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RESUMO

Devido ao elevado custo da adubagdo nitrogenada e a pouca utilizagdo da inoculagdo de
bactérias fixadoras de nitrogénio na cultura do feijdo, considerada ineficiente quando
comparada a outras leguminosas, tecnologias que otimizem a utilizagdo do Rhizobium nessa
cultura ¢ fundamental para a busca de uma produgao sustentavel. A utilizagdo de bactérias do
género Azospirillum em conjunto com o Rhizobium potencializa a nodulagao no feijoeiro, e
consequentemente a resposta da cultura a fixa¢do bioldgica. A necessidade da utilizacdo e a
dose da adubacgao nitrogenada concomitantemente a inoculagao de sementes, € o desempenho
desses fatores em sistema plantio direto também ¢ incerto. Com base nisso, o trabalho foi
desenvolvido em area experimental da UNESP - Ilha Solteira, localizada no municipio de
Selviria (MS) e no Campus de Agronomia da UNESP — Ilha Solteira, com o objetivo de
verificar o desenvolvimento e a produtividade do feijoeiro com inoculagao de sementes (T1 —
inoculagdo ausente, T2 — Azospirillum brasilense, T3 — Rhizobium tropici, T4 - Azospirillum
brasilense + Rhizobium tropici) e doses de nitrogénio em cobertura (0, 30, 60, 90 e 120 kg ha’
" Utilizou-se o delineamento experimental em blocos casualizados dispostos em um esquema
fatorial 4x5, com 4 repeticdes no experimento em campo e 3 repetigdes no experimento em
laboratério. Concluiu-se que: a coinoculagdo com A. brasilense + R. tropici proporcionou as
plantas de feijdo maior massa de sistema radicular e aumentou o nimero de vagens; a massa
da parte aérea aumentou até a dose de 86 kg ha' de N em 2012; as maiores doses de
nitrogénio mineral em cobertura diminuiu o nimero e a massa de noédulos; a produtividade em
2012 foi influenciada linearmente pelas doses de N, e em 2013 a inoculagdo com A.
brasilense proporcionou a maior produtividade de graos de feijado.

Palavras- chave: Phaseolus vulgaris L. Bactérias diazotréficas. Coinoculagdo. Conservagao
do solo.
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ABSTRACT

Due to the high cost of nitrogen fertilization and the limited use of inoculation with nitrogen-
fixing bacteria in commun bean, considered inefficient compared to other legumes,
technologies that optimize the use of Rhizobium in this culture are fundamental to the pursuit
of sustainable production. The use of bacteria of the genus Azospirillum together with
Rhizobium may potentiate the nodulation in bean and consequently the crop response to the
biological fixation of atmospheric nitrogen. Based on this, the study was conducted in the
experimental area , UNESP — Ilha Solteira , located in Selviria ( MS ) and the Campus of
Agronomy UNESP — Ilha Solteira , aiming to verify the development and productivity of
bean inoculated with seeds ( Tl - no inoculation , T2 - Azospirillum brasilense , T3 -
Rhizobium tropici , T4 - Azospirillum brasilense + Rhizobium tropici ) and doses of nitrogen (
0,30, 60,90 and 120 kg ha ') was used to experimental design was randomized blocks
arranged in a 4x5 factorial scheme with four replications in a field experiment and 3
replications in laboratory experiment. It was concluded that: a coinoculagdo with A4.
brasilense + R. tropici bean plants greater mass of roots and increased the number of pods
and the mass of shoots increased up to a dose of 86 kg ha ' N in 2012 , the highest doses of
mineral nitrogen topdressing reduced the number and nodule mass ; productivity in 2012 was
influenced linearly by N , and in 2013 the inoculation with 4. brasilense provided the highest
yield of commun beans.

Keywords: Phaseolus vulgaris L. Diazotrophs. Coinoculation. Soil conservation.
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1 INTRODUCAO

Antes de seu carater econdmico, o feijao representa um alimento de alto significado
social (SANT'ANA et al., 2011), constituindo juntamente com o arroz, a base da alimentagdo
da populagdo brasileira (BASSAN et al., 2001). O feijoeiro-comum, Phaseolus vulgaris L, ¢
cultivado por pequenos e grandes produtores, em diversificados sistemas de producdo e em
todas as regides brasileiras, representando uma fonte de renda para os mesmos (VALADAO
et al., 2009). Assim, a utilizagdo e adaptagdo dessa cultura em um sistema de cultivo agricola,
como o plantio direto (SPD), que visa a sustentabilidade na producdo, desperta interesse
crescente tanto dos pesquisadores como dos produtores.

No SPD, talvez ocorra a necessidade de utilizar doses elevadas de N em fung¢do da
velocidade na taxa de decomposicdo e da relagdo C/N da palha, esta acdo reflete no processo
de imobilizagdo do N, promovendo competicdo dos microrganismos com o feijoeiro,
principalmente nos estadios iniciais de desenvolvimento da planta, sendo o N o nutriente mais
absorvido e extraido, limitando assim a produtividade da cultura (LEMOS et al., 2008)

O feijoeiro ¢ uma planta bastante exigente em nutrientes e, em razao do ciclo curto,
necessita de que os mesmos estejam prontamente disponiveis nos momentos de maior
demanda para nao limitar a produtividade de graos (SILVA; SILVEIRA, 2000).

Sendo assim, o uso de fertilizante nitrogenado ¢ uma pratica comum e responsavel por
elevar os custos da producao agricola, e que pode gerar danos ao ambiente, uma vez que parte
do total aplicado ¢ geralmente perdido (CHAVARRIA; MELLO, 2011). Segundo Reis Junior

et al. (2011), a eficiéncia de utilizacdo dos fertilizantes nitrogenados ¢ em média 50%, devido



19

a acdo da lixiviagdo, volatilizacdo de amonia, desnitrificagdo, erosdo e imobilizagdo
microbiana.

No entanto, o feijoeiro, sendo uma leguminosa, apresenta condigdes de se beneficiar
da associagdo simbiotica com bactérias do género Rhizobium (BASSAN et al., 2001), capazes
de fixar o N atmosférico e fornecé-lo a cultura; ¢ um mecanismo bioldgico capaz de
substituir, pelo menos parcialmente, a adubacdo nitrogenada, resultando em diminui¢do dos
custos com adubagao com esse nutriente (HUNGRIA et al., 1997).

Muitos autores, porém, enfatizam que a utilizagdo desta pratica deve ser feita com
cautela, uma vez que doses em excesso, tanto na semeadura como em cobertura, podem
causar diminuicdo na eficiéncia simbidtica (FERREIRA et al., 2000; VENTURINI et al.,
2002).

De acordo com Rosolem (1987), pequenas quantidades de N aplicadas ao solo
permitem aumento no crescimento dos nddulos e maior fixagdo do nitrogénio, porém niveis
muitos baixos de nitrato no solo podem ser limitantes a atividade simbidtica. A adicao de
elevadas quantidades de N afeta inicialmente o nimero e o peso de nddulos, mas ndo inibe o
seu desenvolvimento e a fixacdo simbiotica de N (RUSCHEL; RUSCHEL, 1975;
RUSCHEL;SAITO, 1977). O insucesso da resposta a inoculagdo da cultura do feijao quando
comparada a outras leguminosas, como por exemplo a soja, leva a pouca utilizacdo dessa
técnica. Esse desempenho insatisfatorio ¢ devido a fatores genéticos e ambientais ¢ ao
processo de nodulagdo, considerado lento (CHAVERRA; GRAHAM, 1992; SCHRODER,
1992).

Como alternativa, a utilizagdo de Azospirillum spp. juntamente com Rhizobium spp.
pode melhorar o desempenho do Rhizobium spp. na inoculacdo do feijoeiro. Na literatura
existem varios trabalhos confirmando que o Azospirillum spp. produz fitohormdnios que
estimulam o crescimento das raizes de diversas espécies de plantas (BURDMAN et al., 1996;
HUNGRIA, 2011), e ainda, pode fixar N e disponibiliza-lo ao feijoeiro. As respostas positivas
da inoculacdo com Azospirillum spp. € Rhizobium spp., em relacdo ao desenvolvimento e
crescimento das plantas, podem ser atribuidas a nodulagdo precoce, a0 aumento no nimero de
nédulos e melhora geral no desenvolvimento do sistema radicular (VOLPI; KAPULNIK,
1994).

A inoculagdo a campo com bactérias do género Azospirillum spp. além da fixagdo
biologica do N, promove ganhos em produtividade e no aumento da superficie da absor¢ao
das raizes da planta, decorrente das modificagdes morfologicas do sistema radicular, alterando

o numero de radicelas e o diametro médio das raizes laterais (IKEDA, 2010).
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A utilizagdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), para o
aumento da producdo agricola, serd provavelmente uma das taticas mais importantes para a
atualidade no mundo (FIGUEIREDO et al.,, 2010). A demanda para a diminuicdo da
dependéncia de fertilizantes quimicos e a necessidade do desenvolvimento de uma agricultura
sustentavel sdo cada vez mais requeridas por pesquisadores e produtores (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

Com os dados disponiveis na literatura, ¢ possivel que a utilizagao da inoculagao de
sementes com Azospirillum ¢ Rhizobium possa ser benéfica para o feijoeiro. Entretanto €
interessante verificar também o efeito dessa pratica envolvendo a aplicagdo de nitrogénio em
cobertura com a finalidade de complementar o fornecimento desse nutriente para as plantas,
objetivando aumento na produtividade de graos.

Diante do exposto, propds-se o presente estudo para avaliar o efeito da inoculacao de
Rhizobium tropici e Azospirillum brasilense, isolados e em conjunto, € possiveis interacdes
com a adubagdo nitrogenada em cobertura, no desenvolvimento e produtividade do feijoeiro
de inverno irrigado por aspersao, em SPD.

Foram testadas as seguintes hipoteses: o A. brasilense pode fixar N e estimular o
desenvolvimento do sistema radicular do feijoeiro proporcionando aumento no numero de
nddulos de R. tropici e, assim, melhorar o fornecimento de N do ar atmosférico para a cultura
do feijao; com a fixagdo simbiotica de N pela associagdo com R. fropici as doses de N mineral

aplicadas no feijoeiro em cobertura, como complementacdo, podem ser menores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DA CULTURA DO FEIJAO

A cultura do feijdo (Phaseolus vulgaris L.) constitui-se numa das mais importantes
exploragdes agricolas do Brasil, ndo s pela area cultivada e pelo valor da producdo, assim
como também por ser considerada a principal fonte de proteinas das camadas de menor poder
aquisitivo (SORATTO, 2002). Tendo em vista a importancia que a cultura do feijdo tem no
ambito nacional, faz-se necessario o conhecimento sobre as praticas de adubacao adotadas por
produtores, ja que além da fertilidade normal dos solos brasileiros, a adubacdo e a irrigacao
exercem pap€is importantes, uma vez que podem contribuir para o aumento da produtividade
e para o desenvolvimento da cultura (OLIVEIRA, 2002).

A partir da década de 1980, o feijoeiro passou a ser cultivado também na época de
inverno (periodo seco), sob irrigacdo, atraindo médios e grandes produtores, geralmente
usudrios de melhor tecnologia (BINOTTI et al., 2007).

Em pesquisas realizadas por Soratto (2002), concluiu-se que o feijao irrigado
apresentou maior produtividade, quando cultivado em solo preparado com grade pesada,
analise confirmada por Arf et al. (2002). No entanto, varios autores ja observaram que a

produtividade do feijoeiro foi maior sob SPD; provavelmente devido a melhoria nos atributos
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fisicos do solo proporcionada pelas culturas de cobertura nesse sistema de manejo (BINOTTI,
2004).

De acordo com Stone e Moreira (2000), a palhada na superficie do solo altera a
relagdo solo-agua, pois previne a evaporacao reduzindo, assim, a taxa de evapotranspiragao
das culturas, e propicia aumento do intervalo entre irrigagdes, o que diminui a frequéncia do
uso desta tecnologia. De acordo com Perez et al. (2008) para a obtencdo de altas
produtividades de graos, ¢ importante o emprego de tecnologias apropriadas, atualmente, vem
se destacando o sistema plantio direto como uma das formas mais eficientes para melhorar as

condi¢des quimicas, fisicas e biologicas do solo.

2.2 NITROGENIO

E o nutriente mais exigido pelo feijoeiro e o seu manejo adequado representa uma das
principais dificuldades da cultura do feijoeiro, visto que a aplicacdo de doses excessivas de N,
além de aumentar o custo econdmico, pode promover sérios riscos ao ambiente, € a sua
utilizacdo em quantidade insuficiente pode limitar o seu potencial produtivo, mesmo que
outros fatores de producdo sejam otimizados (SANTOS et al., 2003).

