdes na composi¢cao
quimica da matéria organica do solo, aumentando o contetido de substancias humicas, que

apresentam grande quantidade de grupos carboxilicos e nitrogenados (CUNHA et al., 2016).

2.5 Consorcio e transferéncia de N entre gramineas e leguminosas

Uma abordagem que pode se revelar interessante para se beneficiar do processo de
FBN em cultivos de gramineas C4 ¢ o consoércio com leguminosas capazes de formar
simbiose eficiente com rizobios entre as fileiras de plantio. Essa pratica pode contribuir de
forma significativa para o aumento de N no sistema, podendo, at¢ mesmo, permitir reducao da
fertilizagdo com nitrogénio, como ja demonstrada entre milho e feijao-caupi (SANTOS et al.,
2016).

A FBN nas leguminosas pode contribuir para a auto-suficiéncia do nitrogénio em
sistemas de consorcio, ja que parte do nitrogénio fixado pela leguminosa pode ser transferida
para a graminea associada. Porém, os mecanismos de transferéncia de N neste consorcio nao

sdo totalmente conhecidos, havendo apenas evidéncias da transferéncia do N de raizes de
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leguminosas para a graminea associada. A transferéncia pode ocorrer de forma direta, pela
absorc¢ao de produtos nitrogenados excretados pelas raizes, por fluxo de nitrogénio através de
hifas de micorrizas e por reabsor¢cdo do nitrogénio volatilizado ou lixiviado das folhas da
leguminosa; ou indireta, pelos mecanismos de reciclagem no solo, senescéncia de raizes e
nddulos (LOUARN et al., 2015).

Tais processos podem ocorrer em todas as dire¢des, conforme constatado por Carlsson
e Danell (2014), sendo de leguminosa para leguminosa, de leguminosa para nao leguminosa,
de ndo leguminosa para leguminosa ¢ de nao leguminosa para ndo leguminosa, mostrando
assim a importancia da utilizagdo de plantas de referéncia em mistura com as leguminosas
para que possam ser feitas quantificagdes confidveis da fixagdo e transferéncia de N, e ndo
haja uma superestimacao ao se usar uma planta de referéncia isolada do ambiente em que as
outras plantas estao.

A transferéncia de nitrogénio entre espécies leguminosas e ndo leguminosas também
pode ser investigada com o uso de iso6topos estaveis. As variagdes naturais de nitrogénio sdo
medidas por meio de espectrometros de massa e as pequenas diferengas na abundancia natural
do "N nas leguminosas, nio leguminosas e N, atmosférico determina o que foi proveniente
da FBN. O valor de abundéncia natural de '°N da no leguminosa cultivada sozinha ¢ maior
do que quando estas crescem em consércio com leguminosas e isso € o que ¢ usado para
estimar o valor de N transferido (PEOPLES et al., 2015).

Observa-se a transferéncia de nitrogénio nao apenas em sistemas de consorcio
graminea-leguminosa, mas também em consorcio de leguminosas com outras familias como a
Solanaceae, em que a adubagdo verde em pré-cultivo e consorcio contribui significativamente
para o fornecimento de N para a cultura da berinjela e a quantidade de N introduzida pela
fixacdo biologica derivada da adubagdao verde de pré-cultivo e consorcio com berinjela €
suficiente para compensar o N exportado pela colheita dos frutos (CASTRO et al., 2004).

Em pesquisa desenvolvida para avaliar a transferéncia de N entre leguminosas
(gliricidia, crotalaria e feijdo guandu) em mangueira e gravioleira, observou-se que a
crotalaria forneceu, em dois cortes, 149,5 kg ha! por ano de N, com 96,5 kg derivados da
FBN (64,5% do seu nitrogénio) e a gliricidia, com trés podas, 56,4 ¢ 80,3 kg ha™' por ano de
N, com 45 e 64 kg derivados da FBN (80% do seu nitrogénio), em dois anos consecutivos.
Essa quantidade fornecida foi superior a demandada pela mangueira e gravioleira (PAULINO
et al., 2009).

A presenca de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) auxilia nos processos de

transferéncia do nitrogénio. As associacdes simbidticas entre eles e as raizes de plantas
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apresentam baixa especificidade, ou seja, qualquer espécie de planta capaz de desenvolver a
colonizacdo fungica pode ser colonizada por FMAS (SMITH; READ, 2008). O aumento do
volume de solo explorado pelas hifas e o pequeno diametro delas, as permite explorar espacos
no solo que ndo sdao acessiveis pelas raizes das plantas, além da zona de deplecdo de
nutrientes proxima as raizes (MOHAMMADI et al., 2011). Além disso, se torna possivel que
a hifa externa dos FMAS, que se desenvolve no solo e estd conectada as estruturas fingicas
dentro da raiz, possa estabelecer interconexdes entre plantas, que permitem a transferéncia de
substancias entre plantas através da passagem direta pela hifa do fungo, tais como: carbono,
fosforo, nitrogénio e agua (CARRENHO, 2010). As hifas sdo também capazes de absorver
elementos minerais dos solos e transferi-los para as raizes das plantas para serem absorvidos e
assimilados. E dentro das raizes, a troca bidirecional ocorre principalmente nos arbusculos,
que sao estruturas fungicas presentes no cortex da planta (BERBARA et al., 2006). A
absorcdo de N feita pelos FMAs esta relacionada a uma bactéria diazotréfica, quando os
FMAs inserem P a planta, contribuem também para a maior nodulacdo da leguminosa pelo
rizobio, ja que o P ¢ um dos elementos indispensaveis a nodulacdo e fixacdo do N.

(CARDOSO et al., 2010)

2.6 Caracteristicas fisicas do solo e sua influéncia na FBN

Os processos que envolvem disponibilidade, fixacdo e perdas de nutrientes no sistema
solo-planta requerem uma abordagem nao apenas dos fatores biologicos envolvidos, mas de
outros que interferem direta ou indiretamente em tais eventos, como aqueles que refletem a
qualidade fisica do solo, avaliada por atributos fisico-hidricos que avaliam a estrutura do solo
(CARVALHO; ZABOT, 2012).

Nesse contexto, atributos indicadores da qualidade fisica do solo como densidade,
porosidade total do solo e distribui¢do do diametro dos poros, obtida pela relagdo entre
umidade do solo e respectiva energia de retengdo de agua nos poros, estabilidade de
agregados, bem como a resisténcia do solo a penetragdo do sistema radicular, estdo inter-
relacionados e refletem a estrutura do solo, podendo ser usados para avaliar a qualidade
estrutural do solo (LI et al., 2011).

A estrutura do solo ¢ um atributo edafico que serve como referéncia aos estudos do
solo no campo, ela influencia praticamente todos os fatores em que o potencial produtivo do
solo estd relacionado, como disponibilidade de agua e nutrientes, aeragdo, germinacao de

sementes, penetracdo de raizes e atividade microbiana. Essas caracteristicas fisicas podem
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interferir no estabelecimento das culturas porque afetam o desenvolvimento do sistema
radicular.

O potencial de tolerancia de uma cultura a condi¢cdes de estresse hidrico e
compactagao do solo estd associado as caracteristicas do sistema radicular, que por sua vez,
necessita de ambiente favordvel para seu estabelecimento. Estudos relatam alteragdes
significativas nos atributos fisicos do solo em virtude do trafego continuo de maquinas
pesadas e equipamentos agricolas, onde a compactagdo tem sido indicada como a principal
causa da degradacgdo fisica desses solos pela reducao de seu espaco poroso (BERGAMIN et
al., 2010). Como consequéncia, hd uma reestruturacdo do solo devido a reorganizag¢do das
particulas solidas e de seus agregados (RICHART et al., 2005), aumentando a densidade do
solo (Ds), a resisténcia do solo a penetragdao de raizes (RP) e reduzindo a macroporosidade,
afetando assim o crescimento e desenvolvimento radicular das plantas, conforme observado
por Farias et al. (2013) na cultura do feijdo-guandu e Bergamin et al. (2010) na cultura do
milho, onde foram constatadas redugdes nos valores de didmetro, comprimento e superficie
radicular.

