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INOCULAGAO COM RIZOBACTERIAS E ADUBAGAO NITROGENADA NO CRESCIMENTO,
PRODUGAO E ACUMULO DE NUTRIENTES EM GRAO-DE-BICO

RESUMO

A atividade biologica de bactérias fixadoras de nitrogénio e promotoras de crescimento sdo importantes
nos cultivos de leguminosas, pois reduzem o uso de fertilizantes e aumentam a produgédo agricola.
Contudo, essas informagdes no cultivo de grao-de-bico sao consideradas escassas em regides tropicais.
Nesse contexto, objetivou-se avaliar o efeito da inoculagdo do Rhizobium tropici, Bacillus sp. e da
adubacao nitrogenada no crescimento, producdo e absor¢cdo de nutrientes em gréo-de-bico. Foram
realizados trés experimentos com delineamento em blocos ao acaso, e quatro repeticbes. O primeiro
experimento consistiu em esquema fatorial 2 x 6, consistindo da presenca e auséncia da inoculagao do
Rhizobium tropici e seis doses de N: 0, 25, 50, 75, 100 e 125 kg ha', na forma de ureia. O estudo foi
realizado em duas areas com distintos teores de matéria organica do solo (MOS) e tempos de cultivos
com espécie agricolas. O segundo e terceiro estudos foram conduzidos no esquema fatorial 2 x 6,
consistindo de auséncia ou presenca de Bacillus spp. (concentracédo de 1 x 107 UFC por mL) de isolados
radiculares, e seis doses de N como descritas para o primeiro estudo. O segundo estudo avaliou as
caracteristicas de produgédo e produtividade do grao-de-bico e o terceiro caracterizou a biomassa de
matéria seca e a absorcdo de macronutrientes na fase de florescimento. As respostas em producéo e
acumulo de nutrientes diferiram entre os fatores estudados. Na area com menor teor de MOS, no
primeiro estudo, a inoculagdo com Rhizobium tropici ou a aplicagdo de 125 kg ha'' de N aumentaram a
producéo de gréo-de-bico e os teores foliares de N, P, K e Mg, incrementando em 65% a produtividade,
comparado ao tratamento testemunha. No entanto, maior disponibilidade natural de N do solo com maior
teor de MOS supriu a demanda da planta para obtengdo de maxima produtividade, indicando apenas a
resposta de inoculacdo com Rhizobium tropici para os componentes de producédo (massa de graos por
plantas, nimero de vagens com um grdo, massa seca de folhas, total e indice de clorofila). No segundo
e terceiro estudos, a inoculacdo de sementes com Bacillus spp. aumentou a produtividade, a nodulagao
com rizobios e favoreceu a absorgdo K, Ca e Na, contribuindo para a produgao superior a 4 t ha' de
graos, na area com menor teor de MOS (maior tempo de cultivo). No segundo estudo, a aplicacédo 25 kg
ha' mostrou-se suficiente para obtencdo de maiores produtividade no grdo-de-bico, com auséncia de
resposta na area com menor ter de MOS. A ordem decrescente de acumulo de nutrientes na parte aérea
do grdo-de-bico foi a seguinte: nitrogénio (109,71 kg ha")>potassio (68,94 kg ha')> calcio (25,28 kg ha
)> magnésio (10,17 kg ha')> fésforo (4,98 kg ha') > sddio (2,23 kg ha'). A adigdo de mix de Bacillus
spp. como pratica de manejo nos cultivos de gréo-de-bico é recomendada pois aumenta a nodulagéo,
biomassa seca e absor¢cédo de nutrientes. A recomentagdo de adubacao nitrogenada no grao-de-bico é
dependente da condigao natural de MOS nos solos e tempo de cultivo.

Palavras-chave: Cicer arietinum L. Bactérias simbiontes. Bactérias promotoras de crescimento. Doses

de N. Matéria organica. Acumulo de nutrientes.



INOCULATION WITH RHIZOBACTERIA AND NITROGEN FERTILIZATION IN THE GROWTH,
PRODUCTION AND ACCUMULATION OF NUTRIENTS IN CHICKPEAS

ABSTRACT

The biological activity of nitrogen-fixing and growth-promoting bacteria is important in legume crops, as
they reduce the use of fertilizers and increase agricultural production. However, this information in the
cultivation of chickpeas is considered scarce in tropical regions. In this context, the objective was to
evaluate the effect of inoculation of Rhizobium tropici, Bacillus spp. and nitrogen fertilization in the growth,
production and absorption of nutrients in chickpeas. For this, three studies were carried out, all with the
same randomized block design, with four replications. The first experiment consisted of a 2 x 6 factorial
scheme, consisting of the presence and absence of Rhizobium tropici inoculation and six doses of N: 0,
25, 50, 75, 100 and 125 kg ha™, in the form of urea. The study was carried out in two areas with different
levels of soil organic matter (MOS) and cultivation time. The second and third studies were conducted in
a 2 x 6 factorial scheme, consisting of the absence or presence of Bacillus spp. (concentration of 1 x 107
CFU per mL) of root isolates, and six doses of N identical to those of the first study. The second study
evaluated the characteristics of production and productivity of chickpeas and the third study characterized
the dry matter biomass and the absorption of macronutrients in the flowering phase. The responses in
nutrient production and accumulation differed between the factors studied. In the area with the lowest
MOS content, in the first study, inoculation with Rhizobium tropici or the application of 125 kg ha' of N
increased the production of chickpeas and the leaf contents of N, P, K and Mg, increasing productivity by
65% when compared to the control treatment. However, the greater natural availability of N from the soil
with a higher MOS content supplied the plant's demand for maximum productivity, indicating only the
inoculation response with Rhizobium tropici for some production components (mass of grains per plant,
number of pods with a grain, dry leaf mass, total and chlorophyll index). In the second and third studies,
seed inoculation with Bacillus spp. increased productivity, nodulation with rhizobia and favored K, Ca and
Na absorption, contributing to the production of more than 4 t ha' of grains, especially in the area with
lower MOS content (longer cultivation time). In the second study, the application of 25 kg ha-' proved to
be sufficient to obtain greater productivity in the chickpeas, with no response in the area with the highest
MOS. The decreasing order of nutrient accumulation in the aerial part of the chickpeas was as follows:
nitrogen (109.71 kg ha')> potassium (68.94 kg ha')> calcium (25.28 kg ha'') > magnesium (10.17 kg ha
"> phosphorus (4.98 kg ha')> sodium (2.23 kg ha'). The addition of Bacillus spp. as a management
practice in chickpea crops it is recommended because it increases nodulation, dry biomass and nutrient
absorption. The recommendation of nitrogen fertilization in chickpeas is dependent on the natural
condition of MOS in soils and cultivation time.

Keywords: Cicer arietinum L. Symbiont bacteria. Growth-promoting bacteria. N doses. Organic matter.

Nutrient accumulation.
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1 INTRODUGAO

O grao-de-bico (Cicer arietinum L.) é a terceira leguminosa mais cultivada no mundo. Em 2018,
produziram-se 17,19 milhdes de toneladas dessa leguminosa, com produtividade média de 965 kg ha
(FAOSTAT, 2020). Os graos apresentam elevado teor de proteina digerivel (17 a 31,5 %), alta
quantidade de aminoacidos essenciais (JUKANTI et al., 2012) e baixo indice glicémico (FOSTER-
POWELL et al., 2002), caracteristicas que aumentam o seu valor nutracéutico. A india detém 70% da
produgéo de grao-de-bico mundial, sendo também a maior consumidora (ICRISAT, 2017).

No Brasil, o cultivo é incipiente. Por isso, a necessidade da importagcdo do grdo. O
desenvolvimento de cultivares mais produtivas e adaptadas as condigbes climaticas locais tém permitido
0 aumento da produgéo. A regido do cerrado brasileiro, se destaca com estudos em sequeiro (ARTIAGA
et al., 2015), adubagéo fosfatada (PEGORARO et al., 2018; FONSECA et al., 2020), diferentes locais de
cultivo (AVELAR et al., 2018; HOSKEN et al., 2018), e produtividades em sistemas irrigados tém sido
obtidas (5000 kg ha™').

Com a obtencao de altas produtividades ha maior demanda nutricional das plantas, especialmente
do macronutriente nitrogénio (N), elemento relacionado a produgdo de biomassa e grdos.O N é o
principal componente das proteinas, acidos nucleicos, clorofila, coenzimas, fitohorménios e metabolitos
secundarios (MARSCHNER, 2012; ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013; TAIZ et al., 2017). Devido a
dindmica do N no solo, a adubagcdo com N tem sido estudado praticas de manejo para maximizar a
eficiéncia do uso de N, de modo a reduzir perdas por lixiviagdo e volatilizagdo, e aumentem a eficiéncia
de sua utilizagao pelas plantas (ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013; TAIZ et al., 2017; DEMIRBAS et al.,
2018; JOSHI et al., 2019).

O rendimento das plantas em resposta a adubagao nitrogenada depende da presenga de matéria
organica do solo (MOS) e do potencial produtivo da cultivar, dentre outros. Solos com elevado teor MOS
possuem maior capacidade de fornecimento de N para as plantas (LIUet al., 2019; CAMARGO et al.,
2008), diminuindo a demanda das plantas pelo N da adubacéo nitrogenada e da fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN). Romanya e Casals (2019) destacaram que solos com alta fertilidade aumentam a
aquisicado de N atmosférico pelo grao-de-bico. Mas os autores nao verificaram aumento na FBN em solos
com menor teor de MOS.

Em leguminosas cultivadas, a FBN pode contribuir substancialmente para a redugdo do consumo
de fertilizante mineral. O grédo-de-bico pode acumular na parte aérea de 80 a 120 kg ha™' do N via
bactérias diazotroficas (LARANJO; ALEXANDRE; OLIVEIRA, 2014; NASCIMENTO et al., 2016; SINGH;
SINGH, 2018; ZHANG et al., 2020). Nesse processo natural o N2 atmosférico € convertido, em
temperatura ambiente e pressdo subatmosféricapara formas minerais disponiveis para plantas
(MARSCHNER, 2012; LARANJO; ALEXANDRE; OLIVEIRA, 2014; SINGH; SINGH, 2018; JENSEN;
CARLSSON; HAUGGAARD-NIELSEN, 2020; ZHANG et al., 2020). Ja o processo industrial para
producado de fertilizantes nitrogenados ocorre liberagcdo de gases do efeito estufa, por demandarem
grande quantidade de energia féssil ndo renovavel (MARSCHNER, 2012; JENSEN; CARLSSON;
HAUGGAARD-NIELSEN, 2020). A eficiéncia da simbiose de Rhizobium sp. e o grao-de-bico pode ser
aumentada com a adigédo de bactérias promotoras de crescimento (ELKOCA; KANTAR; SAHIN, 2008).
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O uso de rizobactérias promotoras de crescimento também €& opg¢ao de biofertilizantes no cultivo
de grao-de-bico (SHARMA et al., 2018; VERMA et al., 2020). Bactérias do género Bacillus sp sintetizam
de fitormdnios como AIA (MONDAL et al., 2019; BALBINOT; RODRIGUES; BOTELHO, 2020), secretam
exopolissacarideos, sideréforos e flavonoides que inibem o movimento de ions toxicos (WANI; KHAN,
2010), controlam populagdes patogénicas (SIVARAMAIAH; MALAK; SINDHU, 2007), propiciam o
equilibrio idnico (HASHEM; TABASSUM; ABD-ALLA, 2019), promovem a solubilizacdao de fésforo
(YADAV; VERMA, 2014; HASHEM; TABASSUM; ABD-ALLA, 2019), aumentam a FBN e nodulagéo
(SIVARAMAIAH; MALAK; SINDHU, 2007; ELKOCA; KANTAR; SAHIN, 2008; QURESHI et al., 2009) e a
producgéao de graos (WANI; KHAN, 2010).

A aquisicdo de N pelas plantas via processo simbidtico ou associativo, em substituicdo a
adubacao mineral, e ao uso racional do N inorganico em solos com distintas condi¢des fisico-quimicas
sdo praticas capazes de aumentar a eficiéncia de uso do N na agricultura. No entanto, esses manejos
ainda sdo escassos em cultivares produtivas de grao-de-bico em regido tropical brasileira essas
informacdes de manejo ainda sdo consideradas escassas.

Estudos sobre a capacidade do grdo-de-bico na utilizagdo do N atmosférico e adubagdo
nitrogenada sao necessarios para adequagdo do manejo dessa leguminosa em regides tropicais

brasileiras.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Avaliar a eficiéncia da inoculagdo com bactérias (Rhizobium tropici e mix de Bacillus spp.) no
cultivo de grao-de-bico irrigado em regido tropical brasileira.

2.2 Objetivos especificos
e Avaliar os componentes de produgao e produtividade de grao-de-bico inoculado com Rhizobium
tropici e adubado com N em solos com teores de MOS contrastantes;
e Avaliar os componentes de produgdo e a produtividade de grao-de-bico sob inoculagdo com
Bacillus spp. e doses de N em duas areas de cultivo;
e Avaliar o crescimento e o acumulo de nutrientes no grao-de-bico sob inoculagdo com Bacillus

spp. € doses de N.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais da cultura do grao-de-bico

O grao-de-bico (Cicer arietinum L.) é originario no sudeste da Turquia e da Siria e centro
secundario na Europa, india e Nordeste da Africa (VAN DER MAESEN, 1987). O processo de
domesticagado seguiu, com a selegéo artificial que nesse caso, favoreceu as sementes maiores e
palataveis, menor deiscéncia, perda de dorméncia, maturagao uniforme e precocidade, além de diversos
formatos de graos (SCHWANITZ, 1966).

E uma leguminosa, autégama, com cleistogamia, em que a polinizacdo é completada antes da
abertura das flores. Pertence a familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae e da tribo Cicereae
(NASCIMENTO et al., 2016). Don (1882) e Duschak (1871) sugerem que o nome Cicer & derivado de
uma tribo do norte da Grécia, que faz alusdo a forma das sementes, semelhantes a cabecga de carneiro.
Dentro do género Cicer, apenas o grao-de-bico possui interesse econémico (VAN DER MAESEN, 1987).

A germinacao é hipdgea. A raiz primaria é comprida e ramificada. Seus ramos s&o classificados
em primarios, secundarios e terciarios. Possui cinco tipos de crescimento baseados na inclinagdo das
hastes: ereto, semiereto, semi-inclinado, inclinado e prostado. Os eretos e semieretos sdo adaptados
para a colheita mecanizada. Possui ainda tricomas glandulares e ndo glandulares (NASCIMENTO et al.,
2016). As folhas podem ser alternadas, imparipinadas, compostas por 9 a 19 foliolos, sésseis, ovalados
ou oblongos. As flores permitem diferenciar dois tipos de grao-de-bico: flor com cor purpuraé
caracteristica do grupo desi e flor de cor branca, do grupo kabuli. As vagens podem conter uma ou duas
sementes. Os formatos de sementes séo angular, cilindrico e arredondado, com superficie enrugada ou
aspera (desi) ou lisa (kabuli). O peso de cem sementes varia de 8 a 75 g (VAN DER MAESEN, 1987;
NASCIMENTO et al., 2016).

O grao-de-bico possui rusticidade, tem baixo custo de produgdo e tem capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico o que contribui para a sustentabilidade agricola (CANCI; TOKER, 2009;
LARANJO; ALEXANDRE; OLIVEIRA, 2014; ARTIAGA et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2016). E uma
leguminosa que exige temperatura amena e clima seco, e pode ser cultivado em sequeiro, no final do
periodo chuvoso, ou com irrigacdo (NASCIMENTO et al., 2016).

Essa leguminosa possui alto teor de proteinas (JUKANTI et al., 2012), variando de 17 a 31 % e
baixo indice glicémico (FOSTER-POWELL et al., 2002), composi¢gdo balanceada de aminoéacidos
(isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina), além de calcio, fosforo,
ferro e vitaminas A, B e B2. Os graos podem ser consumidos verdes, secos, fritos, torrados e cozidos.
Podem ser moidos e a farinha é utilizada em sopas, pastas e no preparo de pées (LARANJO;
ALEXANDRE; OLIVEIRA, 2014; NASCIMENTO et al., 2016; BIDYARANI et al., 2016).

A produgdo e o consumo dessa leguminosa concentram-se na india, Oeste da Asia, Norte e Leste
da Africa. Em 2018, produziram-se 17,1 milhdes toneladas em 17,8 milhdes de hectares. A india tem a
maior area plantada (11 milhGes de hectares) e produtividade de 956 kg ha' (FAOSTAT, 2020) e é o
maior consumidor mundial do grdo. O manejo dessa cultura no pais é tradicional, sem o uso de

tecnologia especifica, o que resulta em uma producéo insuficiente, sendo necessario importar o gréo.
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Por outro lado, na Australia o cultivo € incentivado como leguminosa para rotagao de cultura com o sorgo
(ELIAS; HERRIDGE, 2014).

No Brasil, ha crescente demanda por esse grdao (NASCIMENTO et al., 2016). Foi introduzidono
pais por imigrantes espanhdis e do oriente médio, constituindo até hoje de grande parte dos
consumidores desse grao. Segundo a Embrapa hortalicas (2018), o segmento da populagdo que nao
consome carne, os celiacos e os adeptos da alimentagdo saudavel pode contribuir para o aumento do
consumo dessa leguminosa no pais.

De acordo com Avelar et al. (2018), até 2010 n&o havia registro de areas com producgdo do grao-
de-bico no Brasil, levando o pais a importar. Em 2011, o Brasil importou-se 4 mil toneladas, em 2013
esse volume passou de 7 mil toneladas do grdo, com valor de aproximadamente 6,8 milhdes de ddlares.
O grao-de-bico foi, importadoda Argentina e do México (ARTIAGA et al., 2015; NASCIMENTO et al.,
2016).

