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RESUMO

SILVA, Kaoany Ferreira da. Avaliacdo da nodulacdo em diferentes estadios
fenoldgicos do feijoeiro-comum. 2019. 30 f. Dissertacdo (Mestre em Biotecnologia
Aplicada). Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

A fixagdo bioldgica do nitrogénio, processo provedor de N de alta importancia
para a cultura do feijoeiro, inicia sua contribuicdo para a nutricdo da planta entre 15 e 20
dias apos a emergéncia, ndo se estendendo a fases mais tardias como enchimento de
grdos. Segundo a literatura, o feijoeiro comum possui potencial de nodulacdo em fases
mais avangadas do seu ciclo, o que, se confirmado, poderia resultar em aumento de
rendimento de grdos do feijoeiro. O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de
nodulagéo tardia no feijoeiro e sua contribuicdo para o desenvolvimento da planta em
casa de vegetacdo. Primeiro foi realizado um ensaio para se determinar o melhor
substrato e o melhor método de irrigagdo a serem utilizados nos experimentos de
nodulacdo. Uma vez escolhido o substrato ideal, seis experimentos foram conduzidos
em casa de vegetagcdo sob delineamento em blocos casualizados. Em quatro deles, a
nodulacdo foi forcada em diferentes secdes do sistema radicular da planta. Em outros
dois experimentos, avaliou-se o efeito da reinoculacdo em diferentes estagios de
desenvolvimento da planta. De acordo com os resultados obtidos, ndo houve diferenca
significativa entre os tipos diferentes de irrigagdo. O substrato escolhido foi uma
camada subsuperficial de solo, a qual, devido a baixa carga de rizobios, foi identificada
como a melhor opcdo. Os experimentos relacionados a nodulacdo da planta,
apresentaram diferenca quanto ao efeito dos tratamentos sobre o numero de nddulos.
Pbde-se observar que as diferentes estratégias adotadas para estimular a nodulagdo
tardia, tanto a interacdo da bactéria em diferentes se¢Ges da raiz quanto a reinoculacéo
em diferentes estagios de desenvolvimento, ndo foram suficientes para estimular uma
nodulacdo tardia contribuinte para o desenvolvimento da planta, sendo a inoculacdo em
semente efetiva e suficiente para garantir o bom desenvolvimento da planta.

Palavras-chave: Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio, Rhizobium tropici, simbiose.



ABSTRACT

SILVA, Kaoany Ferreira da. Assessment of nodulation on different phenological
stages of Common Bean. 2019. 30 f. Dissertation (Master's Applied Biotechnology).
Institute of Biological Science and Health, Rural Federal University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2019.

The biological nitrogen fixation, a process that provides N to common beans,
starts to contribute significantly to the nutrition of the plant between 15 and 20 days
after its emergence. This process does not extend to the latest phases of the cycle, such
as pod filling. According to the literature, the common bean has the ability to nodulate
in advanced phases of its cycle, which, if confirmed, may result in increased grain
yields. The aim of this work was to evaluate the occurrence of late nodulation on
common beans and its contribution to the development of the plant under controlled
conditions. First, an essay was carried out aiming at choosing the best substrate and
irrigation methods to be adopted on the other experiments. Once the ideal substrate was
defined, six experiments following a randomized block design were carried in a
greenhouse. The nodulation was forced in different sections of the root system in four of
these experiments. In the other two experiments, the effect of the re-inoculation of
rhizobia in different plant development stages was evaluated. According to the obtained
results, all irrigation methods had the same performance. The chosen substrate was the
soil subsuperficial layer due to its low content of rhizobia. A significant difference in
the number of nodules was observed in the experiments evaluating plant nodulation.
The different strategies adopted to stimulate late nodulation were not sufficient to
stimulate late nodulation, and the seed inoculation was effective enough to promote a
well-developed plant.

Keywords: Biological nitrogen fixation, Rhizobium tropici, symbiosis.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro é uma das culturas de maior importancia econdmica e social no
Brasil, o terceiro maior produtor mundial em 2017 (COELHO, 2017). Pertencente a
familia Fabaceae e ao género Phaseolus, o qual apresenta aproximadamente 55 espécies
conhecidas na literatura, a espécie Phaseolus vulgaris L. (FILGUEIRA, 2008).

Sendo uma cultura altamente dependente do nitrogénio para desenvolvimento e
producdo de gréos, o feijoeiro tem o processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN)
em leguminosas, resultado da simbiose entre plantas e bactérias conhecidas como
rizbbios, como fonte priméria para o suprimento da demanda fisiologica de nitrogénio.
Esta interacdo simbiotica do feijoeiro com rizobios, bactérias capazes de induzir
nodulacdo em leguminosas, abrange diversos estagios para formacdo de nodulos, que se
inicia entre 7 a 15 dias ap0s a emergéncia, enquanto a contribuicdo significativa da FBN
para planta em termos de desenvolvimento se inicia por volta de 15 a 20 dias apos
emergéncia (CARNEIRO et al., 2014).

A resposta da planta em relacdo a interacdo simbidtica com o rizbio é variavel
de acordo com a estirpe do rizobio a ser adotada para a inoculacdo, assim como a
cultivar a ser cultivada. Ambos fatores se diferenciam em diversas caracteristicas
influentes no processo de nodulacdo, onde as cultivares do feijoeiro podem apresentar
diferencas no grupo de flavondides exsudados na rizosfera, enquanto as estirpes podem
apresentar diferencas em fatores de nodulacdo e na especificidade da proteina NodD,
que reconhece os sinais quimicos, dentre outros (GRAHAM, 1981; SANTOS et al.,
2008).

A formacdo dos nddulos ocorre de forma continua até a planta atingir o seu pico
de nodulacdo, ocorrente no estagio de floracdo. A partir deste momento, ocorre grande
senescéncia dos nddulos, por volta dos 45 dias apds a emergéncia, com grande declinio
de atividade da nitrogenase nos estagios que a planta mais demanda nitrogénio para
enchimento de grdos (VICKMAN e VESSEY, 1992).

Em trabalhos ja desenvolvidos anteriormente, a possibilidade da ocorréncia de
nodulacéo tardia e contribuinte para fixacéo bioldgica de nitrogénio no feijoeiro-comum
foi muito questionada. Em alguns, pdde-se comprovar que o feijoeiro possui potencial
para fixacdo biolégica de nitrogénio em estagios mais tardios. Porém, os mesmos nédo
foram conclusivos para continuidade na formacdo de nddulos, onde alguns autores
consideram como possibilidade a presenca de estirpes nativas competitivas,
caracteristicas de solo e cultivo e entre outros (VICKMAN e VESSEY, 1992;
HUNGRIA et al., 2003).

Com estas questdes em mente, a hipdtese cientifica adotada neste trabalho foi a
de que o feijoeiro-comum possui potencial de nodulagdo secundaria capaz de contribuir
para fixacdo bioldgica de nitrogénio em estadios avancados do ciclo da planta. Para
testar tal hipdtese, as plantas foram submetidas a duas estratégias de inoculacao, sendo
estas a distribuicdo espacial em profundidade de Rhizobium tropici (CIAT 899) no solo
e a reinoculacdo das plantas em diferentes estagios de desenvolvimento.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Cultura Do Feijoeiro Comum (Phaseolus vulgaris L.)