A compactagao do solo por meio de pastejo intenso de animais também pode causar
redu¢do na abundancia de macroporos e consequente deficiéncia de oxigénio, o que resulta
em uma menor diversidade bacteriana (CHAVEZ et al., 2011). Nas relagdes simbidticas entre
micro-organismos e plantas, a falta de aeracao gerada pela compactacdo eleva a temperatura
do solo e afeta sensivelmente a associacdo nos estdgios iniciais da infecgdo, isto €, no
encurvamento dos pélos radiculares - quando o processo de infeccdo € por esta via- no
afrouxamento da parede celular (FRANCO, 1982).

A deficiéncia hidrica afeta ndo s6 a infec¢do, uma vez que altera a populacdo rizobiana
no solo, mas também a propria sobrevivéncia dos nddulos (CORDEIRO, 2002). A
compactagao reduz a porosidade do solo e esta, por sua vez, altera a dindmica de agua no
solo, que ¢ o meio pelo qual os nutrientes sdo absorvidos e disponibilizados para o
metabolismo vegetal, podendo ocasionar deficiéncia de fosforo e potassio (CABRAL et al.,
2012) e o fosforo esta presente na ATP (Adenosina Trifosfato), necessaria para reduzir o N,
em amonia na fixagdo biologica.

A deficiéncia de nutrientes como molibdénio e ferro também afetam a eficiéncia da
simbiose, pois sdo constituintes da nitrogenase (enzima responsavel pela redu¢do do N; a
amonia), que ¢ composta por duas metaloproteinas: uma, ¢ a ferro proteina; e a outra,

molibdénio-ferro proteina (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).



32

A utilizagdo de cultivos consorciados proporciona aumento na macroporosidade e na
porosidade total do solo, conforme Chioderoli et al. (2012), que evidenciam a importancia das
forrageiras na agregacao, estruturacdo e permeabilidade do solo, podendo favorecer o
desenvolvimento do sistema radicular e permitir a maior exploracdo do perfil do solo,
facilitando o desenvolvimento do sistema radicular até as camadas mais profundas e
proporcionando maior absor¢do de 4gua e nutrientes.

Desse modo, percebe-se que tais deficiéncias nutricionais podem ser consequéncia da
redugdo da qualidade fisica do solo, especificamente, quando da degradacdo da estrutura do
solo, pela diminuicdo da macroporosidade, predominancia de microporos, influenciando na
disponibilidade e absor¢ao de nutrientes para as plantas (KLEIN; LIBARDI, 2002; DEXTER,
2004).

Segundo Kopie Douglas (1991) a estrutura do solo considerada como ideal para o uso
agricola ¢ aquela que permite uma grande area de contato entre as raizes e o solo, com espaco
poroso suficiente e continuo para o movimento da dgua e gases nos poros do solo, e onde a
resisténcia do solo a penetracdo do sistema radicular das plantas ndo seja impeditiva ao

crescimento de suas raizes e folhas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Descri¢ao do experimento

Foi conduzido um experimento em casa de vegetacdo, utilizando vasos com
capacidade para 6,5 dm’de solo. Os tratamentos consistiram em cultivos solteiros e
consorciados de trés espécies de gramineas e trés espécies intercalares, com um arranjo
fatorial 3x4, com um delineamento em blocos ao acaso, com 12 tratamentos e quatro
repeticdes.

Cada parcela experimental consistiu em um vaso, sempre com duas plantas, que
podiam ser da mesma espécie ou de espécies diferentes, de acordo com o tratamento. As
gramineas estudadas foram o sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) cv. IPA 467, o milho (Zea
mays L.) cv. Sdo José e o milheto (Pennisetum glaucumL.) cv. IPA Bulk 1 BF. As espécies
intercalares foram as leguminosas feijao-de-porco (Canavalia ensiformis L. DC) cv. comum e
feijjao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) cv. Miranda IPA 207, e o girassol (Helianthus
annuus L.) cv. Embrapa 122, sendo esse ultimo inserido no experimento para ser utilizado

como espécie intercalar ndo fixadora de N.
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Dentro de cada bloco, 8 vasos extras foram inseridos como tratamentos comparativos.
Girassol, algoddo (Gossypium sp. L.) cv. FMT 70 e mamona (Ricinus communis L.) cv.
Nordestina, foram cultivados para utilizacdo como espécies referéncia para melhor avaliacao
do sinal isotopico do N do solo disponivel para as plantas. Além desses, foram cultivados
vasos apenas com as leguminosas, contendo duas plantas de feijao-caupi ou duas plantas de
feijao-de-porco, e vasos apenas com as gramineas recebendo adubacdo nitrogenada, contendo
duas plantas de milho, duas plantas de sorgo ou duas plantas de milheto. Dessa forma, cada
bloco foi composto por 20 parcelas experimentais, totalizando 80 vasos no experimento

(Tabela 1).

Tabela 1-Tratamentos utilizados no experimento com cultivos solteiros e consorciados de gramineas e
leguminosas e inser¢do de planta referéncia

Nimero Tratamento
1 Milho + feijao-de-porco
2 Milho + feijao-caupi
3 Milho + milho
4 Milho + girassol
5 Milho + N
6 Sorgo + feijdo-de-porco
7 Sorgo + feijdo-caupi
8 Sorgo + sorgo
9 Sorgo + girassol
10 Sorgo + N
11 Milheto + feijao-de-porco
12 Milheto + feijao-caupi
13 Milheto + milheto
14 Milheto +girassol
15 Milheto + N
16 Feijao-de-porco+ feijao-de-porco
17 Feijao-caupit+feijdo-caupi
18 Girassol + girassol
19 Algoddo + algoddo
20 Mamona + mamona

3.2 Coleta e caracterizacao do solo

O solo foi coletado na camada superficial (0-30 cm) de um Planossolo, no campus do
IFPE localizado no municipio de Belo Jardim, Vale do Ipojuca, Agreste de Pernambuco (08°
20" 09" S e 36° 25' 26" O, 607 m de altitude). A regido esté inserida na area de abrangéncia do
Poligono das Secas, mas apresenta um tempo de estiagem menor que a do Sertdo, devido a
sua proximidade do litoral. O solo foi destorroado, passado em peneira de 4 mm e colocado

nos vasos com capacidade de 6,5 L, sendo para isso utilizada uma massa de solo de 8,0 kg.
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Amostras foram coletadas para determinacdo de caracteristicas fisicas e quimicas
(Tabela 2). O solo foi destorroado, homogeneizado e passado em peneira com malha de
abertura de 2mm.O pH foi determinado em agua (1:2,5); os cations trocaveis foram extraidos
com KCI 1 mol L', sendo K ¢ Na" determinados por espectrofotdmetro de emissio de chama
e Ca*, Mg2+ e AI’" determinados por titulacdo; o P (Mehlich-1)foi determinado por
colorimetria; H+Al (acidez potencial), extraido com acetado de calcio a pH7,0.Foram
calculadas a soma de bases (SB) e CTC efetiva (t), todas conforme EMBRAPA (2009). As
proporcdes de areia, silte e argila foram determinadas de acordo com metodologia descrita

pela EMBRAPA (1997).

Tabela 2- Caracteristicas quimicas e granulometria do Planossolo coletado no municipio de Belo Jardim,

Agreste de Pernambuco

Atributos Valor
pH (em agua 1:2,5) 6,22

P (mgdm™) 185,57
Ca (cmolc.dm™) 2,29
Mg(cmolc.dm™) 0,49
K (cmolc.dm™) 0,72
Na (cmolc.dm™) 0,00
SB (cmolc.dm™) 3,50
H+Al(cmole.dm™) 2,80
Al (cmolc.dm™) 0,05

t (cmole.dm™) 3,55
Areia (g.kg") 705,00
Argila (gkg") 94,60
Silte(g.kg™) 200,40
Textura Franco arenosa

3.3Instalacao e conducio do experimento

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Departamento de Agronomia
(DEPA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizada na cidade do
Recife, Estado de Pernambuco, com coordenadas geograficas 8° 17 0,4” Sul e 34° 56 417
Oeste. O estudo foi realizado no periodo de 18/04/2017 a 07/06/2017 totalizando 50 dias de
avaliagao.