As leguminosas em especial, requerem uma grande quantidade de nitrogénio,
principalmente as anuais produtoras de graos, em funcdo do ciclo curto de cultivo e dos altos
teores deste elemento retirados pelos graos por ocasido da maturagdo. Cerca de trinta e cinco
quilos de nitrogénio sdo exportados em cada tonelada de graos produzida (OLIVEIRA et al.,
1996). As principais fontes de nitrogénio para a cultura do feijoeiro sdo: o solo, através da
decomposi¢cdo da matéria organica e das rochas; a aplicacdo de adubos nitrogenados e a
fixagdo biologica de nitrogénio atmosférico, através da associacdo do feijoeiro com as
bactérias do grupo dos rizobios, entretanto, a planta ndo ¢ capaz de absorver N em
quantidades significativas por meio da fixacdo bioldgica (FAGERIA; BALIGAR, 2005).

Romanini Junior et al. (2007) concluiram que a adubagdo nitrogenada em cobertura
aumenta linearmente a produtividade de grdos do feijoeiro cultivado em sistema plantio direto
no periodo de inverno. Para Bordin et al. (2003), a quantidade de N a ser empregada na
adubacdo do feijoeiro pode estar condicionada ao tipo de planta de cobertura (graminea ou
leguminosa) que se cultiva na area, em SPD.

E de acordo com Valério et al. (2003) o N nem sempre responde como o esperado para

a cultura em plantio direto na palha, sendo um nutriente de respostas variadas e de
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considerada dificuldade para se determinar a dose que corresponda com maxima
produtividade.

Além disso, como o N ¢ um nutriente que se perde facilmente por lixiviagao,
volatilizagao e desnitrificagdo, o seu manejo adequado ¢ tido como um dos mais dificeis.
Dessa forma, técnicas de manejo que possibilitem a maximizacdo de absor¢ao de nitrogénio
pelo feijoeiro sdo de extrema importancia, devido ao alto custo dos fertilizantes nitrogenados
e as perdas de N por lixiviagdo, que podem representar riscos ao ambiente pela contaminagao

de mananciais de agua (SANTOS et al., 2008).

23 SISTEMA PLANTIO DIRETO

O manejo do solo pelo conjunto de diferentes praticas associadas visa manter as
caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas do solo, proporcionando obteng¢do de altas
produtividades por tempo ilimitado.

Nas regides tropicais e subtropicais, a diminuicdo do potencial produtivo dos solos
agricolas tem sido atribuida, principalmente, aos processos de erosdo e decomposicdo da
matéria organica do solo (SA et al., 2001 citado por BAYER et al., 2004). Os sistemas de
manejo do solo afetam suas caracteristicas fisicas e quimicas, interferindo assim no
desenvolvimento e na produtividade das culturas.

O sistema de cultivo convencional se caracteriza pelo revolvimento do solo mediante
aracdo e gradagem, o que leva a pulverizacdo da camada ardvel do solo e a uma compactacio
da camada subsuperficial (ROCHA et al., 2008).

Segundo a Federagdo Brasileira de Plantio Direto na Palha — FEBRAPDP (2014)
atualmente, SPD ¢ largamente utilizado em diversas regides do Brasil, abrangendo na safra de
2011/12 uma 4area de aproximadamente 31 milhdes de hectares. A principal dificuldade
encontrada em tais areas se refere a manutencao da palhada sobre a superficie do solo, dadas
as estagcdoes bem definidas, com precipitacdo concentrada na primavera/verdo, dificultando a
producdo de fitomassa na entressafra, € com altas temperaturas acelerando a decomposicdo da
palhada (CASSIA et al., 2008).

De acordo com Chriséstomo et al. (2006) o solo ¢ componente essencial de
agroecossistemas e deve ser encarado como uma commoditie ambiental, de modo que sua
capacidade produtiva e sua qualidade devem ser mantidas e/ou melhoradas. Suas propriedades
fisicas, quimicas e biologicas; bem como processos relacionados a elas, devem ser

preservados de maneira que o solo seja capaz de prover meio para o crescimento das plantas;
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de regular a distribuicdo da 4gua no ambiente e de servir como um tampao ambiental na
formagdo, atenuacdo e degradagdo de produtos danosos ao ambiente (SANTANA; BAHIA
FILHO, 1998; SCHOENHOLTZ et al., 2000; citado por CHRISOSTOMO et al., 2006). O
aporte continuo de residuos vegetais na superficie do solo e, por consequéncia, de carbono e
de nitrogénio, contribuem significativamente para a melhoria da qualidade do solo; a
recuperagdo do teor de matéria organica do solo pode ser obtida pelo uso de sistemas
conservacionistas de producao agricola, que reduzem o revolvimento do solo e pela adogado de
sistemas de rotagcdo de culturas com alto aporte de residuos ao solo.

Segundo Andrioli et al. (2008) a producdo de fitomassa ¢ imprescindivel para o
sistema, pois protege o solo da erosdo, contribui para melhoria da fertilidade, aumenta a
infiltracdo e disponibilidade de dgua para as plantas, minimizando os impactos ao ambiente.
Teixeira et al. (2008) completam dizendo que o sucesso na implantagdo e no estabelecimento
do SPD estd fortemente relacionado com a alta producao de fitomassa nos sistemas de
rotagdo, sem a qual os objetivos e vantagens dessa forma de cultivo ndo s3o alcancados.

Atualmente a utilizagdo do sistema plantio direto se tornou uma ferramenta sustentavel

para conservacao do solo e recursos hidricos nos paises de clima tropical (GITTIL, 2012).

2.4 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

As bactérias do género Azospirillum tiveram destaque mundialmente a partir da
década de 1970, com a descoberta pela pesquisadora da Embrapa, Dra. Johanna Dobereiner
(1924-2000), da capacidade de fixacao biologica do N dessas bactérias quando em associagao
com gramineas (HUNGRIA et al., 2011).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas correspondem a um grupo de
microrganismos benéficos as plantas, devido a capacidade de colonizar a superficie das raizes,
rizosfera, filosfera e tecidos internos das plantas (DAVISON, 1988; KLOEPPER et al., 1989).

Segundo Huergo et al. (2008) estas bactérias podem estimular o crescimento das
plantas por vérios fatores, sendo a capacidade de fixagdo de N a mais importante. Além disso
ha também o aumento na atividade da redutase do nitrato quando crescem endofiticamente
nas plantas (CASSAN et al., 2008); producio de horménios como auxinas, citocininas (TIEN
et al., 1979), giberilinas (BOTTINI et al., 1989), etileno (STRZELCZYK et al., 1994) e uma
variedade de outras moléculas; solubilizagdo de fosfato (RODRIGUEZ et al., 2004).
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Provavelmente, pelo maior crescimento radicular e melhor nutricdo das plantas, ha também
varios relatos de maior tolerancia a agentes patogénicos de plantas (CORREA et al., 2008).

O maior desenvolvimento das raizes pela inoculacdo com Azospirillum spp. pode
implicar em varios outros efeitos ja relatados, como incrementos na absorcdo da agua e
minerais, maior tolerancia a estresses como salinidade e seca, resultando em plantas mais
vigorosas e produtivas (HUNGRIA, 2011).

O maior desenvolvimento do sistema radicular do feijoeiro em decorréncia da
inoculagdo de Azospirillum spp. foi constatado por German et al. (2000) que obtiveram
aumento em 95 e 66% do comprimento e peso fresco de raizes, em relagdo ao tratamento sem
inoculagao.

Além das pesquisas conduzidas estritamente com o rizobio para aumentar sua
competitividade intrinseca, outros estudos avaliaram o efeito da interagdo entre o rizobio e
outros microrganismos (BARBARO et al., 2008). Nesse contexto, pesquisadores conseguiram
incrementar a coloniza¢do ¢ a nodulacao de soja, por meio da coinoculagdo de B. japonicum
com bactérias do género Bacillus, produtoras de antibioticos

Outros relatos demonstram efeitos positivos na nodulagao pela coinoculagao de
rizobio com outras espécies de bactérias. Esta contribui¢ao foi relacionada com a produgdo de
fito-hormdnios, pectinase ou sinais moleculares, em Bacillus cereus, Azospirillum spp.,
Agrobacterium e outras espécies de microrganismos (BARBARO et al., 2008).

A utilizacdo das bactérias do género Azospirillum, principalmente a da espécies A.
brasilense como inoculante ¢ realizada em diversas culturas como: cereais, algoddo, tomate,
banana, cana-de-acucar, café e forrageiras. Existem porém varios trabalhos confirmando que
bactérias desse género produzem fitohormdnios que estimulam o crescimento das raizes de
diversas espécies de plantas (BURDMAN et al., 1996; HUNGRIA, 2011) e ainda pode fixar
N e disponibiliza-lo ao feijoeiro (GITTI et al., 2012).

A coinoculacdo da soja, utilizando Azospirillum brasilense juntamente com
Bradyrhizobium spp. tem sido preconizada tanto na Argentina como na Africa do Sul
(BARBARO et al., 2008). Os mesmos autores ainda relataram que a inoculagdo mista de
leguminosas com bactérias simbidticas e assimbidticas, consiste na utilizacdo de combinagdes
de diferentes microrganismos, aos quais produzem efeito sinérgico na qual se superam os
resultados produtivos obtidos com os mesmos, quando utilizados de forma isolada.

A coinoculagdo do Azospirillum spp. com o Rhizobium spp. pode melhorar a eficiéncia
da fixacdo bioldgica de nitrogénio no feijoeiro (REMANS et al., 2008; YADEGARI et al.,

2010), pois na presenca do Azospirillum spp., obteve-se nodulacdo precoce, aumento no
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nimero de nédulos e melhora geral no desenvolvimento do sistema radicular (VOLPIN;
KAPULNIK, 1994), condi¢des favoraveis para melhor atuacdo de Rhizobium spp., e

consequente fornecimento adequado de N pela FBN.

2.5  FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO — RHIZOBIUM

As leguminosas, em especial, requerem uma grande quantidade de N, principalmente
as anuais produtoras de graos, em funcao do ciclo curto de cultivo e dos altos teores deste
elemento retirados pelos graos por ocasido da maturagdo. Cerca de trinta e cinco quilos de N
sdo exportados em cada tonelada de graos produzida (OLIVEIRA et al., 1996). As principais
fontes de N para a cultura do feijoeiro sdo: o solo, pela decomposi¢do da matéria organica e
das rochas; a aplicagdo de adubos nitrogenados e a fixacdo biologica de N atmosférico, pela
associac¢do do feijoeiro com as bactérias do grupo dos rizdbios.

As condigdes de alta temperatura e umidade aceleram o processo da decomposi¢ao da
matéria organica dos solos brasileiros, liberando rapidamente o nitrogénio e ocasionando
posterior perda no perfil do solo, pela lixiviagdo e, na forma gasosa, devida a desnitrificagdo.
Portanto, os solos tropicais caracterizam-se pelos baixos teores de nitrogénio, e deve ser
reposto devido aos ciclos de cultivo (EMPRESA BRASILEIRA E PESQUISA
AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2012)

A fixagdo biologica de N ¢ considerada, assim como a fotossintese, um dos processos
biologicos mais importantes (EMBRAPA, 2012), consiste na reducdo do nitrogénio
atmosférico, N,, que estd indisponivel para as plantas, a NHs, uma forma que as plantas
conseguem absorver e, posteriormente, utilizar em seu metabolismo. Essas bactérias sdo
denominadas diazotroficas, e possuem essa capacidade de fixacdo do N, devido a uma enzima
conhecida como nitrogenase, responsavel pela reducao do nitrogénio atmosférico.

A bactéria e a planta possuem metabolismo complementares, ¢ cada um estimula o
outro a produzir substancias especificas (KERBAUY, 2008) para que a associacdo aconteca.
A simbiose ¢ caracterizada pela formagdo dos nodulos (estruturas hipertroficas nas raizes),
onde a formag¢do de um simples nddulo ¢ resultante de um processo complexo, envolvendo
diversos estddios (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001): a) pré-infeccdo (reconhecimento

dos simbiontes — planta e bactéria - e interacdo entre superficies da bactéria e da planta), b)
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infeccdo da planta pela bactéria e formacao do nddulo, e ¢) funcionamento do noédulo, i.e.,
fixagdo de nitrogénio. (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Para que haja o reconhecimento inicial dos simbiontes ¢ realizado através de
moléculas exsudadas pelo hospedeiro (desde a germinagdo e no decorrer do desenvolvimento
da planta) que ativam os genes de nodulacio da bactéria (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Antes da infec¢do o rizobio necessita multiplicar-se proximo a superficie da raiz antes
de ocorrer sua adesdo a raiz e penetracdo nesta; dessa forma, apds o rizobio ter se
multiplicado, aumentando sua populagdo o suficiente, ocorre sua adesao a superficie da raiz;
com a adesdo da bactéria ao pelo radicular (KERBAUY, 2008), enzimas produzidas pelas
bactérias degradam parte da parede celular, que sofre uma invaginagdo, iniciando a produgao
de uma estrutura semelhante a um tubo chamada corrente de infec¢ao ou tubo de infeccao
(KERBAUY, 2008).