Pesquisas no sul do Brasil com o cultivo de grao-de-bico eram realizadas desde a primeira guerra
mundialcom graos de origem europeia. Em 1979 o IAC (Instituto Agrondémico de Campinas) iniciou testes
com linhagens do norte da Africa, e selecionou a cultivar ‘IAC Marrocos’, do grupo kabuli, com peso de
mil graos de 260 g, ciclo de vida de 125 a 140 dias, para plantio no estado de Sdo Paulo (NASCIMENTO
et al.,, 2016). Em 1994 a Embrapa hortalicas, na regido do Cerrado brasileiro, selecionou a cultivar
‘Cicero’, selecionada de linhagens do México, para consumo in natura. A Cicero tem, peso de mil
sementes de 640 g, ciclo de vida de 100 dias e graos de cor creme claro (GIORDANO et al., 1998). Em
1999, no estado de Minas Gerais, a Epamig langou a cultivar ‘Leopoldina’. Essa cultivar tem ciclo de vida
de 125 a 135 dias, peso de mil sementes de 320 g. Em média essa cultivar apresentou rendimento entre
20 e 42% superior a do cultivar IAC Marrocos (VIEIRA; RESENDE; CASTRO, 1999).

Entre 2000 e 2015, somente pesquisas pontuais continuaram a ser realizadas pela Embrapa
hortalicas para a obtengdo de sementes basicas da cultivar ‘Cicero’. Em 2015, a Embrapa hortaligas
disponibilizou aos produtores do Planalto Central, a cultivar ‘BRS Aleppo’, selecionada a partir de
linhagem do ICRISAT (International Center for Agricultural Research in the Dry Areas) em parceria com a
UnB (Universidade de Brasilia). Essa cultivar é recomendada para areas irrigadas, com alto potencial
produtivo, permite a realizagdo de colheita mecanizada, tolerante a Fusarium spp. e maior adaptabilidade
climatica. Com aptiddo para o consumo in natura e para processamento, e produtividade de 2.200 kg ha
T (NASCIMENTO et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2016; AVELAR et al., 2018). Em 2017, de acordo
com a Embrapa hortalicas (2018) o Brasil apresentava 860 ha plantados com o gréo-de-bico, ja em 2018
essa area passou a ser de 12.000 ha, um crescimento de aproximadamente 1.400%.

A regido semiarida brasileira é indicada para cultivo desta leguminosa (ARTIAGA et al., 2015;
NASCIMENTO et al., 2016), pois foram verificadas produtividades de 797 kg ha-' em sequeiro (ARTIAGA
et al., 2015), e superiores a 2.700 kg ha' em sistemas irrigados (HOSKEM et al., 2017; AVELAR et al.,
2018; PEGORARO et al., 2018; FONSECA et al., 2020; ALMEIDA NETA et al., 2020), o que garantem

retorno econémico do cultivo.

3.2 Fixagao biolégica de nitrogénio no cultivo de grao-de-bico
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A FBN é importante fonte de N, tanto da vegetagdo nativa quanto das plantas de interesse
econdmico (MARSCHNER, 2012). A capacidade de fixar N2 atmosférico em NHs é restrita a pequeno
grupo de organismos procariontes, que podem ser simbidnticos, associativos ou de vida livie (MOREIRA,;
SIQUEIRA, 2006; MARSCHNER, 2012). Ao contrario da obteng&o de N industrial pelo processo Haber-
Bosch, que necessita de altas temperaturas (350-550° C) e presséo de (150-350 atm), os organismos
procariontes possuem a enzima nitrogenase que reduz o N2a NH3z em temperatura e pressdo ambientee
em troca, as bactérias diazotréficas aproveitam os compostos derivados da fotossintese (MARSCHNER,
2012).

A fotossintese realizada pela planta hospedeira gera forga redutora e ATP para o funcionamento
da nitrogenase, e constituir energia para o substrato de crescimento e manutencdo das células
microbianas. O N2 fixado pelas bactérias diazotréficas é reduzido a aménia e convertida em formas
organicas, antes de ser transportada via xilema para a parte aérea. Os compostos organicos
nitrogenados variam com a origem da seiva do xilema, se de origem temperada s&o exportadas amidas
e para os de origem tropical sdo exportadas ureidas e, posteriormente catabolizados em amdnio na parte
aérea (TAIZ et al., 2017).

A simbiose com leguminosas & confirmada pela formagédo de estruturas hipertréficas, nédulos,
embora nem todas as leguminosas formem nddulos. A formag&do de nddulos inicia por meio de
sinalizagdo molecular complexa, envolvendo fatores Nod, que sdo sintetizados pelas bactérias e
flavonoides liberados pelas raizes de leguminosas. A associagdo entre os rizobios e as leguminosas,
pode ser especifica com estirpe de Rhizobium sp. nodulando leguminosa especificamente, como ocorre
com a soja. Ou podem ser promiscuo com nodulagdo com varias estirpes do género Rhizobium spp.
como acontece com o feijao-comum (PERRET et al., 2000; LARANJO; ALEXANDRE; OLIVEIRA, 2014).

Dessa forma, uma estirpe de Rhizobium sp. s6 sera considerada eficaz se fixar o N2 nos nédulos
da leguminosa, essa eficacia pode ser determinada pela promogéo do crescimento da parte aérea da
planta (LARANJO; ALEXANDRE; OLIVEIRA, 2014). Dentre as leguminosas de importancia agricola
estdo a soja, feijao, ervilhas, grédo-de-bico e outras (SPRENT, 2009). Alguns géneros de bactérias que
estabelecem simbiose com as leguminosas sao Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp., Sinorhizobium sp.,
Mesorhizobium sp., Azorhizobium sp. e Allorhizobium sp. No entanto, para simplificar todas as bactérias
que formam nédulos sao referidas como rizébios (MARSCHNER, 2012).

O gréo-de-bico realiza simbiose com Mesorhizobium ciceri e M. mediterraneum (BRIGIDO et al.,
2007). O Mesorhizobiumspp. é um dos rizébios menos estudados, apesar de possuir ampla dispersao
geografica, organizagado de diversos genes e numero crescente de genomas disponiveis. Esse género foi
descrito em 1997 (JARVIS et al, 1997). Ele pode estabelecer simbiose com espécies de clima
temperado, tropical, subtropical e articas (CHEN et al., 2005). Ademais, pode ainda estabelecer
associagao endofitica com o gréo-de-bico (WEI et al., 2007).

Alguns autores relataram efeitos positivos da inoculagdo das sementes de gréo-de-bico com o
Mesorhizobium sp. na produtividade e nodulagdo das raizes. Verma et al. (2013), na india, estudaram o
efeito da inoculagdo do Mesorhizobium sp, associado ou ndo a bactérias solubilizadoras de fosfato
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus megaterium e Azotobacter chroococcum, na nodulagdo e no
crescimento e rendimento do grdo-de-bico. Esses autores verificaram que quando a inoculagdo é

realizado com todos os microrganismos houve aumento do niumero de nédulos em 86% comparado ao
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tratamento controle sem inoculacdo. Esses autores relataram ainda que essa associacdo aumenta a
fixagdo de N e a solubilizagdo de P, o que pode indicar que os microrganismostém potencial de ser
usados como biofertilizantes. Na Tunisia, Ben Romdhane (2007) avaliou duas estipes de M. ciceri (nativa
e comercial) em trés cultivares de grao-de-bico. Observou-se maior competitividade do M. ciceri nativo
da regido em comparagéo ao comercial. O rizébio nativo proporcionou maior nodulagéo (30 nédulos por
plantas) e aumento da parte aérea seca das trés cultivares. Rizvi; Mahmood; Ansari (2018) verificaram
efeito na supressdo do Meloidogyne incognita no grao-de-bico, quando realizaram inoculagdao com o M.
ciceri, e adubagao com residuos organicos e aplicagao de fungos antagdnicos ( Trichoderma harzianum),
na india.

No Ird, Maleki et al. (2014) relataram maior absor¢do de N pelo grdo-de-bico quando se usou
irrigacdo e inoculagdo com Mesorhizobium sp. em comparagao ao tratamento n&o inoculado. Segundo
os autores, estes resultados sao de grande importancia, ja que os produtores da regido utilizam o
fertilizante nitrogenado em excesso nos cultivos. Na Etiépia, Wolde-meskel et al. (2018) reportaram que
os cultivos do grao-de-bico séo realizados sem aplicagao de fertilizantes e ha alta variabilidade no efeito
da inoculagdo de sementes. Os autores avaliaram doses de P (0 e 23 kg ha') e inoculagdo com duas
estirpes de Mesorhizobium (CP-41 e CP-19) em distintas regides. Verificaram aumento no rendimento de
graos, quando a dose de P foi associada com a inoculagdo, chegando a produtividade de 3,09 t ha™',
absorcdo de N (94,8 kg ha'') e 22 a 48 nddulos por plantas, apesar de em alguns locais néo foi verificado
nodulagdo. Os autores destacam ainda a importancia da inoculagdo de sementes para os produtores,
que com rendimentos acima de mil quilos podem ter maior renda com um meio de produgao sustentavel.

Na Europa Central, Neugschwandtner; Wagentristl; Kaul (2015) estudaram a viabilidade de aveia,
cevada e grao-de-bico em cultivo de sequeiro. Verificaram que o grdo-de-bico, quando inoculado com o
M. ciceri, possuirelativamente maior eficiéncia na utilizagdo do N, o que resulta no alto rendimento e
proteinas. Elias; Herridge (2014) avaliaram a influéncia do N organico e da eficiéncia em fixar o N2 pelo
grao-de-bico em diferentes locais de cultivo. Verificaram que em locais onde a dose de nitrato (53 kg ha
de N) era altoa houve maior nodulacao e 51% do N foi fixado da atmosfera, apesar de n&o ser esperado
os autores concluem que o N derivado do solo e o fixado se complementam. Observaram ainda que a
inoculagao das sementes é pratica comum na cultura, com maior eficacia quando o inoculante é turfoso,
desde que a inoculagédo da semente e o plantio sejam realizados dentro de 24 horas.

Abdiev et al. (2019) avaliaram a inoculacdo de Rhizobium e Azotobacter em duas cultivares de
grao-de-bico. Verificaram maior efeito da inoculagdo quando essa foi realizada em conjunto, com maior
nodulagao (79 nédulos por planta), maior parte aérea seca (30%) e teor de N nas raizes (10%). Além
disso, houve maior concentragdo de N, P e K nas folhas e raizes e redugao do Na nas plantas quando as
sementes foram co-inoculadas. Abd-ala et al. (2019) reforcam que o uso combinado de Rhizobium,
fungos arbusculares e Stenotrophomonas maltophilia possuem ac¢ao simbidtica em plantas de grao-de-
bico, com aumento da nodulagao, fixagcdo de N atmosférico e crescimento de plantas em solos salinos.
Romanya; Casals (2019) avaliaram o cultivo de gréo-de-bico em areas com baixa e alta fertilidade do
solo. Verificaram maior fixagdo de N em solos com maior fertilidade e a fixagdo do N foi reduzida quando
se usou adubos organicos.

De acordo com Laranjo; Alexandre; Oliveira (2014) o grao-de-bico em estabelece simbiose com
estirpes de M. ciceri e M. mediterraneum. Essa associacdo e especifica e dificil de ser entendida,
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provavelmente esta relacionada a variedade de indutores do gene Nod com flavonoides liberados pela
leguminosa e também com diferentes fatores Nod liberados pelo rizébio.

Alguns autores como Elias; Herridge (2014) na Australia, e Wolde-meskel et al. (2018) na Etidpia,
relataram a dificuldade de se obter eficiéncia na fixagdo do N2 nos plantios de grao-de-bico. Isso porque,
segundo os autores os rizobios nativos ndo se associavam as raizes de grao-de-bico e constituiam alta
competicdo com estirpes de Mesorhizobium spp. € Rhizobium spp. introduzidas nos cultivos com

inoculagdo de sementes.

3.3 Bactérias promotoras de crescimento no cultivo de grao-de-bico

A rizosfera de plantas de grao-de-bico possui caracteristicas que proporcionam efeitos positivos,
negativos e neutros entre as raizes e microrganismos. Essa interacdo influencia tanto o crescimento das
plantas, quanto a atividade microbiana (BIDYARANI et al., 2016; JOSHI et al., 2019). Marschner (2012),
segundo os autores, o aumento do crescimento de plantas por bactérias ndo pode ser atribuido somente
aFBN, fatores como a produgéo de fitorménios ou a disponibilidade de nutrientes também podem estar
envolvidos. Como é o caso de microrganismos promotores de crescimento (PGPR).

O uso de rizobactérias promotoras de crescimento destaca-se como opgao de biofertilizantes
(SHARMA et al., 2019; VERMA et al., 2020). Rizobactérias do género Bacillus sp. possuem capacidade
de solubilizagdo de fosfato natural (SINGH et al., 2018), producdo de IAA, uréides (BALBINOT;
RODRIGUES; BOTELHO, 2020), aumentam a nodulagéo de leguminosas quando associados a rizobios
(ELKOCA; KANTAR; SAHIN, 2008; QURESHI et al, 2009) e consequentemente, aumentam o
crescimento e rendimento das plantas (YADAV e VERMA, 2014; VERMA et al., 2020). O maior acumulo
e absor¢do de N, P, K e S também ¢é relatado em plantas inoculadas com bactérias promotoras de
crescimento, pelo maior crescimento de raizes (ABD-ALLAH et al., 2017; SINGH et al., 2018;
MUKHERJEE; SINGH; VERMA, 2020; VERMA et al., 2020). Hashem; Tabassum; Abd-allah (2019) em
revisdo bibliografica descreveram que espécies de Bacillussp. sdo capazes de formar esporos de longa
duragéo, tolerantes ao estresse e produzir metabdlitos secretores que estimulam o crescimento das
plantas e previnem a infeccdo por patégenos, além de formarem biofiimes nas raizes dos hospedeiros
(RADHAKRISHNAN; HASHEM; ABD-ALLAH, 2017).

Mukherjee; Singh; Verma (2020) ao avaliar microrganismos endofiticos em sementes de grao-de-
bico. Nesse estudo, foram isoladas 29 cepas bacterianas, com analise filogenética baseada em 16S
rDNA e foram identificadas as bactérias pertencentes a Enterobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp.,
Staphylococcus sp., Pantoea sp. e Mixta sp. Os isolados produziram quantidade significativa de Indol-3-
acido acético (IAA) (Enterobacter hormaechei BHUJPCS-15), fosfato solubilizado, K e NHs (Bacillus
subtilis BHUJPCS) e também inibiram o crescimento do Fusarium oxysporum f.sp. ciceris (Pseudomonas
aeruginosa BHUJPCS-7) em laboratério. Os autores destacaram o potencial desses microrganismos
endofiticos como bioinoculantes, por contribuirem para o aumento sustentavel do rendimento agricola e
supressdo de doengas. A inibicdo de patégenos como Alternaria sp., Fusarium oxysporum,
Pseudomonas aphanidermatum e Rhizoctonia solani por cepas de Bacillus CBS127 e CBS155 séao

descritos por Sivaramaiah; Malak; Sindhu (2007).
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Yadav; Verma (2014) sugeriram o uso de rizobactérias Pseudomonas aeruginosa e Bacillus
megaterium nos cultivos de grao-de-bico, pois ha promogao de crescimento da planta e absorgédo de
nutrientes, o que resulta em maiores rendimentos. Elkoca; Turan; Donmez (2010) destacaram o uso de
bactérias promotoras de crescimento no cultivo de feijoeiro comum Elkoca-05, em especial as do género
Bacillus sp., devido a caracteristicas como sintese de hormdnio de crescimento e solubilizagdo de fosfato
e aumento da absor¢do de N, P, K, Ca, Mn, Zn e Fe (ORHAN et al.,, 2006; CAKMAKCI; DONMEZ;
ERDOGAN, 2007).

Elkoca; Turan; Donmez (2010) destacaram ainda a facilidade de adaptagéo das cepas do género
Bacillus sp. Contudo, os autores observaram que quando usado em conjunto as bactérias Rhizobium,
Bacillus subtilis OSU-142 e Bacillus megaterium M-3 nao houve aumento do rendimento de graos (3.098
kg ha'), esse efeito pode ter ocorrido pela competigdo/interagdo entre as espécies nativas na rizosfera

por fontes de carbono, fato esse que determina a qualidade do inoculante.

3.4 Adubacao nitrogenada no cultivo de grao-de-bico

O N é o principal componente das proteinas, acidos nucleicos, clorofila, coenzimas, fitohormdnios
e metabolitos secundarios. E decisivo para o crescimento das plantas, logo as quantidades requeridas
desse macronutriente sobrepde aos demais nutrientes na maioria das plantas (MASCHNER, 2012; TAIZ
et al., 2017). Em muitos casos a baixa disponibilidade do N limita o crescimento e desenvolvimento das
culturas (TAIZ et al., 2017).

O uso eficiente do N é imprescindivel para a sustentabilidade dos sistemas agricolas. Para tanto, é
necessario a adogao de técnicas de cultivo que reduzam as perdas de N por volatilizagao e lixiviagdo no
solo (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000; TAIZ et al., 2017). A MOS é a principal fonte de N para as
plantas. Todavia com o aumento das produtividades e demanda de N pelas plantas, a matéria organica
nao supre totalmente a necessidade de N pelos cultivos agricolas (RAIJ, 2011). Por isso, é necessario a
complementacdo com adubacdo mineral. Durante o processo de fabricacdo desse fertilizante, gases do
efeito estufa sao liberados para a atmosfera, o que torna o processo poluente. Outro fator € a menor
eficiéncia e aproveitamento das formas de N liberadas no solo apés a adubagado com ureia, que também
pode resultar na liberacdo de gases do efeito estufa (MARSCHNER, 2012; DEMIRBAS et al., 2018).