As sementes de milho, milheto, sorgo, feijao-caupi, girassol e mamona utilizadas no
experimento foram obtidas no IPA-PE (Figura 1). As sementes de algoddo foram do obtidas

no Departamento de Fitotecnia da UFRPE e as de feijao-de-porco compradas na BR SEEDS.
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Figura 1 - Sementes de milho (A), milheto (B), sorgo (C), feijao-de-porco (D), feijdo-caupi (E), algodao (F),
girassol (G) e mamona (H) utilizadas no experimento

Em cada vaso foram feitas duas covas, nas quais as sementes foram colocadas
conforme o tratamento. Foram semeadas trés sementes por cova, exceto no caso do algodao,
que foram utilizadas cinco sementes. No caso das leguminosas, a semeadura foi realizada oito
dias apds a semeadura das gramineas e das plantas referéncia, devido ao fato de que algumas
gramineas, principalmente o sorgo, tém seu desenvolvimento inicial lento (CALVO;
FOLONI; BRANCALIAO, 2010) e as leguminosas possuem germinagio e crescimento mais
rapido, podendo interferir no estabelecimento da mesma no vaso. A Figura 2 mostra o
tamanho das plantulas de feijdo-caupi quatro dias apos a semeadura. As sementes de feijao-

de-porco estavam no inicio da germinagdo (Figura 3).
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Figura 3- Cultivo solteiro de feijao-caupi e feijdo-de-porco apos quatrodias de plantio

O desbaste foi realizado 15 dias apods o plantio (DAP), deixando-se duas plantas por
vaso (Figura4), sendo duas da mesma espécie ou uma de cada espécie conforme o tratamento
(consorciado ou solteiro), exceto para as leguminosas, nas quais o desbaste foi realizado aos

dez DAP (Figura 5).
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Figura 5-Individuos de milho (A), milheto (B) e sorgo (C) consorciados apds desbaste em casa de vegetagdo

A adubagdo nitrogenada (Figura 6) foi aplicada aos 20 DAP, em quantidade
equivalente a dose recomendada em campo para cada cultura, sendo o milho 40 kg ha™,
milheto 30 kg ha™ e o sorgo 60 kg ha™, conforme Manual de Recomendagio de Adubagio
para o Estado de Pernambuco (IPA, 2008). A fonte utilizada foi nitrato de amdnio, contendo

35% de N. O fertilizante foi diluido em agua para aplicacdo mais uniforme nos vasos (Figura
7).
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Figura 6 — Nitrato de amonio equivalente a dose recomendada para as culturas de milho (A), milheto (B) e sorgo
(C) utilizadas na adubagdo nitrogenada

Figura 7- Aplicaggo do fertilizante nitrogenado nas plantas de milho, milheto e sorgo: A, B e C, respectivamente

A umidade gravimétrica do solo foi mantida em torno de 70% da capacidade de campo
por meio de irrigagdes controladas pela pesagem dos vasos e a temperatura na casa de

vegetacdo variou entre 28° e 43°.
3.4 Coleta do experimento

A coleta das plantas foi realizada aos 50 DAP das gramineas (42 DAP para as
leguminosas), sendo a parte aérea cortada rente ao solo. Foram separadas as vagens das
leguminosas e a inflorescéncia das plantas de milheto, que foram pesadas separadamente, nao
sendo incluidas na biomassa total. As raizes foram coletadas dos vasos e lavadas. Apds isso, o
material foi acondicionado em sacos de papel, identificado e levado a estufa de circulacao
forgada de ar (72 horas a 60°C) para secagem e determinagao da biomassa.

Antes da coleta das raizes, foi coletado de cada vaso uma amostra de solo, em anel

volumétrico (= 100 cm’), para determinacio da condutividade hidraulica do solo saturado
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(Ksat), densidade do solo (Ds), porosidade (P) e resisténcia do solo a penetracdo de raizes

(RP) (Figura 8).

Figura 8 —Coleta dos solos nos vasos em anéis volumétricos

As raizes foram coletadas e lavadas, os nodulos foram destacados e o solo restante dos
vasos foi tamisado em peneira com malhas de 2 mm para resgate dos nodulos caidos. Estes
foram lavados, contados e acondicionados em potes com silica gel para remoc¢do da umidade

(Figura9) e determinacao da biomassa.

Figura 9- Remocgao das raizes (A), peneiramento do solo para resgate de nddulos caidos (B), raiz de feijdo-de-

porco com nddulos (C), nodulos de feijao-de-porco (D) e armazenamento dos nddulos (E)
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3.5 Estimativa da fixacdo bioldgica e da transferéncia de N

Todas as amostras de biomassa aérea (caule e folhas, de todas as espécies) foram
processadas em moinho de facas e maceradas quando necessario. O material foi devidamente
identificado, colocado em capsulas e inserido em um espectrometro de massa Thermo Quest-
Finnigan Delta Plus (Finnigan-MAT; CA, USA), com interface com um Analisador
Elementar (Carlo Erba model 1110; Milan, Italy), no Laboratorio de Ecologia Isotopica
(CENA-USP, Brasil), para obtencao das concentragdes totais (%) e das razdes isotopicas de N
e C. As razdes isotopicas foram determinadas em relagdo aos padrdes internacionais
reconhecidos. Materiais de referéncia (atropina, extrato de levedura e padrao de solo no. 502 —
308 LECO Corporation) foram incluidos em todas as corridas analiticas. As abundancias
naturais do "°N e do "*C foram expressas em unidades de & (%o), que representa o desvio, em

« N ~ 157y, 1N o 1312 - ~
relacdo aos padrdes, das razdes entre as massas de "N: "N e “C: “C, seguindo a equagdo (1):

0 = (Ramostra / Rpadrﬁo —1)x 1000 (1)

~ ~  15n7.14 13~.12 =
Em que: Ramosira € Rpadrao 530 as razdes "N: "N e °C: “C da amostra e do padrdo, sendo o N,

atmosférico o padrdo de N e o Pe eDee Belemnite o padrao de C.

Estimativas da FBNforam realizadas quando a diferenca entre as médias dos sinais de
8'°N das leguminosas ou gramineas e as das referéncias (girassol, algodio ¢ mamona) foram
estatisticamente significativa (p < 0,05). Entdo foi estimado o percentual de nitrogénio
derivado do ar (%Ndda), utilizando o método da abundéncia natural do N (SHEARER;
KOHL, 1986) por meio da equacgao (2):

%Ndda = [(SISN(referéncia) - 815N(ﬁxadora)) / 615N(referéncia) - B] x 100 (2)

Em que 815N(referéncia) ¢ o valor médio dos 8"°N das plantas referéncia de cada bloco,
615N(ﬁxad0ra) ¢ o valor médio de 8"°N de cada leguminosa ou graminea para cada parcela ¢ B ¢
o valor de 8'°N para plantas fixadoras cultivadas na auséncia de N. Os valores de B utilizados
foram:-1,00%0 para o feijao-de-porco (OJIEM et al., 2007);-1,61%0 para o feijao-caupi
(UNKOVICH et al., 2008) e 0 %o para as gramineas (MORALIS et al., 2012).
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Foi assumido que ocorreu transferéncia de N fixado nas leguminosas para as

’ . L 1: 1 ’ ]
gramineas quando a diferenga entre as médias de 8'°N das gramineas em consocio com as
leguminosas ¢ das médias de 8'°N das gramineas em consocio com o girassol foi

estatisticamente significativa (PEOPLES et al., 2015).

3.6 Acumulo de N e P nas plantas

A determinagdo das concentragdes de fosforo nas plantas foi realizada por meio de
digestdo imida em micro-ondas modelo ETHOS Easy da Milestone (Figura 10), seguindo o
protocolo indicado pelo equipamento. O material vegetal moido foi pesado (2g) e digerido
com 5mL de acido nitrico (HNOs) a 65% e 2mL de peroxido de hidrogénio(H,0O,). A leitura
foi realizada utilizando o método da Espectrofotometria - amarelo de vanadato (EMBRAPA

2009).

Figura 10- Micro-ondas para digestdo das amostras (A), Filtragem do material digerido (B), Preparo da curva de

amarelo de vanadato (C), Preparo das amostras para leitura (D), Leitura das amostras(E)

Os conteudos de N e P na parte aérea das plantas (gramineas e leguminosas) foram
estimados multiplicando os teores dos elementos pelas biomassas correspondentes. A

quantidade de N fixado, na parte aérea das plantas, foi estimada multiplicando o valor de
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percentual de N fixado pelo conteido de N de cada planta testada, em cada um dos

tratamentos.