As células microbianas se multiplicam no interior do nddulo, apds atingir a regido
cortical, o rizobio passa para o interior das células corticais, adaptando-se a nova fun¢do de
fixagdo do nitrogénio, sendo, nesse estddio, denominado bacteridide.

As células da planta respondem a infec¢@o, onde genes do hospedeiro especificamente
expressos durante a formagdo (infec¢do e desenvolvimento) e funcionamento dos nddulos sao
chamados de “genes de nodulinas” e se dividem em duas classes: os “genes precoces” e “ 0s
genes tardios”, respectivamente, aqueles envolvidos na infeccdo e formacdo do nodulo e os
envolvidos no funcionamento do nédulo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A expressdo desses genes, por sua vez, leva a produ¢do de nodulinas, proteinas
vegetais que se acumulam especificamente nos nodulos e tem fungdes especificas no processo
de FBN (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A leg-hemoglobina ¢ a nodulina mais conhecida e esta envolvida no ultimo passo do
estabelecimento da simbiose, ou seja, a fixa¢do bioldgica de nitrogénio. A leg-hemoglobina
tem a importante funcdo de transpor oxigénio em taxas suficientes para o metabolismo
aerobio dos bacteridides, sem excessos que possa inibir a atividade da nitrogenase
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Essa proteina confere uma cor avermelhada ao interior dos
noddulos radiculares, e € utilizada para verificar se o nodulo estd ativo ou ndo, ou seja, se esta
ocorrendo a fixagdo bioldgica de nitrogénio.

Como em toda simbiose, esse processo acontece em duas vias, onde a planta fornece
parte dos fotossintatos para a bactéria, onde serdo utilizadas: for¢a redutora e ATP para o
sistema nitrogenase; e ATP e esqueletos de carbono para o para crescimento das células

microbianas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), e a bactéria fornece o composto nitrogenado
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para a planta, a fim de produzir aminoacidos e outras substincias organicas que contém
nitrogénio (RAVEN et al., 2001).

A associacdo entre planta e bactéria apresenta grande importancia do ponto de vista
econdmico e ecologico, podendo dispensar total ou parcialmente o uso de fertilizantes
nitrogenados industriais, € com isso viabiliza o cultivo das espécies reduzindo os custos com
esse insumo (BARBERI et al.,1998). O feijoeiro beneficia-se dessa associagdo simbiotica, o
que contribui para economia devido a reducao no uso de fertilizantes nitrogenados.

As bactérias que se associam com o feijoeiro sdo denominadas genericamente de
rizobio, porém existem vdrias espécies, com diferentes graus de eficiéncia na competicao,
infeccdo, nodulagdo, multiplicagdo e fixagdo bioldgica do nitrogénio nas plantas de feijao.

Tem-se como modelo de associacdo muito bem sucedida a da soja com a bactéria do
género Bradyrhizobium, essa simbiose ¢ altamente eficiente, e a adubagdo nitrogenada nas
lavouras de soja no Brasil sdo raramente efetuadas, trata-se de uma espécie altamente
competitiva as bactérias nativas, e adaptada as condi¢des ambientais e a planta hospedeira
(soja). Com isso, efeitos semelhantes sdo esperados nas lavouras de feijdo, e os resultados e
avancos obtidos na inoculacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio nessa cultura sdo
menosprezados.

E importante salientar que o fornecimento de N para essa cultura devido a FBN ¢é
altamente significativo, suficiente para garantir as produtividades esperadas sem a utilizagdo
ou com a diminui¢do consideravel do N mineral no feijoeiro inoculado. Desde que a
inoculacdo e a condug¢do da cultura seja realizada como recomendada pelos pesquisadores.

Nos primeiros estudos sobre FBN foram descritos efeitos inibitdrios do nitrogénio
mineral em diversas etapas do processo simbidtico (FRED; GRAUL, 1916). O excesso de N-
mineral reduz, drasticamente, a nodulagdo das leguminosas, porque a nodulacdo ocorre em
resposta as demandas nutricionais da planta; na presen¢a de N- mineral tais demandas sdo
reduzidas, ndo havendo, portanto, estimulo a nodulagio (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), no
controle da producdo de flavonodides pela planta e na adesdo da bactéria as raizes, além de
influenciar o processo de infeccdo, desenvolvimento nodular e atividade da nitrogenase
(STREETER, 1988).

Porém o feijoeiro ndo ¢ considerado um hospedeiro eficiente para a FBN, uma dose
inicial de N pode melhorar o crescimento das plantas, apresentando efeito sinergistico e
permitindo produtividades economicamente atraentes (TSAI et al., 1993). Em solos com
maiores teores de matéria organica, que liberam o nitrogénio lentamente, a planta ¢ capaz de

se beneficiar da simbiose com o rizobio e complementar a sua necessidade aproveitando o N
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disponivel. Porém na presenca de N prontamente disponivel, é necessario cautela na
quantidade de fertilizante mineral a ser aplicada.

Mesmo que a inoculagdo ndo seja suficiente para suprir todo o nitrogénio requerido
pela planta, e com a realizagdo de adubagdes nitrogenadas em cobertura, a eliminagao ou
reducdo na adubacdo na semeadura ja representa economia a ser considerada (EMBRAPA,
2012), visto que a demanda para a diminui¢do da dependéncia de fertilizantes quimicos e a
necessidade de desenvolvimento da agricultura sustentavel ¢ requerida por pesquisadores e

produtores (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 EXPERIMENTO EM CAMPO

3.1.1 Area experimental

O trabalho foi instalado em area experimental pertencente a Faculdade de Engenharia
de Ilha Solteira — UNESP, localizada no municipio de Selviria (MS), apresentando como
coordenadas geograficas 51° 22° de longitude Oeste de Greenwich e 20° 22’ de latitude Sul,
com altitude de 335 metros. A precipitagdo média anual ¢ de 1370mm, a temperatura média
anual ¢ de 23,5°C e a umidade relativa do ar estd entre 70 e 80% (média anual). O

experimento foi instalado em area anteriormente ocupada com a cultura do milho.

3.1.2 Caracterizac¢ao do solo

O solo do local ¢ do tipo LATOSSOLO VERMELHO Distrofico tipico argiloso, A
moderado, hipodistréfico, dalico, caulinitico, férrico, compactado, muito profundo,

moderadamente 4cido (EMBRAPA, 2006).
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As caracteristicas quimicas do solo foram determinadas antes da instalacdo do

experimento, nas camadas de 0,00 a 0,20 m ¢ 0,20 a 0,40 m, seguindo a metodologia proposta

por Raij e Quaggio (1983) cujas caracteristicas encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1- Analise quimica do solo da area experimental na camada de 0,00 a 0,20

me 0,20 a 0,40 m em 2012. Selviria, MS, Brasil, 2012 € 2013.
Macronutrientes e resultados complementares
SB CIC m V

Camada P s®

(cm)
0-20
20-40

-mg dm’- gdm® CaCl,

10 8
7 33

Mg H+Al Al

mmol, dm™

pH K Ca
51 28 25
48 1,6 14

«(%)-

13 21 1 41
9 18 1 28

2 62
4 61

D Método da Resina; &) SO4'1.

3.1.3 Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados disposto em um esquema

fatorial 4x5 com 4 repeti¢cdes. Os tratamentos foram constituidos pela inoculagdo ou ndo de

sementes (T, — ausente de inoculagdo, T, — Azospirillum brasilense, T3 — Rhizobium tropici,

T4 - Azospirillum brasilense + Rhizobium tropici) e por cinco doses de nitrogénio (0, 30, 60,

90 e 120 kg ha™'). As parcelas foram constituidas por 5 linhas de 5 metros de comprimento,

sendo consideradas como area util as 3 linhas centrais, desprezando-se 0,5 metros, em ambas

as extremidades de cada linha.

Tabela 2- Descri¢dao dos tratamentos estudados no experimento em 2012 e 2013.

O 0 31 O AW — -

10

Selviria, MS, Brasil, 2012 e 2013.

IS
A. brasilense
A. brasilense
A. brasilense
A. brasilense
A. brasilense
R. tropici
R. tropici
R. tropici
R. tropici
R. tropici

DN (kg ha™)
0
30
60
90
120
0
30
60
90
120

T
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

IS
A. brasilense + R. tropici
A. brasilense + R. tropici
A. brasilense + R. tropici
A. brasilense + R. tropici
A. brasilense + R. tropici
Ausente de inoculagdo
Ausente de inoculagao
Ausente de inoculagao
Ausente de inoculagdo
Ausente de inoculagao

DN (kg ha™)

0
30
60
90
120

30
60
90
120

Legenda: T — tratamentos; IS — inoculagdo de sementes; DN — doses de nitrogénio.
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3.1.4 Implantac¢io do experimento

Antes da semeadura do feijao foram coletadas amostras para obtencao da producao de
massa seca de plantas de milho cultivado, anteriormente ao feijao, por meio de amostragens
aleatérias em oito pontos da 4rea experimental, utilizando um quadrado com 0,25m” de 4rea
nos dois anos agricolas. As amostras foram colocadas para secagem, em estufa de circulacao
forcada de ar a temperatura de 65 °C, posteriormente foi realizada a pesagem e os dados
transformados em kg ha™.

Foi utilizada a cultivar Pérola que apresenta plantas do tipo II/III e graos do tipo
carioca que ¢ recomendada para a regido. A inoculagdo de semente foi realizada com as doses
recomendadas de A. brasilense (200 g do inoculante para cada 25 kg de semente) e de R.
tropici (200 g do inoculante para cada 25 kg de semente), tanto para os tratamentos com as
bactérias isoladas como para a utilizacdo destas em conjunto, para facilitar a adesdo do
inoculante nas sementes foi utilizada solugdo acucarada 10%. As estirpes utilizadas para a
inoculacdo de A. brasilense foram AbVs e AbVg com 2x10% Ufc (unidades formadoras de
coldnia)/g e para R. tropici SEMIA 4080 2x10° Ufc/g, ambos inoculantes turfosos, obtidas de
produtos comerciais registrados no Ministério da Agricultura e Pecuaria. A inoculagdo das
sementes foi realizada a sombra e apds uma breve secagem (para evitar danos as sementes) foi
feita a semeadura.

A semeadura foi realizada em 03/05/2012 no primeiro ano de estudo e 14/05/2013 no
segundo ano de estudo, com espacamento de 0,50m entrelinhas e 12 plantas/m. Nao foi
realizado nenhum tratamento fitossanitario de sementes. A adubag¢do de semeadura foi
realizada com 250 kg ha' de 04-30-10. A emergéncia ocorreu no dia 09/05/2012 e
20/05/2013.

A adubagdo nitrogenada foi realizada 21 DAE (dias apds a emergéncia) em 2012 e
2013 conforme os tratamentos descritos anteriormente, depositada em filetes ao lado da linha
de plantas e incorporado com irrigagdo, tendo a ureia como fonte. O florescimento pleno
ocorreu aos 42 DAE em 2012 e aos 41 DAE em 2013. A colheita foi realizada aos 93 DAE
em 2012 e em 2013 aos 90 DAE.

O controle de pragas e de doengas, assim como de plantas daninhas, foi realizado com
produtos especificos e registrados para a cultura, de acordo com a necessidade da lavoura. No
ano de 2013 houve um severo ataque de Helicoverpa armigera, o que gerou maiores cuidados

com a lavoura.



3.1.5 Dados climaticos

O clima predominante da regido, conforme classificagdo de Koppen, ¢ do tipo Aw,
definido como tropical imido com estagdo chuvosa no verdo e seca no inverno. A
precipitagdo pluvial média anual ¢ de 1.330 mm, com temperatura média anual de
aproximadamente 25 °C e umidade relativa do ar média anual de 66% (CENTURION, 1982).

Os dados de temperatura do ar maxima e minima e precipitacao pluvial do primeiro

ano de estudo (01 de maio de 2012 a 15 de agosto de 2012) constam na Figura 1. O total de

precipitagdo pluvial registrado no periodo experimental foi de 186,5 mm.

Os dados de temperatura do ar maxima e minima e precipitagdo pluvial do segundo
ano de estudo (30 de maio de 2013 a 15 de agosto de 2013) constam na Figura 2. O total de
precipitacdo pluvial registrado no periodo experimental foi de 96,6 mm. Os dados climaticos

foram coletados em Estagdo Metereoldgica, localizada a aproximadamente 700 m da area

experimental.