A adubagao nitrogenada no grao-de-bico é pouco utilizada ou inexistente em paises como a india,
pois nesse pais os agricultores acreditam que por ser uma leguminosa néo exige reposi¢do nutricional
via solo, consequentemente a produtividade & comprometida, conforme foi descrito por Rani; Krishna
(2016). Esses autores estudaram o comportamento de variedades do grdo-de-bico sob quatro doses de
N (0, 20, 30 e 40 kg ha') e concluiram que o rendimento de sementes (1.399, 1.596, 1.667 e 1.686 kg
ha, respectivamente) foi semelhante entre as doses utilizadas. Pal; Singh; Dhaliwal (2019) avaliaram a
aplicacéo de N foliar, na forma de ureia, e verificaram maior contetdo de proteinas em grao-de-bico, que
indica quantidade de N é adequada e aumenta a fotossintese e, consequentemente, maior crescimento
das plantas.

No Brasil os trabalhos com o grao-de-bico descrevem o uso do N para garantia da produtividade.
Hoskem et al. (2017) utilizando 600 kg ha-! do formulado 4-30-16, com cultivo irrigado do grao-de-bico no

Norte de Minas Gerais, obteve produtividade de 2,5 t ha'. Avelar et al. (2018) estudando diferentes
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épocas de semeadura obtiveram a maxima produtividade de 5,26 t ha! apos a semeadura no més de
maio e aplicacdo de 400 kg ha-' do formulado 4-30-10e 60 kg ha' de N em cobertura.E, Fonseca et al.
(2020) obtiveram o rendimento médio de 2.558 kg ha-! de grdo-de-bico apos a aplicacdo de 100 kg ha
de N na forma de ureia, sendo metade aplicado antes do plantio e o restante apods trinta dias da
semeadura.

Soares et al. (2016) estudaram o feijoeiro comum (‘BRSMG Majestoso’) em relagéo a inoculagéo
com Rhizobium tropici cepa CIAT899. Verificaram que a dose de 20 kg ha' de N, na forma de ureia e
inoculacdo com o R. tropici cepa CIAT899 favoreceu o crescimento radicular o que provavelmente
aumentou os pontos de infecgdo do R. tropici. Os autores ainda observaram que o alto teor de matéria
organica influenciou no maior acumulo de N, que acarretou em maior periodo vegetativo da planta, assim
os autores concluem que a quantidade de N indicada, depende de cada regido. Brito et al. (2011)
também com o feijoeiro relataram efeito positivo no teor de N com aplicacdo de 15 mg kg-' de N no solo
na semeadura. Por outro lado, Florentino et al. (2018) também com o feijoeiro comum, verificaram que
guando as sementes foram inoculadas com o R. tropici CIAT899 em conjunto com 60 kg ha' de N na
cobertura, a inoculagdo obteve maior nimero de nédulos por planta (31), diferindo dos tratamentos
somente com inoculagdo e inoculagdo com N em semeadura. Joshi et al. (2019) também verificaram
maior efeito quando utilizaram adubacdo de 20 kg ha' de N associado a Pseudomonas jeneni e
Rhodococcus qingshengii (bactérias promotoras de crescimento) propiciaram a produtividade de 2.698
kg ha' de grdo-de-bico, sendo 33% superior aquela obtida no tratamento controle, sem aplicagdo de
fertilizante e inoculantes. Os autores ainda concluem que fertilizantes quimicos quando fornecidos em
quantidade adequada, pode ser benéfico ndo sé para as plantas e ao solo, mas a populagao microbiana
nativa.

No Ira, Maleki et al. (2014) estudaram a aplicagédo de 0, 75 e 150 kg ha-' de N. Observaram maior
absorcédo de N, P, K, Fe, Zn e Mn na dose de 150 kg ha"'N aplicada. Salvagiotti et al. (2008) enfatizaram
que uma deficiéncia de N no crescimento inicial da cultura da soja pode atrasar o seu desenvolvimento e
resultar em sistema de nodulagao ineficiente, o que também é reforcado por Romanya; Casais (2019).
Na Australia, Elias; Herridge (2014), recomendaram a inoculagdo de sementes de grdo-de-bico. Isso
porquemetade do N no grao-de-bico foi proveniente da simbiose com rizébio e a outra metade pelo N
disponivel no solo.

Demirbas et al. (2018) estudaram a inoculacao de Rhizobium sp. em sementes de grao-de-bico na
forma de turfa e cinco doses de N (0, 30, 60, 90 e 120 kg ha' de N). Observaram que a maior produgio
de parte aérea seca (15,92 g por planta) foi obtida em 120 kg ha' de N e na presenga do Rhizobium sp.
Os autores ainda observaram que o incremento da dose de N aumentou a matéria seca quando
comparados a dose zero de N. Aumento na absorgéo de N, P, K, Ca e Fe também foi observado com o

incremento de doses de N e inoculagao.
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4 ARTIGOS

4.1 Artigo 1 - Inoculagdo com Rhizobium tropici e adubagédo nitrogenada aumentam a produgao
de grao-de-bico?

Este artigo foi elaborado e publicado na Revista Ciéncia e Agrotecnologia.
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RESUMO

Estudos relacionados a adubagéo nitrogenada e fixag&o bioldgica de nitrogénio no aumento da produgao
de grdo-de-bico sdo escassos em regifes tropicais brasileiras. Objetivou-se avaliar a inoculagdo do
Rhizobium tropici e doses de N sob condi¢des irrigadas em regido tropical brasileira nos componentes de
producao e desenvolvimento do grao-de-bico, em solos com maior e menor teor de matéria organica
(MOS). O delineamento foi em blocos ao acaso, com quatro repeti¢cdes, esquema fatorial 2 x 6: presenca
ou auséncia da inoculagdo do R. tropici e doses de N (0, 25, 50, 75, 100 e 125 kg ha') na forma de
ureia. O estudo foi conduzido em duas areas com teores de matéria orgénica do solo (MOS)
contrastantes. Na area com menor teor de MOS (3,55 dag kg), a inoculagdo com R. tropici ou a
adubagdo com 125 kg ha' de N aumentaram os teores de nutrientes (N, K, Mg e P) nas folhas e a
massa de graos por planta, massa de 100 grdos, nimero de vagens com dois graos, massa de folhas e
ramos secos, indice de clorofila e eficiéncia agronémica relativa. A produtividade foi incrementada em
65%, em comparagdo ao tratamento testemunha, recomendando-se a aplicagdo de 100 a 125 kg ha! de
N com ou sem R. tropici. Na area com maior teor de MOS, a inoculagdo com R. tropici aumentou massa
de gréos por plantas, numero de vagens com um gréo, massa seca de folhas, total e indice de clorofila; a
adubacgao nitrogenada aumentou o teor foliar de N e o indice de clorofila, mas ambos nao interferiram na
produtividade, ndo sendo recomendadas. Esses resultados indicam a dependéncia do manejo da
adubacgao nitrogenada e inoculagao com Rhizobium a disponibilidade natural de N na MOS em cultivo de
grao-de-bico.

Termos para indexagao: Cicer arietinum L.; Rhizobium tropici SEMIA 4077; doses de N; matéria

organica do solo.

ABSTRACT

Studies related to nitrogen fertilization and biological nitrogen fixation in the increase of chickpea
production are considered scarce in tropical regions. This work aimed to evaluate the inoculation with
Rhizobium tropici, and nitrogen fertilization, under irrigated tropical conditions, on the development of
chickpea in low and high content of soil organic matter (SOM). The experimental design was in
randomized blocks, with four replications, in a 2 x 6 factorial scheme. Treatments, consisted of the
presence and absence of inoculation with R. tropici, and six N doses (0, 25, 50, 75, 100, and 125 kg ha-')
in the form of urea. The study was divided into two areas with distinct contents of SOM. In the area with
the lowest content of SOM (3.55 dag kg-), the inoculation with R. tropici or the fertilization with 125 kg ha-
Tof N increased the leaf content of nutrients (N, K, Mg, and P) and grain mass per plant, 100-grain mass,
number of pods with two grains, dry mass of leaves, branches, chlorophyll index, and relative agronomic
efficiency. Thus, the yield was increased in 65%, compared to the control treatment, recommending the
application of 100 to 125 kg ha-' of N with or without R. tropici. In the area with the highest content of
SOM (7.37 dag kg'), the inoculation with R. tropici provided a higher grain mass per plants, number of
pods with one gain, dry mass of leaves, total dry mass, and chlorophyll index; nitrogen fertilization
increased the leaf content of N and the chlorophyll index, although neither factor interfered with the yield,
and are not recommended. Such results indicate the dependence of the nitrogen fertilization and
inoculation with Rhizobium on the natural availability of N in the MOS.
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Index terms:Cicer arietinum L.; Rhizobium tropici SEMIA 4077; doses of N; soil organic matter.

INTRODUGAO

O grao-de-bico (Cicer arietinum L.) é a terceira leguminosa mais cultivada no mundo, com
producdo de 14,5 milhdes de toneladas e rendimento médio de graos de 0,96 t ha-' (FAO, 2017). A india
detém 70% da produgdo mundial de grdo de bico, sendo a maior consumidora desta cultura (Icrisat,
2017). No Brasil, o desenvolvimento de cultivares mais produtivas e adaptadas tém permitido o aumento
da produgédo de grao-de-bico. O semiarido brasileiro tem potencial para obter rendimentos de gréaos
superiores a 1.000 quilos por hectare (Pegoraro et al., 2018; Avelar et al., 2018; Artiaga et al., 2015).
Nessa condigcdo, o grao-de-bico apresenta maior demanda nutricional, principalmente por elementos
relacionados a produgao de biomassa e graos, como o nitrogénio.

O nitrogénio (N) € o principal componente de proteinas, acidos nucléicos, clorofila, coenzimas,
fitohormonios e metabdlitos secundarios, sendo decisivo para o crescimento das plantas (Marschner,
2012; Taiz et al., 2017). Dada a sua importancia no desenvolvimento das plantas e alta mobilidade no
solo, este elemento tem sido estudado, visando maximizar a eficiéncia de uso por meio de praticas de
manejo que reduzam as perdas e aumentem sua eficiéncia de uso pelas plantas.

A aquisicao de N pelas plantas via processo simbiotico, seja em substituicdo a fertilizagdo mineral
ou em associagao, podem ser citadas como praticas que podem aumentar a eficiéncia do uso do N na
agricultura. No entanto, para maiores produtividades de grao-de-bico, esse manejo nutricional ainda sao
escassos. Nesta cultura, a fixagéo bioldégica do N (FBN) pode contribuir substancialmente para reduzir o
consumo de fertilizantes minerais. O grao-de-bico pode acumular de 80 a 120 kg ha' de N via simbiose
ou associagao com bactérias diazotréficas (Laranjo; Alexandre; Oliveira, 2014; Nascimento et al., 2016;
Singh; Singh, 2018; Zhang et al., 2020).

Porém, a formagéo de simbiose entre as bactérias nodulantes e o grao-de-bico ndo consegue
suprir a demanda de nitrogénio da cultura, necessitando de complementacao via fertilizagdo mineral
(Elias; Herridge, 2014; Wolde-Meskel et al., 2018). Nesse contexto, o efeito da fertilizacdo na
produtividade depende de fatores relacionados ao solo e a planta, entre eles a presengca de matéria
organica do solo (MOS) e o potencial produtivo da cultivar, entre outros. Solos com alto teor de MOS
apresentam maior disponibilidade de N para as plantas (Liu et al., 2020; Camargo et al., 2008),
interferindo na demanda externa por fertilizagdo nitrogenada e na simbiose com bactérias nodulantes
(Marschner, 2012).

A elaboracao de estudos que contemplem a capacidade da cultura do grao-de-bico em aproveitar
o N de bactérias nodulantes e a fertilizagdo com N é necessaria para a adequacdo do manejo dessa
leguminosa de grdos em regides tropicais brasileiras. Nessa perspectiva, este trabalho teve como
objetivo avaliar a inoculagdo com R. tropici associado com a fertilizagdo com N, em condigdes irrigadas,

no desenvolvimento do grédo-de-bico em baixo e alto teor deMOS.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos irrigados foram conduzidos na estagédo outono-inverno, o primeiro em 2017 (abril

a junho) e o segundo em 2018 (margo a junho), localizados nas coordenadas geogréficas 16°40'35,96” S
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e 43°50'55,51” O. O clima da regiao é classificado como Aw, com inverno seco e verdo chuvoso (Alvares

et al., 2013). As condigdes climaticas durante a realizagdo dos estudos esta presente na Figura 1.
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Figura 1: Precipitagado, temperatura maxima e minima durante o cultivo do grao-de-bico para a area com
menor em 2017 (A) e maior em 2018 (B) no teor de MOS, segundo dados do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET, 2019).

Ambos os solos foram classificados como cambissolo haplico (IUSS, 2015) de textura média.
Antes do estabelecimento da cultura, amostras de solo foram coletadas na profundidade de 0-20 cm
para caracterizacdo quimica. Na area com menor MOS (em 2017), foram verificados os seguintes
valores: matéria organica: 3,55 dag kg'; pH (H20): 7,6; N-NOs-: 10 mg kg™'; N-NH4+: 10 mg kg'; N total:
1,67 mg kg™; P (Mehlich 1): 7,56 mg dm-3; K (Mehlich 1): 177 mg dm3; Ca: 7,5 cmolc dm=3; Mg: 1,92
cmolc dm-3, Al (KCI): 0,0 cmolc dm=3; H + Al: 0,85 cmolc dm3; SB: 9,87 cmolc dm=3; CTC efetiva: 9,87
cmolc dm3; saturagdo de base: 92%; CTC potencial: 11,14 cmolc dm3; esse solo foi cultivado por
aproximadamente dez anos com espécies frutiferas e cultutas anuais. Na area com maior MOS (em
2018), as caracteristicas quimicas foram: matéria organica: 7,37 dag kg'; pH (H20): 5,5; N-NOs.: 60 mg
kg'; N-NHa+: 20 mg kg'; N total: 2,17 mg kg'; P (Mehlich 1): 2,93 mg dm-3; K (Mehlich 1): 76 mg dm3;
Ca: 7,3 cmolc dm3; Mg: 3,46 cmolc dm3; Al (KCI): 0,04 cmolc dm3; H + Al: 3,95 cmolc dm=3; SB: 10,96
cmolc dm3; CTC efetiva: 11 cmolc dm3; saturacéo de base: 73%; CTC potencial: 14,92 cmolc dm=3, e o
solo permaneceu em pousio por dez anos.

Os experimentos foram realizados em delineamento de blocos ao acaso, com quatro repetigcoes,
em esquema fatorial 2 x 6. O primeiro fator foi representado pela auséncia ou presenga de Rhizobium
tropicicepa 4077, na forma de produto comercial a base de turfa na proporgdo 2:1 (turfa:indculo), na
concentragdo de 1 x 10° UFC por grama. O segundo fator constou de seis doses de N (0, 25, 50, 75, 100
e 125 kg ha'), na forma de uréia (45% do N), aplicadas 30 dias apés a emergéncia (DAE) e
incorporadas com recobrimento com solo e irrigagao.

O preparo do solo foi realizado com aragédo e gradagem em ambas as areas. A cultivar de grao de
bico utilizada foi a ‘Aleppo’, com graos do tipo kabuli, de crescimento semi-ereto, e com adaptabilidade
ao semiarido mineiro (Nascimento et al., 2014). A semeadura foi realizada no sulco de plantio, com duas
sementes espacadas a cada 0,10 m, e o desbaste foi realizado apds a emergéncia para obtencao de dez
plantas por metro, espacadas 0,50 m entre linhas. As parcelas foram constituidas por quatro filas de 2 m

de comprimento e 2 m de largura, totalizando 4 m2 de area.
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A adubagdo de base, na semeadura, foi realizada com a aplicagdo de 110 kg ha' de P20s
(superfosfato simples) e 20 kg ha' de K20 (cloreto de potassio) no sulco de plantio, utilizando as
analises de solo descritas acima para adubacgdo recomendada (maior tecnolégico nivel-NT4) no cultivo
do feijao (Chagas et al., 1999). A adubacao de cobertura com o N foi realizado préximo a linha de
semeadura (aproximadamente 5 cm distante das plantas), aos trinta DAE. Aos 30 e 50 DAE, em todas
as parcelas, foram fornecidos os seguintes micronutrientes via foliar: B, Mo, Cu, Fe e Zn, na proporgao
de 0,2% de acido bérico (0,34 g L' de B), 0,2% de molibdato de sddio (0,3 g L' Mo), 0,2% de sulfato de
cobre (0,26 g L-' de Cu), 0,2% de sulfato ferroso (0,38 g L-' de Fe) e 0,2 % de sulfato de zinco (0,40 g L
de B), respectivamente (Nascimento et al., 2016).

Os tratamentos fitossanitarios e a irrigacdo foram realizados de acordo com a necessidade da
cultura e as recomendagdes técnicas para a cultura da regido (Nascimento et al., 2016). A irrigagéo foi
realizada por microaspersdo em 2017 e com sistema de irrigagao convencional em 2018, com turno de
irrigacdo de quatro dias. O controle manual das ervas daninhas foi realizado sempre que necessario.