O feijoeiro é uma cultura originaria das Americas Central e do Norte, com
grande ocorréncia botanica na area entre México e Argentina, onde passou por
processos de domesticacdo (GEPTS e DEBOUCK, 1991) e, desde entdo, continua
sendo amplamente cultivada e consumida. Originalmente, o feijoeiro comum apresenta
desenvolvimento prostrado ou trepador, o que se refletia em dificuldades quanto a tratos
culturais, colheita e sanidade dos grédos (CARNEIRO et al., 2014). A proximidade da
planta em relacdo ao solo facilita 0 acamamento de plantas, impedimento do transito de
maquinarios, alta incidéncia de pragas e doencas devido a baixa aeracdo entre plantas,
além da baixa qualidade dos grdos devido a alta umidade na lavoura e perdas durante a
colheita. Diante deste quadro, diversos programas de melhoramento genético foram
desenvolvidos com a cultura, visando solucdo destes problemas e conservando a boa
produtividade da planta (STONE et al., 1994; OLIVEIRA et al., 2018).

O feijoeiro apresenta dois tipos de folha: 1 par de folhas simples ou primarias,
emitidas inicialmente, seguido da emisséo de trifélios, chamadas de folhas verdadeiras.
A emissao dessas folhas se da a partir de um unico caule herbaceo com um determinado
namero de nés, que varia de acordo com a planta e manejo, equivalente ao nimero de
ramificacGes do caule. Cada n6 apresenta uma triade de gemas axilares, as quais tém
potencial para assumir funcdo vegetativa, floral ou ambos, ou seja, qualquer gema pode
emitir somente folhas, ramos e hastes ou somente flores e vagens e, em alguns casos,
pode exercer ambas fungdes, constituindo uma unidade de producdo (CARNEIRO et
al., 2014). Este potencial se expressa de acordo com a fenologia do feijoeiro, composta
pelas fases vegetativa, de transicdo e reprodutiva. O inicio da fase vegetativa é
demarcado pela germinacdo da semente (fase VO) e se estende a abertura do terceiro
trifélio ou folha verdadeira (fase VV4). Apo6s esta fase, encontra-se a fase de transicéo,
onde a partir da divisdo, expansdo e diferenciacdo celular ocorrente nas gemas, tém-se a
determinacdo da funcdo das mesmas. O aparecimento de botBes florais (fase R5) ou
racimos florais demarca o inicio da fase reprodutiva, caracterizada pela emissdo de
flores completas e frutos caracterizados como vagens ou legumes, que alcangcam a
maturidade com a seca e queda das folhas e secagem de sua parte externa (fase R9),
caracterizado pelo fim da fenologia da planta. Todo o ciclo fenolégico de feijoeiro dura
em torno de 75 a 110 dias, sendo a duracdo das fases dependentes de fatores bidticos,
como caracteristicas intrinsecas do gendtipo da planta, e abidticos, como temperatura e
umidade, os quais interferem diretamente nos estagios fenolégicos da planta
(CARNEIRO et al., 2014).

A planta do feijoeiro é em maioria de carater arbustivo, porém sua morfologia
tende a variar em funcdo do habito de crescimento, podendo ser classificado como
determinado, onde a planta finaliza o aparecimento de partes vegetativas com a emissédo
de inflorescéncias, ou indeterminado, apresentando plantas com emissdo simultanea de
estruturas vegetativas e reprodutivas durante um periodo (OLIVEIRA et al., 2018).
Diante disto, o feijoeiro apresenta 4 habitos de crescimento: Tipo |, caracterizado por
plantas de crescimento determinado, emisséo de flores a partir de gemas apicais da haste
principal e das ramificacGes e apresentam periodo curto de floracdo; Tipo I, apresenta
cultivares arbustivas de crescimento indeterminado, com emissdo de inflorescéncia a
partir de gemas axilares, de caule com poucas ramificacdes laterais e curtas; Tipo IlI,
agrupado por plantas de crescimento indeterminado, com tendéncia a serem prostradas
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ou trepadoras com caule bem ramificado e bem desenvolvido, com presenca de guias
longas, caracterizada pela ndo uniformidade de maturacdo dos grdos; Tipo 1V,
constituido por plantas de crescimento indeterminado e habito trepador ou prostrado,
apresenta poucas ramificagdes laterais e forte dominancia da porcao apical, além de ter
a ndo uniformidade na maturidade dos grdos mais expressiva chegando a ter grandes
perdas na produtividade. As plantas mais utilizadas comercialmente sdo as variedades
de habito de crescimento indeterminado devido a continuidade de emisséo de estruturas
reprodutivas durante seu crescimento. Além disto, também apresentam maior nimero de
nos, refletindo em um maior nimero de unidades de producdo (CARNEIRO et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2018).

A cultura apresenta trés principais safras no Brasil: safra das aguas, a qual a
colheita se concentra entre os meses de novembro a marco, safra da seca, onde a
colheita se estende de abril a julho, e safra de inverno, com a colheita ocorrendo entre
agosto e outubro. Os periodos de safra ndo apresentam duragdo e/ou data definidos,
porém se diferenciam quanto a regido brasileira a que se aplica, sendo que na regido
Sudeste predomina a safra das &guas e da seca (CARNEIRO et al., 2014).

2.2. Importancia Sécio-econdémica do Feijoeiro

O feijdo é caracterizado por ser um componente basico do prato brasileiro, sendo
que 71,9% de pessoas com 18 anos ou mais consomem feijdo regularmente (PNS,
2016), além de ser um forte atuante na alimentacdo de outros paises em
desenvolvimento, os quais ja foram responsaveis por 86,7% do consumo mundial de
feijdo. Segundo o PNAD, o Brasil ja apresentou indices de aproximadamente 40% de
sua populacdo com quadros de inseguranca alimentar, onde 56,5% de maiores de 18
anos com quadros de sobrepeso e obesidade e 6% das criancas com quadro de
desnutricdo crénica, ressaltando ainda mais a necessidade de uma boa fonte de proteina
na alimentacdo basica (FAO, 2018). Apesar de o ultimo indice citado aparentar ser
baixo, a fome no Brasil e a dificuldade ao acesso ao bom alimento ainda é um fato
bastante presente no pais (PNAD, 2013).

Atualmente, grande parte da producdo nacional atual é sustentada por pequenos
produtores e pela agricultura familiar, de propriedades pequenas e mao-de-obra menos
qualificada. A cultura do feijoeiro é cultivada em todos os estados brasileiros, tanto em
cultivo solteiro quanto consorciado com outras culturas, ainda que em menor escala. Os
principais estados produtores sdo os Estados de Parand, Minas Gerais, Mato Grosso,
Goias e Sdo Paulo, compondo aproximadamente 70% da producdo nacional (SIDRA,
2019) (Figura 1). Na safra 2017/18, a regido Nordeste apresentou a maior area plantada
e a regido Sudeste, a maior produtividade (KLUTHCOUSKI et al., 2009; CONAB,
2018). Segundo a Conab, a safra de 2016/17 atingiu a produtividade média de 1.067 kg
hal. Entre os consumidores, os mais populares séo os tipos carioca (63% da producio)
e preto (18%). Segundo dados da Conab, em 2017 a demanda para consumo interno
ainda era superior a producgdo, o que caracteriza uma producgdo direcionada quase que
em totalidade para o proprio consumo.