Figura 1- Os dados de temperatura do ar maxima e minima e precipitagdo pluvial em 2012.

Selviria, MS, Brasil, 2012 e 2013.
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Figura 2- Os dados de temperatura do ar maxima e minima e precipitagao pluvial em 2013.
Selviria, MS, Brasil, 2012 e 2013.
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3.1.6 Avaliacgoes fitotécnicas

Durante o periodo anterior a semeadura nos dois anos de estudo (2012 e 2013) foram
mensuradas no residuo vegetal do milho a matéria seca e o teores de N total acumulado.
Quanto ao feijao, as caracteristicas agronomicas, os componentes de produgdo e em 2013 a
massa do residuo vegetal do milho e massa de plantas de feijao deixados na area ap6s colheita

da cultura.

3.1.6.1 Milho

a) Massa da matéria seca do milho (MSM)

Foi determinada apos a passagem do desintegrador mecanico, os restos vegetais foram
coletados, utilizando-se um quadrado de 0,50 m de lado e 4rea de 0,25 m?, em dois pontos por
parcela; essas amostras foram acondicionadas em sacos de papel, devidamente identificadas e
levadas para o laboratorio para secagem em estufa de ventilagdo for¢ada a temperatura de

65 °C até ponto de equilibrio constante, fazendo-se a quantificagio e extrapolando em kg ha™.
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b) Teor e quantidade de N acumulado na palhada do milho
Foi determinado o teor de N (g kg') do residuo do milho, conforme metodologia
proposta por Malavolta et al. (1997). Pelo produto do teor de nutriente e os valores

extrapolados da MSM (kg ha™), obteve-se o N total acumulado pelo milho.

3.1.6.2 Caracteristicas agronémicas do feijao

a) Populagao de plantas
Aos 8 dias apds a emergéncia das plantas e durante a colheita foi avaliado, em duas
linhas, na area util das parcelas, o nimero de plantas com o objetivo de se calcular a

populacdo inicial e a populacio final de plantas ha™.

b) Indice de clorofila foliar

A estimativa do indice de clorofila foliar foi realizada em condi¢des de campo na fase
de desenvolvimento R¢ (florescimento), com a utilizagdo de clorofilometro portatil marca
ClorofiLOG®, modelo CFL 1030 (Falker Automag¢do Agricola®), que por meio de sensores,
analisa trés faixas de frequéncia de luz e através de relagdes de absorcdo de diferentes
frequéncias, fornece medigdes dos teores das clorofilas a, b e total (atb), expressas em
unidades dimensionais chamadas ICF (indice de Clorofila Foliar) (FALKER, 2008). Cada
medi¢do foi realizada no terceiro trifolio contando do &pice para a base, sendo obtidas 4
medig¢des por parcela, em quatro plantas e com os dados obtidos destas medigdes obteve-se a

média por parcela.

c) Massa de matéria seca de plantas

Na ocasido do florescimento pleno das plantas, foram coletadas 10 plantas em local
pré-determinado na area util, acondicionadas em sacos de papel, devidamente identificadas e
levadas ao laboratdrio e submetidas a secagem em estufa de ventilagdo forgada a temperatura
média de 60-70 °C até atingir massa em equilibrio. Posteriormente as amostras foram pesadas

- -1
e os valores convertidos em g planta”.

d) Teor de macronutrientes foliar
As folhas das plantas coletadas para avaliacdo anterior, na fase de desenvolvimento Rg
(florescimento), foram moidas em moinho tipo Wiley submetidas a digestdo sulftrica e

nitropercldrica, conforme metodologia proposta por (MALAVOLTA et al., 1997).
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¢) Componentes da produgao

Foram coletadas, por ocasido da colheita, 10 plantas na area util das parcelas para a
avaliacdo de: numero de vagens por planta: foi determinado pela relagdo entre o numero total
de vagens/niumero de plantas; nimero médio de graos por vagem: foi calculado pela relagao
entre o numero total de graos/mumero total de vagens; massa de 100 graos: foi obtido pela

coleta ao acaso e pesagem de 2 amostras de 100 graos por parcela (13 % base umida);

f) Produtividade de graos
As plantas da area util de cada parcela foram arrancadas e deixadas para secagem a
pleno sol. Apos a secagem, as mesmas foram submetidas a trilha mecanica, os graos foram

pesados e os dados transformados em kg ha™' (13 % base umida).

g) Ciclo

Foi avaliado o ntimero de dias transcorridos entre a emergéncia e a colheita.

h) Nitrogénio dos graos

Apods a colheita, os graos foram moidos em moinho tipo Wiley para em seguida
submetidos a digestdo sulftrica, conforme metodologia proposta por MALAVOLTA et al.,
(1997).

1) Massa da matéria seca final da milho (MSFM)

Ap0s a colheita do feijdo em 2013 foi realizada a avaliacdo da produ¢do de massa da
matéria seca final do milho, por meio de amostragens utilizando-se um quadrado de arame
com 0,25m” de 4rea. A coleta do material vegetal foi feita de maneira aleatoria nas entrelinhas
da cultura do feijdo em quatro pontos de cada parcela. Apds a secagem, em estufa de
circulagdo forgada de ar a temperatura de 65 °C, foi realizada a pesagem e os dados

transformados em kg ha.

J) Massa da matéria seca dos residuos das plantas de feijao (MRF)

Ap0s a colheita das 10 plantas para analise de componentes de produgdo do feijao foi
realizada em 2013 a avaliagdo da producdo de massa da matéria seca, por meio da separacao
das plantas e das vagens (sem os graos retirados para outras analises), para simular a massa

deixada no local apos a colheita do feijdo. Apos a secagem, em estufa de circulagdo forcada
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de ar a temperatura de 65 °C, foi realizada a pesagem e os dados transformados em kg ha™

utilizando a populacdo final.

k) Massa da matéria seca residual total (MSRT)
Foi obtido a partir da soma da massa da matéria seca final da cobertura vegetal e da

massa da matéria seca dos residuos das plantas de feijao.

3.1.7 Analise estatistica dos dados

Os dados foram submetidos ao teste F da analise de variancia. Quando constatada
diferenca significativa, procedeu-se a comparacdo das médias dos tratamentos com inoculacao
pelo teste de Tukey, adotando-se o nivel de 5% e 1% de probabilidade (p<0,05) e (p,0,01), de
acordo com Pimentel Gomes e Garcia (2002). E o efeito das doses de nitrogénio foi analisado
por regressdao polinomial, ajustando-se modelos de equagdes lineares e quadraticas

significativas pelo teste F (p<0,01 e p<0,05).

3.2. EXPERIMENTO EM VASO

O experimento em vaso foi desenvolvido com a finalidade auxiliar nas andlises da
massa do sistema radicular, contagem de nddulos e quantificagdo de bactérias promotoras de
crescimento e assim produzir dados para melhor embasamento dos resultados obtidos em

campo.
3.2.1 Area experimental

O experimento foi desenvolvido em vaso em condi¢cdes ndo controladas, em Ilha
Solteira, Estado de Sao Paulo, Brasil com coordenadas geograficas 51°20'33" longitude oeste
e 20°25'58" latitude sul, e altitude de aproximadamente 335 metros.

Foram utilizados vasos com capacidade de 10 litros de solo, com 3 repetigoes.

3.2.2 Caracterizac¢ao do solo

Como substrato foi utilizado o solo da camada ardvel de area experimental do

experimento em campo descrito anteriormente, tendo o milho como cultura anterior. O solo
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do local ¢ do tipo LATOSSOLO VERMELHO Distréfico tipico argiloso, A moderado,
hipodistréfico, alico, caulinitico, férrico, compactado, muito profundo, moderadamente acido
(EMBRAPA, 2006). A precipitacdo média anual ¢ de 1370 mm, a temperatura média anual ¢

de 23,5 °C e a umidade relativa do ar estd entre 70 e 80% (média anual).

3.2.3 Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados disposto em um esquema
fatorial 4x5, com 3 repeti¢cdes. Os tratamentos foram constituidos pela inoculagdo ou ndo de
sementes de feijao (T1 — ausente de inoculagdo, T2 — A. brasilense, T3 — R. tropici, T4 — A.
brasilense + R. tropici) e por cinco doses de nitrogénio (0, 30, 60, 90 e 120 kg ha™). As
parcelas foram constituidas por um vaso cultivado com 5 plantas e, posteriormente,

desbastadas para o total de 3 plantas por vaso.

3.2.4 Implantacio do experimento

Para a simulacdo da situagdo do experimento em campo, apds a mensuragao da massa
da matéria seca do milho (cultura anterior ao feijao), foi colocado sobre o substrato do vaso
massa correspondente a area do vaso.

Foi utilizada a cultivar Pérola, que apresenta plantas do tipo II/IIl e graos do tipo
carioca, que ¢ recomendada para a regido Noroeste Paulista. A inocula¢do de semente foi
realizada com as doses recomendadas de A. brasilense (200 g do inoculante para cada 25 kg
de semente) e de R. tropici (200 g do inoculante para cada 25 kg de semente), tanto para os
tratamentos com as bactérias isoladas como para a utilizacdo destas em conjunto, para facilitar
a adesdo do inoculante nas sementes foi utilizada solucdo agucarada 10%. As estirpes
utilizadas para a inoculacdo de 4. brasilense foram AbVs e AbVs com 2x10% Ufc (unidades
formadoras de colonia)/g e para R. tropici SEMIA 4080 2x10® Ufc/g, ambos inoculantes
turfosos, obtidas de produtos comerciais registrados no Ministério da Agricultura e Pecudria.
A inoculagdo das sementes foi realizada a sombra e apds uma breve secagem (para evitar
danos as sementes) foi feita a semeadura manual nos vasos.

A semeadura foi realizada em 21/05/2012 e 18/05/2013; ndo houve tratamento
fitossanitario nas sementes. A adubacio de semeadura foi feita com 250 kg ha™ de 04-30-10
considerando um espacamento de 0,50 m em campo, sendo que para o vaso os valores foram

convertidos através do diametro do vaso (0,25 m), para os dois anos de estudo. A emergéncia
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das plantas ocorreu no dia 27/05/2012 e 23/05/2013. O controle de pragas e de doencas, assim
como de plantas daninhas, foi realizado com produtos especificos e registrados para a cultura,
de acordo com a necessidade das plantas.

A adubagdo nitrogenada foi realizada 21 DAE em 2012 e 2013 conforme os
tratamentos descritos anteriormente, depositado em linha e incorporado com irrigacao, tendo a
ureia como fonte. O florescimento pleno ocorreu aos 47 DAE em 2012 e aos 46 DAE em
2013, as coletas das plantas para analise de ICF, da massa de parte aérea, teor de N foliar,
massa do sistema radicular, nimero de nddulos, massa de nédulos € NMP - nimero mais
provavel de bactérias diazotroficas associativas foram realizadas nos mesmos dias.

A suplementacao hidrica foi realizada por meio de irrigagao.
3.2.5 Avaliacdes microbioldgicas e fitotécnicas

Durante o periodo de desenvolvimento e florescimento da cultura, foram realizadas as

seguintes avaliagoes:

a) Indice de clorofila foliar

A estimativa do indice de clorofila foliar foi realizada na fase de desenvolvimento Rg
(florescimento), com a utilizacdo de clorofildmetro portatil marca ClorofiLOG®, modelo CFL
1030 (Falker Automagdo Agricola®) que fornece medigdes dos teores das clorofilas a, b e
total (a+b), expressas em unidades dimensionais chamadas ICF (indice de Clorofila Foliar)
(FALKER, 2008). Cada medi¢ao foi realizada no terceiro trifélio contando do apice para a
base, sendo obtidas 3 medi¢des por parcela (vaso), em trés plantas e com os dados obtidos

destas medigdes obteve-se a média por parcela (vaso).

b) Massa seca de parte aérea e raizes

Foi determinada através da separacdo da parte aérea e raizes das plantas dos vasos na
ocasido de florescimento pleno das plantas. O sistema radicular foi separado pela lavagem do
solo e separacdo dos nddulos. As partes das plantas foram acondicionadas em sacos de papel,
devidamente identificadas e levadas ao laboratorio e submetidas a secagem em estufa de
ventilagdo forcada a temperatura média de 60-70° C até atingir massa em equilibrio.