3.7 Parametros fisico-hidricos

3.7.1 Condutividade hidraulica do solo saturado (Ksat)

No ensaio de carga constante, com o uso do “permedmetro” colocaram-se os anéis,
que estavam previamente saturados (24horas) e com o anel para adi¢do da carga hidraulica
acima do solo ja fixado no mesmo (Figura 11). Encheu-se um recipiente com agua e com o
tempo de 10min pré-estabelecido, foi pesado o volume de dgua que era percolada pelo solo,
até que obtivesse peso constante, ¢ entdo foi calculada a média dos dois ultimos valores. O
nivel da carga hidraulica foi mantido constante e seu valor usado para os calculos. A

condutividade hidraulica por fim, foi calculada conforme a Lei de Darcy, expressa pela

equacao (4).
Va L
Ksat = v Sy 4)

Onde: Va ¢ o volume de agua (variavel a ser medida); A ¢ a area da secdo transversal do anel;
t ¢ o tempo estabelecido para cada leitura; L ¢ a altura do anel e h ¢ a altura da carga

hidraulica constante.

Figura 11-Permeametros de carga constante usados nos ensaio de Ksat
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3.7.2 Porosidade Total do Solo (P) e Distribuicdo de Tamanho de Poros (DTP)

Os ané¢is foram dispostos na mesa de tensdao apds saturagdo das amostras por 24horas
(Figura 12). A partir disso, foi possivel determinar a porosidade total (P; em m’ m™),

calculada mediante emprego da equagdo (5):

Vporos Vsat
p=-222= (5)
Vt Vanel

Em que: Vporos € 0 volume de poros, assumido aqui como sendo igual ao Vi Ve € 0 volume
de 4agua para saturar os poros do solo, obtido pela diferenca entre o peso do conjunto anel-solo
saturado e anel-solo seco a 105 °C (expresso em m’); Vi é o volume do solo, assumido aqui
como sendo igual ao volume do anel volumétrico (Vane), obtido a partir da relagdo: Vi =7 1

h, em m’.

Figura 12 — Amostras dos solos na mesa de tensdo, usada para equilibrio a 1,6 e 10 kPa

Na distribuicdo de tamanho de poros foi usada a classificagdo de Prevedello (1996),
onde macroporos sdo poros com raio > 150 um; mesoporos aqueles com raio entre 150 e 25

pum; microporos aqueles com raio <25 pm.

Seguindo esta classificagdo e usando a equacdo de capilaridade
(raiopero = 2 6 cos a/g Da W), a macroporosidade foi obtida apds equilibrio do conjunto anel-

amostra na tensdo de 1 kPa, conforme equagao (6):

Vmacro __ (Peso solo saturado — Peso solo equilibrado a 1kPa)/Da

Macro = vVt Vanel (6)
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Em que: Macro = macroporosidade, expressa em m’ m'3; Viacro € 0 volume de macroporos,
obtido pela diferenga de peso entre o solo saturado e o solo equilibrado na tensao de 1 kPa,
convertendo peso em volume, pela divisao pela densidade da agua (Da); Vt, é o volume do

. . . , . 3
solo, assumido aqui como sendo igual ao volume do anel volumétrico (Vae), €xpresso em m’.

Depois de equilibrada a tensdao de 1 kPa, a mesoporosidade foi obtida na sequéncia,

apos aplicacdo e equilibrio de tensdo correspondente a 6 kPa, e calculada seguindo a equagdo

(7):

Vmeso __ (Pesosolo equilibrado a 1kPa—Peso solo equilibrado a 6kPa )/Da) (7)
vt Vanel

Meso =

Em que: Meso = mesoporosidade, expressa em m’ m'3; Vieso € 0 volume de mesoporos,
obtido pela diferenga entre o solo equilibrado a 1 kPa e a 6 kPa, convertendo peso em volume,
pela divisao pela densidade da agua (Da); Vt, ¢ o volume do solo, assumido aqui como sendo

) . 3
igual ao volume do anel volumétrico (Vapel), €xpresso em m”.

A microporosidade foi obtida apods subtracdo do peso do conjunto anel-solo

equilibrados a 6 kPa e seco em estufa, conforme equacao (8):

Vmicro _ (Peso solo equilibrado a 6kPa—Peso solo seco em estufa)/Da) (8)
vt Vanel

Micro =

Em que: Micro = microporosidade, expressa em m’ m'3; Vicro € 0 volume de microporos,
obtido pela diferenga entre o solo equilibrado a 6 kPa e o peso do conjunto anel-solo seco em
estufa a
105 °C por 24 horas, convertendo peso em volume, pela divisdo pela densidade da 4gua (Da);
Vt, € o volume do solo, assumido aqui como sendo igual ao volume do anel volumétrico

(Vane), em m’.

3.7.3 Resisténcia do solo a penetracio de raizes (RP)

Apo6s obtengdo de equilibrio das amostras na tensdo de 10kPa (capacidade de campo
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para solos arenosos), as amostras foram pesadas e levadas ao penetrometro de bancada para

realizacdo dos ensaios da RP (Figura 13).

Figura 13: Penetrometro eletronico de bancada
O penetrometro eletronico de bancada tem acoplado a sua célula de carga uma
agulha que simula a penetragdo das raizes no solo. A agulha apresenta base na forma de cone
.. . . -1
com 4 mm de espessura e foi inserida na amostra com uma velocidade de 0,03 mm s~. O

aparelho ¢ acoplado a um computador para a aquisicao dos dados, obtendo-se os resultados

em MPa.
3.7.4 Umidade Volumétrica na Capacidade de Campo (0)

A umidade volumétrica na capacidade de campo das amostras foi obtida com o

equilibrio das amostras de solo na mesa de tensao a 10 kPa, conforme equacao (9):

Vigua a 100 cca (Peso conjunto a 10kPa — Peso conjunto a 105°C)

BCC - Vi - Vanel (9)

Em que: Vigua a 100 cca = € 0 volume de dgua nos poros do solo equilibrado na tensdo de 100
3. . . . .
cca, expresso em m’; Vt, € o volume do solo, assumido aqui como sendo igual ao volume do

anel volumétrico (Vaner), em m.
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3.7.5 Densidade do solo (Ds)

A densidade do solo foi obtida por meio do método do anel volumétrico, conforme

sugerem Grossman e Reinsch (2002), obtida conforme equagao (10).

_ M
Ds = 1 (10)

Em que: Ds ¢ a densidade do solo (kg m™); Ms é a massa de solidos, obtida pela quantidade
de amostra contida no anel volumétrico e seca a 105°C (kg); Vt, é o volume do solo, assumido

aqui como sendo igual ao volume do anel volumétrico (Vapel), em m’.
3.8 Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e, quando o F foi significativo,
foram realizadas comparagdes de médias utilizando o programa computacional Sisvar
(Ferreira, 2011). Para as comparagdes das biomassas, concentracdes e acimulos de N e P nas
gramineas foi considerado um experimento fatorial 3x4 (12 tratamentos: 3 espécies de
gramineas ¢ 4 situagdes de espécies consorciadas) e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Para as compara¢des das biomassas, concentragdes e acumulos
de N e P, nodulagdo, %Ndda e N fixado nas leguminosas, as comparagdes foram feitas
considerando um experimento fatorial 2x4 (8 tratamentos: 2 espécies de leguminosas e 4
situacdes de espécies consorciadas) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Os dados de numero de nodulos foram transformados em (x + 1)1/ 2,

Para detectar a fixagdo biologica e a transferéncia de N, as médias 8'°N foram
comparadas utilizando o teste T. Para a FBN, os sinais isotdpicos de cada espécie de graminea
e de cada espécie de leguminosa, em cada tratamento, foram comparados com a média dos
sinais isotopicos das plantas referéncia (girassol, algoddo e mamona) cultivadas para esta
finalidade. Para estimar a possivel transferéncia de N fixado nas leguminosas para as
gramineas, as médias 015N das gramineas em consécio com as leguminosas foram
comparadas com as médias de 15N das gramineas em cons6cio com o girassol.