No que se refere a safra 2018/19, apesar da cultura ter apresentado uma pequena
reducdo de 5% em area plantada e aproximadamente 2% em producédo, a produtividade
se apresentou maior comparado a safra 2017/18, atingindo 1.017 kg ha. Este aumento
da produtividade foi expressivo regionalmente, como ocorreu na regido Sul e Sudeste,
gue mais expressaram este aumento (Figura 2) (SIDRA, 2019).
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Figura 1. Producdo brasileira de Feijao, com enfoque nos principais Estados produtores
(SIDRA, 2019).
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Figura 2. Comparativo de produtividade por regido (em kg ha™) de feijoeiro entre as
safras 2017/18 e 2018/19 (SIDRA, 2019).
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2.3. Fixacéo Biologica de Nitrogénio em Leguminosas

O nitrogénio € um dos macronutrientes de maior importdncia para o
desenvolvimento e produtividade das plantas, assumindo papel funcional e estrutural,
através da constituicdo de proteinas e acidos nucleicos. A absorcdo do nitrogénio pode
se dar de duas formas distintas, na forma de nitrato através de sistema simporte, e na
forma de amonio por sistema uniporte, onde as duas vias se distinguem em rota
metabdlica e demanda de energia (POSTGATE, 1998). A disponibilidade deste
macronutriente para as plantas também pode ocorrer de diversas formas, sendo de
origem atmosférica, decomposicdo da matéria organica, fertilizantes nitrogenados,
dentre outros. A adubacéo nitrogenada via fertilizantes € comum nas lavouras, apesar do
encarecimento exercido sobre o custo de producdo e da acdo poluente sobre solos e
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corpos hidricos. Além disto, fertilizantes nitrogenados tendem a causar grandes
impactos na biota do solo, composta por diversos microrganismos que realizam
inimeras funcdes relevantes a manutencdo da biosfera e desenvolvimento das plantas.
Dentre estes encontram-se as bactérias nitrificantes, as quais convertem amonia
disponivel no solo para nitrato ou nitrito, e os rizébios (POSTGATE, 1998).

O termo Rizobio esté atrelado a todas as bactérias que apresentam a capacidade
de induzir a formacdo de nodulos em raizes de leguminosas, e de fixar nitrogénio a
partir da simbiose com a planta, pertencentes a espécies de géneros como Rhizobium,
Sinorhizobium e Bradyrhizobium, dentre outros. Estas bactérias se encontram
localizadas originalmente na rizosfera, se beneficiando de exsudatos radiculares, o que
promove a aproximacao entre a bactéria e o sistema radicular da planta. A interacao tem
inicio na comunicagdo estabelecida entre a bactéria e a planta através de moléculas
denominadas de flavonoides, liberadas pelas raizes, e fatores de nodulacdo (fatores
Nod), liberadas pelos rizébios e relacionadas diretamente ao processo de formacdo de
nodulos. Feita esta comunicacdo, a bactéria da inicio a infeccao do pelo radicular, o qual
se curva em resposta aos fatores Nod (SANTOS et al., 2008). A partir da deformacéo do
pelo radicular, comeca a degradacdo de sua parede celular e a extensdo do cordao de
infecgdo para que, posteriormente, ocorra a formagdo propriamente dita dos nddulos,
onde a bactéria assume uma forma endo-simbiotica chamada de bacteroide. A formacéo
de nodulos ocorre também devido a necessidade do isolamento de seu interior, onde
atua a nitrogenase, que é altamente sensivel ao oxigénio, transformando o N2 (nitrogénio
atmosférico) em NHsz (amonia), para que entdo possa ocorrer a assimilacdo do nutriente
pela planta, o qual é transportado prioritariamente na forma de ureidos (POSTGATE,
1998; JESUS, 2003).

O fenbmeno mais importante apds o estabelecimento da bactéria nos nddulos é o
quorum-sensing, fator que controla a densidade de rizébios dentro de cada nédulo e,
juntamente aos fatores Nod, ha também o controle do nimero de nodulos no sistema
radicular, além de atuar baseado na percepc¢do da necessidade de nitrogénio (SANTOS
et al., 2008).

Os rizobios apresentam-se suscetiveis as caracteristicas de seu meio até o
momento de seu estabelecimento na planta. Portanto, a relacdo entre a bactéria e a
planta pode ser afetada por fatores como a fertilidade do solo, principalmente quando
acidos; a temperatura, uma vez que a maioria das estirpes podem apresentam
instabilidade genética em relacdo a altas temperaturas; e umidade, ja que a presenca de
agua no meio permite a locomocao dos rizébios no solo (HUNGRIA et al., 2000).

O feijoeiro é considerado uma leguminosa de alta promiscuidade, devido aos
distintos géneros de rizGbios com os quais pode apresentar relacdo simbidtica,
facilitando o fécil estabelecimento desta relacdo, porém gerando alta competitividade
entre bactérias em sua rizosfera. Segundo Hungria et al. (2000), € devido a este quadro
de competitividade que se faz necessario o uso de estirpes competitivas e eficientes,
uma vez que o feijoeiro pode estabelecer simbiose com bactérias de baixo potencial
para realizacdo da FBN, fato que é de comum ocorréncia nos solos brasileiros. Todas
estas problematicas ocorrentes no ambito da nutricdo nitrogenada do feijoeiro,
despertaram em pesquisadores a necessidade de selecéo de estirpes de rizobios nativos,
como SEMIA 4088 e SEMIA 4080, que sao atualmente estirpes recomendadas para a
confeccdo de inoculantes comerciais (HUNGRIA e NEVES, 1987; HUNGRIA et al.,
2000; HUNGRIA et al., 2003).



2.4. Nodulacéo Tardia em Leguminosas

Uma das maiores probleméticas da cultura do feijoeiro comum em questdo de
nodulacdo e fixacdo biologica de nitrogénio € o curto ciclo fenologico da planta
(ANDRAUS et al., 2016). Devido a esta caracteristica, a senescéncia dos nodulos se
inicia aos 45 dias ap0s a emergéncia, onde ocorre um declinio brusco de fixacao
bioldgica de nitrogénio antes do periodo de enchimento de gréos, estadio com potencial
de grande contribuicio para a produtividade da planta. E sugerido na literatura que o
declinio da FBN aos 45 dias ap6s a emergéncia é relacionado a nddulos antigos, onde,
na ocorréncia de nddulos novos/tardios, a FBN poderia demonstrar continuidade,
mesmo que em taxas menores (VICKMAN e VESSEY, 1992; VICKMAN e VESSEY,
1993; HUNGRIA et al., 2000). A ocorréncia de nodulacéo tardia foi constatada para a
cultura da Soja, constatando a contribuicdo para producdo de grdos, porém nada
conclusivo para a cultura do feijoeiro (DANSO et al., 1990).

O resultado da interacdo simbidtica entre leguminosas e rizobios é dependente
de diversos atributos relacionados tanto a cultivar adotada quanto a estirpe utilizada para
inoculagdo, os quais interferem em padrdo de nodulacdo, fixacdo bioldgica de
nitrogénio e ocorréncia de nodulacao tardia (GRAHAM, 1981). Alguns atributos de alta
importancia em cultivares sdo os grupos de flavonoides exsudados pela planta, afetando
diretamente a comunicag¢do com os rizébios no solo, e também o habito de crescimento,
o qual interfere sobre a continuidade da fixacdo bioldgica de nitrogénio no ciclo
fenolégico da planta. Em alguns trabalhos, relata-se que a fixacdo biologica de
nitrogénio pode ser controlada por fatores hormonais relacionados aos frutos, ou mesmo
pela demanda de nitrogénio no periodo de enchimento de grdos (HUNGRIA e NEVES,
1987; DANSO et al., 1990). No que se refere a estirpe de rizobio, a comunicagdo
quimica com a planta pode se diferenciar de acordo com o numero de cépias de gene
Nod e com a especificidade da proteina NodD, responsavel pelo reconhecimento dos
flavonoides. A sintese de celuloses e fibrilas, apresenta alta importancia para a protecdo
do local de infeccdo. Além disso, as classes de plasmideos simbi6ticos, 0s quais contém
os genes relacionados a nodulacdo e fixacdo bioldgica de nitrogénio, também se
distinguem de acordo com a estirpe (SANTOS et al., 2008).