Posteriormente as amostras foram pesadas e os valores convertidos em g por planta.
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c¢) Teor de macronutrientes foliar

Todas as folhas das plantas coletadas para avaliagdo anterior, na fase de
desenvolvimento Rg (florescimento), foram moidas em moinho tipo Wiley em seguida
submetidas a digestdo sulfurica e nitroperclorica, conforme metodologia proposta por

Malavolta et al. (1997).

d) Numero de nodulos

O solo foi coletado no vaso contemplando todo o volume de solo presente no mesmo,
na fase de desenvolvimento Rg (florescimento). Apds a separagdo e lavagem do sistema
radicular, o numero de nddulos foi determinado através da contagem de nddulos presentes nas

raizes de 3 plantas de feijoeiro e feita a média dessa contagem.

e) Massa de nodulos
Apods a contagem de nddulos, os mesmos foram secados em estufa com ventilagdo

forcada a 65 °C, até atingir massa constante, apds serd obtido a massa de nodulos.

) Quantificacdo de bactérias endofiticas diazotroficas: Azospirillum spp.

As amostras para a avaliacdo de quantificagcdo de bactérias endofiticas diazotréficas -
Azospirillum spp, foram acondicionadas em camara fria, com umidade relativa do ar a 20% e
temperatura de 10 °C para conservacdo das mesmas.

A estimativa do niimero de bactérias do género Azospirillum spp. em associagdo com
o solo da rizosfera de plantas de feijao foi determinada pelo método descrito por Ddbereiner
et al. (1995) na fase de desenvolvimento R (florescimento). Foi utilizado o meio de cultura
NFb, que ¢ semi-seletivo para o isolamento de Azospirillum sp. Amostras de solo foram
diluidas em solugdo salina 0,85%, agitadas em agitador horizontal e diluidas serialmente, de
107 até 107", Foram retiradas aliquotas diluidas e inoculadas nos frascos com meio de cultura.
Os frascos foram incubados a 30 °C e ap6s 5 dias o crescimento bacteriano foi avaliado
verificando-se o aparecimento de pelicula caracteristica. O nimero populacional foi obtido

com o uso da tabela de Mc Crady, tomando-se por base o numero de frascos positivos.
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3.2.6 Analise estatistica dos dados

Os dados foram submetidos ao teste F da analise de variancia. Quando constatada
diferenca significativa, procedeu-se a comparacao das médias dos tratamentos com inoculagado
pelo teste de Tukey, adotando-se o nivel de 5% e 1% de probabilidade (p<0,05) e (p,0,01), de
acordo com (PIMENTEL; GOMES; GARCIA, 2002). E o efeito das doses de nitrogénio foi
analisado por regressao polinomial, ajustando-se modelos de equacdes lineares e quadraticas

significativas pelo teste F (p<0,01 e p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO EM CAMPO

4.1.1 Massa da matéria seca do milho (MMSM) e teor de N total acumulado na

MMSM

O milho cultivado anteriormente ao feijdo de inverno proporcionou ao sistema plantio
direto uma massa de matéria seca de 15.348 kg ha™ em 2012 ¢ 16.852 kg ha' em 2013 (Figura
2).

Para a quantidade de N acumulado na massa seca do milho, em 2012 obteve-se 90,25

kg ha™ de N e em 2013 97,57 kg ha™ de N (Figura 3).
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Figura 3- Massa da matéria seca do milho cultivado anteriormente ao feijdo de inverno no
sistema plantio direto. Selviria, MS, 2012 ¢ 2013.
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Figura 4- N acumulado no milho cultivado anteriormente ao feijao de inverno no sistema
plantio direto. Selviria, MS, 2012 e 2013.
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4.1.2 Caracteristicas agronomicas do feijao

Os valores médios da populagdo inicial de plantas de feijao estdo apresentados na
Tabela 3, nos anos de 2012 e 2013 os maiores valores foram observados no tratamento
ausente de inocula¢do (333.333 plantas ha™' em 2012 e 330.000 plantas ha em 2013) em
detrimento dos demais tratamentos. Isso ocorreu possivelmente devido a distribuicdo das
sementes inoculadas por metro, dificultada devido a camada de turfa presente nas sementes
com as bactérias, refletindo assim na densidade dos tratamentos com 4. brasilense (246.667
plantas ha” em 2012 e 248.333 plantas ha” em 2013), R. tropici (253.333 plantas ha”' em
2012 e 256.666 plantas ha™ em 2013) ¢ A. brasilense + R. tropici (253.333 plantas ha” em
2012 e 258.333 plantas ha™ em 2013).

Para a populacdo inicial em ambos os anos no tratamento com doses de nitrogénio
observa-se a igualdade dos valores médios, pois essa avaliacdo foi realizada antes da
adubagdo nitrogenada em cobertura, o que nao influenciou, portanto, nos valores obtidos
(Tabela 3).

Os resultados obtidos para a populagdo final em 2012 manteve o mesmo
comportamento da populagdo inicial desse mesmo ano, onde o tratamento ausente de
inoculagdo teve a maior populacdo final em relagdo aos outros tratamentos. J4 para 2013 o
tratamento ausente de inoculagdo teve a menor populacdo final em comparacdo ao com
Azospirillum brasilense e Azospirillum brasilense + Rhizobium tropici, nesse ano houve um
severo ataque de Helicoverpa armigera o que pode ter influenciado na diminui¢do da
populagdo final de plantas de feijao (Tabela 3). As doses de nitrogénio nao influenciaram na
populagdo final de plantas nos dois anos de estudo (Tabela 3), diferentemente de Arf et al.
(2011) que trabalhando com fontes e doses de N, observaram reducao linear na populagdo do

feijoeiro de inverno no sistema plantio direto.
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Tabela 3- Valores médios da populagio inicial de plantas de feijdo (plantas ha™), populagio
final de plantas de feijdo (plantas ha™") e massa seca de plantas de feijdo (g planta”
") em feijoeiro de inverno irrigado por aspersio em sistema plantio direto.
Selviria (MS), 2012 e 2013.

Populacio inicial Populacio final MSP
Tratamentos (plantas ha™) (g planta™)
Inoculacio 2012 2013 2012 2013 2012 2013
Ausente 333.333a 330.000a  226.200a  150.1500b 8,86 7,86
A. brasilense 246.667b  248.333b  158.200b  169.750a 10,27 7,88
R. tropici 253.333b  256.666b  174.800b  160.125ab 9,23 7,90
A+R 253.333b  258.333b  171.400b  165.000a 10,75 7,56
DMS 16.086 12.198 26.083 12.755 - -
Doses de N 2012 2013 2012 2013 2012 2013
0 271.667 273.333 193.750 161.563 8,97 721
30 271.667 273.333 173.875 159.687 9,84 6,83
60 271.667 273.333 186.500 162.031 10,73 7,82
90 271.667 273.333 176.750 162.343 9,66 8,32
120 271.667 273.333 182.375 161.093 9,68 8,81
Teste F
Inoculaggo 91,8 135,826° 18,367 5,815 1,668  0,119™
Doses N 0,000™ 0,000™ 1,027™ 0,074™ 0,682™  2,359™
Inoc x Doses N 0,000 0,000 0,661™ 1,046™ 0,410  0,907™
CV % 7,08 5,34 17,08 9,46 31,21 2324

* e** significativo a 5% e a 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente; ns = ndo significativo; DMS =
diferenca minima significativa; CV = coeficiente de variagao. ). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey.

O indice de clorofila foliar (ICF) das plantas de feijao, ndo foi influenciado pela
inoculacdo de sementes em 2012. J4 as doses de nitrogénio em cobertura influenciaram de
maneira linear o indice de clorofila foliar do feijoeiro (Tabela 4).

Em 2013 houve interacao entre a inoculagdo de sementes e doses de nitrogénio para o
indice de clorofila foliar e o desdobramento encontra-se na Tabela 5, onde nota-se na dose 0
que a inoculagdo de sementes com R. tropici proporcionou as plantas de feijao maior ICF
(36,23) em comparag¢do a inoculagdo com Azospirillum brasilense (28,15).

Para a dose de 120 kg ha™, o ICF na auséncia de inoculag¢io foi menor (33,30) quando
comparado aos outros tratamentos (A.brasilense: 44,62; R. tropici: 42,85; A.brasilense +R.
tropici: 46,13).

Quanto ao desdobramento de doses de N dentro de inoculagdo, a auséncia de
inoculagdo influenciou de maneira quadratica aumentando o ICF nas plantas de feijao até a
dose de 69,49 kg ha”' de N em cobertura. A inoculagio com A. brasilense ¢ R. tropici
influenciaram o ICF de maneira linear positiva, ou seja, quanto maior a dose de N aplicado

em cobertura maior o ICF nas plantas de feijao, devido o N ser constituinte da molécula de
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clorofila, geralmente existe alta correlacao entre o seu teor e a clorofila nas folhas do feijoeiro
(SORATTO et al, 2004). Para a coinoculagdo de sementes com A. brasilense + R. tropici 0s

dados se ajustaram a uma equacao quadratica.

Tabela 4- Valores médios do indice de clorofila foliar, proteina bruta, teor de nitrogénio
foliar e teor de fosforo foliar em feijoeiro de inverno irrigado por aspersao em
sistema plantio direto. Selviria (MS), 2012 e 2013.

Teor de N

Tratamentos ICF PB foliar Teor de P foliar
(g planta™)
Inoculacio 2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013
Ausente 42,05 35,55 43,95 15,14 47,17 2422 5,58 5,69
A. brasilense 44,22 36,57 30,05 14,86 48,07 23,78 6,16 5,34
R. tropici 45,18 37,86 31,67 15,56 50,67 24,89 6,48 5,18
A+R 45,61 37,46 31,46 15,19 50,34 2444 6,24 5,62
DMS - - - - - - - -
Doses de N 2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013
0 40,800 3247 31,17 14,62 49,88 23,39 6,80 5,76
30 41,34 33,08 35,18 1538 49,02 24,77 5,97 5,26
60 45,11 37,23 34,71 16,67 4833 26,67 5,45 6,04
90 4528 39,30 34,19 14,10 4748 22,56 5,79 4,95
120 48,78 41,73 36,16 15,18 50,60 24,28 6,57 5,28
Teste F
Inoculacio 1,975  1,881™ 87,709™ 0,355™ 2,855™ 0,366™  0,958™ 0,538™
Doses N 6,684 23,5017 5,905™ 3,225™ 1,181™ 3,296"  1,649™ 1,463"
Inoc x Doses N 0,344™ 4357 6,340 1,526™ 0,854 1,561™ 0,866™ 1,136™
CV % 11,42 7,88 9,04 1227 924 12,20 28,52 22,90

D'y = 0,066310x + 40,284250 (R°=0,93) e significativo a 5% e a 1% de probabilidade pelo teste F,
respectivamente; ns = ndo significativo, DMS = diferenga minima significativa; CV = coeficiente de variacdo.

Tabela 5- Desdobramento da interacdo de inoculacdo de sementes entre doses de nitrogénio
no ICF no feijoeiro de inverno cultivado irrigado por aspersdo em sistema plantio
direto em 2013. Selviria (MS).

Doses de nitrogénio (kg ha™)

Inoculacao 0 30 60 90 120
ICF
Ausente 32,08ab 32,28 40,33 39,73 33,30b
A. brasilense ® 28,15b 34,10 34,98 41,00 44.62a
R. tropici © 36,23a 34,95 37,03 38,23 42.85a
A+R® 33,42ab 30,97 36,55 40,25 46,13a
DMS Inoculagdo dentro de doses de nitrogénio — 6,36

D'y = 0,001739x2 + 0,241675x + 30,439048 (RZ = 0,65); ) y = 0,132778x + 28,603333 (R = 0,97); ) y =
0,055056x + 34,55667 (R2 = 0,74); P y = 0,001173x% - 0,025071x + 32,631905 (R? = 0,96). Médias seguidas de
mesma letra ndao diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Para o teor de N foliar (Tabela 4) houve interacdo entre a inoculagdo de sementes e

doses de N, nas doses de 30, 60, 90 e 120 kg ha™ a auséncia de inoculagio proporcionou as
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plantas de feijdo maior teor de N em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 6). Ja para
inoculagdo dentro de doses, no tratamento ausente de inoculagdo os dados se ajustaram a uma
equacdo quadratica, aumentando o teor de N foliar até a dose de 81,33 kg ha™ (Tabela 6).

Os teores de PB e P foliar ndo foram influenciados pela inoculagdo de sementes e

pelas doses de N nos dois anos de estudo

Tabela 6- Desdobramento da interacdo de inoculagdo de sementes entre doses de nitrogénio
no teor de N foliar no feijoeiro de inverno cultivado irrigado por aspersao em sistema plantio
direto em 2012. Selviria (MS).