Para as comparacdes dos parametros fisicos do solo, foi considerado um experimento
fatorial 3 * 4 (12 tratamentos: 3 espécies de gramineas e 4 situagdes de espécies intercalares)

e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Produtividade de biomassa de diferentes gramineas nos cultivos solteiros e

consorciados

Aos 50 DAP, as gramineas apresentaram biomassa variando entre 23,91 e
41,76g/planta (Tabela 3). S6 foi observada diferenca entre as espécies nos cultivos
consorciados com o girassol, no qual o sorgo produziu menos biomassa aérea que o milheto.
O monocultivo das trés gramineas produziu quantidades de matéria seca (MS)
estatisticamente equivalentes aos seus consorcios com feijao-de-porco e feijao-caupi (Tabela
3), assim os consoOrcios nao aumentaram a produtividade de MS em relacao aos cultivos
isolados das gramineas.A maior produtividade do milho e do sorgo foi em consorcio com o
feijdo-caupi, com 41,76 e 31,21 g/planta respectivamente, porém nao houve diferenca
estatistica entre os tratamentos, inclusive em cultivo solteiro, que teve em ambos os casos a
menor média (28,05 e 23,91g/planta). Para o milheto, a maior producao foi em consércio com
o girassol, diferindo do cultivo solteiro, com 39,20 e 22,50 g/planta, respectivamente.

O crescimento inicial de gramineas de cobertura geralmente ¢ expressivo, o que as
torna uma 6tima opg¢ao para producao de palhada em sistemas de plantio direto (SPD) em
relacdo as leguminosas (CAZETTA; FORNASIERI FILHO; GIROTTO, 2005).
Entretanto, apesar de ser uma graminea tropical de via fotossintética C4, o sorgo apresenta
crescimento inicial bastante lento com baixa producdo de material vegetal em relacdo ao
milho e milheto, conforme Tabela 03. Os valores de biomassa das gramineas podem ainda ter
sido afetados devido a competi¢cdes intraespecificas nos sistemas de monocultivo ou
interespecificas nos consorcios com as leguminosas nos vasos, conforme constatado por
Calvo, Foloni e Brancalido (2010), o que explica a maior produtividade do milheto em
consorcio com o girassol, que apresenta sistema radicular e biomassa aérea consideravelmente
menor em relagdo a graminea, apresentando assim valor de biomassa no consorcio (milheto x

girassol) significativamente superior em relagdo ao monocultivo (milheto x milheto).

Na fase de colheita do experimento, por provavel influéncia da temperatura, houve
aceleracdo da passagem da fase vegetativa para a reprodutiva nas plantas de milheto,
conforme constatado por Coimbra e Nakagawa (2006), o que pode ter estagnado a producao

da graminea devido a fase de enchimento de graos, observado também por Calvo, Foloni e
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Brancalido (2010). O girassol também estava em fase reprodutiva e as demais gramineas

ainda em fase vegetativa.

Tabela 3 - Biomassa, concentragdes e acuimulos de N e P em gramineas em cultivo consorciado com diferentes

espécies C3 ou em cultivo solteiro (com e sem adubagdo nitrogenada) em um Planossolo do Agreste de

Pernambuco
Espécie de graminea Cultivo consorciado Cultivo solteiro
Feijdo-de-porco Feijdo-caupi Girassol Sem N
Biomassa (g/planta)
Milho 36,62aA 41,76aA 34,56abA 28,05aA
Sorgo 25,44aA 31,21aA 25,21bA 23.91aA
Milheto 33,12aAB 32,74aAB 39,20aA 22,50aB
N total (%)
Milho 0,47aA 0,56aA 0,53abA 0,51aA
Sorgo 0,64aA 0,59aA 0,57aA 0,59aA
Milheto 0,40bA 0,50aA 0,42bA 0,38bA
N acumulado (mg/planta)
Milho 174,18aAB 235,01aA 181,37aAB 144,83aB
Sorgo 164,22aA 178,17aA 145,02aA 137,64aA
Milheto 134,84aAB 144,28bAB 165,93aA 86,27aB
P total (%)
Milho 0,22aA 0,21bA 0,22aA 0,25aA
Sorgo 0,28aA 0.16bA 0,22aA 0,22aA
Milheto 0,32aAB 0,41aA 0,29aAB 0,24aB
P acumulado (mg/planta)
Milho 82,22abA 90,29aA 74,54abA 74,77aA
Sorgo 71,89bA 44,56bA 54,13bA 54,46aA
Milheto 108,24aA 122,28aA 108,45aA 54,11aB

*Letras maiusculas comparam médias na mesma linha, letras mintisculas comparam as médias na mesma coluna
pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

As concentragdes de N total nas gramineas variaram entre 0,38 e 0,64%, nao
apresentando diferenga entre os cultivos solteiros ou os consorcios com leguminosas ou com
girassol (Tabela 3). A concentragdo de N no milheto sempre foi menor que a das demais
espécies, com excecdo do cultivo em consorcio com feijao-caupi. O sorgo foi a espécie que
apresentou maior concentragdo de nitrogénio na parte aérea, em todos os tratamentos, porém,
como seus valores de biomassa nao foram os maiores, essas concentragoes nao refletiram em
maiores quantidades de N acumulado na planta.

Para o milho, o tratamento com feijdo-caupi apresentou 235,01 mg/planta de
nitrogénio acumulado, diferindo do tratamento em monocultivo com 144,83 mg/planta, que
pode ser devido a competicdo entre as duas plantas de milho no mesmo vaso de cultivo
solteiro, ja que a graminea apresenta volume radicular superior ao do feijao-de-porco.

Os teores de P total nas plantas variaram de 0,16 a 0,41%, sendo este maior valor no
tratamento de consorcio entre o milheto e o feijao-caupi, diferente estatisticamente de seu

cultivo solteiro que teve 0,24% de P. As quantidades de fosforo acumulado nas plantas
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chegaram a quase 123 mg/planta, no tratamento milheto e feijdo-caupi e 108,24 mg/planta
com o feijdo-de-porco, ambos diferente estatisticamente de seu cultivo solteiro com 54,11
mg/planta. Os cultivos solteiros apresentaram menor valor de P acumulado em relagdo a seus
consorcios, exceto no consorcio sorgo com feijao-caupi, que teve menor acumulo de fosforo

em relagdo ao monocultivo do sorgo, com 44,56 e 54,46 mg/planta.

4.2Nodulacido (numero e biomassa de nodulos por planta) e produtividade de biomassa

aérea das leguminosas em consorcio com as gramineas

A presenca de populacdes rizobianas compativeis no solo foi demonstrada pela
nodula¢do natural das leguminosas (Tabela 4). A nodulagdo natural (ndo induzida por estirpes
de rizobio inoculadas) ¢ esperada em leguminosas cultivadas em solos do Semiarido de
Pernambuco (FREITAS et al., 2012). Diversas estirpes de rizobios nativos podem se associar
as raizes dessas leguminosas e o niimero, a biomassa e o tamanho dos nddulos sao indicadores
usuais de nodulacao (FERREIRA; CASTRO, 1995).

Constatou-se que a espécie de graminea nao altera a nodulagdo, demonstrada pelas
semelhangas no numero de nodulos, biomassa seca e tamanho médio de nodulos da
leguminosa quando cultivada junto com milho, sorgo ou milheto. Em média as plantas
apresentaram de 56 a 129 nédulos, com uma biomassa seca de noédulos 0,84 e 0,45 g/planta e
tamanho médio de nodulos de 7,81 e 8,63 mg para o feijao-de-porco e caupi, respectivamente.

O feijao-de-porco apresentou maior producdo de biomassa de nddulos em relagdao ao
feijdo-caupi, principalmente as plantas em consorcio com o sorgo € em cultivo solteiro
(Tabela 4). Entretanto, como essa leguminosa apresentou maior nimero de nddulos, o
tamanho médio dos nédulos do feijao-de-porco nao diferiu do tamanho dos nodulos do feijao-
caupi.

As plantas de feijdo-caupi estavam em fase reprodutiva, algumas com vagens ja
formadas em processo de enchimento de graos no momento da colheita do experimento. Para
espécies de crescimento determinado, tais como a soja, a nodulacdo se intensifica até o
florescimento, havendo manuten¢do na nodulagdo até formacao das vagens, quando se inicia a
senescéncia dos noédulos (HUNGRIA et al.,, 1994). Para as espécies de crescimento
indeterminado, como o feijdo comum e o feijao-caupi, pode ocorrer um prolongamento na
nodulagdo apo6s a formacdo das vagens, conforme constatado por Xavier et al. (2007). Estes
mesmos autores observaram que a nodulagdo aumentou durante o ciclo fenoldgico da planta,

com duas cultivares de feijao-caupi apresentando maior numero de ndédulos aos 30 e 50 dias
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apds emergéncia, que correspondem aos estadios de inicio do florescimento e formacdo das
vagens, havendo aumento significativo na massa e tamanho de nodulos durante ciclo
fenologico das cultivares, indicando que uma vez formados, os nédulos aumentam sua massa

e consequentemente a eficiéncia na FBN.