3 MATERIAL E METODOS

3.1. Escolha do Substrato Ideal e Melhor Método de Irrigacdo para Conducéo dos
Experimentos

De forma que substrato e irrigagdo adotados ndo se apresentassem como fator
influente sobre o efeito dos tratamentos sobre a nodulagdo, foi realizada como primeira
etapa a escolha do melhor substrato e forma de irrigacdo para a conducdo dos
experimentos envolvendo avaliagcdo da nodulacéo do feijoeiro.

3.1.1. Avaliacao do desenvolvimento vegetal sob diferentes substratos e métodos de
irrigacdo em casa de vegetacao

Para a conducéo desta etapa, foi conduzido um ensaio em casa de vegetacao sob
delineamento inteiramente casualizado com fatorial duplo, admitindo por fatores
substrato e irrigacdo. Os substratos foram: (1) amostra de solo de camada superficial de
um Argissolo; (2) amostra de solo de camada subsuperficial de um Argissolo com
pedrisco (brita n°1) na proporcao 1:1; e (3) vermiculita com pedrisco. Os métodos de
irrigacdo foram: (1) superficial (necessidade da planta); (2) por capilaridade (vaso
inserido abaixo vaso de cano de PVC com agua); e (3) maior frequéncia de rega (espaco
de 10 cm na parte superior do vaso de cano de PVC) (Figura 1).

As amostras de solo foram provenientes de um Argissolo com histérico de
cultivo de milho, localizado no Campo Experimental da Embrapa Agrobiologia. Estas
amostras passaram por analise quimica, a fim de avaliar suas propriedades quimicas
(Tabela 1).

Tabela 1. Atributos quimicos das amostras de solo coletadas provenientes de camada
superficial e subsuperficial do Argissolo.

Atributos Camada Superficial ~ Camada subsuperficial

Atributos quimicos

pH (unid) 5,19 5,03

P (mg L) 13,07 1,90

K (mg L) 64,15 12,87
Ca (cmolc dm™) 1,64 0,6
Mg (cmolc dm®) 0,85 0,61
Al (cmol. dm™) 0,04 0,44




Figura 3. Ensaio experimental para avaliacdo do desenvolvimento do feijoeiro comum
cv. Pérola em diferentes substratos e sob diferentes formas de irrigagdo em casa de
vegetacéo.

O ensaio foi conduzido com 2 plantas da cultivar Pérola por vaso até o estagio V4,
caracterizado pela abertura do terceiro trifélio aos 26 dias ap6s emergéncia. As
varidveis analisadas foram massa seca de parte aérea e de raiz, utilizando a andlise de
variancia e o teste de Tukey a 5% de significancia. As analises foram realizadas com o
pacote ExpDes.pt (FERREIRA et al., 2018) para o programa estatistico R (R CORE
TEAM, 2017).

3.1.2. Determinacdo da densidade de rizébio dos solos

As amostras de solo coletadas tiveram sua densidade de rizobio determinada
através de contagem microbiana pelo método de NUmero Mais Provavel (Figura 3)
(INSTRUCAO NORMATIVA SDA N° 30, DE 12 DE NOVEMBRO DE 2010).
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Figura 4. Ensaio em casa de vegetacdo para determinacgdo de densidade de rizobios das
amostras de solo de camada superficial e subsuperficial de Argissolo através do Método

de Numero Mais Provavel (NMP).



Para a realizacdo deste ensaio, 54 garrafas “long neck” de vidro de 250 mL
contendo 200 mL de solugédo nutritiva de Norris (NORRIS et al., 1964) foram cobertas
com papel pardo e, em seu interior, foram inseridas 2 tiras de papel germitest,
conectando o interior da garrafa com o gargalo, e algoddo na regido do gargalo. Todo
este conjunto foi autoclavado e transferido para casa de vegetacdo. Cada garrafa recebeu
1 semente de cultivar Pérola desinfestada com alcool 70% e hipoclorito de sodio 1%,
pré-germinadas em estufa até obtencédo de radicula de 1 cm.

Para inoculacdo das garrafas, foi feita uma diluicdo seriada na base 10 até a
diluicio de 108, Dez gramas de cada amostra de solo foram diluidos em um erlenmeyer
contendo 100 mL de NaCl 0,85% e condicionados a um periodo de 20 min de agitacao.
Posteriormente, 1 mL foi transferido para um tubo contendo 9 mL da mesma solucéo
salina e assim se procedeu até atingir-se a diluicdo de 10®. Cada diluicdo foi utilizada
para se inocular plantas de feijoeiro em triplicata. Cada planta recebeu 1 mL de cada
dilucdo. Trés garrafas ndo foram inoculadas e serviram como controle para detectar
possiveis contaminages.

O ensaio foi conduzido em casa de vegetagdo por 15 dias, ap6s 0s quais se
avaliou a presenca de nodulos nas raizes das plantas de cada dilui¢éo, atribuindo valor 0
para auséncia de nddulos e 1 presenca de nédulos nas raizes. O nimero mais provavel
de rizébios foi determinado conforme Wollum (1994).

3.2. Avaliacdo da Nodulacdo do Feijoeiro Comum sob Inoculacdo em Diferentes
Profundidades no Solo

A estratégia utilizada nos experimentos descritos a seguir foi forcar a nodulagéo
em diferentes secdes da raiz atraves da distribuicdo do inéculo em diferentes
profundidades. O principio utilizado é o de que as raizes nodulariam primeiro quando o
indculo estivesse disponivel superficialmente e tardiamente quando estivesse disponivel
em profundidade. Assim, forcou-se a nodulacdo da planta em diferentes secdes e ao
longo de diferentes estadios do ciclo da planta.

Foram conduzidos 2 experimentos no delineamento em blocos casualizados
(DBC) com 6 tratamentos e 4 repeti¢des. Estes foram conduzidos nos meses de Maio e
Outubro de 2018, um em cada més, com coletas nos estadios de floracdo plena e
enchimento de gréos. Utilizou-se vasos compostos por 3 segmentos de PVC de 10 x 13
cm cada, onde cada segmento correspondeu a uma profundidade de inoculacdo. De
forma a estruturar partes isoladas de inoculacédo, foi escolhido o carvdo como veiculo
devido a sua alta capacidade de absorc¢éo e facil disponibilidade.

Os tratamentos estabelecidos para os experimentos do més de maio foram: (1)
carvao inoculado na terco superior do vaso; (2) carvado inoculado na terco médio do
vaso; (3) carvao inoculado no terco inferior do vaso; (4) carvéo inoculado em todo o
vaso; (5) semente inoculada com inoculante turfoso sem carvdo inoculado; (6)
testemunha absoluta.

Os experimentos iniciados no més de Outubro apresentaram 0S mesmos
tratamentos citados anteriormente com o0 acréscimo inoculante turfoso na semente em
todos os tratamentos relacionados inoculados, de modo a possibilitar as mesmas
condigdes iniciais para todas as plantas. Cada experimento apresentou 6 tratamentos
com 4 repetigdes.

Os experimentos de outubro séo ilustrados na figura abaixo (Figura 5). Na
representacdo dos tratamentos, as partes escuras representam o carvédo inoculado, tanto
em diferentes se¢des do cano quanto na semente (inoculante turfoso), e as partes claras
representam o carvdo néo inoculado no substrato.
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Figura 5. Esquema ilustrativo dos tratamentos adotados nos experimentos de avaliagéo

da nodulacao do feijoeiro comum sob reinoculacdo com Rhizobium tropici CIAT 899
em diferentes profundidades no solo em Outubro de 2018, sendo eles: T1- Carvéo
inoculado na terco superior do vaso; T2- Carvéo inoculado no terco médio do vaso; T3-
Carvao inoculado no terco inferior do vaso; T4- Carvéo inoculado ao longo do vaso;
T5- Inoculante turfoso em Semente; T6 - Testemunha Absoluta. A cor preta indica que
a semente e o carvdo de uma dada segéo foram inoculados com R. tropici.