Doses de nitrogénio (kg ha™)

Inoculacio 0 30 60 90 120
Teor de N foliar (g kg")
Ausente " 30,94 48,42a 48,04a 44,01a 48,32a
A. brasilense 30,67 28,91b 28,83b 30,02b 31,80b
R. tropici 31,29 33,31b 30,46b 31,02b 32,27b
A+R 31,80 30,10b 31,51b 31,72b 32,21b
DMS Inoculagdo dentro de doses de nitrogénio — 5,79

Dy =-0,002375x" + 0,386319x + 33,597214; Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

O teor de K foliar nos dois anos de estudo e teor de Ca foliar no feijoeiro em 2012 nao
foram influenciados pela inoculagdo de sementes e pelas doses de N em cobertura (Tabela 7).
Em 2013 os valores médios do teor de Ca foliar, para doses de N, se ajustaram a uma equagao
quadréatica, aumentando o teor de Ca até a dose de 71,32 kg ha™.

Nos dois anos de estudo o teor de Mg foliar no feijoeiro nao foi influenciado pela
inoculagdo de sementes, ja para as doses de N os dados se ajustaram a equacdes quadraticas,
onde em 2012 houve aumento do teor de Mg foliar até a dose de 102,53 kg ha™' e em 2013 até
a dose de 79,81 kg ha™! (Tabela 7).

A aduba¢do com N aumenta a massa do sistema radicular (Tabela 18) e assim
beneficiou a absor¢do de alguns nutrientes, N (Tabela 6), Ca (Tabela 7) e Mg (Tabela 7).

O teor de S foliar do feijao ndo foi influenciado tanto pela inoculagdo de sementes

quanto para doses de N aplicado em cobertura em 2012 e 2013 (Tabela 7).
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Tabela 7- Valores médios do teor de potassio, calcio, magnésio e enxofre foliar em feijoeiro
de inverno irrigado por aspersdao em sistema plantio direto. Selviria (MS), 2012 e

2013
Teor de K Teor de Ca Teor de Mg Teor de S
Tratamentos foliar foliar foliar foliar
(g kg
Inoculaciio 2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013
Ausente 22,85 2447 17,02 16,60 5,87 6,74 3,01 2,57
A. brasilense 2230 23,73 18,04 16,95 5,92 6,03 3,41 2,98
R. tropici 2293 2371 17,04 17,61 5,89 6,25 3,10 2,60
A+R 23,55 2895 17,90 16,82 5,92 6,14 3,26 2,78
DMS - - - - - - - -
Doses de N 2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013
0 2291 2461 17,10 14,739 569@  524® 325 3,04
30 2322 2493 1728 16,87 5,90 6,22 3,09 2,55
60 22,63 2741 17,62 18,96 5,94 6,84 3,06 2,50
90 2253 2465 17,07 17,74 5,97 6,69 3,23 2,61
120 2325 2447 1843 16,69 6,01 6,45 3,34 2,97
Teste F
Inoculagio 1,410™  2,126™  0,976™  0,449™ 0,320 1,527™ 2,699  1,291™
Doses N 0,469™ 0,412™ 0,840 4,578 7.875" 49317 0,942 1,802™
Inoc x Doses N 1,011™  0,563™ 0,464™ 0,892™  0,546™ 0,503™ 0,490 1,900™
CV % 8,41 26,51 14,08 1481 2,98 19,64 1524 23,87

My =-0,000769x” + 0,108258x + 14,655667 (R* = 0,93); @ y = -0,000027x" + 0,005537x + 5,712107 (R* =
0,95); @ y = -0,000253x* + 0,040037x + 5,253286 (R* = 0,99). "¢"" significativo a 5% e a 1% de probabilidade
pelo teste F, respectivamente; ns = ndo significativo; DMS = diferenca minima significativa; CV = coeficiente de
varia¢do.

Analisando a inoculagdo de sementes em 2012 (Tabela 8) pode-se observar que a
coinoculagdo de A. brasilense com R. tropici proporcionou as plantas de feijao maior nimero
de vagens (12,22) quando comparado a testemunha (9,24). Fato que pode ser explicado pela
acdo conjunta das bactérias diazotroficas, que podem proporcionar as plantas de feijao melhor
desenvolvimento tanto do sistema radicular como da parte aérea, que mesmo ndo sendo
diferente estatisticamente (Tabela 18), apresentou valores médios numericamente superiores
no tratamento com 4. brasilense + R. tropici, levando assim ao aumento de botdes florais e
consequentemente de vagens. Em 2013, os dados de niimero de vagens por planta ndo
apresentaram diferenca quando inoculados ou ndo inoculados, essa homogeneidade dos
valores médios pode ter ocorrido devido ao ataque severo de H. armigera que ocorreu na area,
essa praga além de consumir folhas tem o habito de se alimentar também de botdes florais, o

que provavelmente influenciou os dados obtidos nas avaliagcdes do estudo em 2013.
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Tabela 8- Valores médios do nimero de vagens por planta, nimero de graos por
vagem e massa de cem graos em feijoeiro de inverno irrigado por aspersao
em sistema plantio direto. Selviria (MS), 2012 ¢ 2013.

Numero de vagens Nuamero de graos Massa de 100 graos
Tratamentos 1 =i
(planta™) (vagem™) (®
Inoculacio 2012 2013 2012 2013 2012 2013
Ausente 9,24b 9,83 5,55 5,00 28,95 28,44
A. brasilense 11,01ab 10,06 6,19 4,90 29,19 28,21
R. tropici 10,39ab 9,09 5,22 4,86 28,87 28,80
A+R 12,22a 9,37 5,52 5,07 29,25 28,04
DMS 2,33 - 0,82 - - -
Doses de N 2012 2013 2012 2013 2012 2013
0 9,97 8,12 5,10 5,20 28,21" 28.35
30 10,70 9,69 5,29 5,06 29,79 27,89
60 11,22 10,06 5,91 4,84 29,24 28,96
90 11,63 9,64 5,20 4,81 29,20 28,23
120 10,04 10,41 6,60 4,89 28,87 28,43
Teste F
Inoculagio 3,968  0,533™ 3,408 0,343 0,318  1,323™
Doses N 1,084™  1,728™ 6,609° 0,808 3,026 1,478™
Inoc X Doses N 0,785™ 1,503™ 1,982" 1,401™ 1,172™ 1,663™
CV % 26,03 27,80 17,48 14,79 4,60 4,53

Dy = -0,000263x" + 0,034055x + 28,441429 (R = 0,62); ¢ significativo a 5% ¢ a 1% de
probabilidade pelo teste F, respectivamente; ns = ndo significativo, DMS = diferengca minima
significativa; CV = coeficiente de variacdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey.

Em 2012, para nimero de graos por vagem, houve interacdo entre a inoculacdo de
sementes ¢ doses de N e o desdobramento esta apresentado na Tabela 9. Analisando dose
dentro de inoculagdo de sementes, para a dose de 30 kg ha™ a inoculagio com A. brasilense
proporcionou maior numero de graos por vagem (6,62) quando comparado ao tratamento com
a inoculacdo com R. tropici (4,49) . Para inoculacdo de sementes dentro de doses, verifica-se
que na auséncia de inoculacdo os dados se ajustaram a uma equagdo linear positiva, onde o
aumento da dose de N refletiu no aumento do nimero de graos por vagem, o que difere de
resultados obtidos por outros autores, onde a adicdo doses de N ndo influenciaram nessa
caracteristica, por ser uma caracteristica varietal pouco influenciada pela adubagao
(SORATTO et al, 2004; CRUSCIOL et al., 2007, GOMES et al., 2008; MOREIRA et al.,
2013). Para o tratamento com R. tropici os dados se ajustaram a uma equacdo quadratica,
aumentando o niimero de grios por vagem até a dose 40,36 kg ha” de N em cobertura. O
numero de grios por vagem, em 2013, ndo foi influenciado tanto pela inoculagdo de sementes
quanto para doses de N (Tabela 8). Discordando também de Alvarez et al. (2005) que no ano
de 2000 avaliando doses de N (0, 25, 50, 75, 100 e 125 kg ha™) aplicadas sob duas fontes

(nitrato de amonio e ureia) em cobertura em feijoeiro cultivado sob sistema plantio direto
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irrigado no periodo de inverno para o estado do Mato Grosso do Sul, verificaram que
decresceram linearmente o nimero de grios por vagem quando aplicado menores doses de N
em cobertura.

Em 2012 e 2013 para massa de 100 graos de feijao ndo houve diferenca significativa
para inoculag@o de sementes, ja em 2012 as doses de N influenciaram de maneira quadratica
os dados, aumentando a massa de 100 grios do feijoeiro até a dose de 64,74 kg de N ha™',
discordando de Moreira et al. (2013) que avaliando o desempenho agrondmico do feijoeiro
irrigado apos a adi¢do de doses de nitrogénio na semeadura e em cobertura, na regido Norte
do Estado de Minas Gerais ndo observaram diferenca na massa de 100 graos. Porém no
estudo em 2013 as doses ndo influenciaram na massa de 100 graos, ratificando que essa ¢ a
caracteristica que apresenta menor variagdo de acordo com as alteragdes do meio. Segundo

Soratto et al. (2004) a aplicag@o de N ndo causa grande variacdo na massa de 100 grdos.

Tabela 9- Desdobramento da interagdo de inoculagdo de sementes entre doses de nitrogénio
no nimero de graos por vagem no feijoeiro de inverno cultivado irrigado por
aspersao em sistema plantio direto em 2012. Selviria (MS).

Doses de nitrogénio (kg ha™)

Inoculagao 0 30 60 90 120
Numero de graos por vagem
Ausente 4,50 4,83ab 5,16 6,07 7,19
A. brasilense 6,00 6,062a 6,96 5,26 6,11
R. tropici ® 4,95 4,49b 5,29 4,47 6,93
A+R 4,96 5,23ab 6,25 5,00 6,17
DMS Inoculagdo dentro de doses de nitrogénio — 1,84

My =0,022067x + 4,225500 (R* = 0,92); @ y = 0,000336x" — 0,027120x + 5,039429 (R* = 0,69). Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O teor de N nos graos ndo apresentou diferenca significativa em 2012, tanto para
inoculagdo de sementes quanto para doses de N (Tabela 10). Em 2013 a inoculag¢do de
sementes com A. brasilense proporcionou aos grios de feijio maior teor de N (26,38 g kg™)
quando comparada a inoculagio com R. tropici (23,27 g kg') (Tabela 10). Os dados de
proteina bruta apresentaram o mesmo comportamento do teor de N, ndo havendo diferenga
significativa em 2012, tanto para inoculacdo de sementes quanto para doses de N. Em 2013 a
inoculagdo de sementes com A. brasilense (16,49) proporcionou aos graos de feijao maior teor

de PB quando comparada a inoculagdo com R. tropici (14,55) (Tabela 10).
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Tabela 10- Valores médios do teor de N nos graos, proteina bruta nos graos e
produtividade de graos em feijoeiro de inverno irrigado por aspersdo em
sistema plantio direto. Selviria (MS), 2012 ¢ 2013.

Teor de N nos ~ Produtividade de
~ PB nos graos ~
Tratamentos graos graos
-------------- TR L — (kg ha™)
Inoculacio 2012 2013 2012 2013 2012 2013
Ausente 25,15 25,00ab 15,72 15,63ab 3.122 1.553b
A. brasilense 24,48 26,38a 15,30 16,49a 3.096 1.881a
R. tropici 23,43 23,27b 14,65 14,55b 3.171 1.444b
A+R 24,30 24.39ab 15,19 15,24ab 3.196 1.511b
DMS - 2,90 - 1,81 - 223
Doses de N 2012 2013 2012 2013 2012 2013
0 24,50 23,85 15,32 1490  2.788 " 1.549
30 25,67 26,28 16,04 16,42 2.971 1.583
60 24,70 23,20 15,44 14,50 3.323 1.604
90 23,59 25,51 14,75 15,94 3.370 1.673
120 23,24 24,97 14,52 15,61 3.278 1.577
Teste F
Inoculacio 0,380™ 2,789 0,381™ 2,787 0,295™ 10,634
Doses N 0,561™  2,070™ 0,562™  2,066™ 7423”7 0,490™
Inoc x Doses N 1,197 2,406 1,198™ 2,407 1,389™ 1,260™
CV % 21,09 13,99 21,09 13,99 11,85 16,70
My =-0,067931x> + 12,750472x + 2747,862232 (R* = 0,94); ‘e significativo a 5% e a 1% de
probabilidade pelo teste F, respectivamente; ns = ndo significativo, DMS = diferenca minima

significativa; CV = coeficiente de variacao. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey.

Para produtividade de grdos em 2012 ndo houve diferenga significativa para a
inoculagdo de sementes e para doses de N, os dados se ajustaram a uma equacao quadratica,
aumentando a produtividade de grios até a dose de 93,85 kg de N ha™ (Tabela 1), diferindo de
Moreira et al. (2013), que obtiveram a maior produtividade de graos na dose de 120 kg ha de
nitrogénio.