No florescimento, que ocorreu aos 70 DAE, a clorofila total foi realizado em clorofildometro (SPAD-
502) por meio de 20 medi¢des nos foliolos principais das plantas centrais de cada parcela util. Nesse
momento também foi realizada a coleta de 20 foliolos, os quais foram armazenados e levados a estufa
de circulagdo de ar forgado a 65°C até atingirem massa constante. Posteriormente, os foliolos foram
moidos em moinho Wiley com malha de 02 mm, homogeneizados e amostrados para determinagao dos
teores de N, segundo o método Kjeldahl (Bataglia et al., 1983), e P, K, Ca, Mg, e Na, determinado por
digestao nitrico-perclorica (Tedesco; Volkweiss; Bohnen, 1995).

Ao final do ciclo da cultura (100 DAE), foram avaliadas as seguintes caracteristicasnas dez plantas
centrais de cada parcela: altura da planta (cm), massa seca (g planta™') dos componentes: folhas (MSF),
ramos (MSR), e total (MST). Bem como a massa de 100 grdaos (M100), grdos por planta (GP), numero de
vagens com um grao (NV1), nimero de vagens com dois grdos (NV2) e nimero de vagens total (NVT).
Foi também verificados a produtividade em kg ha™, indice de colheita (IC) em% ((peso da semente /

biomassa da parte aérea) x 100) e eficiéncia agrondmica, expressa pela seguinte féormula:
EA Fta — Pl
"~ DTa

No qual:

EA = Eficiéncia agronémica em kg de graos por kg de nutriente aplicado;
Pta = Produtividade do tratamento fertilizado com N (kg ha');

Pti = Produtividade do tratamento controle sem aplicagédo de N (kg ha');

DTa = Dose no tratamento fertilizado com N (kg ha).

Os dados foram submetidos a analise de variancia. Posteriormente, de acordo com a significancia
(p=0,05), foi utilizado o teste F como conclusivo, para o fator qualitativo. E ajustes com modelos de
regressdo foram realizados para o fator quantitativo, selecionados a partir da significAncia dos
coeficientes de regressédo e do potencial de explicacdo o fendmeno biolégico. As analises estatisticas
foram realizadas com o software R (R Development Core Team, 2013). Para os principais componentes
de produgéo (M100, GP, MST e NVT) e a produtividade. A analise de agrupamento também foi realizada
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(dendrogramas) usando o método de média de pares nao ponderados (UPGMA) e distancia euclidiana
(n&o padronizado), conforme proposto por Klikocka e Tatarczak (2015) para a avaliagdo de componentes

de produgédo em experimentos de campo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento vegetal e contetido de nutrientes - area com menor teor de MOS.

As interacdo entre inoculagdo com R. tropicie doses de N ndo foi significativa para as
caracteristicas avaliadas (p>0,05). A inoculacdo nao interferiu nas caracteristicas na clorofila total, altura,
massa de 100 grdos, numero de vagens com um grao, numero de vagens totais e indice de colheita
(Tabela 1), as quais obtiveram as seguintes médias: 45, 102 cm, 29 g, 28 e 39, respectivamente. Essas
médias foram semelhantes as obtidas por Pegoraro et al. (2018) apos fertilizagdo com fosfato e
inoculagdo com R. tropici na cultivar de grdo de bico 'Aleppo’. No entanto, a altura da planta obtida no
presente estudo foi considerada superior a descrita por Artiaga et al. (2015). Esses autores observaram
alturas de 33 a 66 cm ao avaliar treze gendtipos de gréo-de-bico de origens distintas e duas cultivares

comerciais, ‘Cicero’ e IAC Marrocos’, em condi¢des de cultivo em sequeiro.
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Tabela 1: Efeito da inoculagdo com Rhizobium tropici na clorofila total (CLO), altura (ALT), massa de 100
graos (M100), massa de grao por planta (MGP), numero de vagens com um grao (NV1), dois gréaos
(NV2) e total (NVT), massa seca de folhas (MSF), ramos (MSR) e massa seca total (MST), produtividade
(PROD), indice de colheita (IC), eficiéncia agrondmica (EA), teor foliar de nitrogénio (N), potassio (K),

célcio (Ca), magnésio (Mg), sodio (Na) e fosforo (P) do grao-de-bico cultivar Aleppo.

(V4 CLO ALT M100 MGP NV1 NV2 NVT MSF MSR

cm g g g plant’

Com 44,68 101,14 rs 29,02 963a 31,79a 337a 4429a 7,07a 2160a
Sem 4452 n 103,48 " 28,83 ™ 6,54b 2336b 204b 3460b 529b 1747b

p-valor 0,89 0,79 0,82 0,002 0,005 0,02 0,014 0,001 0,02

CV (%) 9,60 9,90 9,95 39,34 35,60 74,08 32,91 2468 3047

MST PROD IC EA N K Ca Mg Na

g plant t ha' mg kg g kg’

Com 3456a 193a 26,21 ™ 1233a 33,06b 20,10 8,090 354" 0,26a
Sem 27,33b  1,30b 2512 485b 39,83a 21564 n™ 876" 337" 021b
p-valor 0,002 0,002 0,342 0,001 0,006 0,26 0,11 0,76 0,04

CV (%) 39,91 39,92 31,39 137,83 21,96 21,01 16,83 39,33 39,33

P(gkg™)
Doses de N (kg ha')
Rhizobium 0 25 50 75 100 125
Com 2,94 b 2,77b 2,86 b 4,57 ns 4,00 ns 5,70 a
Sem 4,47 a 4,15 a 4,60 a 5,08 ns 4,19 ns 4,47 b

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste F,

A inoculacdo com R. tropici aumentou o numero de vagens com dois grdos, graos por planta,
massa seca de folhas, ramos e parte aérea total, e a produtividade em 40, 32, 25, 19, 21 e 33%,
respectivamente, em comparagdo com a auséncia de inoculagéo (Tabela 1). O aumento da biomassa e
da produtividade da parte aérea (Tabela 1) pela inoculagdao com R. tropici foi justificado por possiveis
efeitos positivos na producdo de fitormonios, absor¢do de nutrientes e aumento da atividade
fotossintética da planta. O R. tropici nos pelos radiculares, atua com o complexo enzimatico nitrogenase,
que catalisa a reagdo de redugdo do N2 atmosférico nas plantas em amoénia (NHs+). A NHs+ é entdo
convertida em formas organicas (amidas ou ureidas) liberadas no xilema e transportadas para a parte
aérea, onde sdo sao catabolizados em amédnio (NH4+) pelas plantas (Taiz et al., 2017). Gopalakrishnan et
al. (2018), estudaram trés bactérias diazotréficas (nativas da india) na inoculagdo do grdo-de-bico,
também observaram aumento no niumero de nédulos, bem como maior parte aérea seca e raiz.

A producgao de fitormbnios e maior disponibilidade de nutrientes para as plantas que formam

simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio também aumentam o seu crescimento e rendimento
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(Singh e Singh, 2018; Laranjo; Alexandre; Oliveira, 2014; Marschner, 2012). Esse fenOmeno pode ter
ocorrido com o grao-de-bico inoculado com R. tropici.

A inoculacdo com R. tropici, também pode ter favorecido o crescimento e a produgéo de graos do
grao-de-bico ao estimular a atividade fotossintética das plantas. Efeitos benéficos foram relatados pelo
aumento do crescimento e desenvolvimento dos érgaos fotossintéticos e pela taxa de acumulo de
fotossintéticos (Moinuddin et al., 2014). Assim, plantas nodulantes podem ter maior atividade
fotossintética devido ao aumento da demanda por compostos de carbono consumidos pelas bactérias
simbidticas para fixagdo de N2 (Kaschuk et al., 2012). A maior atividade fotossintética pode favorecer o
crescimento da planta e a produgéo de gréos nas leguminosas.

A inoculagdo com R. fropici aumentou a eficiéncia agrondbmica em 66% (Tabela 1). Esse
incremento na eficiéncia agronémica indica efeito positivo da inoculacdo na produgédo do grao-de-bico,
mesmo apods a aplicagdo de doses de N. Na Etiopia, Wolde-Meskel et al. (2018) obtiveram resposta
positiva da inoculagdo com Mesorhizobium ciceri na produtividade do grdo-de-bico (2,0 t ha™), em
comparagao ao tratamento controle (1,6 t ha'') sem inoculagdo.Os autores enfatizaram a importancia da
inoculagdo com bactérias nodulantes no grao-de-bico a fim de obter maior rentabilidade e qualidade dos
graos (Gopalakrishnan et al., 2018; Zhang et al., 2020).

A inoculagdo com R. tropici aumentou o teor foliar de Na (19 %) e reduziu o teor de N em 17%.
Mas nao interferiu nos teores de K, Ca e Mg, em relagdo a auséncia do inoculante (Tabela 1). A maior
producdo de biomassa na parte aérea das plantas inoculadas possivelmente proporcionou efeito de
diluicdo do N no tecido da planta em relagdo a auséncia de inoculagdo, conforme demonstrado por
Marles (2017). O aumento da producdo de carboidratos ndo é acompanhado proporcionalmente pelo
teor de minerais, ou seja, o teor de nutrientes da planta pode diminuir sem causar menor rendimento de
graos (Marles, 2017; Briat et al., 2020).

As doses de N aumentaram a clorofila total (Figura 2. B), com incremento de 0,06 na clorofila total,
para cada quilograma de N adicionado. O que indica aumento potencial de crescimento e produgéo das
plantas cultivadas. Incrementos no conteudo de clorofila favorecem as taxas fotossintéticas em baixas
intensidades de luz, resultando em uma planta saudavel e com maior rendimento (Joshi et al., 2019; Gu
et al., 2017). As doses de N também proporcionaram maior massa de 100 grédos e numero de vagens
com dois graos (Figura 2. C, E). Cada quilo de N adicionado contribuiu para o aumento de 0,03 g na

massa de 100 graos e 0,22 vagens com dois graos.
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Figura 2: Efeito de doses de N na altura de plantas (A), clorofila total (B), massa de 100 grédos (C),
massa seca de folhas, ramos, grédos e massa seca total (D), nUmero de vagens com um gréo, dois graos
e vagens totais (E), produtividade (F), indice de colheita (G) e eficiéncia agronémica (H) do grao-de-bico

cultivar Aleppo.

O incremento das doses de N nao influenciou a altura, nUmero de vagens com um gréo e nimero
de vagens totais (Figura 2. A e E). A dose de 125 kg ha' de N incrementou a massa seca de folhas,
ramos, grdos e a massa seca total (Figura 2. D), com 7, 23, 10 e 36 g planta, respectivamente. A
aplicagdo de 125 kg ha' de N com ou sem inoculagdo com o R. tropici proporcionou maxima
produtividade 2,09 t ha' (Figura 2.F). Esses resultados indicam maior importancia do fator doses de N
para o aumento da producéo de graos em solos com menor teor de MOS. A aplicagdo de maiores doses
de N pode minimizar o efeito positivo das bactérias nodulantes na produgdo do gréo-de-bico. Essa
produtividade foi considerada superior a média mundial de 0,96 t ha' (FAO, 2017), e proxima aos 2,71 t
ha! obtidos por Pegoraro et al. (2018) na regido norte de Minas Gerais.

A dose recomendada de 125 kg ha' de N para produgdo maxima de grios foi considerada
elevada em comparagdo com estudos realizados em outros paises. Mas é semelhante quando
comparada as recomendacdes feitas para outras leguminosas no Brasil, como o feijdo. As doses para os
cultivos de feijdo comum no Brasil variam de 40 a 120 kg ha', de acordo com o nivel tecnolégico
adotado. Ismail, Amoursy e Mousa (2017) e Khaitov e Abdiev (2018) relataram a necessidade de aplicar
48 e 75 kg ha' de N para maior rendimento de grdos em grdo-de-bico, em Bangladesh e Uzbekistéo,
respectivamente. Enquanto, Rani e Krishna (2016) ndo encontraram diferenga na produtividade de grdos
usando doses de 20, 30 e 40 kg ha' de N na india. A maior necessidade de fertilizagdo com N
observada nesta cultura (Figura 2. F) pode estar relacionada a menor disponibilidade natural de N no
solo, conforme descrito no material e métodos.

Doses crescents de N incrementaram os teores foliares de N, P (com inoculagéo), K e Mg (Figura
3.A, B e C). Os teores maximos desses nutrientes na dose de 125 kg ha' de N corresponderam a 41,45;
5,25; 23,60 e 4,40 g kg'', respectivamente. Com isso, sugere efeito sinérgico da fertilizagdo com N com
uréia na absorcdo desses macronutrientes pelas plantas de gréo-de-bico (Briat et al., 2020). Porém, as

doses de N nio interferiu nos teores de Ca, com média de 8,42 g kg™ (Figura 3. B), e reduziu os teores
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foliares de Na no tratamento com R. tropici (Figura 3.D). O que indica a atenuagdo do Na na planta

causada pela inoculagéo (Abdiev et al., 2019).
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Figura 3: Efeito das doses de N nos teores de nitrogénio (A), potassio, calcio, magnésio (B), fésforo (C)

e sodio (D) do gréo-de-bico.

Houve interagéo significativa (p<0,05) entre a inoculagdo com R. tropici e doses de N no teor de P.
Foi verificado menor teor de N quando inoculado e nas doses de 0, 25 e 50 kg ha' de N (Figura 3. C).
Porém, o maior teor de P foi obtido na presenga de R. tropici na dose de 125 kg ha' de N (Figura 3 C). O
desempenho da nodulagéo e fixagao de N2 depende das propriedades do solo e dos nutrientes contidos
no solo (Briat et al., 2020). Especialmente aqueles nutrientes com envolvimento direto na estrutura e
fungdo metabdlica da célula microbiana, como é o caso de P (Marschner, 2012).

O P é exigido em maiores quantidades pelas plantas que se associam as bactérias, pois ha maior
producdo de ATP pela acdo da enzima nitrogenase e desenvolvimento de nddulos. Na condi¢cdo de
maior disponibilidade de N e na presenca de R. tropici, a atividade fotossintética das plantas pode ter
sido estimulada, devido ao aumento da demanda por compostos de carbono consumidos pelas bactérias
simbidticas para fixagdo de N2 (Kaschuk et al., 2012). O que estimula a absor¢éo de P pelas plantas e o
rendimento de gréos no grdo-de-bico. Quanto maior a nodulagédo, maior a alocagéo de P nas raizes das
plantas (Kuang et al., 2005; Valentine; Kleinert; Benedito, 2017). Isso pode explicar o menor contetdo
foliar de P ap6s a inoculagdo com R. tropici, nas menores doses de N (Figura 3.C).

Por meio do método UPGMA foi possivel identificar trés classes de resposta a fertilizacdo: 100 e
125 kg ha' de N (resposta alta), 75 e 25 kg ha' de N (resposta média), e 50 e 0 kg ha''de N (baixa
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resposta). A altura do eixo Y para cada grupo identifica essa amplitude (Figura 4.A). As trés classes
agrupadas complementam a analise de variancia (Figura 2) por relacionar maiores parte aérea seca total
e de graos, massa de cem graos e produtividade, nas doses de 100 e 125 kg ha' de N. Na analise
multivariada, com dados reorganizados em matrizes (Figura 4. B), também foi possivel identificar a forte
relagdo positiva (acima de 0,8) das maiores doses (100 e 125 kg ha-' de N), e a relagdo negativa (inferior

a -0,7) das menores doses (50 e 0 kg ha"' de N) com esses componentes de producgédo e produtividade.
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Figura 4: Dendrogramas com analise multivariada de agrupamentos A (método UPGMA) e B (analise
multivariada de agrupamento) para os principais componentes da producdo de grdao de bico (M100 -
massa de cem graos, MST- parte aérea seca total, MSG-massa seca de graos, NVT- nimero de vagens,
e PROD (produtividade) apos a fertilizagdo com doses de N: DO (0 kg ha'), D25 (25 kg ha'), D50 (50 kg
ha), D75 (75 kg ha-'), D100 (100 kg ha') e 125 (125 kg ha"),

Desenvolvimento da planta e conteiido de nutrientes - area com o maior teor de MOS

N&o houve interagdo entre os fatores inoculacdo com R. tropicie as doses de N (p>0,05) para
todas as caracteristicas avaliadas. A inoculagcdo com R. tropici aumentou o graos por planta, nimero de
vagens com um grao, massa seca de folhas e parte aérea total (Tabela 4) em 27,07; 26,78; 20,93% e
16,26%, respectivamente, em comparagdo com a auséncia da inoculacdo. Reforcando o maior efeito de
R. tropici na produgcao de massa de graos por planta. O maior teor de MOS pode ter aumentado a
populacao bacteriana. O que contribuiu para a simbiose de R. tropici com os pelos radiculares de grao-
de-bico e favoreceu o desempenho dessas caracteristicas na planta. Porém, esse efeito foi limitado, pois
a inoculagao nao interferiu na clorofila total, altura, massa de 100 graos, numero de vagens total, massa
seca de ramos e produtividade (Tabela 4). O que sugere maior capacidade natural desse solo em

proporcionar condicbes adequadas para a produtividade de grédos de grao-de-bico.



37

Tabela 4: Efeito da inoculagdo com Rhizobium tropici na clorofila total (CLO), altura (ALT), massa de 100
graos (M100), massa de grao por planta (MGP), numero de vagens com um grdo (NV1), dois graos
(NV2) e total (NVT), massa seca de folhas (MSF), ramos (MSR) e massa seca total (MST), produtividade
(PROD), indice de colheita (IC), eficiéncia agronémica (EA), teor foliar de nitrogénio (N), potassio (K),

calcio (Ca), magnésio (Mg), sodio (Na) e fésforo (P) do grao-de-bico cultivar Aleppo.