O solo utilizado para a formacdo do substrato correspondeu a camada
subsuperficial de um Argissolo de barranco, coletado no Campo experimental da
Embrapa Agrobiologia e escolhido de acordo com os resultados do capitulo anterior. O
solo foi corrigido com calcario e adubado com solucdo nutritiva de acordo com a analise
quimica (Tabela 2). O substrato foi formado a partir da mistura de propor¢do 1:1 de
amostra de solo e pedrisco com o objetivo de promover melhor penetracdo do sistema
radicular e facilitar a percolacdo de agua em todo o conteudo, além da adi¢do do carvao
em partes com e sem inoculacéo.

Tabela 2. Composicdo de Solucdo Nutritiva aplicada no solo dos experimentos de Maio
e Outubro de 2018.

Reagente mg/kg solo mg Reagente/kg solo
MgSO*.7H:0 10 101,4
CuS0O*5H,0 2 7,9
ZnS04.7H20 1 4.4

H3BO3 0,1 0,6
Na:M004.2H20 0,2 0,5

KH2PO4 120 526,8

Reagente mg Fe/kg solo mL Reagente/kg solo

Fe-EDTA 1 0,1

Para a constituicdo da parte inoculada, cultivou-se a estirpe CIAT 899 (= BR
322), estirpe da espécie Rhizobium tropici (MARTINEZ-ROMERO et al., 1991),
recomendada pelo MAPA para composicdo de inoculantes para o feijoeiro comum e
amplamente utilizada em escala comercial (INSTRUCAO NORMATIVA SDA N° 13,
DE 24 DE MARGCO DE 2011). A partir de um estoque, um pré-inodculo da bactéria foi
preparado em 200 mL de meio de cultura YM. A cultura foi agitada durante 3 dias e
utilizada para preparacdo de um outro pré-indculo com 600 mL de YM, o qual foi
agitado por mais 3 dias até se obter densidade ética de valor 1, aferido com o auxilio de
espectofotdmetro (A = 600 nm). Atingido o ponto étimo do indculo final, 0 mesmo foi
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diluido em agua filtrada (1:1) para realizar uma mistura homogénea com 2,6 kg de
carvéo em recipiente limpo.

Para garantir homogeneidade do substrato com carvéo, foram realizados ensaios
para conferir boa distribuigdo do carvéo no solo, determinando a proporgéo de 108 g de
carvao para cada 3 kg de substrato. O carvao inoculado foi misturado com o substrato e
distribuido nos vasos um dia ap6s sua mistura com inéculo final.

As sementes de feijdo foram desinfestadas com alcool 70% e hipoclorito de
sodio 2%. O inoculante turfoso foi obtido do Centro de Recursos Bioldgicos Johanna
Ddobereiner (CRB-JD) da Embrapa Agrobiologia, e teve sua concentracdo verificada
pela técnica de contagem em placa por espalhamento. O inoculante turfoso foi
misturado a solucdo agucarada a 10% e aplicado as sementes, que receberam inoculante
suficiente para garantir a dose de 1.2 x 10° células bacterianas por semente (HUNGRIA
et al., 2017). Cada vaso recebeu 5 sementes.

Para a conducdo dos experimentos, houve irrigagédo de acordo com a necessidade
da planta e aplicacdo de 6leo de nim quando detectada a ocorréncia de trips. Aos 15 dias
apos a emergéncia, houve o desbaste para 2 plantas por vaso, as quais foram tutoradas
em estadios mais avancados de desenvolvimento.

e R

b Delineamento em Blocos
Casualizados para avaliacdo da nodulagdo do feijoeiro comum sob reinoculagdo em
diferentes profundidades no solo aos 15 dias apds emergéncia.

As plantas foram coletadas nos estagios R6, floracdo plena, e inicio de RS,
enchimento de vagens. As varidveis analisadas foram: massa seca de parte aérea e de
raiz, nimero de nodulos, massa seca de noédulos e massa seca de um unico nédulo. A
parte aérea e o sistema radicular foram separados. As raizes foram lavadas em agua
corrente, e tiveram o0s nddulos destacados e quantificados. O sistema radicular de cada
planta foi separado em trés por¢des, correspondendo ao terco superior, médio e inferior
do vaso, respectivamente. Todas as partes das plantas foram secas a 65°C em estufa, até
peso constante, e foram pesadas em balanca de precisdo. Para a determinacdo da massa
seca de um nddulo, dividiu-se massa seca de nédulos pelo nimero de nédulos.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de Duncan a 5% de
significAncia. A anédlise estatistica dos dados foi realizada com o pacote ExpDes.pt
(FERREIRA et al., 2018) no programa R (R CORE TEAM, 2017).
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Casualizados para avaliacdo da nodulagéo do feijoeiro comum sob reinoculagdo em
diferentes profundidades no solo aos 47 dias apds emergéncia.

3.3. Avaliacédo da Nodulacéo do Feijoeiro Comum sob Reinoculacdo em Diferentes
Estadios Fenoldgicos

A estratégia utilizada nos experimentos descritos a seguir foi estimular a
nodulacdo em diferentes estadios fenoldgicos da planta através da reinoculacdo, pela
aplicacdo de inoculante liquido, em diferentes épocas.

O primeiro experimento foi conduzido no delineamento de blocos ao acaso, com
5 tratamentos e 4 repeticdes que foram coletadas na floracdo plena (Figura 9). Os
tratamentos foram: (1) testemunha absoluta (n&o inoculada); (2) inoculante turfoso; (3)
Aplicacdo de inoculante liquido no estadio V3; (4) aplicacdo de inoculante liquido no
estadio V4; (5) aplicacdo de inoculante liquido nos estadios V3 e V4. Todas as sementes
foram inoculadas com turfa antes da semeadura.

O segundo experimento também foi conduzido no delineamento de blocos ao
acaso, porem com 7 tratamentos e 4 repeti¢cbes que foram coletadas no inicio do estadio
R8 (Figura 10). Os tratamentos foram: (1) testemunha absoluta (ndo inoculada); (2)
inoculante turfoso; (3) inoculante turfoso + aplicacdo de inoculante liquido no estadio
V3; (4) inoculante turfoso + aplicacdo de inoculante liquido no estadio V4; (5)
inoculante turfoso + aplicacdo de inoculante liquido no estadio R5; (6) inoculante
turfoso + aplicagdo de inoculante liquido no estddio R6; (7) inoculante turfoso +
aplicacdo de inoculante liquido nos estadios V3, V4, R5 e R6.

Foram utilizados vasos de 5 L contendo vermiculita e pedrisco (brita n® 1) na
proporgdo 1:2 (v:v). A semeadura de ambos os experimentos foi realizada em maio de
2019. Cada vaso recebeu 5 sementes, as quais foram inoculadas com inoculante turfoso
da estirpe CIAT 899 (= BR 322) de Rhizobium tropici. O inoculante turfoso foi aplicado
de modo a garantir uma contagem de 1,2 x 10° UFC por semente (HUNGRIA et al.,
2017) a partir da mistura com solugdo agucarada a 10%. Todas as sementes dos
tratamentos, com excecdo da testemunha, foram inoculadas. Aplicou-se uma solucao
nutritiva aos 7 e 15 dias apds a semeadura para o suprir a demanda nutricional da planta
(Tabela 3). O desbaste foi realizado 15 dias ap6s emergéncia e foram deixadas duas
plantas por vaso. A irrigacdo foi realizada de acordo com a necessidade das plantas e a
capina manual foi realizada sempre que necessario.
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As plantas receberam 2 mL de meio YM liquido contendo a estirpe CIAT 899
(densidade dtica = 1.0, A = 600 nm) nas épocas indicadas pelos respectivos tratamentos.
Este volume foi diluido 5 vezes em &gua filtrada antes de sua aplicacéo.