Tabela 4 - Nodulagdo das diferentes espécies de leguminosas em cultivo consorciado com diferentes espécies

C4 ou em cultivo solteiro em um Planossolo do Agreste de Pernambuco

Leguminosa . Cultivo consorciado . Cultiyo
Milho Sorgo Milheto solteiro
Numero de nédulos
Feijao-de-porco 100aA 122aA 122aA 129aA
Feijao-caupi 50aA 56aA 56aA 60aA
Biomassa de n6dulos (g)
Feijao-de-porco 0,64aA 0,99aA 0,67aA 1,06aA
Feijao-caupi 0,32aA 0,53bA 0,44aA 0,52bA
Tamanho médio de nédulos (mg)
Feijao-de-porco 6,53aA 9,13aA 4,99aA 10,59aA
Feijao-caupi 7,11aA 9,39aA 8,25aA 9,80aA

Letras maiusculas comparam as médias na mesma linha e as mintsculas comparam as médias na
mesma coluna pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

A produgdo de biomassa aérea do feijao-de-porco variou entre 15,04 e 20,13g/planta,
ndo havendo diferenca estatistica entre os tratamentos consorciados com gramineas ou
solteiro. Os teores de N nas plantas foram altos, variando entre 3,04 a 3,61% para o feijao-de-
porco que corresponde a 454,25 e 705,70 mg/planta de N acumulado (Tabela 5)

Para o feijdo-caupi o consdrcio com o sorgo foi o que apresentou maior valor de
biomassa com 20,90 g/planta, diferindo do consércio com o milho que teve 10,06 g/planta.
Embora o teor de N do feijao-caupi em consércio com o sorgo (2,88%) tenha sido menor que
nos demais tratamentos, ainda corresponde a maior quantidade de N acumulado, com
593,06mg/planta. O tratamento em consdrcio com o milho apresentou a maior concentracao
de N total (3,55%), porém a menor quantidade de N acumulado (344,15mg/planta).

Em relacdo ao teor de P nas plantas o feijdo-de-porco teve valores entre 0,16 ¢ 0,32%
de P total e 25,58 e 51,28 g/planta de P acumulado, ndo diferindo entre os tratamentos. Para o
feijjdo-caupi, podemos sugerir uma relagdo entre o P na planta e sua nodulagdo. O P
acumulado foi 24,96 mg/planta no consércio com o milho e teve a menor média de tamanho
de nddulos com 7,11mg, estatisticamente diferente do cultivo solteiro com 60,38 mg/planta de
P acumulado e o tamanho médio de nédulos de 9,80mg (Tabela 5).Pesquisas revelam que os

niveis adequados de P presentes no solo, seja de forma natural ou por meio de fertilizagdo,
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contribuem para o aumento da nodulagdo e para a fixa¢do bioldgica de nitrogénio. Silva et al.
(2010) constataram que a nodulacdo do feijdo-caupi ocorre adequadamente em doses de
aproximadamente 40 kg ha™' de P,0s Igualmente, Okeleye e Okelana (1997) demonstraram

aumento significativo na nodulacao do feijao-caupi em doses crescentes de P.

Tabela 5- Biomassa, concentra¢des ¢ acumulos de N e P em leguminosas em cultivo consorciado com diferentes

espécies C4 ou em cultivo solteiro em um Planossolo do Agreste de Pernambuco

Cultivo consorciado

Leguminosa Milho Sorgo Milheto Cultivo solteiro
Biomassa (g/planta)
Feijao-de-porco 15,12aA 16,75aA 15,04aA 20,13aA
Feijao-caupi 10,06aB 20,90aA 16,95aAB 16,22aAB
N total (%)
Feijao-de-porco 3,61aA 3,25aA 3,04aA 3,50aA
Feijao-caupi 3,55aA 2,88aA 3,25aA 3,21aA
N acumulado (mg/planta)
Feijao-de-porco 550,26aA 546,46aA 454,.25aA 705,70aA
Feijao-caupi 344,15aA 593,06aA 513,54aA 508,49aA
P total (%)
Feijao-de-porco 0,20aA 0,32aA 0,16aA 0,23bA
Feijao-caupi 0,29aA 0,21aA 0,24aA 0,38aA
P acumulado (mg/planta)
Feijao-de-porco 29,25aA 51,28aA 25,58aA 44,.22aA
Feijao-caupi 24.96aB 47,73aAB 38,63aAB 60,38aA

Letras maitsculas comparam médias na mesma linha (gramineas) letras minusculas comparam as
médias na mesma coluna (leguminosas) pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

4.3 Sinais isotopicos e contribui¢do da FBN para a nutricio nitrogenada das diferentes

espécies

As gramineas, como esperado, apresentaram-se enriquecidas em B¢, com sinal
isotopico variando entre -11,87 e -12,82 %o, valores caracteristicos de plantas de sistema
fotossintético C4, enquanto que o sinal das leguminosas e das plantas referéncia (girassol,
algoddo e mamona) de sistema C3, foram sempre maiores que -27,08 %o (Tabela 6). Como ¢
amplamente conhecido, as diferencas nos sistemas fotossintéticos causam diferencas na
composi¢ao isotdpica de C nos tecidos das plantas. Nas plantas C3, a enzima Rubisco, por
apresentar uma menor afinidade pelo CO,, discrimina o isétopo pesado de carbono em relagdo
ao isotopo leve muito mais do que a PEP carboxilase, envolvida no processo fotossintético

das C4. Assim, as plantas de ciclo C3 acumulam menos °C (MARTINELLI et al., 2009). No
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caso do presente estudo, esses resultados sdo importantes apenas para assegurar a identidade das

amostras vegetais.

Os sinais de 8'°N das espécies referéncia foram altos, sem diferenca estatistica entre as
espécies e com média global para as trés espécies (girassol, algoddo e mamona) de 9,09%o
(Tabela 6). Entre as gramineas cultivadas sem a presenga de leguminosas, os sinais de 8'°N
foram igualmente altos, sem diferenca estatistica dos valores encontrados nas espécies
referéncia. Por outro lado, o feijdo-caupi e o feijao-de-porco sempre apresentaram valores
isotopicos significativamente menores (Tabela 6) que o das espécies referéncia, mostrando
que as leguminosas obtiveram nitrogénio da atmosfera, enquanto que as gramineas nao.
Assim, foi estimado o percentual de nitrogénio derivado do ar (%Ndda) apenas nas

leguminosas, utilizando o método da abundéncia natural do N (SHEARER; KOHL, 1986).

Tabela 6- Sinais isotopicos de plantas C3 e C4 cultivadas em diferentes sistemas de consoércio em um Planossolo

do Agreste de Pernambuco

3N (%o) 8"°C(%o)
Espécies Espécie Espécie
C4 C3 C4 C3
Espécies referéncia } 9,09 -29,76
Girassol + girassol - 8,22 - -29,98
Algodao + algodio - 9,62 - -29,30
Mamona + mamona - 9,43 - -29,99
Sistema de cultivo

Milho + feijao-de-porco 8,97 0,45% -11,87 -27,13
Milho + feijdo-caupi 9,49 0,10* -12,52 -29,28

Milho + milho 9,83 - -11,96 -
Milho + girassol 9,44 10,62 -12,16 -30,69
Sorgo + feijao-de-porco 8,062 2,47% -12,42 -27,89
Sorgo + feijao-caupi 8,87 0,85* -12,49 -27,25

Sorgo + sorgo 9,13 - -12,48 -
Sorgo + girassol 8,61 10,26 -12,35 -30,53
Milheto + feijao-de-porco 8,36 0,45* -12,48 -28,02
Milheto + feijdo-caupi 8,40 0,38* -12,27 -29,42

Milheto + milheto 8,50 - -12,76 -
Milheto + girassol 8,39 9,94 -12,82 -30,38
Feijao-de-porco + feijdo-de-porco - 1,75* - -27,08
Feijdo-caupi + feijdo-caupi - 1,85% - -28,98