RIZ ClO ALT M100 MGP NV1 NVT Nv2 MSF MSR MST PROD

cm g a e g planta-!------- t ha

Com 46,71 77,71ns 38,39 25,60a 51,15a 69,85 9,34a 13,90a 36,20" 83,07a 1,61"s

Sem 48,59 81,82ns 38,16™ 18,67b 37,45b 51,11" 6,82b 10,99b 34,57" 69,56b 1,96"

p-valor 0,14 024 0,75 0,009 0,01 0,006 0,01 0005 055 0,005 0,051

CV (%) 9,18 15,07 6,00 39,21 4197 37,18 40,88 26,92 2645 20,73 34,35

RIZ IC EA N P K Ca Mg Na

% kg kg™’ g kg™

Com 29,86 ns 3,06" 4423b 3,20b 16,38™  8,52Db 4,37 s 0,31 ns

Sem 26,82 s 7,038 48,47 a 359a 16,22™ 9,96 a 3,65 s 0,29 ns

p-valor 0,18 0,054 0,001 0,03 0,80 0,006 0,28 0,78

CV (%) 27,44 180,48 7,51 17,81 13,79 18,51 57,29 46,48

Médias seguidas pela mesma letra minuscula no ponto da coluna nao diferem entre si pelo teste F,

A auséncia de inoculagdo com R. tropici proporcionou os maiores teores foliares de N (9%), P
(11%) e Ca (15%) (Tabela 4). Ao contrario do que foi verificado por Abdiev et al. (2019) com grdo de
bico. Os autores verificaram maiores teores de N, P e K nas raizes e folhas quando na presenga da
inoculagao.

A adicéo das doses de N aumentou a clorofila total e o teor de N nas folhas do gréo-de-bico, com
médias de 51 e 48 g kg™, respectivamente, na dose de 125 kg ha' de N (Figura 5. B, J). Mas a
inoculacdo nao alterou a altura de plantas, massa de 100 gréos, gréos por planta e teores foliares de P,
K, Ca e Mg (Figura 5.A, C, D e J). A maior produgdo de clorofila e absor¢do de N nas maiores doses
aplicadas nao implicou diretamente em maior crescimento da planta e massa de grdos. O que indica
uma absorcao de luxo de N pelo grdo-de-bico, além do adequado fornecimento de N as plantas, nas
menores doses aplicadas.

Sugere-se entdo uma maior capacidade desse solo com maior teor de MOS em fornecer N para o
grao-de-bico. Ciclot et al. (2017) relataram que a taxa de mineralizacdo de nitrogénio da MOS na
camada aravel (0,30 m) varia de 0,13 a 1,10 kg ha' dia' de N em solos na Franga. Esses autores
descreveram uma correlagdo positiva entre a taxa de mineralizagdo e o teor de MOS, ou seja, ocorre
aumento substancial na disponibilidade de N para plantas em solos com maior teor de MOS. Em solos
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tropicais acredita-se que essas taxas sejam maiores, porém, se considerarmos a mineralizagdo de 1 kg
ha'dia' de N seria possivel suprir a demanda por grédo-de-bico em solos com maior teor de MOS.

A produtividade média do grao-de-bico apds a aplicagao das doses de N correspondeu a 1,78 t ha-
' (Figura 5. F). Superior ao obtido em outros paises, como india (0,91 t ha''), Uzbequistdo (1,46 t ha),
Etiopia (1,67 t ha'') e Australia (1,22 t ha') (FAO, 2017). Segundo Rani e Krishna (2016), na india, a
aplicagdo de doses de N (20, 30 e 40 kg ha') ndo interferiu na produtividade de graos. O que reforga a
capacidade dessas plantas em utilizar N do solo, ou fornecido por meio de simbiose. Soares et al. (2016)
estudaram o cultivo do feijoeiro comum, relataram que 20 kg ha' de N na semeadura favoreceu o
crescimento radicular e maior nodulagdo das plantas quando comparada a doses superiors de N.
Possivelmente doses menores de N podem favorecer o desenvolvimento inicial de espécies vegetais.

As doses de N nédo incrementaram o indice de colheita e a eficiéncia agrondmica, e suas médias
corresponderam a 28,34% e 5,04, respectivamente (Figura 5. G e H). Ou seja, 28,34% da biomassa
acumulada na parte do grao-de-bico foi convertida em grdos. O indice de colheita e a eficiéncia
agrondmica referem-se a capacidade da planta em produzir grdos de acordo com seu crescimento e
disponibilidade de nutrientes via fertilizagdo. Nesse contexto, observou-se a inexisténcia de alteragbes
na producdo de gréos ap6s a utilizacdo das maiores doses de N, corroborando com a condigdo de
adequado suprimento nutricional da planta nas menores doses de N. A maior eficiéncia agronémica

ocorre quando maiores produgdes sdo obtidas com doses menores de N (Leal et al., 2019).
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Figura 5: Efeito das doses de N na altura de plantas (A), clorofila total (B), massa de 100 graos (C),
massa seca de folhas, ramos, sementes e massa seca total (D), numero de vagens com um, dois e
graos totais (E), produtividade (F), indice de colheita (G), eficiéncia agronémica (H), teor foliar de N (1) e

conteudo foliar de fésforo, potassio, calcio, magnésio e sodio (J) do grao-de-bico cultivar Aleppo.

Neste estudo, a aplicagdo de Rhizobium spp. e as doses de N nao interferiram na producgdo de

graos, possivelmente em decorréncia da elevada fertilidade natural do solo associada principalmente aos
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elevados teores de N mineral, N total e MOS. Atributos que contribuem para a atividade biolégica, que
proporciona maior disponibilidade de N mineral na solugdo do solo e maior diversidade de bactérias
nodulantes no solo (Marschner, 2012),

Nessa condigdo, existe maior quantidade de N mineral e organico na fragcdo labil do solo,
convertido em aménio e nitrato, liberado pela agdo de microrganismos em decomposi¢ao (Liu et al.,
2020; Camargo et al., 2008). Elias e Herridge (2014), em avaliagdo sobre o cultivo do grdo-de-bico na
Australia, observaram baixa eficiéncia dessa espécie vegetal em formar uma simbiose com bactérias
fixadoras de nitrogénio nativas nos primeiros anos de cultivo. Embora esse fendmeno tenha sido
minimizado apds o uso de inoculantes, com maior abundéancia populacional de Rhizobium spp.
reforcando a importancia da fixacdo do N atmosférico no aumento da produgdo de grdo-de-bico e
subsequentes colheitas.

Na analise do método UPGMA, foi possivel observar comportamentos isolados, com maior
amplitude, nas doses de 125 e 0 kg ha'' de N para os componentes de produgéo (Figura 6.A). A dose de
0 kg ha' de N foi responsavel pela obtencdo de relagdes positivas maiores (acima de 1,0) com parte
aérea seca total, nUmero de vagens totais e grdos por planta. Ja a dose de 125 kg ha' foi responsavel
por uma relagdo negativa (abaixo de -1,0) com os componentes de produgéo e produtividade (Figura 6.

B). O que caracteriza o fornecimento adequado de N para a produgéo do grdo-de-bico na menor dose de

N utilizada.
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Figura 6: Dendrogramas com analise multivariada de agrupamentos A (método UPGMA) e B (analise de
agrupamento multivariada) para os principais componentes da produgéo de grdo de bico massa de cem
grdos (M100), parte aérea seca total (MST), graos por planta (MSG), nimero de vagens totais (NVT), e
produtividade (PROD) apos fertilizagdo com doses de N: DO (0 kg ha'), D25 (25 kg ha'), D50 (50 kg ha-
1), D75 (75 kg ha''), D100 (100 kg ha') e 125 (125 kg ha™').

Em sintese, este estudo obteve um efeito positivo da inoculagdo com rizébio e fertilizagdo com
nitrogénio no aumento da produgédo de grdo-de-bico em solos com menor disponibilidade natural de N.
Em solos com maior teor de MOS as respostas de produgdo sdo menos expressivas, o que pode ser
atribuido a alta capacidade de mineralizagdo da fragdo organica do solo devido as condig¢des tropicais de

cultivo.
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CONCLUSAO

No solo com menor teor de matéria organica, a inoculagdo com R. tropici aumenta a biomassa da
parte aérea e a produtividade do grdo-de-bico e nao interfere no indice de clorofila. Nessa condigéo, a
aplicagdo de 100 a 125 kg ha' de N proporciona a produtividade maxima de 2,09 t ha' e a eficiéncia
agrondmica do grao-de-bico de 21,6%.

No solo com maiores teores de matéria organica, a inoculagédo com R. fropici aumenta a biomassa
da parte aérea e nao interfere na produtividade do grdo-de-bico. Da mesma forma, as doses de N
aumentam a clorofila total, mas néo interfere nos demais componentes de produgao e produtividade do

grao-de-bico.
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Producao de grao-de-bico inoculado com Bacillus sp e doses de nitrogénio
Production of chickpeas inoculated with Bacillus sp and nitrogen doses

RESUMO

O crescimento e a produtividade no grdo-de-bico estdo relacionados ao fornecimento equilibrado de N.
Em solos intemperizados, esse fator € dependente da atividade biolégica de bactérias promotoras de
crescimento, da presenca de bactérias diazotréficas e do manejo da adubagéo nitrogenada. Dessa
forma, objetivou-se avaliar a inoculagdo com mix de Bacillus spp. e doses de N na produtividade do grao-
de-bico. O estudo foi conduzido em duas areas com tempo de cultivo distintos. No delineamento
experimental de blocos ao acaso, com quatro repeticbes, no esquema fatorial 2 x 6, consistindo de
auséncia ou presenga de mix de Bacillus spp. (concentragdo de 1 x 107 UFC por mL) de isolados
radiculares. E seis doses de N: 0, 25, 50, 75, 100 e 125 kg ha™', aplicadas trinta dias apés a emergéncia
(DAE) das plantas. Foram avaliadas as caracteristicas de producéo e produtividade do grao-de-bico. Na
area com menor tempo de cultivo com espécies perenes e anuais (area 01) a inoculagdo com o mix de
Bacillus spp. ndo interferiu no rendimento de grdos. A aplicagdo de menores doses de N (25 kg ha')
aumentou a massa seca de ramos, graos, total e a produtividade (4,17 t ha''). Na area com maior tempo
de cultivo (area 02), a inoculagdo com Bacillus sp. aumentou a produtividade do grdo-de-bico em 4% e
propiciando a colheita de 4,16 t ha' de graos. A adubacédo nitrogenada aumentou o indice de clorofila,
mas nao interferiu nas demais caracteristicas de produgéo e produtividade do grdo-de-bico.A inoculagéo
de sementes de grao-de-bico com mix de Bacillus spp. é indicada em solos com maior tempo de cultivo
com espécies agricolas. Em areas com menor tempo de cultivo, a aplicagdo de 25 kg ha' de N é
indicada para aumento no rendimento de grdos.

Palavras-chave: Cicer arietinum L., adubacdo nitrogenada, bactéria promotora de crescimento,

rendimento agronémico.

ABSTRACT

The growth and productivity in chickpeas are related to the balanced supply of N. In weathered soils, this
factor is dependent on the biological activity of growth-promoting bacteria, the presence of diazotrophic
bacteria and the management of nitrogen fertilization. Thus, the objective was to evaluate inoculation with
a mix of Bacillus spp. and doses of N in the chickpea productivity. The study was conducted in two areas
with different cultivation times. In a randomized block design, with four replications, in a 2 x 6 factorial
scheme, consisting of the absence or presence of a mix of Bacillus spp. (concentration of 1 x 10”7 CFU
per mL) of root isolates. And six doses of N: 0, 25, 50, 75, 100 and 125 kg ha"', applied thirty days after
the emergence (DAE) of the plants. The characteristics of production and productivity of chickpeas were
evaluated. In the area with less cultivation time with perennial and annual species (area 01), inoculation
with the mix of Bacillus spp. did not interfere with grain yield. The application of lower doses of N (25 kg
ha') increased the dry mass of branches, grains, total and productivity (4.17 t ha''). In the area with the
longest cultivation time (area 02), inoculation with Bacillus sp. increased chickpea productivity by 4% and
provided a harvest of 4.16 t ha-! of grains. Nitrogen fertilization increased the chlorophyll index, but did
not interfere with the other characteristics of production and productivity of chickpeas. The inoculation of

chickpea seeds with a mix of Bacillus spp. it is indicated in soils with a longer cultivation time with
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agricultural species. In areas with shorter cultivation time, the application of 25 kg ha' of N is indicated to
increase grain yield.

Keywords: Cicer arietinum L., nitrogen fertilization, growth-promoting bacteria, agronomic yield.

INTRODUGAO

O grao-de-bico é a terceira leguminosa mais plantada no mundo. Em 2018, produziu-se 17,19
milhdes de toneladas dessa leguminosa com produtividade média de 965 kg ha-!' (FAOSTAT, 2020). Os
graos apresentam elevada proporcao de proteina digerivel (17 a 31,5%), alta quantidade de aminoacidos
essenciais (Jukanti et al., 2012) e baixo indice glicémico (Foster-Powell et al., 2002), caracteristicas que
aumentam a popularidade dessa leguminosa. Adapta-se a regibes semidridas, fixam nitrogénio

atmosférico, possuem baixo custo de produc¢éo e maior rusticidade no cultivo (Nascimento et al., 2016).

A regiao semiarida brasileira € indicada para cultivo desta leguminosa (Artiaga et al., 2015;
Nascimento et al., 2016), com produtividades de 797 kg ha' em sequeiro (Artiaga et al., 2015), e
superiores a 2.700 kg ha' em sistemas irrigados (Hoskem et al., 2017; Pegoraro et al., 2018; Almeida
Neta et al.,, 2020; Fonseca et al., 2020). No entanto, para obtengdo de elevadas produtividades, o
fornecimento equilibrado de nitrogénio (N) via adubagdo mineral e sua interagdo com a atividade
biolégica de bactérias promotoras de crescimento e diazotréficas é considerada primordial e pouco
estudada.

A inoculagao de plantas com bactérias promotoras de crescimento, como as do género Bacillus
sp. no cultivo de grdo-de-bico, propicia a sintese de fitorménios como AIA (Mondal et al., 2019), e
secregdo de exopolissacarideos, sideréforos e flavonoides que inibem o movimento de ions tdxicos
(Wani; Khan, 2010), e inibe populagdes patogénicas (Sivaramaiah; Malak; Sindhu, 2007). Essas
bactérias sdo ainda verificadas na promoc¢do do equilibrio ibnico na solu¢do do solo (Hashem;
Tabassum; Abd-alla, 2019), promove a solubilizagcdo de fosforo (Yadav; Verma, 2014; Hashem;
Tabassum; Abd-alla, 2019). Aumenta a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (Sivaramaiah; Malak;
Sindhu, 2007; Qureshi et al., 2009) e a producdo de graos de gréo-de-bico (Wani; Khan, 2010). Dessa
forma, a inoculagdo com bactérias promotoras no crescimento é indicada pois auxiliam no

desenvolvimento vegetal, na produgao de grdos e aquisi¢cdo de nutrientes (Yadav; Verma, 2014).

No cultivo de gréo-de-bico, estudos relacionados a inoculagdo de bactérias do género Bacillus
spp. em condi¢des tropicais brasileira de cultivo sdo escassos. Bem como, a resposta da planta apés a
aplicagdo de nitrogénio (N) mineral. Uma vez que, o N é considerada imprescindivel em cultivos
agricolas de leguminosas que nao apresentam alta eficiéncia simbidtica. Romanya e Casals (2019)
destacaram que solos com maior fertilidade aumentam a FBN do grdo-de-bico. E nao foi verificado
aumento da FBN em solos com menor fertilidade. A produgédo do gréo-de-bico também varia com o teor
de matéria organica do solo (MOS). Almeida Neta et al. (2020) concluiram que solos com menor teor de
MOS produzem 2.009 kg ha' de grdos com dose de 125 kg ha™' de N. Ja solos com maior teor de MOS

néo foi verificado aumento no rendimento de gréos (1.780 kg ha') com o incremento de doses de N.

O N é considerado um elemento essencial para o grao-de-bico por constituir proteinas, acidos

nucleicos, clorofila dentre outros componentes, ligados diretamente a eficiéncia fotossintética
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(Marschner, 2012). Contudo, com a busca por agricultura sustentavel, o uso de adubagdes nitrogenados
deve ser realizado de forma consciente. A fertilizagdo com o N, pode ocasioar em perdas do nutriente
por lixiviagdo e/ou volatilizagdo (Yadav; Verma, 2014; Joshi et al., 2019). Nesse sentido, os cultivos
sustentaveis com praticas agricolas ecolégicas sdo de grande importancia para garantia da produgao de

plantas saudaveis sem risco de contaminagao para o consumidor.

Estudos com a inoculgao com mix de Bacillus spp. € manejo de doses de N em solos com distintos
histéricos de uso sao inexistentes no Brasil. Esses estudos sao de grande importancia para garantia de
maior rendimento de grdos e cultivos sustentaveis. O objetivo neste estudo foi avaliar a eficiéncia da

inoculagao com mix de Bacillus spp. e doses de N no cultivo de gréo-de-bico.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em duas areas anteriormente cultivadas com grao-de-bico entre maio e
inicio de setembro de 2019. A primeira area esta localizada 16°41°01.86 S e 43°50°20.11”0. A segunda
area esta localizada 16°40'57.22” S e 43°50'20.94”0. O clima da regido é classificado como Aw com
inverno seco e verdo chuvoso (Alvares et al., 2013). As condi¢des climaticas durante o periodo de

condugao dos estudos sado apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Temperatura maxima e minima e precipitagdo durante o cultivo do grdo-de-bico no ano de
2019, conforme informagdes do Instituto Nacional de Meteorologia — INMET (INMET, 2020).