Tabela 3. Solucdo nutritiva aplicada aos 7 e 15 dias ap6s semeadura dos vasos com
vermiculita e pedrisco do experimento de Maio de 2019

Reagente mg/kg Solo mg Reagente/kg Solo
MgS0O4.7H20 10 101,4
CuS04.5H20 2 79
ZnS04.7H.0 1 4.4

H3BO3 0,1 0,6
Na2Mo004.2H20 0,2 0,5

KH2PO4 80 351,2

Reagente mL/kg Solo mL Reagente/kg Solo

Fe-EDTA 1 0,1

3

Figura 8. Visdo geral dos experimentos instalados em casa de vegetacdo sob
Delineamento em Blocos Casualizados para avaliacdo da nodulagédo do feijoeiro comum
sob reinoculagdo em diferentes estagios fenoldgicos aos 15 dias apds emergéncia.

Na ocasido das coletas, as plantas foram divididas em parte aérea e raiz, sendo a
Gltima lavada em &gua corrente e os nddulos destacados e quantificados. As seguintes
variaveis foram avaliadas: nimero de nddulos e massa seca de parte aérea, raiz, ndédulos
e massa seca de um Unico ndédulo. No segundo experimento, além dessas variaveis, foi
incluida a percentagem de nodulos inativos. Todas as partes da planta foram secas em
estufa, até peso constante e pesadas em balanca de precisdo. Para avaliar a porcentagem
de nodulos inativos, cinquenta nddulos foram coletados aleatoriamente por vaso e
classificados como inativos ou ndo a partir de sua coloracdo interna, indicativa da
presenca de leghemoglobina.

13



Os dados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de Duncan a 5% de
significancia. A anélise estatistica dos dados foi realizada com o pacote ExpDes.pt
(FERREIRA et al., 2018) no programa R (R CORE TEAM, 2017).

Figura 9. Experimento para avaliacdo da nodulacdo do feijoeiro reinoculado em
diferentes estigios fenoldgicos. Os vasos foram coletados na floragcdo plena.Os
tratamentos sdo: T1- Testemunha absoluta; T2- Cultivar ndo nodulante (NORH 54); T3-
Inoculante Turfoso na Semente; T4- Reinoculagdo em V3; T5- Reinoculagdo em V4;
T6- Reinoculacdo em V3 e V4. Todas as sementes, exceto as do T1 receberam
inoculante turfoso no momento da semeadura.
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Figura 10. Experimento para avaliacdo da nodulacdo do feijoeiro reinoculado em
diferentes estagios fenoldgicos. Os vasos foram coletados no periodo de enchimento de
grédos. Os tratamentos sdo: T1- Testemunha absoluta; T2- Cultivar ndo nodulante
(NORH 54); T3- Inoculante Turfoso em Semente; T4- Reinoculagdo em V3; T5-
Reinoculagdo em V4; T6- Reinoculagdo em R5; T7- Reinoculagdo em R6; T8-
Reinoculagdo em V3, V4, R5 e R6. Todas as sementes, exceto as do T1 receberam
inoculante turfoso no momento da semeadura.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Escolha do Substrato Ideal e Irrigacdo para Conducédo dos Experimentos

N&o houve interacdo entre substrato e irrigagdo em nenhuma das varidveis
analisadas. Quando os fatores foram analisados separadamente, a irrigacdo néo
apresentou significancia quanto ao efeito de tratamento para massa seca de parte aérea e
de raiz, enquanto o substrato apresentou efeito de tratamento significativo sobre ambas
as varidveis. A amostra de solo de camada superficial foi a que proporcionou o maior
acumulo de massa seca da parte aérea e raiz (P < 0,05). Enquanto a amostra de solo de
camada subsuperficial com pedrisco apresentou efeito intermediario para massa seca de
parte aérea e ambiguidade para massa seca de raiz, o substrato composto por vermiculita
com pedrisco apresentou o menor efeito de tratamentos sobre as variaveis analisadas
(Tabela 4).

Tabela 4. Massa seca de parte aérea e de raiz da cultivar Pérola de feijoeiro comum
crescida em diferentes substratos (solo de camada superficial, solo de camada
subsuperficial com pedrisco e vermiculita com pedrisco)

Substrato Massa seca de Parte Aérea (g.planta™®) Massa seca de Raiz (g.planta™)
solo superficial 2,48 a 1,34a
solo subsuperficial + pedrisco 1,30 b 0,97 ab
vermiculita + pedrisco 0,66 ¢ 0,59b
CV (%) 23,89 67,1

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Esta etapa foi determinante para a conducdo dos experimentos envolvendo
avaliacdo de nodulacdo, uma vez que a principal forma de interacdo planta-bactéria
acontece pelo solo, ambiente ao qual a simbiose estd exposta e se apresenta sensivel as
caracteristicas como pH, umidade, temperatura e entre outros fatores, capazes de
interferir sobre o sucesso da interacdo (HUNGRIA et al., 2000; MADIGAN et al.,
2004). Além disso, a concentracdo microbiana de estirpes nativas também interfere
sobre o processo de infeccdo e fixacdo biologica de nitrogénio da planta a partir da
competicdo com estirpes selecionadas (VICKMAN e VESSEY, 1992).

A amostra de solo de camada superficial do Argissolo, de maior efeito de
tratamento, foi retirada de uma profundidade de 0 a 20 cm. Com maior concentracao de
raizes, consequentemente é o substrato de maior conteldo de matéria organica e
nutrientes livres. Assim também ocorreu para densidade de rizébios, avaliada em 1,118
(NMP.g*solo), caracteristica que poderia interferir sobre o efeito da inoculagéo
(HUNGRIA et al., 2000; CUNHA et al., 2005; COTTA, 2016). No que se refere a
amostra de solo de camada subsuperficial, o efeito inferior a amostra de camada
superficial pode justificado pelo menor teor de matéria organica, relatado em alguns
trabalhos sobre a necessidade de mistura a compostos organicos para melhor
desenvolvimento de plantas. A densidade de rizébios na camada subsuperficial foi de
0,357 NMP.g'solo. Essa baixa densidade faz com que essa camada seja, do ponto de
vista microbiolégico, a mais adequada para conducdo dos proximos experimentos de
inoculagdo (CUNHA et al.,, 2005; MOREIRA et al., 2006; MONTANARI, 2010;
COTTA, 2016).
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4.2. Avaliacdo da Nodulacdo do Feijoeiro Comum sob Inoculacdo em Diferentes
Secbes do Sistema Radicular