Em 2013 as sementes de feijdo inoculadas com A. brasilense proporcionaram a
obtengdo de maior produtividade de grios (1881 kg ha™') em relagio aos demais tratamentos,
inoculagdo ausente (1.553 kg ha™), R. tropici (1.444 kg ha™') e A. brasilense +R. tropici
(1.511 kg ha™) (Tabela 10). Os valores médios em 2013 foram menores que em 2012, isso
pode ser explicado pelo ataque de H. armigeraque prejudicou o desenvolvimento e
produtividade das plantas de feijao nesse ao de estudo.

Na Tabela 11 estdo apresentados Valores médios da massa da matéria seca final do
milho (MSFM), massa da matéria residual do feijdo (MRF) e massa da matéria seca residual
total (MSRT) na area cultivada com feijado de inverno irrigado por aspersdo em sistema

plantio direto em 2013.
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A inoculagdo de sementes ¢ doses de N nao influenciaram na MSFM e na MSRT,
porém para MRF o tratamento sem inoculacdo levou as plantas de feijdo a ter maior massa

residual quando comparado ao R. tropici.

Tabela 11- Valores médios da massa da matéria seca final do milho (MSFM)),
massa da matéria residual do feijao (MRF) e massa da matéria seca
residual total (MSRT) na area cultivada com feijao de inverno
irrigado por aspersdo em sistema plantio direto. Selviria (MS),

2013.
Tratamentos L EM MRE 1 MSRT
(kgha™)
Inoculacio 2013
Ausente 1.986 2.679a 4.665
A. brasilense 2.155 2.128ab 4.283
R. tropici 2.249 1.631b 3.879
A+R 2.061 1.880ab 3.941
DMS - 927 -
Doses de N
0 2.457 1.816 4272
30 1.935 2.452 4.387
60 1.989 2.151 4.139
90 1.947 1.968 3.915
120 2.236 2.011 4.248
Teste F
Inoculagéo 0,428™ 3,363° 1,728"
Doses N 1,369™ 0,771™ 0,335™
Inoc x Doses N 1,164™ 0,551™ 1,325™
CV % 31,94 45,52 25,44

"¢ significativo a 5% e a 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente; ns = nao
significativo; DMS = diferenca minima significativa; CV = coeficiente de variagdo. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.

4.2 EXPERIMENTO EM VASO

A inoculacdo de sementes com bactérias diazotroficas para melhorar a eficiéncia da
fixagdo bioldgica de nitrogénio e as doses de N em cobertura para ajuste de uma quantidade
adequada para o desenvolvimento do feijoeiro com a utilizagdo de bactérias diazotroficas, ndo
influenciou o teor de clorofila nos dois anos de estudo (2012 e 2013), bem como o teor de
nitrogénio e o teor de proteina bruta no primeiro ano de estudo (2012) (Tabela 12). Silva et al.
(2009), verificando os efeitos da inoculagdo com R. tropici associado a adi¢do de exsudatos

de sementes de Mimosa flocculosa na cultura do feijao em sucessdo aos cultivos de soja e
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milho em campo. Também ndo verificaram diferenga entre os tratamentos (testemunha, R.

tropici, R. tropici + M. flocculosa) no teor de nitrogénio na planta de feijdo.

Tabela 12- Valores médios do indice de clorofila foliar (ICF), teor de nitrogénio foliar (N) e
teor de proteina bruta (PB), em feijoeiro de inverno cultivado em vaso. Ilha
Solteira (SP), 2012 e 2013.

ICF Teor de N foliar Teor de PB foliar
Tratamentos =
----------- (g kg™)-————--

Inoculagiio 2012 2013 2012 2013 2012 2013
Ausente 38,25 39,11 36,38 23,60 22,66 14,75

A. brasilense 38,88 39,49 38,15 24,00 23,98 14,63
R. tropici 37,65 38,93 36,72 24,21 22,95 15,13
A+R 38,05 37,32 38,98 24,66 24,36 15,33

DMS - - - - - -

Doses de N 2012 2013 2012 2013 2012 2013
0 40,38 40,99 38,97 25,59 24,35 15,58

30 38,41 39,10 36,70 25,09 22,94 15,68

60 36,24 36,72 37,42 24,41 23,89 15,17

90 36,79 37,28 37,01 22,70 23,30 14,14

120 39,21 39,47 37,70 22,79 23,46 14,22

Teste F

Inoculagio 0,133™ 0,747™ 0,689"™ 0,896™ 0,803™  1,177™
Doses N 1,167™ 1,947™ 0,285™ 6,506 0,267 4,775
Inoc x Doses N 0,615™ 0,970™ 1,107™ 2,422° 1,165 1,933

CV % 14,32 11,08 15,12 7,43 14,94 7,76

"¢ significativo a 5% e a 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente; ns = nio significativo; DMS =
diferenga minima significativa; CV = coeficiente de variacdo.

No ano de 2013 para o teor de nitrogénio houve interacdo da inoculagdo de sementes e
doses de nitrogénio (Tabela 13). Considerando a inoculagdo de sementes dentro de doses de
nitrogénio, observa-se que na dose de 90 kg ha™ a inoculagdo conjunta de A. brasilense + R.
tropici proporcionou maiores teores de N no feijoeiro (25,01 g planta™) quando comparado ao
tratamento apenas com A. brasilense (21,02 g planta™). Analisando doses de nitrogénio dentro
de inoculagdo de sementes, para o ausente de inoculacdo e para o tratamento com

Azospirillum brasilense os dados se ajustaram a uma equagao linear negativa (Tabela 13).
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Tabela 13- Desdobramento da interagdao de inoculagao de sementes entre doses de nitrogénio
no teor de N no feijoeiro de inverno cultivado em vaso em 2013. Ilha Solteira

(SP).
Doses de nitrogénio (kg ha™)
Inoculagao 0 30 60 90 120
Teor de N foliar (g kg™)
Ausente 24,06 24,45 25,81 22,07ab 21,63
A. brasilense ¥ 27,24 26,58 22,82 21,02b 22,33
R. tropici 24,57 26,58 24,01 22,71ab 23,17
A+R 26,48 22,75 25,01 25,01a 24,02
DMS Inoculagdo dentro de doses de nitrogénio — 3,46

Dy=0,024111x + 25,050667 (R>= 0,44); @y = -0,051222x + 27,070667 (R>= 0,78). Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para o teor de proteina bruta no ano de 2013 (Tabela 12), houve intera¢do entre a
inoculacdo de sementes e doses de nitrogénio (Tabela 14), sendo a inoculagdo conjunta de 4.
brasilense + R. tropici proporcionou maiores teores de proteina bruta foliar no feijoeiro
(15,63) quando comparado ao tratamento apenas com A. brasilense (12,98) para a dose de 90
kg ha”'. Analisando doses de nitrogénio dentro de inoculagdo de sementes, na auséncia de
inoculacdo e no tratamento com A. brasilense os dados se ajustaram a uma equacdo linear
negativa, com ponto de méximo de 41,47 kg ha”' na auséncia de inoculagdo e para o
tratamento com A. brasilense de 19,52 kg ha™

Os resultados obtidos tanto no teor de N foliar quanto no teor de proteina bruta podem
ter ocorrido, pois o N mineral quando aplicado em quantidades elevadas pode inibir a fixagao
biologica de N atmosférico pelas bactérias diazotroficas que por sua vez podem utilizar o N
mineral aplicado para a nutri¢do da planta em seu metabolismo, competindo assim com o

feijoeiro por esse nutriente, refletindo também no percentual de proteina bruta na planta.

Tabela 14- Desdobramento da interagdo de inoculagdo de sementes entre doses de nitrogénio
no teor de proteina bruta no feijoeiro de inverno cultivado em vaso em 2013. Ilha

Solteira (SP).
Doses de nitrogénio (kg ha™)
Inoculacao 0 30 60 90 120
Teor de proteina bruta (g kg™")
Ausente " 15,03 15,28 16,13 13,78ab 13,52
A. brasilense ® 15,36 16,61 14,26 12,98b 13,96
R. tropici 15,36 16,61 15,01 14,19ab 14,48
A+R 16,55 14,22 15,30 15,63a 14,95
DMS Inoculagdo dentro de doses de nitrogénio — 2,25

My=-0,015122x + 15,655333 (R’= 0,44); @y = -0,021444x + 15,920667 (R’= 0,53). Médias seguidas de mesma
letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Na Tabela 15 estdo apresentados os valores médios do teor fosforo foliar em feijoeiro
de inverno cultivado em vaso, para os anos de 2012 e 2013 ndo houve efeito significativo
tanto para os tratamentos com a inoculagao de sementes como para doses de nitrogénio. Os
valores médios de potassio em 2012 se ajustaram a uma equagao linear negativa (Tabela 15),
em 2013 houve interagdo entre a inoculacdo de sementes e doses de nitrogénio, o
desdobramento encontra-se na Tabela 16, onde se pode observar que para a inoculacao de
sementes dentro de doses de nitrogénio na dose 60 kg ha™ o tratamento com A. brasilense
proporcionou ao feijoeiro maiores teores de potassio (31,28 kg ha™) em comparacio ao
tratamento com R. tropici (22,07 kg ha™") e ausente de inoculagdo (18,59 kg ha™).

Para doses dentro de inocula¢do, no tratamento com A. brasilense os dados se

ajustaram a uma equagio quadratica, aumentando o teor de K até a dose de 64,37 kg ha™.

Tabela 15- Valores médios do teor de fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca) em
feijoeiro de inverno cultivado em vaso. Ilha Solteira (SP), 2012 e 2013.

Teor de P foliar Teor de K foliar Teor de Ca foliar
Tratamentos P kg‘l‘
\ J

Inoculagiio 2012 2013 2012 2013 2012 2013

Ausente 3,69 4,56 17,10 19,60 12,44 19,53

A. brasilense 3,83 4,83 16,67 22,78 12,14 24,01
R. tropici 3,74 4,98 16,97 20,58 13,59 20,72
A+R 3,94 4,98 17,53 21,82 12,83 21,46

DMS g g g g g 2

Doses de N 2012 2013 2012 2013 2012 2013
0 4,24 4,66 19,79 ¥ 20,28 14,07 19,46

30 3,68 4,94 17,13 21,40 12,47 20,30

60 3,65 4,98 17,71 24,28 12,41 23,85

90 3,87 4,38 16,46 19,67 12,51 21,35

120 3,55 4,73 15,50 20,34 12,29 21,71

Teste F

Inoculacdo 0,288™  0,833™ 1,08™ 1,955  1,498™  4,374"
Doses N 1,381  0,331™ 7,147 2,702° 1,686™  2,483™
Inoc x Doses N 0,291™  0,732™ 0,917 2,038" 1,376™ 1,741"
CV % 21,17 17,37 12,04 12,04 15,53 16,39

(0'y="-0,030833x + 19,166667 (R’= 0,83); e significativo a 5% e a 1% de probabilidade pelo teste F,
respectivamente; ns = ndo significativo, DMS = diferenga minima significativa; CV = coeficiente de
variagdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Para os teores de calcio foliar (Tabela 15) nao houve diferenca significativa no
experimento desenvolvido em 2012, ja em 2013 houve interagdo entre a inoculacdo de

sementes e doses de nitrogénio. Considerando o desdobramento (Tabela 17), nota-se que na
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dose de 60 kg ha™ o tratamento com A. brasilense proporcionou maiores valores de teor de
célcio (32,63g planta™) em detrimento aos outros tratamentos (Inoculagdo ausente: 19,10; R.
tropici: 19,91; A. brasilense + R. tropici: 23,76 g planta™). Quanto ao desdobramento de
doses dentro de inoculagdo, a inoculagao de sementes com A. brasilense influenciou de
maneira quadratica aumentando o teor de célcio nas plantas de feijao até a dose de 63,6 kg ha’

' de N em cobertura.