Caracterizagao das areas de cultivo e modelo experimental

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com quatro repeticdes, no esquema fatorial
2 x 6. O primeiro fator foi representado pela a auséncia ou presenga de mix do Bacillus spp. em
concentragdo de 1 x 107 UFC por mL. E o segundo fator consistiu das doses 0, 25, 50, 75, 100 e 125 kg

ha' de N, na forma de ureia (45% de N), trinta dias apés a emergéncia (DAE).
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O estudo foi conduzido em duas areas com tempos de cultivo com espécies agricolas distintos. A
primeira (area 01) apresenta menor tempo de cultivo com espécies anuais e perenes (pousio entre os
anos de 2009 a 2018, com vegetagao predominante de gramineas e plantas espontaneas e cultivo de
grao-de-bico em 2018). A segunda area (area 02) possui maior tempo de cultivo com espécies vegetais
(cultivos de bananas para demonstragéo na disciplina de fruticultura nos anos de 2009 a 2014, plantio de
sorgo em 2015, sorgo e grao-bico em 2016 e em 2017, pousio em 2018 com vegetagédo predominante de
gramineas). Os solos das areas foram classificados como Cambissolo Haplico de textura média (Santos
et al.,, 2018). Vinte dias antes da implantacdo da cultura foram coletadas, com o auxilio de trado
holandés, amostras de solo (10 amostras simples por amostra composta) na camada de 0-20 cm de
profundidade para caracterizagdo quimica. Na area 01 obteve-se os resultados: Matéria organica: 3,60
dag kg'; N-NOs: 93,0 mg kg'; N-NH4*: 79,0 mg kg'; N total: 2,58 g kg-'; pH (H20): 5,8; P (Mehlich 1):
2,09 mg dm-3; K (Mehlich 1): 81,0 mg dm3; Ca: 8,60 cmol. dm-3; Mg: 1,80 cmolc dm-3; Al (KCI): 0,00 cmolc
dm-3; H+Al: 3,10 cmolc dm3; SB: 10,61 cmolc dm3; t: 10,61 cmolc. dm-3; saturagdo de base: 77 %; T:
13,70 cmol. dm-3. Na area 02 obteve-se as caracteristicas quimicas: Matéria organica: 1,99 dag kg'; N-
NOs: 79,8 mg kg'; N-NH4*: 53,2 mg kg™'; total N: 1,52 g kg™'; pH (H20): 7,0; P (Mehlich 1): 12,24 mg dm-
3; K (Mehlich 1): 188 mg dm3; Ca: 7,20 cmolc dm=3; Mg: 1,50 cmolc dm3; Al (KCI): 0,00 cmolc dm-3; H+AI:

0,94 cmolc dm3; SB: 9,18 cmolc dm3; t: 9,18 cmolc dm3; saturagdo de base: 91 %; T: 10,12 cmol. dm3.

O preparo do solo foi realizado com uma aragdo e uma gradagem para ambos as areas, quinze
dias antes da semeadura. A cultivar de grédo-de-bico utilizada foi BRS Aleppo, com graos do tipo kabuli,
de crescimento semi-ereto com adaptabilidade na regido semiarida mineira (Nascimento et al., 2014). A
semeadura foi no sulco de plantio com duas sementes a cada 0,10 m. Apds a emergéncia foi realizado
desbaste para obter 10 plantas por metro, espacadas de 0,50 m entre fileiras, com total estimado de

200.000 plantas por hectare. As parcelas constituiram por 5 m2, com quatro linhas de 2,5 m.

Obtencao dos isolados de bactérias nativas de raizes de grao-de-bico

Os isolados bacterianos foram obtidos de ndédulos radiculares de grao-de-bico cultivados em
manejo organico (esterco bovino curtido e solo com alto teor de MOS na proporgao de 1:1). As plantas
foram conduzidas em vasos de dez litros, irrigadas diariamente. No florescimento pleno, coletaram-se as
plantas para retirada dos nédulos. As raizes foram lavadas e os nédulos destacados e lavados com agua
destilada autoclavada e depois permaneceram por 25 segundos em alcool etilico 95% e por 1 min em
NaClO a 3%. Foram entédo lavados repetidamente cinco vezes com agua destilada. Depois da limpeza os
nédulos foram esmagados e a suspenséo foi diluida seis vezes (10%) em agua salina. As suspensdes
foram inoculadas em meio de cultura YMA (Fred; Waksman, 1928) com 10 g L' de manitol, 0,5 g L' de
K2HPO4, 0,2 g L' de MgS047H20, 0,1 g L' de NaCl, 0,5 g L' de extrato de levedura e 15 g L' de agar e
adicdo de 5 ml L' de azul de bromotimol e pH corrigido para 6,8. Os isolados foram incubados a 28°C
por 48 h para a contagem de colbénias e que foram isoladas e mantidas em meio liquido TY
(Somasegaran; Hoben, 1994). Apds 24 h de incubacéo foi realizada a contagem de unidades formadoras

de colénias (UFC) e coloracdo de Gram de cada colbnia selecionada e identificada.
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Foram selecionadas bactérias para analise protedmica, as cepas de bactérias foram processadas
usando pontuacdes de identificacdo superiores a 2,0 quando analisadas por espectrometria de massa de
tempo de dessorgcdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS), para isso foi utilizado o software
MALDI-Biotyper v2.0 (Farfour et al., 2012). Foram identificadas as espécies Bacillus cereus e Bacillus
subtilis descritas no estudo como mix de Bacillus spp. Para a inoculagao, foi utilizado 1 mL do meio

liquido TY com 1 x 107 UFC ml' para 100 g de sementes de grao-de-bico, 1 h antes do plantio.

Manejo cultural

A adubagdo de base foi realizada na semeadura, com a aplicagdo de 110 kg ha' de P20s
(superfosfato simples) e 20 kg ha' de K20 (cloreto de potassio) no sulco de plantio, em ambas as areas.
A adubagéo de cobertura com ureia foi realizada proximo a linha de semeadura (aproximadamente 5 cm
de distancia das plantas), aos 30 DAE. Apds a aplicagéo foi realizada irrigagdo. Aos 30 e 50 DAE foi
aplicado via foliar os micronutrientes B, Mo, Cu, Fe e Zn, na proporgdo 0,2% de acido bérico (0,34 g L
de B), 0,2% de molibdato de sédio (0,3 g L-" Mo), 0,2% de sulfato de cobre (0,26 g L' de Cu), 0,2% de
sulfato ferroso (0,38 g L' de Fe) e 0,2% de sulfato de zinco (0,40 g L' de B), respectivamente
(Nascimento et al., 2016).

Os tratamentos fitossanitarios e irrigagao foram realizados de acordo com a necessidade da
cultura e recomendagbes técnicas para a cultura na regidao (Nascimento et al., 2016). O sistema de
irrigagdo utilizado foi por microaspersdo, com turno de rega de quatro dias. Quando necessario foi

realizado o controle manual de plantas daninhas, com o uso de enxada.

Caracteristicas avaliadas

Aos 60 DAE, em pleno florescimento foi determinado a clorofila total, com leituras no clorofilémetro
(SPAD-502), de vinte foliolos totalmente desenvolvidos por parcela Util e localizados na porgao superior

da planta.

No final do ciclo da cultura (110 DAE), foram coletadas dez plantas centrais de cada parcela para
avaliagdo das seguintes caracteristicas: altura das plantas (cm). Massa da planta seca (g planta') dos
compartimentos: folhas (MSF), ramos (MSR), graos (MSG) e total (MST). Obtidos apds secagem em
estufa de ventilagédo forgada sob temperatura média de 65 °C, até atingirem massa constante. Massa de
100 graos (M100), numero de vagens com um grao (NV1), dois graos (NV2) e total (NVT). Foi também
verificado a produtividade em t ha”' (PROD), com umidade nos grdos corrigida para 13%. indice de
colheita (IC) em porcentagem ((peso de sementes/biomassa da parte aérea) x 100). E eficiéncia
agrondmica, expressa pela seguinte formula:

Pta — Pd
EA = TDTa

Em que.
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EA = Eficiéncia agronémica em kg de graos por kg de nutriente aplicado
PTa = Produtividade no tratamento adubado com N (kg ha™)
PTi = Produtividade do tratamento testemunha (kg ha-')

DTa = Dose no tratamento adubado com N (kg ha')

Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de varidncia. Em seguida, de acordo com a significancia
(p=0,05), para o fator qualitativo foi utilizado o teste t e para o fator quantitativo foi realizado ajustes com
modelos de regressao, selecionados com base na significAncia dos coeficientes de regressdo e no
potencial para explicar o fendmeno bioldgico. A analise estatistica foi realizada com o software estatistico
R (R CORE TEAM, 2019), com o pacote ExpDes.pt (Ferreira; Cavalcanti; Nogueira, 2013). Foi realizado
a anadlise conjunta das duas areas de cultivo pelo pacote easyanova (Arnhold, 2014). Comparou-se o
tratamento sem aplicagdo de N com doses de N, utilizando contraste ortogonal, com o software

estatistico Sisvar 5.3 (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producgao de grao-de-bico obtida na area 01 com menor tempo de cultivos agricolas.

A interacdo da inoculagdo com o mix de Bacillus spp. e doses de N ndo foi significativa (p=0,05)
para as caracteristicas avaliadas. Efeito isolado da inoculacdo (p<0,05) com o mix de Bacillus spp. foi
observado nas caracteristicas massa de folha, ramos e total seca, nimero de vagens com um, dois e
total de graos (Figura 2. A e C). O efeito isolado das doses de N n&o influenciou (p>0,05) as

caracteristicas avaliadas.

A inoculagdo com o mix de Bacillus spp. resultou em menor produgéo de fitomassa, com redugao
de 43, 17 e 22 % nas folhas, ramos e parte aérea total, respectivamente (Figura 2.A). Também obteve-se
menor numero de vagens com um grdo, dois grdos e total (Figura 2. C). Esse resultado pode ser
atribuido a presencga de outras bactérias de vida livre na rizosfera do grdo-de-bico. As bactérias nativas
de vida livre sdo capazes de realizar fotossintese e competir com a planta e também com as bactérias

inoculadas por fontes de carbono do solo, conforme descrito por Elkoca, Turan e Donmez (2010).

Resultados negativos da inoculagdo com bactérias na biomassa de grdo-de-bico também foram
descritos por Mnalku e Mitiku (2019). Esses autores observaram menor producdo de biomassa de
plantas inoculadas com cepas de rizobio CP-5 em comparagédo aos tratamentos que ndo receberam
inoculacado. Tais resultados podem ser atribuidos a ineficiéncia do rizébio CP-5 em formar simbiose com
a planta e também pela presenga de rizobios nativos na area com historico de plantio com gréo-de-bico

sem inoculagao.
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A inoculagdo com o mix de Bacillus spp. ndo influenciou (p>0,05) na massa de graos secos,
massa de 100 graos e produtividade (Figura 2. A, B e D). A produtividade média correspondeu a 3,6 t ha
. As caracteristicas altura de plantas, clorofila total, indice de colheita e eficiéncia agronémica nao
diferenciaram com a presenca ou nao da inoculagdo com o mix de Bacillus spp. (Figura 2. E. F. G e H).

As médias foram de 84,22 cm, 40,94, 36,05% e 5,51 kg kg™' de nutriente, respectivamente.

A inexisténcia de efeito da inoculagcdo com o mix de Bacillus spp. nessas caracteristicas foi
atribuida ao elevado teor de MOS (3,60 dag kg). Elevados teores de MOS pode favorecer a diversidade
de microorganismos noduliferos e promotores de crescimento presentes na rizosfera de leguminosas
(Bidyarani et al., 2016). Estes microrganismos podemtambém contribuir diretamente para a
disponibilizagdo de nutrientes para o grao-de-bico.

A maior disponibilidade de N favoreceu o desenvolvimento do grao-de-bico na area 01 devido ao
teor MOS alto e quantidades de N total e mineral no solo.Essas caracteristicas na solugédo do solo induz
a plantaa menor propensao a formagéo de simbiose ou associagdo com rizobactérias tanto inoculadas
como nativas. Isso porque na simbiose com bactérias ocorre grande demanda de energia fotossintética
por parte da planta (Maschner, 2012; Taiz et al., 2017). Romanya e Casals (2019) estudaram a FBN no
gréo-de-bico em dois tipos de solo (com baixa e alta fertilidade). Os autores verificaram correlagao
negativa com o N proveniente da FBN quando em solos com maior teor de N organico ou potencialmente

mineralizavel.
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Figura 2. Efeito da inoculacdo com mix de Bacillus spp. na massa de folhas, ramos, graos e total secas
(A), massa de 100 graos (B), numero de vagens com um grédo, com dois gréos e total (C), produtividade
(D), altura de plantas (E), clorofila total (leitura de SPAD) (F), eficiéncia agrondmica (G) e indice de
colheita (H) de grdo-de-bico cultivar Aleppo. *Médias seguidas por mesma letra minuscula n&o difere

pelo teste t a 5% de probabilidade.

A inoculagdo com o mix de Bacillus spp. resultou em maior propor¢gao de massa de ramos secos €

menor proporgédo de folhas secas na parte aérea do grdo-de-bico, em comparagédo ao tratamento sem
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inoculagcdo com o mix (Figura 2.A). A inoculagdo com o mix de Bacillus spp. pode ter contribuido para
antecipagédo da senescéncia de folhas no momento de maturidade fisiolégica da planta, o que resultou

na queda antecipada das folhas de grao-de-bico (Joshi et al., 2019).

Essas alteragbes nas proporgcdes de folhas e ramos entre os tratamentos com a presenca e a
auséncia da inoculagdo com o mix de Bacillus spp. ndo foram observadas nas propor¢des de graos.
Provavelmente ha interferéncia do Bacillus spp. na fisiologia da planta. O Bacillus spp. pode ter
proporcionado maior estimulo a produgao de fitormoénios. Como é o caso do 1-aminociclopropano-1-
carboxilato desaminase (ACC), percussor do etileno. O ACC mantem a planta em homeostase e permite
maior tolerancia em condigcdes de estresse. A excregao de exopolissacarideos e de sideréforos também
auxiliam no equilibrio ibnico, absor¢cédo de agua e inibicao de patégenos, também foi observado em agéo
do Bacillus subtilis (Hashem; Tabassum; Abd-alla, 2019). Esse estimulo no crescimento nao foi
observado pela inoculagdo com o mix de Bacillus spp. Contudo, o ganho na producdo de graos foi
semelhante ao tratamento sem inoculagdo com o mix de bactérias.Ou seja, ndo ha resposta da
inoculagdo com mix de Bacillus spp. na produgéo de graos na area 01, com menor frequéncia de cultivos

com espécies agricolas e com solos com maior MOS.

A adubagao nitrogenada aumentou a massa de ramos, graos e total secas, massa de 100 gréaos e
a produtividade (Tabela 1). No entanto, ndo ocorreram diferengas estatisticas entre as doses de N. Ou
seja, ndo houve incremento das caracteristicas e dos grdos com o aumento das doses de N. Por isso,
recomenda-se a utilizagdo da dose minima de N (25 kg ha ') para obtengdo de maiores rendimentos de

graos.

A aplicacao de N ndo interferiu na massa seca de folhas secas, numero de vagens com um gréo,
dois e total de graos, altura de plantas, clorofila total, eficiéncia agronémica e indice de colheita, em
comparagao ao tratamento sem N (Tabela 1). Provavelmente em decorréncia da elevada disponibilidade
natural de N (N-NOs: 93,0 mg kg') e MOS de 3,06%. O que indica a necessidade da realizagdo de
outros estudos em solos com menores teores de MOS e quantidade de N potencialmente mineralizavel.
Joshi et al. (2019) concluiram que o uso combinado de 20 kg ha' de N e a inoculagdo com
Pseudomonas jeneni e Rhodococcus qingshengii (bactérias promotoras de crescimento) propiciaram a
produtividade de 2.698 kg ha-! de grdo-de-bico.Com produtividade 33% superior a obtida no tratamento

controlesem aplicacao de fertilizante N e inoculantes.
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Tabela 1. Efeito da adubagado com e sem N na massa de folha (MSF), ramos (MSR), grédos (MSG) e total
secas (MST), massa de 100 grdaos (M100), produtividade (PROD), numero de vagens com um grao
(NV1), dois graos (NV2) e total (NVT), altura de plantas (ALT), clorofila total (CLO), eficiéncia agrondmica
(EA) e indice de colheita (IC) do grdo-de-bico (area 01).

Caracteristicas Sem N Com N p-valor
MSF (g planta-') 4,51 6,17 ns 0,15
MSR (g planta') 17,41 24,83 0,01
MSG (g planta™) 13,39 19,37" 0,04
MST (g planta) 37,44 53,15 ™ 0,01
M100 (g) 30,68 33,40° 0,02
PROD (t ha'') 2,67 417" 0,009
NV1 (N° planta) 37,65 47,91 ns 0,07
NV2 (N° planta') 3,50 5,94 ns 0,14
NVT (N° planta-') 41,15 53,86 ns 0,07
ALT (cm planta’) 85,00 84,07 ns 0,86
CLO 39,25 41,28 s 0,29
ER (kg kg') 0,00 6,61 s 0,18
IC (%) 34,69 36,32 ns 0,55

Médias seguidas por ", ndo s&o significativas e médias seguidas por *, **, sdo significativas a 5 e 1%,

por contraste ortogonal (comparagao entre tratamentos sem adubagédo nitrogenada-doze zero, com

tratamentos que receberam doses de N).

O incremento nas doses de N n&o influenciou no aumento de massa seca dos compartimentos,
massa de 100 grdos, numero de grdos por vagem. Produtividade, altura de plantas, clorofila total,

eficiéncia agrondmica e indice de colheita (Figura 3. H).