Os experimentos conduzidos em Maio de 2018 (Tabela 5) ndo apresentaram
diferencga significativa quanto ao efeito dos tratamentos nas massas secas da parte aérea,
dos nodulos, das raizes e de um nodulo (dados ndo apresentados) (Tabelas 9 e 10). Em
relacdo aos dados analisados do experimento coletado em plena floragdo (R6),
observou-se diferenca significativa entre os tratamentos para 0 numero de nodulos. As
plantas dos tratamentos que receberam o carvéo inoculado na parte superior e ao longo
de todo o vaso, bem como aquelas do tratamento que recebeu o inoculante turfoso na
semente, apresentaram o maior nimero de nodulos. O menor nimero, por sua vez, de
nodulos foi observado no tratamento que recebeu o carvédo inoculado no terco inferior
do vaso. A testemunha absoluta e carvdo inoculado no terco mediano do vaso
apresentaram resultado ambiguo em relacéo ao efeito dos tratamentos, impossibilitando
a conclusdo sobre os mesmos.
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Tabela 5. Massa seca da parte aérea, massa seca de nodulos, nimero de nédulos e peso
seco de um nodulo de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), cultivar Pérola, sob
inoculacdo em diferentes secdes do sistema radicular, coletado nos estadios R6 e R8
(Maio, 2018)

Coleta Tratamentos Massa seca de Parte Aérea  Massa seca de nddulos NUmero de
(g. planta’®) (mg.planta®) Nddulos (planta)
Terco superior
com inoculagdo 6,46 32,45 327a
Terco mediano
com inoculacédo 5,93 31,82 273,55 ab
Terco inferior
com inoculacédo 4,60 29,4 191,52 b
R6
Inoculagdo ao
longo do vaso 6,11 31,81 329 a
Inoculante turfoso
na semente 4,68 17,33 359 a
Testemunha 4,96 31,27 260 ab
absoluta
CV (%) 24,67 30,3 22,28
Terco superior
com inoculagdo 12,7 26,98 372,62
Terco mediano
com inoculagdo 10,72 34,45 269,62
Terco inferior
com inoculagéo 15,8 29,27 300,87
R8
Inoculagdo ao
longo do vaso 13,59 27,6 408,87
Inoculante turfoso
na semente 14,12 26,6 355,5
Testemunha 16,12 39,07 398,25
absoluta
CV (%) 29,69 41,15 23,45

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05).

Ao analisar os dados coletados dos experimentos de Outubro de 2018 (Tabela 6),
ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para nenhuma das
variaveis analisadas na floracdo plena (R6) (Tabelas 11 e 12). No enchimento de gréos
(R8), observou-se diferenca significativa no nimero de nddulos. Cabe lembrar que,
nesse experimento, as sementes foram inoculadas com inoculante turfoso, exceto no
controle absoluto. A aplicacdo de carvdo inoculado ao longo de todo o vaso e a
inoculagdo na semente foram os tratamentos de maior efeito sobre a nodulacdo as
plantas e os Unicos que se diferenciaram significativamente da testemunha absoluta. A
testemunha absoluta apresentou o menor nimero de ndédulos, demonstrando que o0s
diferentes tipos de inoculacdo proporcionaram um aumento na nodulagdo das plantas.
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Os demais tratamentos de inoculacao apresentaram ambiguidade em relacdo aos efeitos,
néo diferindo significativamente dos melhores tratamentos e da testemunha.

Tabela 6. Massa seca da parte aérea, massa seca de nodulos, nimero de nédulos e peso
seco de um nodulo da cultivar Pérola de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.),
cultivar Pérola, sob inoculacdo em diferentes se¢bes do sistema radicular, coletado nos
estadios R6 e R8 (Outubro de 2018)

NUmero de
Massa seca de parte Massa seca de .
Coleta Tratamentos aérea (g. planta®)  nodulos (g. plantal) nodulos
g9.-p g9-p (planta)
Inoculante turfoso + terco
superior com inoculacdo 4,94 0,31 544
Inoculante turfoso + terco
mediano com inoculagdo 5,03 0,43 522
Inoculante turfoso + terco
R6 inferior com inoculagéo 6,08 0,44 575,5
Inoculante turfoso +
inoculacéo ao longo do vaso 4,75 0,29 491,5
Inoculante turfoso na
semente 6,91 0,53 599,5
Testemunha absoluta 5,84 0,38 457
CV (%) 25,92 29,05 23,63
Inoculante turfoso + Terco
superior com inoculacéo 13,08 0,81 540,12 abc
Inoculante turfoso + Terco
mediano com inoculagéo 10,45 0,92 479,5 be
Inoculante turfoso + Terco
R8 inferior com inoculagéo 10,67 0,81 551,5 abc
Inoculante turfoso +
Inoculagdo ao longo do vaso 12,1 0,82 639,5a
Inoculante turfoso na
semente 13,9 0,93 592,5 ab
Testemunha absoluta 10,26 0,71 4195¢c
CV (%) 25,62 12,87 15,8

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05).

Segundo Vickman e Vessey (1993), a ocorréncia de nodulacdo tardia e/ou aumento do
nimero de nddulos ndo sdo diretamente correlacionados a fixagdo biologica de
nitrogénio e contribuicdo em desenvolvimento, justificando o efeito de tratamentos para
numero de nddulos, sem reflexo para massa seca de parte aérea. Segundo Andraus et al.
(2016), a fixacdo bioldgica de nitrogénio pode apresentar continuidade em fases mais
tardias da planta, porém de forma limitada, ndo se estendendo mais que 5 dias de
atividade da nitrogenase a partir da fase de enchimento de gréos. A duracdo do processo
também pode variar com a cultivar de feijoeiro comum e a estirpe de rizobio adotados
(GRAHAM, 1981).
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Ao se comparar 0s 2 experimentos coletados em Maio e Outubro de 2018, foi
possivel observar a inversdo de comportamento nodular das plantas em funcdo das
diferentes coletas. Em Maio, houve efeito de tratamentos para nimero de nédulos no
estadio de floragdo enquanto, em Outubro, a foi observada no periodo de enchimento de
graos. E possivel que isso tenha se dado em funcéo das diferentes épocas de cultivo,
uma vez que em Outubro, época de primavera, ha maior periodo de luminosidade do
que em Maio, época de Outono (Graham, 1981). Graham (1981) aborda em seu trabalho
que taxas altas de luminosidade influenciam a nodulagdo e a fixacdo bioldgica de
nitrogénio, assim como também observaram Vickman e Vessey (1992) em
experimentos de laboratorio com feijdo comum.

A partir da andlise dos resultados, foi possivel concluir que a inoculacdo em
diferentes profundidades no solo ndo foi suficiente para confirmar a hipotese cientifica
adotada neste trabalho, uma vez que a diferenca de nimero de nodulos entre tratamentos
ndo apresentou resposta conclusiva e ndo houve qualquer efeito em aumento de
biomassa da planta.

4.3. Avaliacdo da Nodulacdo do Feijoeiro Comum sob Reinoculacdo em Diferentes
Estagios Fenoldgicos

De acordo com a analise estatistica realizada para o experimento coletado em
floragdo plena (Tabela 7), ndo houve diferenga significativa entre o efeito dos
tratamentos para massa seca de parte aérea, de nddulos, de raiz e de um nodulo (dados
ndo mostrados), apenas para nimero de noédulos. O numero de nddulos foi comparavel
entre todos os tratamentos inoculados e significativamente maior nestes se comparados
a testemunha absoluta.

Tabela 7. Massa seca de parte aérea, massa seca de nédulos e nimero de nodulos de
feijoeiro comum (Phaseolus wvulgaris L.), cultivar Pérola, sob reinoculacdo em
diferentes estadios do ciclo da cultura, coletado no estadio de floracéo plena (R6)

Massa seca de Numero de

Massa seca de Massa seca de

Tratamento parte aérea . 4 nodulos . 1
(g.planta™) raiz (g.planta™) (planta) nodulos (mg.planta™)
Testemunha absoluta 3,87 0,86 242,87 431,88
Inoculante turfoso 5,16 1,02 368,62 a 447,78
Inoculante turfoso + 4,01 0,91 356,75 a 400,52
reinoculacdo em V3 ’ ’ ' ’
Inoculante turfoso 3,95 0,84 278,62 ab 434,92
reinoculagdo em V4
Inoculante turfoso +
reinoculacdo em V3 e 4,11 0,94 373,37 a 460,2
V4
CV (%) 21,44 8,57 18,34 11,6

Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05).