*Médias estatisticamente diferentes da média das espécies referéncia (teste T, a 5% de probabilidade)

Existe uma literatura extensa sobre casos de associacdo entre gramineas e bactérias
endofiticas e posterior fixacdo bioldgica de nitrogénio. Ferreira Neto et al. (2017) observaram

que o sorgo derivou 79% do nitrogénio da atmosfera e o milho teve valor no mesmo intervalo
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que as espécies de leguminosas utilizadas no experimento (37 a 54%). Carvalho et al. (2017)
encontraram fixacdo bioldgica em cana-de-acucar, capim guiné, milho e sorgo. Santos et
al.(2017), avaliando a contribuicdo de um inoculante misto contendo estirpes de Burkholderia
spp. € Herbaspirillum ssp. para o crescimento de trés genotipos de sorgo e encontraram
valores de 31,4%, 22,7% e 19,4% de N fixado.Sendo assim, a ndo ocorréncia de fixacao das
gramineas no presente estudo pode ser em decorréncia de auséncia de bactérias endofiticas
compativeis presentes no solo (j& que nao houve inoculagdao), tempo de condugdao do

experimento curto (50 dias), entre outros motivos.

As leguminosas fixaram altas propor¢des de nitrogénio atmosférico (Tabela 7), sendo
maiores que 67% em todas as leguminosas, chegando a quase 87%, mas, ndo houve diferenga
entre os tratamentos. Para o feijao-de-porco a propor¢do de nitrogénio derivado da atmosfera
(%Ndda) ficou entre 67,33% e 86,58%, mostrando que em cultivo consorciado ou solteiro a
leguminosa tem consideravel capacidade de fixa¢do, que corresponde a uma média de 461,35
mg/planta de nitrogénio obtido por meio da FBN. O mesmo ocorreu com o feijao-caupi, que

teve valores entre 69,68 e 84,95% e quantidade de N fixado em média 365,73 mg/planta.

Tabela 7- Nitrogénio derivado da atmosfera (%) e N fixado (mg/planta) das diferentes espécies de leguminosas

em cultivo consorciado com diferentes espécies C4 ou em cultivo solteiro em um Planossolo do Agreste de

Pernambuco
Leeuminosa Cultivo consorciado Cultivo
£ Milho Sorgo Milheto solteiro
%Ndda

Feijao-de-porco 86,58aA 67,33aA 86,56aA 74,45aA

Feijao-caupi 84,95aA 78,55aA 82,65aA 69,68aA
N fixado (mg/planta)

Feijao-de-porco 474,86aA 449,51aA 391,29aA 529,73aA
Feijao-caupi 291,43aA 410,76aA 414,84aA 345,91aA

Letras maiusculas comparam médias na mesma linha (gramineas), e letras minusculas
comparam as médias na mesma coluna (leguminosas) pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Os valores encontrados foram semelhantes aos deBrito et al. (2010), que avaliando a
contribuicdo da fixa¢do bioldgica de nitrogénio, fertilizante nitrogenado e nitrogénio do solo
no desenvolvimento de feijdo comum e feijdo-caupi observaram que o tratamento que recebeu
a menor dose de N (2 mg kg™') exibiu a maior média (207,53 mg/planta) de quantidade de N
proveniente da FBN, correspondendo a 81,49% do N da planta. Outros pesquisadores
encontraram valores inferiores, como Paulino et al. (2009), onde observaram que entre 45% e

80% de N presente nas leguminosas estudadas, feijdo guandu, crotaldria e gliricidia, foi
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proveniente da FBN. J& Adjei-Nsiah et al. (2008) obtiveram valores de %Ndda entre 46 e
79%. Freitas et al (2012), em experimento com objetivo de estimar a FBN e produtividade de
variedades locais de feijao-caupi em associacdo com duas estirpes de inoculantes
recomendadas e com rizobios nativos, constataram que a %Ndda variou entre 47 e 79%. Por
outro lado, diferentemente dos resultados encontrados no presente trabalho, Ferreira Neto et
al. (2017) encontraram 46% de nitrogénio derivado da atmosfera em feijao-caupi, e nao
encontraram fixagdo bioldgica em feijdo-de-porco em solo da regido do Submédio Sao
Francisco.

As quantidades de N fixadas pelas leguminosas dependem de varios fatores como:
espécie da leguminosa, condi¢cdes do solo, natureza da bactéria, disponibilidade do nutriente
no solo,densidade de plantio, etc. Shipanski, Drinkwater e Russelle (2010), constatam que o N
proveniente da FBN na soja variou entre 36 e 82% e o pool de N do solo foi correlacionado
inversamente com a %N fixado, sugerindo que a FBN aumentou a medida que as quantidades
de N do solo diminuem, assim como Shipanski e Drinkwater (2012) em estudo com ervilha e
trevo vermelho sugerem que as respostas de fixacdo de N das leguminosas sdo influenciadas
pela disponibilidade de N do solo. Makoi, Chimphango e Dakora (2009) mostram o efeito da
densidade de plantio de cinco gendtipos de feijdo-caupiem que os cultivos densos tiveram
crescimento reduzido da planta, menor N-fixado e diminui¢do do rendimento de graos por
planta.

Alcantara et al. (2014), em avaliagdo da eficiéncia simbidtica de progenitores de
cultivares brasileiras de feijao-caupi, observaram uma varia¢do de 49 a 65 % de N derivado
da fixacgdo biologica. Thilakarathna et al. (2016) constataram que todas as cultivares de trevo
vermelho apresentaram alta fixagdo de nitrogénio durante os dois anos de producdo com mais

de 92% do N proveniente da FBN.

4.4 Transferéncia de N fixado das leguminosas para as gramineas.

Os sinais de 8'"°N das gramineas em consocio com as leguminosas nio diferiram
estatisticamente das médias de 8'°N das gramineas em consécio com o girassol (Tabela 6).
Entdo podemos dizer que ndo houve transferéncia do nitrogénio das leguminosas para as
gramineas associadas. Como o experimento foi conduzido num curto espago de tempo (50
dias desde o plantio das gramineas até a colheita das plantas), esse periodo pode ndo ter sido
suficiente para que houvesse a transferéncia do N fixado. Além de que, ndo houve corte das

leguminosas para que houvesse liberagcao dos nutrientes no solo, conforme estudo de Paulino
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et al. (2009), em que gliricidia (podada frequentemente, quando atingia altura média de
2,15m), crotalaria (cortes aos 74 e 128 dias ap6s semeadura) e feijao-guandu (um corte aos 81
dias apos semeadura) foram cortadas e o material podado distribuido sob a copa das frutiferas
em estudo, como conclusao a crotalaria e a gliricidia transferem para a gravioleira de 22,5 a
40% do N da fixagao bioldgica.

O uso de leguminosas de cobertura, além de melhorar as propriedades fisicas e
diminuir incidéncia de vegetagdo espontanea na area, ainda aumenta o conteudo de nutrientes
no solo devido ao corte dessas leguminosas e liberagdo dos nutrientes. Conforme Salmi,
Salmi e Abboud (2006), em estudo para avaliacdo de dinamica e liberagdo de nutrientes de
seis gendtipos de feijado-guandu cultivados em aléias (ndo foi realizada adubagdo nitrogenada
nem inoculagdo) onde as plantas por ocasido do florescimento foram podadas ¢ a fitomassa
depositada em cobertura nas aléias, aos 56 dias aproximadamente 60% do N e 65% do P e do
K contidos na biomassa remanescente, haviam sido liberados no solo.

Sakai et al. (2011) avaliaram a transferéncia de nitrogénio de adubos verdes (aveia
preta, feijdo-caupi e tremogo-branco) para alface em cultivos consorciados, sem adubagao
nitrogenada e sem inoculagdo, plantados 60 dias antes e no transplante das mudas de alface. O
adubo verde foi cortado periodicamente aos 20 cm e o material depositado sobre o solo e as
plantas de alface colhidas aos 49 dias ap6s transplante. Os autores observaram que no tempo 0
o adubo verde acumulou menor quantidade de N em relacdo ao tempo 60 e como o material
foi cortado e depositado no solo foram liberadas maiores quantidades de N para a alface.
Ocorreu transferéncia nos dois tempos de semeadura, que foi de 18, 17 e 7% de tremoco-
branco, feijao-caupi e aveia preta, respectivamente.