A maior disponibilidade de N para o gréo-de-bico ndo foi respondida com maiores produtividades.
A produtividade média foi de 3,92 t ha™', superior & obtida em outros paises como na india (956 kg ha') e
na Australia com 928 kg ha' (FAOSTAT, 2020). Apesar dos cultivos na india ainda serem tradicionais

sem o uso de irrigacao.

Na area 01 de cultivo, o N residual do solo e a atividade biolégica de bactérias diazotroficas
supriram fracdo majoritaria do N demandado pelas plantas para obtengdo da maior produtividade do
grao-de-bico. Solos historicamente cultivados com grao-de-bico e ricos em MOS apresentam maior teor
de N mineral. Plantas de grao-de-bico possuem alta deposi¢céo de folhasricas em N (Joshi et al., 2019) e
pela maior disponibilidade natural de N (Romanya; Casals, 2019; Almeida Neta et al., 2020).
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Producao de grao-de-bico obtida na area 02 com maior tempo de cultivos agricolas.

Nao houve interacdo entre a inoculagdo com o mix de Bacillus spp. € doses de N para as
caracteristicas avaliadas (p=0,05). Efeito isolado da inoculagdo com o mix de Bacillus spp.(p<0,05) foi
observado para as caracteristicas niumero de vagens com dois grdos, produtividade, clorofila total e
eficiéncia agrondmica (Figura 3). As doses de N foram significativas para a clorofila total (p<0,05) (Figura
4).

A inoculagdo com o mix de Bacillus spp. propiciou o aumento de 4% na produtividade. Com
produtividade de 4,16 t ha'!, em comparagéo aos tratamentos sem inoculagdo (3,99 t ha') (Figura 3. D).
Esse resultado indica o elevado potencial produtivo e a contribuigdo do Bacillus spp. para a produgéo de
grao-de-bico na regido norte de Minas Gerais em areas cultivas por maior periodo de tempo. Zaheer et
al. (2019) destacaram os efeitos de bactérias como o Bacillus spp. obtidos de nddulos e de rizosfera de
plantas de grao-de-bico. Os autores verificaram aumento na solubilizagcdo de fésforo, producdo de AlA,
acidos organicos e sideréforos que sao importantes para o crescimento de plantas. Fato que também foi

verificado por Yadav e Verma (2014), Mukherjee, Singh e Verma (2020) no grao-de-bico.

Wani e Khan (2010) reportaram a importancia de cepas de Bacillus spp. na inoculagao do grao-de-
bico. Isso porque o Bacillus spp. aumentou o crescimento do grao-de-bico, por meio de sintese de AlA,
que estimulam o alongamento e divisao celular. Os autores também observaram a sintesede sideréforos
que aumentam a absorgéo de nutrientes pelas raizes, alémdo efeito inibitério nos metais toéxicos, como o
cromo. Mukherjee, Singh e Verma (2020) isolaram 29 cepas de bactérias do género Enterobacter sp.,
Bacillus sp., Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Pantoea sp. e Mixta sp. de sementes de grao-de-
bico e reinocularam em cultivos subsequentes. Os autores verificaram maior promogao de crescimento
das plantas de grao-de-bico reinoculadas com B. subtilis pela solubilizagdo de P, K e NH4* e inibicdo de

Fusarium sp. O que sugere sua utilizagdo como bioinoculantes nos cultivos de campo do grédo-de-bico.

A inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento em conjunto com bactérias noduliferas
favorecem a solubilizagdo de P e produgdo de fitormdnios. Além de promoverem a maior nodulagéo e
FBN. Gopalakrishnan et al. (2019) observaram que a inoculagdo com Bacilus sp. e Pseudomonas sp.
facilita na obtengdo do N atmosférico. Resultados que garantem maior rendimento de grdos e
desenvolvimento saudavel da planta. O uso combinado de bactérias noduliferas e de vida livre também é
indicado por Gopalakrishnan et al. (2017), Zaheer et al. (2019) e Abd.alla et al. (2019) para formagéo de

biofertilizante em sementes de gréo-de-bico.

A inoculagdo com o mix de Bacillus spp. reduziu o nimero de vagens com dois grdos (Figura 3.
C), a clorofila total (Figura 3. F) e eficiéncia agrondmica (Figura 3. G). Mas a inoculagdo com o mix de
Bacillus spp. nao interferiu na massa de folhas, ramos, graos e total secos (Figura 3. A), massa de 100
graos (Figura 3. B), numero de vagens com um gréo e total (Figura 3. C), altura de plantas (Figura 3. E)
e indice de colheita (Figura 3. H). A reducdo no numero de vagens com dois grdos e da clorofila total no
tratamento com inoculagdo pode ser associada a alteragdes fisioldgicas provocadas pela aplicagéo de

mix de Bacillus spp. nas sementes de grao-de-bico e ao aumento na produtividade nesse tratamento.
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Dessa forma, maior proporgéo do N presente nas folhas foi remobilizado para os graos, o que implica na
obtengao de menor clorofila total nas folhas. Isso porque a clorofila das folhas é influenciada diretamente
pelo teor de N nas folhas.
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Figura 3. Efeitos da inoculagdo com mix de Bacillus spp. na massa de folhas, ramos, graos e total secos
(A), massa de 100 graos (B), numero de vagens com um gréo, com dois graos e total (C), produtividade
(D), altura de plantas (E), clorofila total (F), eficiéncia agrondmica (G) e indice de colheita (H) de grdo-de-
bico cultivar Aleppo (area 02). *“Médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem pelo teste t a
5% de probabilidade.
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Por outro lado, Elkoca, Turan e Donmez (2010) verificaram que a inoculagdo com Rhizobium
leguminosarum, B. subtilis e B. megaterium aumentaram o teor de N em plantas de grao-de-bico e
conteudo de proteina nos graos. Esse resultado sugere que a absor¢gao de N aumenta quando se realiza
associagdo entre bactérias fixadoras de N e promotoras de crescimento. Os autores ainda
recomendaram a inoculagdo de sementes de grao-de-bico, especialmente com o B. subtilis por contribuir

para o maior produtividade em substituigdo a adubagao nitrogenada, na Turquia.

Dentre os constituintes da parte aérea, os ramos compdem maior proporgao de matéria seca com
44% e nao diferiram para inoculagdo com o mix de Bacillus spp. (Figura 4. A). Os grdos exportam da
area, aproximadamente 32% da massa seca. Ou seja, remanesce no solo (ramos e folhas) 58,46% da
parte aérea do grao-de-bico. O que indica a permanéncia de 6,49 t ha' de massa remanescente, que

contribuira para os cultivos subsequentes.

A adubagéao nitrogenada néo influenciou a maioria das caracteristicas avaliadas, exceto a clorofila
total, que a adubagdo com N aumentou em 20% (Tabela 2). A aplicagdo de 89,40 kg ha' de N propiciou
a maxima clorofila total de 57,88 (Figura 4. F). Esses resultados podem relacionar a adubacao

nitrogenada com o aumento do teor de clorofila na planta, sem interferéncia na producao de graos.

Tabela 2. Efeito da adubagao nitrogenada na massa de folha (MSF), ramos (MSR), grédos (MSG) e total
secos (MST), massa de 100 grdos (M100), produtividade (PROD), numero de vagens com um grao
(NV1), dois graos (NV2) e total (NVT), altura de plantas (ALT), clorofila total (CLO), eficiéncia agronémica
(EA) e indice de colheita (IC) do grao-de-bico cultivar Aleppo (area 02).

Caracteristicas Sem N Doses de N p-valor
MSF (g planta-') 8,18 8,03 ns 0,89
MSR (g planta') 23,48 24,54 s 0,72
MSG (g planta') 17,59 17,81 s 0,93
MST (g planta-') 54,84 55,91 ns 0,87
M100 (g) 34,23 34,34 rs 0,94
PROD (t ha) 3,87 4,12 s 0,55
NV1 (N° planta™) 42,67 44,36 " 0,77
NV2 (N° planta') 3,23 2,97 ns 0,76
NVT (N° planta-') 45,91 47,34 ns 0,82
ALT (cm planta') 77,25 76,47 s 0,80
CLO 38,31 45,88 * 0,001
ER (kg kg™) 0,00 1,56 s 0,34
IC (%) 31,36 31,18 ns 0,55

Médias seguidas por ", ndo sio significativas e médias seguidas por *, **, sdo significativas a 5 e 1%,
por contraste ortogonal (comparagdo entre tratamentos sem adubagio nitrogenada-doze zero, com

tratamentos que receberam doses de N).
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As doses de N néo influenciaram na producdo de massa de folhas, ramos, graos e total secos
(Figura 4. A), massa de 100 graos (Figura 4. B), nimero de vagens (Figura 4. C), produtividade (Figura
4. D), altura de plantas (Figura 4. E), eficiéncia agronédmica (Figura 4. G) e indice de colheita (Figura 4.
H). Os resultados indicam que a condi¢do natural do solo foi eficaz em suprir a demanda nitrogenada da

planta para esse ciclo de cultivo.

A produtividade obtida de 4.08 t ha' é superior a que foi obtida por Fonseca et al. (2020), em
trabalho com a mesma cultivar de grdo-de-bico (3,01 t ha'). Os autores utilizaram 100 kg ha' de N na
forma de ureia, aplicados 45% na semeadura e 55 % em cobertura, aos 30 dias apds o plantio. Essa
diferenga entre as produtividades pode estar relacionada a época de plantio, pois os autores realizaram

o plantio no final do verao e colheita no inicio do inverno.

O teor MOS (1,99%) e N mineralizavel e mineral (N-NOs: 79,8 mg kg'; N-NH4*: 53,2 mg kg') e
total (N: 1,52 g kg') dessa area foram capazes de suprir a demanda de grdo-de-bico. O que pode
destacar a capacidade adaptativa dessa planta, principalmente em solos com alta fertilidade, como
estudos de Romanya e Casals (2019). Joshi et al. (2019) sugeriram que a aplicagdo de baixas doses de
N (20 kg ha') em conjunto com inoculagéo de P. jeneni e R. qingshengii aumentaram os rendimentos no
grao-de-bico. Os autores ainda destacaram que o uso de fertilizantes quimicos na dose correta é

benéfico ndo so6 a planta mas também para a populagéo nativa microbiana.
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Figura 4. Efeito das doses de N na massa de folhas, ramos, gréos e total secos (A), massa de 100 gréos

(B), numero de vagens com um grao, com dois gréos e total (C), produtividade (D), altura de plantas (E),

clorofila total (F), eficiéncia agrondmica (G) e indice de colheita (H) de grao-de-bico cultivar Aleppo (area

02).

O cultivo de grao-de-bico em areas com tempo de cultivo com espécies agricolas distintos

apresentaram produtividades semelhantes (area 01 = 3,92 t ha' e area 02= 4,08 t ha'). No entanto, na

area com maior tempo de cultivo (area 02) a aplicagdo do mix de Bacillus spp. mostrou-se eficiente no

aumento da produgao de graos e nao foi influenciada pela adubagéo nitrogenada. Ja na area com menor

tempo de cultivo com espécie agricolas (area 01) a aplicagdo de 25 kg ha' de N é recomendada sem a

necessidade de utilizacdo do mix de Bacillus spp.
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Resultados distintos para as areas de cultivo ocorreram em virtude de variagdes na fertilidade dos
solos, teor de MOS, pH e diversidade biologica (Almeida Neta et al., 2020). A maior fertilidade do solo e
pH favorecem a atividade do Bacillus spp. e outras bactérias nodulantes na rizosfera do grédo-de-bico, na
area 02. O que implica na menor necessidade de aplicagdo da adubacéo nitrogenada para producéao de
graos. Na area 01, a menor resposta da inoculagdo na produgédo relaciona-se a presenga de ambiente
adverso a proliferagdo de bactérias promotoras de crescimento e nodulantes. Em decorréncia da menor
fertiidade, pH do solo e competitividade entre as bactérias nativas por fontes de carbono no solo
(Elkoca; Turan; Donmez, 2010).

CONCLUSOES

A inoculagdo com mix de Bacillus spp. reduza fitomassa da parte aérea mas nao altera a
produtividade do grao-de-bico na area com menor tempo de cultivo com espécies agricolas e maior teor

de matéria organica do solo (area 01).

A adubagao nitrogenada aumenta massa seca total mas ndo ha aumento de rendimento de graos

com incremento das doses de N na area 01.

A inoculagdo com o mix de Bacillus spp. propicia a produtividade de 4,16 t ha', na area com maior

tempo de cultivo com espécies agricolas e menor teor de matéria organica do solo (area 02).

A adubagéo nitrogenada aumenta a clorofila total de 57,88 na dose de 89,40 kg ha' de N, na area

com maior tempo de cultivo com espécies agricolas e menor teor de matéria organica do solo (area 02).

A area 01 e area 02 possuem produtividades semelhantes, 3,92 e 4,08 t ha™', respectivamente. A
inoculagdo com o mix de Bacillus spp. é eficaz para obtengdo da maxima produtividade do gréo-de-bico

na area 02. Para a area 01 a aplicagdo de 25 kg ha' de N propicia maior produgéo de graos.
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4.3 Artigo 3 — A inoculagao com Bacillus sp em conjunto com a adubagao nitrogenada aumentam o

crescimento e a absorgdo de macronutrientes no grao-de-bico

Este artigo foi elaborado conforme normas da revista Journal of Plant Nutrition.
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A inoculagao com Bacillus sp em conjunto com a adubag¢ao nitrogenada aumentam o crescimento
e a absorgao de macronutrientes no grao-de-bico
Inoculation with Bacillus sp in conjunction with nitrogen fertilization increases the growth and
absorption of macronutrients in the chickpeas
RESUMO

A aplicagdo de rizobactérias como o Bacillus sp. em conjunto com adubagado nitrogenada
equilibrada favorecem a aquisi¢gdo de nutrientes e o crescimento de leguminosas cultivadas. No entanto,
essas informagdes sao consideradas escassas para o grao-de-bico. O objetivo do trabalho foi avaliar a
inoculagcdo com mix de Bacillus spp. e doses de N no crescimento e acimulo de nutrientes em grao-de-
bico. O estudo foi conduzido no delineamento experimental de blocos ao acaso, com quatro repeticoes,
no esquema fatorial 2 x 6. O primeiro fator presenga ou auséncia de mix de Bacillus spp. (concentragdo
de 1 x 107 UFC por mL) de isolados radiculares. E seis doses de N: 0, 25, 50, 75, 100 e 125 kg ha"',
aplicadas trinta dias ap6s a emergéncia (DAE) das plantas. Foram avaliadas as caracteristicas de massa
seca, nodulagdo e acumulo de nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésio e sédio do grdo-de-bico
aos 75 DAE. A inoculagdo com o mix de Bacillus spp. aumentou a nodulagdo com rizobios em raizes e a
absorcao de potassio, calcio e sédio. O mix de Bacillus spp. contribuiu para o crescimento vegetativo
com aumento da massa seca de folhas, ramos, raiz e total.As doses de N proporcionaram aumento na
massa seca total e parte aérea. Mas reduziu o acumulo de sédio nas plantas e aumentou a absorgao de
nitrogénio. A ordem decrescente de acumulo de nutrientes aos 75 DAE na parte aérea do grao-de-bico
foi a seguinte: nitrogénio (109,71 kg ha')>potassio (68,94 kg ha')>calcio (25,28 kg ha')>magnésio
(10,17 kg ha')>fosforo (4,98 kg ha™')> sodio (2,23 kg ha'). A dose de 37 kg ha' de N é indicada para
cultivos no grao-de-bico para obtengdo de maior biomassa da parte aérea. A inoculagdo de sementes

com mix de Bacillus spp. € indicada em cultivos de grao-de-bico em regido tropicais brasileiras.

Palavras-chave: Cicer arietinum L., doses de N, bactérias promotoras de crescimento, acumulo de

nutrientes.
ABSTRACT

The application of rhizobacteria such as Bacillus sp. together with balanced nitrogen fertilization, they
favor the acquisition of nutrients and the growth of cultivated legumes. However, this information is
considered scarce for chickpeas. The objective of the work was to evaluate inoculation with a mix of
Bacillus spp. and doses of N in the growth and accumulation of nutrients in chickpeas. The study was
conducted in a randomized block design, with four replications, in a 2 x 6 factorial scheme. The first factor
was the presence or absence of a mix of Bacillus spp. (concentration of 1 x 107 CFU per mL) of root
isolates. And six doses of N: 0, 25, 50, 75, 100 and 125 kg ha™', applied thirty days after the emergence
(DAE) of the plants. The characteristics of dry mass, nodulation and accumulation of nitrogen,
phosphorus, potassium, calcium, magnesium and sodium of chickpeas were evaluated at 75 DAE.
Inoculation with the mix of Bacillus spp. increased nodulation with rhizobia in roots and the absorption of
potassium, calcium and sodium. The mix of Bacillus spp. contributed to the vegetative growth with
increased dry mass of leaves, branches, root and total. The doses of N provided an increase in the total

dry mass and aerial part. But it reduced the accumulation of sodium in the plants and increased the
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absorption of nitrogen. The decreasing order of nutrient accumulation at 75 DAE in the aerial part of the
chickpeas was as follows: nitrogen (109.71 kg ha-')> potassium (68.94 kg ha')> calcium (25.28 kg ha')>
magnesium (10.17 kg ha')> phosphorus (4.98 kg ha')> sodium (2.23 kg ha'). The dose of 37 kg ha! of
N is indicated for crops in chickpeas to obtain greater biomass from the aerial part. Seed inoculation with

a mix of Bacillus spp. it is indicated in chickpea crops in tropical Brazilian regions.