Tabela 16- Desdobramento da interagdo de inoculagdo de sementes entre doses de nitrogénio
no teor de K foliar no feijoeiro de inverno cultivado em vaso em 2013. Ilha

Solteira (SP).
Doses de nitrogénio (kg ha™)
Inoculacao 0 30 60 90 120
Teor de K foliar (g kg™)

Ausente 17,86 19,32 18,59b 19,54 22,70

A. brasilense 19,40 21,67 31,282 18,81 22,77
R. tropici 22,92 19,21 22,07b 20,64 18,04
A+R 20,97 25,41 25,19ab 19,69 17,86

DMS Inoculagdo dentro de doses de nitrogénio — 7,47

My=-0,001484x" + 0,191051x + 19,335905 (R*= 0,26). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 17- Desdobramento da interagdo de inoculacao de sementes entre doses de nitrogénio
no teor de Ca no feijoeiro de inverno cultivado em vaso em 2013. Ilha Solteira

(SP).
Doses de nitrogénio (kg ha™)
Inoculacao 0 30 60 90 120
Teor de Ca foliar (g kg™)

Ausente 16,94 19,87 19,10b 20,97 20,75

A. brasilense " 20,09 23,06 32,63a 21,30 22,99
R. tropici 19,84 20,06 19,91b 20,75 23,06
A+R 20,97 20,20 23,76b 22,37 20,02

DMS Inoculagdo dentro de doses de nitrogénio — 6,79

My=-0,001861x" +0,236810 x + 19,858190 (R’= 0,42). Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A inoculag¢do de sementes influenciou o teor de magnésio nas plantas de feijdo no
experimento realizado em 2012 (Tabela 18), onde a inoculagdo de Azospirillum brasilense +
Rhizobium tropici proporcionou as plantas de feijao maiores teores de magnésio em relacao
ao tratamento ausente de inoculagdo. A coinoculagdo com bactérias diazotroficas, por

proporcionar um possivel aumento no sistema radicular, pode melhorar a absor¢do de
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nutrientes pelo feijoeiro, explicando assim os resultados obtidos com nesse estudo para os
teores de magnésio foliar. Para as doses de N, os dados se ajustaram a uma equagao
quadratica, com o ponto de maximo no teor de Mg foliar sendo alcangcado com a aplicagdo de
86 kg ha de N.

As doses de N em cobertura influenciaram os teores de enxofre das plantas de feijao
de maneira linear negativa em 2013 (Tabela 18). Analisando a MPA, em 2012, nota-se que os
dados ajustaram-se a uma equagdo quadratica as doses de nitrogénio em cobertura,
aumentando a MPA até a dose de 85,80 kg ha™.

O aumento da massa da parte aérea com a adi¢cao de maiores doses de N, pode explicar
os resultados obtidos no teor de N foliar (Tabela 13), teor de P foliar (Tabela 15), teor de S
foliar (Tabela 18), isso ocorreu devido ao efeito diluicdo, visto que esses dois ultimos

nutrientes participam do metabolismo do N.

Tabela 18- Valores médios do teor de magnésio foliar (Mg), teor de enxofre foliar (S), massa
da parte aérea (MPA) e massa do sistema radicular (MSR) em feijoeiro de
inverno cultivado em vaso. Ilha Solteira (SP), 2012 e 2013.

Teor de Mg

: Teor de S foliar MPA® MSR®
Tratamentos foliar
ey f— — —— (g planta™)-———mmmmeee -
Inoculacio 2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013
Ausente 4,16b 421 2,00 2,89 18,37 22,87  2,18ab 1,49

A. brasilense 4,27ab 2,83 2,31 2,76 13,95 23,28  2,22ab 1,78
R. tropici 4,39ab 2,69 2,13 2,94 12,58 26,14 1,83b 1,72

A+R 4,58a 2,74 2,59 2,81 16,48 29,07 26la 2,47
DMS 0,41 - - - - 0,64 -
Doses de N 2012 2013 2012 2013 2012 2013 2012 2013
0 4,040 260 2,44 2,09 898® 21,17 125@ 1,98
30 4,13 2,66 2,46 3,10 12,65 30,03 1,93 1,79
60 4,48 4,65 2,19 3,03 18,00 2620 2,19 1,71
90 4,73 2,80 2,15 2,64 20,73 2453 2,50 2,05
120 4,37 2,82 2,06 2,50 1637 24,78 3,21 1,79
Teste F
Inoculacdo 2,727°  1,054™ 1,988™ 0,585™ 1,940 0,429 33107  1,309™
Doses N 5187 1,151 0,791  5,1397 72337 0,433™ 15,864 0,122
Inoc x DosesN  1,454™  1,015™ 1,018™ 1,102™ 1,050™ 0,719 1,331™  1,133™
CV % 9,64 9,43 31,42 14,11 18,13 2647 9,78 19,00

Dy=.0,000079x" — 0,013640x + 3,956905 (R*=0,76); @'y=-0,004767x + 3,137500 (R* = 0,73); Oy = -
0,001482x> + 0,253966x + 8,108810 (R* = 0,91); Yy = 0,014978x + 1,315167 (R* = 0,97); " ¢" significativo a
5% e a 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente; ns = ndo significativo; DMS = diferenca minima
significativa; CV = coeficiente de variagio ® A analise se refere aos dados transformados em (x + 1)*°. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
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Para a MSR das plantas de feijdo no cultivo de 2012 (Tabela 18), verifica-se que a
inoculagdo de sementes com A. brasilense + R. tropici proporcionou maior massa do sistema
radicular das plantas de feijdo (2,61 g planta™) em detrimento ao tratamento com R. tropici. A
presenca do A. brasilense contribui para o aumento do sistema radicular, seja pela fixagdo de
nitrogénio atmosférico, ou pela producdo de fitohormonios que levaram ao aumento dessa
parte da planta, devido ao aumento de radicelas e/ou didmetro das raizes (BURDMAN et al.,
1996; DARDANELLI et al., 2008).

As doses de N em 2012 influenciaram de maneira linear positiva a massa do sistema
radicular, pois o N proporciona crescimento do sistema radicular (Tabela 18) beneficiando a
absorcao de alguns nutrientes.

O numero de noédulos por planta de feijdo, nos dois anos de estudo, ndo foram
influenciados pela inoculagdo de sementes (Tabela 19), isso pode ter ocorrido devido a
presenga de estirpes nativas de Rhizobium spp. no solo utilizado para o cultivo do feijoeiro,
visto que o R. tropici tem baixa eficiéncia na competitividade com rizobios nativos

(CASSINI; FRANCO, 2006).
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Tabela 19- Valores médios do numero de nodulos por planta (N NOD), massa de
nddulos por planta (M NOD) e numero mais provavel de bactérias
diazotroficas associativas (NMP) em feijoeiro de inverno cultivado em
vaso. Ilha Solteira (SP), 2012 e 2013.

T N NOD M NOD NMP
ratamentos T i - I
(planta™) (g planta™) (10" n° cel. g pI")
Inoculagiio 2012 2013 2012 2013 2012 2013
Ausente 380,7 113,29 0,793 0,217 10,16 7,86
A. brasilense 374,4 114,16 0,717 0,231 10,81 11,27
R. tropici 330,4 97,08 0,616 0,231 9,04 7,99
A+R 438,7 103,97 0,681 0,228 9,35 8,97
DMS - - -
Doses de N 2012 2013 2012 2013 2012 2013
0 440,17 123,07?® 0,923 @ 0,240 7,42 11,02
30 562,2 149,01 1,106 0,288 8,85 7,93
60 412.,6 100,70 0,736 0,204 11,01 10,42
90 322.4 117,75 0,452 0,229 10,20 8,22
120 167,9 45,10 0,292 0,173 11,70 7,53
Teste F
Inoculaggo 1,670™ 0,416™ 2,024™ 0,020™ 0,118™  0,924™
Doses N 16,284 2,853 38,137  0,626™ 0,922™  0,838™

Inoc x Doses N 0,610™ 1,396™ 0,529™ 0,968™ 1,312™ 1,054™
CV% 18,16 42,96 5,58 7,78 28,41 28,28
Dy =-0,039192x" + 2 ,08896x + 467,361905 (R* =0,92); @y = -0,623972x + 144,563333 (R*=0,58);
@ y="-0,000048x*> — 0,000685x + 0,999571 (R* = 0,89); "¢, significativo a 5% e a 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey, respectivamente; ns = ndo significativo; DMS = diferenca minima
significativa; CV = coeficiente de variacdo.

As doses de N aplicadas em cobertura no feijoeiro influenciaram de maneira
quadratica o nimero de nddulos, no experimento em 2012, aumentando tal variavel até a dose
de 26,7 kg ha”' de N (Tabela 19) e linear negativa em 2013. Para a massa de nddulos os dados
se ajustaram a uma equag¢ao quadratica em 2012, ou seja, a adi¢do elevada de quantidades de
nitrogénio afeta o niimero e o peso de ndodulos (RUSCHEL; RUSCHEL, 1975; RUSCHEL;
SAITO, 1977).

O numero mais provavel de bactérias diazotroficas associativas no solo ndo foi
influenciado pela inoculagdo de sementes de feijao e pelas doses de nitrogénio aplicadas em
cobertura. Isso pode ter ocorrido pois o género Azospirillum spp. € nativo do solo, e a andlise
de quantificacdo de bactérias diazotroficas associativas permite a identificagdo até o género

Azospirillum podendo entdo ter quantificado essas bactérias nativas.
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5 CONCLUSOES

A coinoculagdo com 4. brasilense + R. tropici proporcionou as plantas de feijao maior
massa de sistema radicular e aumentou o nimero de vagens. A massa da parte aérea aumentou
até a dose de 86 kg ha' de N em 2012. As maiores doses de nitrogénio mineral em cobertura
diminuiu o niimero e a massa de nodulos.

A produtividade em 2012 foi influenciada linearmente pelas doses de N, ¢ em 2013 a

inoculacdo com A. brasilense proporcionou a maior produtividade de graos de feijado.
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APENDICE A - FOTOS DO EXPERIMENTO

Experimento em campo
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Figura 7- 21 DAE dias ap6s a emergéncia, adubagdo nitrogenada.
Selviria (MS), 2012 ¢ 2013.
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Fonte: elaboracdo da propria autora.

Figura 8- Visdo geral das parcelas de feijao em florescimento pleno.
Selviria (MS), 2012 e 2013.
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Fonte: elaboragdo da propria autora.
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Figura 9- Avaliacdo de indice de clorofila foliar em feijao em florescimento
pleno. Selviria (MS), 2012 ¢ 2013.

Fonte: elaboracao da propria autora.

Figura 10- Colheita de feijao de inverno irrigado em sistema plantio direto.

Selviria (MS), 2012 e 2013.

e

Fonte: elaboracdo da propria autora.
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Experimento em vaso
Figura 11- Emergéncia de plantas de feijao em vaso. Ilha Solteira
(SP), 2012 e 2013.
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1

Fonte: elaboragdo da propria autora.

Figura 12- Desenvolvimento das plantas de feijao cultivadas em
vaso. Ilha Solteira (SP), 2012 e 2013.
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Fonte: elaboragdo da propria autora.
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Figura 13- Aspecto geral de um bloco do experimento em vaso. Ilha Solteira
(SP), 2012 ¢ 2013.

Fonte: elaboracao da propria autora.

Figura 14- Acondicionamento do solo para andlise de quantificagdo de
Azospirillum e separagdo de nodulos e sistema radicular. Ilha
Solteira (SP), 2012 e 2013.

Fonte: elaboracao da propria autora.
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Figura 15- Peneiramento do solo para andlise de quantificacdo de Azospirillum
e separacao de nodulos e sistema radicular. Ilha Solteira (SP), 2012
e 2013.

Fonte: elaboracdo da propria autora.

Figura 16 - Lavagem do solo para analise de quantificacdo de Azospirillum e
separacao de nddulos e sistema radicular. Ilha Solteira (SP), 2012
e 2013.

Fonte: elaboracao da prépria autora.
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Figura 17 - Breve secagem do sistema radicular para separacdo e contagem de
nddulos. Ilha Solteira (SP), 2012 e 2013.
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Fonte: elaboragdo da propria autora.

Figura 18 - Sistema radicular e nodulos separados. Ilha Solteira (SP), 2012 ¢

2013.
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Fonte: elaboracao da propria autora.



Figura 19 - Secagem em estufa do sistema radicular de feijdo e nddulos para
obten¢do da massa seca. Ilha Solteira (SP), 2012 e 2013.

Fonte: elaboracao da propria autora.
Figura 20 - Dilui¢do e dispersdo do solo usado como substrato no vaso para o

cultivo de feijao para analise de quantificacdo de Azospirillum. Ilha
Solteira (SP), 2012 ¢ 2013.

Fonte: elaboracao da propria autora.
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Figura 21 - Dilui¢do em série do solo usado como substrato no vaso para o
cultivo de feijao para andlise de quantificacdo de Azospirillum. Ilha
Solteira (SP), 2012 e 2013.

Fonte: elaboracdo da propria autora.

Figura 22- Inoculagdo do meio de cultura Nfb com o solo usado como substrato
no vaso para o cultivo de feijao para analise de quantificacdo de
Azospirillum. llha Solteira (SP), 2012 ¢ 2013.

Fonte: elaboracao da propria autora.



Figura 23 - Incubacdo do meio de cultura Nfb com o solo usado como
substrato no vaso para o cultivo de feijdo para andlise de
quantificagdo de Azospirillum. 1lha Solteira (SP), 2012 ¢ 2013.

Fonte: elaboragdo da propria autora.

Figura 24 - Pelicula e coloragao azulada indicando a presenca de Azospirillum.
Ilha Solteira (SP), 2012 e 2013.

Fonte: elaboracao da prépria autora.
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