Portanto, o tempo de condugdo do experimento e/ou a auséncia de corte do material
vegetal no presente trabalho pode ter influenciado a transferéncia do N fixado das

leguminosas para as gramineas associadas.

4.5 Ensaios fisico-hidricos

O solo coletado de cada vaso nos anéis volumétricos no momento da colheita do
experimento, apresentaram RP variando de 0,90 a 1,36 MPa (Tabela 8).Valores de 1 MPa
(EHLERS et al., 1983), 2 MPa (NESMITH,1987), 3,5 MPa (MEROTTO JR; MUNDSTOCK,
1999) e 5 MPa (CANARACHE, 1990), sao indicados como sendo o limite critico de

resisténcia a penetragao de raizes. Entretanto, muitos pesquisadores utilizam o valor de 2 MPa
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como o limite critico, conforme Taylor et al. (1966). Sendo assim, o solo de estudo esta entre
o limite ideal para o desenvolvimento radicular das plantas.

A umidade do solo na capacidade de campo (100cca) variou entre 13,51 a 18,33%,
ndo diferindo entre os tratamentos para milho, milheto e sorgo, 0 mesmo ocorreu com a
densidade do solo que variou entre 1,5 ¢ 1,6 gem™.

A condutividade hidraulica do solo saturado (Ksat) foi sempre menor nos cultivos
solteiros das gramineas, mostrando que os consorcios com as leguminosas sao benéficos para
o movimento da dgua, aumentando consequentemente, a translocagdo de nutrientes entre as
camadas do solo. Para o milho, o consércio com o feijdo-de-porco foi o que apresentou maior
valor de Ksat com 687,58 mmh™, ja para o sorgo e milheto foi o consdrcio com o feijio-caupi

com 600,88 € 492,49 mmh™' de condutividade hidraulica.

Tabela 8 - Resisténcia a Penetragdo de raizes (RP), Umidade na capacidade de campo (O..), Condutividade
hidraulica do solo saturado (Ksat) e Densidade do solo (DS)nos tratamentos de cultivo consorciado com

diferentes espécies C4 ou em cultivo solteiro em um Planossolo do Agreste de Pernambuco

Espécie de Cultivo consorciado Graminea da
graminea Feijao-de-porco Feijao-caupi Girassol mesma espécie
RP (MPa)
Milho 0,92aA 0,95aA 1,10aA 1,32aA
Sorgo 0,90aA 1,25aA 1,08aA 1,36aA
Milheto 1,06aA 1,06aA 1,17aA 1,18aA
(%)
Milho 13,51aA 15,45aA 15,25aA 16,55aA
Sorgo 16,14aA 14,90aA 15,84aA 16,81aA
Milheto 15,73aA 16,16aA 16,93aA 18,33aA
Ksat (mmh'l)
Milho 687,58aA 643,83aA 637,54abA 391,84aA
Sorgo 457,95aAB 600,88aAB 746,75aA 283,91aB
Milheto 489,27aA 492,49aA 308,30bA 138,06aA
DS (gcm'3)
Milho 1,52aA 1,50aA 1,55aA 1,54aA
Sorgo 1,54aA 1,55aA 1,56aA 1,57aA
Milheto 1,55aA 1,57aA 1,60aA 1,60aA

Letras maitisculas comparam médias na mesma linha (gramineas) letras mintisculas comparam as médias
na mesma coluna (leguminosas) pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

Para o milho e sorgo ndao houve diferenca entre os tratamentos consorciados ou

solteiros, ja o milheto teve sua porosidade total menor quando cultivado em monocultivo em

relacdo ao consorcio com o feijdo-caupi, sendo de 35,47 e 45,03% a sua porosidade total
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(Tabela 9). Consequentemente, a percentagem de macroporos foi maior no consorcio com
caupi (8,46%) do que em cultivo solteiro (5,42%). Esses valores ja sdo esperados nos cultivos
consorciados, devido aos beneficios que a adubagado verde traz para as propriedades fisicas do
solo, por exemplo, Lanzanova et al. (2010) verificaram que o uso das culturas de feijao de
porco e de mucuna cinza foram eficientes em manter as condigdes fisicas do solo (densidade,
porosidade, resisténcia a penetracdo e taxa de infiltracio de 4gua) adequadas ao

desenvolvimento vegetal.

Tabela 9-Porosidade Total ¢ Distribuicdo de Tamanho de Poros do solo nos tratamentos de cultivo consorciado

com diferentes espécies C4 ou em cultivo solteiro em um Planossolo do Agreste de Pernambuco

Espécie de Cultivo consorciado Graminea da
graminea Feijdo-de-porco Feijao-caupi Girassol mesma espécie
P(%)
Milho 43,21aA 44,01aA 43,95aA 39,06aA
Sorgo 43,88aA 42,52aA 43,33aA 39,89aA
Milheto 43,54aAB 45,03aA 38,97aAB 35,47aB
Macroporos (%)
Milho 7,50aA 7,39aA 8,78aA 7,51abA
Sorgo 7,77aA 9,52aA 7,46aA 8,50aA
Milheto 8,64aA 8,46aA 7,55aAB 5,42bB
Mesoporos (%)
Milho 17,25aA 16,44aAB 16,75aAB 12,27aB
Sorgo 16,30aAB 15,082aAB 16,82aA 12,11aB
Milheto 16,86aA 16,20aAB 12,02bBC 9,14aC
Microporos (%)
Milho 20,69aA 20,84aA 19,93aA 20,82aA
Sorgo 19,87aA 20,82aA 20,56aA 20,92aA
Milheto 21,32aA 20,45aA 20,80aA 22,13aA

Letras maitisculas comparam médias na mesma linha (gramineas) letras mintisculas comparam as médias
na mesma coluna (leguminosas) pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

A macroporosidade e porosidade total do solo podem ter influenciado na nodulagdo
natural e na biomassa de nédulos nas plantas de feijdo-de-porco e feijao-caupi. Podemos
observar um aumento na nodulagdo (Tabela 4) em decorréncia do aumento dos poros do solo
(Tabela 9), sugerindo que pode haver uma relagdo entre eles e indicando também a
necessidade de um estudo com variagdes desses parametros fisicos para confirmar ou

descartar sua influéncia na nodulagio das plantas.
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5 CONCLUSOES

Os consorcios com as leguminosas ndo aumentaram a produtividade de biomassa das
gramineas em relagao aos cultivos solteiros. Podem ter havido competi¢cdes intraespecificas
nos cultivos solteiros ou interespecificas nos consorcios com as leguminosas nos vasos.

O Planossolo estudado apresenta populacdes rizobianas compativeis com o feijao-
caupi e o feijdo-de-porco. A competicdo com milho, sorgo ou milheto ndo altera a nodulacao
das leguminosas. As leguminosas fixaram altas propor¢des de nitrogénio atmosférico (entre
67% e 87%), mostrando que em cultivo consorciado ou solteiro possuem consideravel
capacidade de FBN.

As gramineas ndo obtiveram nitrogénio da atmosfera, que pode ser em decorréncia de
auséncia de bactérias endofiticas compativeis presentes no solo (j& que ndo houve
inoculagdo), tempo de conducao do experimento curto (50 dias), entre outros motivos.

Nao houve transferéncia do nitrogénio fixado nas leguminosas para as gramineas
associadas.

Apos o cultivo, o solo apresentou RP dentro do limite ideal para o desenvolvimento
radicular das plantas.A condutividade hidraulica do solo saturado foi sempre menor nos
cultivos solteiros das gramineas, mostrando que os consorcios com as leguminosas sao
benéficos para o movimento da dgua. A percentagem de macroporos foi maior no consorcio
com caupi (8,46%) do que em cultivo solteiro (5,42%), o que ja ¢ esperado nos cultivos
consorciados, devido aos beneficios que a adubagado verde traz para as propriedades fisicas do
solo. A macroporosidade e porosidade total do solo podem ter influenciado a nodulacao
natural e a biomassa de nddulos nas plantas de feijao-de-porco e feijdo-caupi, indicando a
necessidade de um estudo com variagdes desses pardmetros fisicos para confirmar ou

descartar sua influéncia na nodulagao das plantas.
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