Em relacdo ao experimento coletado no periodo de enchimento de grdos, ndo
houve diferenca do efeito de tratamentos para nenhuma das varidveis analisadas, apesar
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de alguns tratamentos apresentarem valores proximo ao dobro de taxas de massa seca de
parte aérea e nimero de nddulos da testemunha absoluta.
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Tabela 8. Massa seca de parte aérea, massa seca de nédulos, nimero de nddulos e peorcentagem de nodulos inativos de feijoeiro comum

(Phaseolus vulgaris L.), cultivar Pérola, sob reinoculacdo em diferentes estadios do ciclo da cultura, coletado no periodo de enchimento de gréos
Massa seca de

Massa seca de raiz Ndmero de nédulos Massa seca de nédulos Nédulos inativos

Tratamento parte aérea 1 1 0
(g.planta™) (g.planta™) (planta) (g.planta®) (%)
Testemunha 4,69 1,01 269 0,35 36,5
Inoculante turfoso 6,55 1,17 355,87 0,34 29,5
Inoculante turfoso + 9,35 1,11 450,75 0,41 33
reinoculacdo em V3
Inoculante turfoso + 7,35 1,16 407,25 0,65 45
reinoculagdo em V4
Inpculante}urfoso + 9,15 1,19 4695 0,48 43,5
reinoculagdo em R5
Inoculante turfoso + 7,81 1,04 195,37 0,38 40
reinoculagdo em R6
Inoculante turfoso +
reinoculacdo em V3, V4, 8,07 1,15 482,37 0,74 56,5
R5 e R6
CV (%) 34,18 11,88 39,46 49,31 43,29

Médias seguidas de letras iguais na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05).
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Moretti et al. (2018) analisaram os efeitos da reinoculagdo com rizobios na
cultura da soja e obtiveram resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho. Néao foi
observada diferenca significativa no ndmero de nodulos entre os tratamentos
reinoculados e o tratamento inoculado durante o estadio vegetativo da cultura (V4) e
nos estadios R2 e R4. Os autores observaram um namero de nddulos significativamente
maior no estddio R6, mas este ndo se refletiu em um maior acimulo de biomassa
vegetal e numa maior massa de nodulos. Contudo, a reinoculagdo contribuiu para uma
maior produtividade em uma das duas safras avaliadas. Embora Vickman e Vessey
(1992) tenham indicado um potencial de contribuicdo da nodulacdo secundaria, 0s
resultados aqui apresentados mostram que a nodulacdo secundaria induzida ndo foi
suficiente para promover o melhor desenvolvimento da planta. A resposta da planta
quanto a inoculacéo esta ligada a diversos fatores intrinsecos e extrinsecos, que podem
interagir ou ndo entre si para limitar/interferir no desenvolvimento da planta
(HUNGRIA et al., 2000). Segundo Graham (1981), a resposta das varidveis aqui
analisadas pode variar de acordo com a cultivar e a estirpe adotadas. Assim, trabalhos
futuros com diferentes cultivares e estirpes podem ser uma alternativa viavel a partir de
uma mesma diretriz abordada por Andraus et al., 2016.

Assim como a inoculacdo em diferentes profundidades no solo, a reinoculacdo
em diferentes estadios fenoldgicos do feijoeiro-comum apresentou efeito apenas no
nimero de nodulos das plantas, ndo havendo qualquer reflexo desta mudanca em
biomassa de nodulos e parte aérea.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, chega-se a conclusdo de que apesar de ter
ocorrido aumento no numero de nddulos com as diferentes estratégias adotadas, o
mesmo ndo se refletiu em termos de biomassa de nodulos e da parte aérea, sendo a

inoculagdo em semente efetiva e suficiente para garantir o bom desenvolvimento da
planta.
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ANEXOS
I - Quadros de Andlise de Variancia dos Experimentos

Tabela 9. Andlise de variancia (Quadrados Médios) dos dados de massa seca de parte
aérea (MSPA), nimero de nodulos (NN) e massa seca de nddulos (MSN) de feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris L.), cultivar Pérola, sob inoculacdo em diferentes se¢des do
sistema radicular, coletado em R6 (Maio, 2018)

Fonte de variacao GL MSPA NN MSN
Tratamento 5 9.8716 55111* 0.042790
Bloco 3 8.0169 8649 0.028166
Residuo 14 7.3559 16367 0.032015

CV % - 24,67 22,28 30,3

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 10. Anélise de varidncia (Quadrados Médios) dos dados de massa seca de parte
aérea (MSPA), nimero de nodulos (NN) e massa seca de nddulos (MSN) de feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris L.), cultivar Pérola, sob inoculagdo em diferentes se¢Ges do
sistema radicular, coletado em R8 (Maio, 2018)

Fonte de variacao GL MSPA NN MSN
Tratamento 5 64.580 48654 0.040457
Bloco 3 38.356 40059 0.032638
Residuo 15 67.590 27092 0.063714

CV % - 29,69 23,45 41,16

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 11. Analise de variancia (Quadrados Médios) dos dados de massa seca de parte
aérea (MSPA), niumero de nédulos (NN) e massa seca de ndédulos (MSN) de feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris L.), cultivar Pérola, sob inoculacdo em diferentes se¢des do
sistema radicular, coletado em R6 (Outubro, 2018)

Fonte de variacéo GL MSPA NN MSN
Tratamento 5 11.2134 44514 0.126090
Bloco 3 20.7827 107249 0.022707
Residuo 15 8.4088 63189 0.055079

CV % - 25,92 23,63 29,05

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 12. Analise de variancia (Quadrados Médios) dos dados de massa seca de parte
aérea (MSPA), numero de nédulos (NN) e massa seca de ndédulos (MSN) de feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris L.), cultivar Pérola, sob inoculagdo em diferentes se¢des do
sistema radicular, coletado em R8 (Outubro, 2018)

Fonte de variacao GL MSPA NN MSN
Tratamento 5 37.059 99308* 0.109969
Bloco 3 55.149 94548 0.279049*
Residuo 15 36.210 28815 0.046411

CV % - 25,62 15,8 12,89

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 13. Analise de variancia (Quadrados Médios) dos dados de massa seca de parte
aérea (MSPA), nimero de nodulos (NN), massa seca de nédulos (MSN) e massa seca
de raiz (MSR) de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), cultivar Pérola, sob
diferentes tratamentos de reinoculacdo, coletado em R6 (Maio, 2019)

Fonte de variacao GL MSPA NN MSN MSR
5 4.5416 56568* 0.007987 0.078968

Tratamento
Bloco 3 1.3279 28073 0.057244* 0.036178
Residuo 15 3.2821 14128 0.010181 0.024841
CV % - 21,44 18,34 11,66 8,71

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 14. Anélise de variancia (Quadrados Médios) dos dados de massa seca de parte
aérea (MSPA), nimero de nédulos (NN), massa seca de nodulos (MSN) e massa seca
de raiz (MSR) de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), cultivar Pérola, sob
diferentes tratamentos de reinoculacdo, coletado em R8 (Maio, 2019)

Fonte de variacao GL MSPA NN MSN MSR
40.989 93434 0.38808 0.080092

Tratamento 5
Bloco 3 9.866 34852 0.20178 0.217053
Residuo 15 26.780 106264 0.22701 0.071097
CV % - 34,18 34,96 49 31 11,88

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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