Keywords: Cicer arietinum L., N doses, growth-promoting bacteria, nutrient accumulation.

INTRODUGAO

O grao-de-bico é uma leguminosa de importadncia mundial, principalmente para alimentagéo
humana devido a sua caracteristica nutricional. Possui alto teor de proteina e aminoacidos essenciais
(Laranjo, Alexandre e Oliveira, 2014). A produgao corresponde a 17,19 milhdes toneladas (FAOSTAT,
2020). O cultivo do grao-de-bico, assim como feijdo e soja, é de ciclo curto (aproximadamente 100 dias
apds a emergéncia). E uma leguminosa com baixo custo de produgéo e capacidade de formar simbiose
com bactérias fixadoras de N atmosférico (Nascimento et al., 2016) e associagdo com bactérias

promotoras de crescimento (Hashem, Tabassum e Abd-alla, 2019; Verma et al., 2020).

O manejo cultural do grado-de-bico no Brasil ainda ndo é consolidado. Isso porque ha
desconhecimento de condi¢des adequadas de praticas de adubagcdo e da demanda nutricional da
cultura, entre outros. Nesse contexto, a definicdo da demanda nitrogenada e da necessidade de
inoculagdo com rizobactérias sao imprescindiveis para o aumento da produgédo dessa leguminosa em

condigdes tropicais brasileira de cultivo.

O aumento da adubagdo nitrogenada (125 kg ha') no cultivo de grdo-de-bico ndo proporcionou
maiores rendimentos de graos em areas com alto teor de matéria organica do solo (MOS) (Almeida Neta
et al., 2020). Por outro lado, Demirbas et al. (2018) verificaram maior produgdo de massa seca do gréo-
de-bico com 120 kg ha' de nitrogénio (N), na Turquia. Joshi et al. (2019) obtiveram maior rendimento
2.698 kg ha' de grdos com a adigdo de 20 kg ha' de N em conjunto com inoculagdo de Pseudomonas
jeneni e Rhodococcus qingshengii. Verma et al. (2013) verificaram aumento no rendimento de graos
(2.660 kg ha') no grao-de-bico com a co-inoculagdo de Mesorhizobium sp. BHURCO3 e Bacillus
megaterium BHUPSB14. O que indica que a inoculagdo de sementes de grao-de-bico nos cultivos da

india reduz o uso de fertilizantes quimicos.

O uso de rizobactérias promotoras de crescimento se destacam como opc¢ao de biofertilizantes
(Sharma et al., 2019; Saxena et al., 2019; Verma et al., 2020). Dentre elas, o género Bacillus sp. possui
capacidade de solubilizagdo de fosfato natural (Singh et al., 2018; Saxena et al., 2019), produgéo de IAA
e uréides (Balbinot, Rodrigues e Botelho, 2020). Sao relacionadas no aumento da nodulagdo de
leguminosas quando associados com rizébios (Elkoca, Kantar e Sahin, 2008; Qureshi et al., 2009), maior
crescimento de raizes e absorgédo de N, fésforo (P), potassio (K) e enxofre (S) (Abd-allah et al., 2017;
Singh et al., 2018; Hashem, Tabassum e Abd-alla, 2019; Mukherjee, Singh e Verma, 2020; Verma et al.,
2020). Esses fatores consequentemente favorecem o crescimento e rendimento de plantas (Yadav e
Verma, 2014; Verma et al., 2020).
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E importante estudos que visem a associacdo de rizobactérias com adubagdo nitrogenada em
regides tropicais brasileiras irrigadas que proporcione desenvolvimento e acumulo de nutrientes no grao-
de-bico. O objetivo neste estudo foi avaliar a inoculagdo com mix de Bacillus spp. e doses de N em gréo-

de-bico irrigado.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi elaborado em éarea anteriormente cultivada com gréao-de-bico, no periodo de maio a
inicio de setembro de 2019. Localizado nas coordenadas 16°41°'01.86” S e 43°50'20.11”0. O clima da
regido é classificado como Aw com inverno seco e verao chuvoso (Alvares et al., 2013). As condigbes

climaticas durante o periodo de condugao do estudo estdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Temperatura maxima e minima e precipitagdo durante o cultivo do grao-de-bico no ano de

2019, conforme informagdes do Instituto Nacional de Meteorologia — INMET (INMET, 2020).

Caracterizagao das areas de cultivo e modelo experimental

O solo da area foi classificado como Cambissolo Haplico de textura média (Santos et al., 2018).
Vinte dias antes da implantagao da cultura foram coletadas amostras de solo na camada de 0-20 cm de
profundidade para caracterizagdo quimica: Matéria organica: 3,60 dag kg'; N-NOs: 93,0 mg kg™'; N-
NHa*: 79,0 mg kg™*; N total: 2,58 g kg'; pH (H20): 5,8; P (Mehlich 1): 2,09 mg dm-3; K (Mehlich 1): 81,0
mg dm-3; Ca: 8,60 cmol. dm-3; Mg: 1,80 cmolc dm-3; Al (KCI): 0,0 cmolc dm-3; H+Al: 3,10 cmolc dm-3; SB:

10,61 cmolc dm3; t: 10,61 cmolc dm3; saturacdo de base: 77 %; T: 13,70 cmolc dm3.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com quatro repeti¢des, no esquema fatorial
2 x 6. O primeiro fator foi representado pela presenca ou auséncia da inoculagdo com mix de Bacillus
spp. em concentragdo de 1 x 107 UFC por mL. E o segundo fator consistiu das doses 0, 25, 50, 75, 100 e

125 kg ha'' de N, na forma de ureia (45% de N), 30 dias apds a emergéncia (DAE).
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O preparo do solo foi realizado com uma aragéo e uma gradagem, 15 dias antes da semeadura. A
cultivar de grao-de-bico utilizada foi BRS Aleppo, com grdos do tipo kabuli, de crescimento semi-ereto
com adaptabilidade na regido semiarida mineira (Nascimento et al., 2014). A semeadura foi no sulco de
plantio com duas sementes a cada 0,10 m. Apds a emergéncia foi realizado desbaste para obter dez
plantas por metro, espagadas 0,50 m entre fileiras, com total estimado de 200.000 plantas por hectare.

As parcelas constituiram por 4 m2, com quatro linhas de 2,0 m.

Obtenc¢ao dos isolados de bactérias nativas de raizes de grao-de-bico

Os isolados bacterianos foram obtidos de nédulos radiculares de gréo-de-bico cultivados em
manejo organico (esterco bovino curtido e solo com alto teor de MOS na proporgéo de 1:1). As plantas
foram conduzidas em vasos de dez litros, irrigadas diariamente. No florescimento pleno, coletaram-se as
plantas para retirada dos nédulos. As raizes foram lavadas e os nédulos destacados e lavados com agua
destilada autoclavada e depois permaneceram por 25 segundos em alcool etilico 95% e por 1 min em
NaCIlO a 3%. Foram ent&o lavados repetidamente cinco vezes com agua destilada. Depois da limpeza os
nédulos foram esmagados e a suspenséo foi diluida seis vezes (10-%) em agua salina. As suspensdes
foram inoculadas em meio de cultura YMA (Fred e Waksman, 1928) com 10 g L' de manitol, 0,5 g L' de
K2HPO4, 0,2 g L-' de MgS047H20, 0,1 g L' de NaCl, 0,5 g L' de extrato de levedura e 15 g L' de agar e
adicdo de 5 ml L' de azul de bromotimol e pH corrigido para 6,8. Os isolados foram incubados a 28°C
por 48 h para a contagem de colénias e que foram isoladas e mantidas em meio liquido TY
(Somasegaran e Hoben, 1994). Apés 24 h de incubacédo foi realizada a contagem de unidades

formadoras de colbnias (UFC) e coloragdo de Gram de cada col6nia selecionada e identificada.

Foram selecionadas bactérias para analise protedmica, as cepas de bactérias foram processadas
usando pontuagdes de identificagdo superiores a 2,0 quando analisadas por espectrometria de massa de
tempo de dessorgdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS), para isso foi utilizado o software
MALDI-Biotyper v2.0 (Farfour et al., 2012). Foram identificadas as espécies Bacillus cereus e Bacillus
subtilis descritas no estudo como mix de Bacillus spp. Para a inoculagao, foi utilizado 1 mL do meio

liguido TY com 1 x 107 UFC ml' para 100 g de sementes de grao-de-bico, 1 h antes do plantio.

Manejo cultural

A adubagado de base foi realizada cinco dias antes da semeadura, com aplicagdo de 110 kg ha™'
de P20s (superfosfato simples) e 20 kg ha-' de K20 (cloreto de potassio) no sulco de plantio, em ambas
as areas. A adubacdo de cobertura com ureia foi realizada proximo a linha de semeadura
(aproximadamente 5 cm de distancia das plantas), aos 30 DAE. Apds a aplicagdo da ureiafoi realizada
irrigagao para a incorporacéo do N. Aos 30 e 50 DAE foi aplicado via foliar os micronutrientes B, Mo, Cu,
Fe e Zn, na proporgao 0,2% de acido bérico (0,34 g L' de B), 0,2% de molibdato de sédio (0,3 g L' Mo),
0,2% de sulfato de cobre (0,26 g L' de Cu), 0,2% de sulfato ferroso (0,38 g L' de Fe) e 0,2% de sulfato

de zinco (0,40 g L-' de B), respectivamente (Nascimento et al., 2016).
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Os tratamentos fitossanitarios e irrigagdo foram realizados de acordo com a necessidade da
cultura e recomendagbes técnicas para a cultura na regidao (Nascimento et al., 2016). O sistema de
irrigagdo utilizado foi por microaspersdo, com turno de rega de quatro dias. Quando necessario foi

realizado o controle manual de plantas daninhas com o uso de enxada.

Caracteristicas avaliadas

Aos 75 DAE foram coletadas de cada parcela dez plantas saudaveis para analise de massa seca
(kg ha'), numero de nédulos. As plantas foram separadas em: folhas, ramos e raiz. Foram levadas a
estufa de circulagéo forgada a 65°C por 72 horas até atingirem massa constante. Depois de secos os
foram pesadas em balancga analitica e expressos em massa seca (kg ha'') de folhas, ramos, raiz, total e
parte aérea. As raizes foram lavadas em agua corrente com auxilio de peneira, depois contou-se o

numero de nédulos e posteriormente estes foram separados e secos.

Para determinagédo do acumulo de nutrientes (kg ha'), as amostras foram trituradas em moinho
tipo wiley com peneira de malha de 02 mm. Que foram homogeneizadas e obtidas amostras para
determinagéo dos teores de N, P, K calcio (Ca) e magnésio (Mg). O N foi determinado, segundo o
método de Kjeldahl (Bremner, 1965). O P, K, Ca e Mg, determinados por digestdo nitrico-perclérica
(Tedesco et al., 1995), conforme Alcarde (2009).

O acumulo de cada nutriente para os respectivos componentes das plantas foram quantificado por

meio da expressdao matematica descrita abaixo:

Acumulo: M5 x T /100

Onde:
Acumulo: Acumulo de nutrientes no compartimento das plantas (kg ha-);
MS: matéria seca no compartimento das plantas (kg);

T: teor no nutriente no compartimento das plantas (%).

Anadlises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de varidncia. Em seguida, de acordo com a significancia
(p=0,05). Para o fator qualitativo foi utilizado o teste t. E para o fator quantitativo foi realizado ajustes com
modelos de regressdo, selecionados com base na significAncia dos coeficientes de regressdo e no
potencial para explicar o fendbmeno bioldgico. A analise estatistica foi realizada com o software estatistico
R. (R CORE TEAM., 2019), com o pacote ExpDes.pt (Ferreira, Calvalcanti e Nogueira, 2013).
Comparou-se também o tratamento sem aplicagdo de N com doses de N, com contraste ortogonal, no
software estatistico Sisvar 5.3 (Ferreira, 2011).
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RESULTADOS

Nao houve interagéo entre a inoculagdo com o mix de Bacillus spp. € doses de N (p=0,05) para as
caracteristicas de massas da parte aérea seca, numero e massa seca de nodulos (Figura 2 e 3). Efeito
isolado da inoculagdo com o mix de Bacillus spp. foi observado nas caracteristicas de crescimento
massa seca de folha, ramos, raiz e total, nUmero e massa seca de nédulos e parte aérea seca (Figura 2.
A, B, C e D). Ja para as doses de N aplicadas houve efeito com o incremento para as caracteristicas

massa seca total e parte aérea (Figura 3. A e D).

A inoculagdo com o mix de Bacillus spp. promoveu aumento de 26% na massa seca de folhas,
28% de ramos, 17% de raizes, 24% da parte aérea e na matéria seca total das plantas (Figura 2. A e D).
A inoculagdo também promoveu o incremento de 59 e 58% na massa seca e numero de nédulos nas

raizes (Figura 2. B e C).
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Figura 2. Efeito da inoculagdo com mix de Bacillus spp. na massa seca de folha, ramos, raiz e total (A),

massa seca de nédulo (B), numero de nédulos (C) e massa seca da parte aérea (D) do grdo-de-bico
cultivar Aleppo. *Médias seguidas pela mesma letra minUscula nao difere pelo teste t a 5% de
probabilidade.
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As doses de N ndo aumentaram as caracteristicas de massa seca de folhas, ramos, raiz € massa
seca de ndédulos (Figura 3. A e B) e numero de nédulos (Figura 3. C). Houve incremento maximo de
massa seca total e parte aérea com a adicdo de 35 e 37 kg ha' de N.
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Figura 3. Efeito das doses de N na massa seca de folha, ramos, raiz e total (A), massa seca de nédulo

(B), numero de nddulos (C) e massa seca da parte aérea (D) do grdo-de-bico cultivar Aleppo.

A inoculagdo com o mix de Bacillus spp. nao interferiu no acumulo de N e P nos componentes
folhas, ramos, raiz e total e Mg total (p>0,05) (Figura 4. A, B e E). Mas houve aumento no acumulo de K
e Ca no grao-de-bico quando inoculados com o mix de Bacillus spp. (Figura 4. C e D). Para K nas folhas,
ramos, raizes e total o incremento correspondeu a 25, 27, 27 e 26%, respectivamente, quando
inoculados (Figura 4. C). Para Ca os incrementos corresponderam a 29, 22, 19 e 26%, para os
componentes folhas, ramos, raizes e total, respectivamente (Figura 4. D). A presenca do Bacillus spp.
favoreceu maior acumulo de Na, nas folhas (20%) e total (16%). Mas n&o foi verificado efeito para os

componentes ramos e raiz (Figura 6. F).
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*Médias seguidas pela mesma letra minuscula n&o difere pelo teste t a 5 % de probabilidade.

As doses de N elevaram o acumulo de N nas folhas (85,27 kg ha') e total (138 kg ha') na dose de

125 kg ha' de N (Figura 5. A). Mas ndo houve efeito das doses de N para o acimulo de N nos ramos

(Figura 5. A). Houve interacao da inoculagdo com o mix de Bacillus spp. e doses de N para o acumulo de

N na raiz (Figura 6. A). O acumulo de N para as doses de 50 e 125 kg ha' de N, foi maior quando em

associagdo coma inoculagdo do mix de Bacillus spp. (Figura 6. A). Mas nao foi verificado efeito da
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presenga ou auséncia da inoculagdo com o mix de Bacillus spp. com o incremento das doses no

acumulo de N nas raizes (Figura 7. A).
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Figura 5. Efeito das doses de N no acumulo de N (A), de P (B), de K (C), de Ca (D), de Mg (E) e de Na

(F) nos componentes folhas, ramos, raiz e total do grao-de-bico cultivar Aleppo.
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As doses de N nao influenciaram (p>0,05) o acumulo de P, K, Ca (Figura 5. B, C, D e E) exceto
para o K nos ramos (p<0,05) (Figura 5. C). Nos ramos, maior acumulo de K foi verificado nas menores
doses de N, com decréscimo em doses acima de 75 kg ha-'. Foi verificado redugdo do Na nos ramos
com o aumento das doses de N (Figura 5. F). Mas nao foi observado influéncia das doses de N nos

acumulos de Na nos componentes folhas, raiz e total (Figura 5. F).
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Figura 6. Efeito da inoculagao com mix de Bacillus spp. e doses de N no acumulo de N pelas raizes (A),
acumulo de Ca nos ramos (B), acumulo de Mg nas folhas (C), ramos (D) e raiz (E) de grdo-de-bico
cultivar Aleppo.
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Houve interagdo entre a inoculagdo com o mix de Bacillus spp. e doses de N (p<0,05) para os
acumulos de Ca nos ramos (Figura 6. B; Figura 7. B) e acumulo de Mg nos componentes folhas, ramos e
raiz (Figura 6. C, D e E; Figura 7. C, D e E). A inoculagdo com o mix de Bacillus spp. promoveu maior
acumulo de Ca nas doses de 50 e 125 kg ha!, ndo houve efeito da inoculagdo nas demais doses de N
(Figura 6. B). Corroborando com os acumulos de Mg nas folhas (Figura 6. C). O acumulo de Mg nos
ramos foram incrementados nas doses de 50 e 75 kg ha' de N na presenga do Bacillus spp. (Figura 6.
D). Mas ndo houve efeito da inoculagdo com o mix de Bacillus spp. nas doses de N (p>0,05) para os

acumulos de Mg nas raizes (Figura 6. E).

A presenga ou auséncia da inoculagdo com o mix de Bacillus spp.nas doses de N nao
aumentaram o acumulo de Ca nos ramos com o incremento das doses de N (Figura 7. B). Por outro
lado, houve efeito (p<0,05) na presenca do mix de Bacillus spp. nos acumulos de Mg nos componentes
folhas e ramos nas doses de 50 e 125 kg ha' de N, para as folhas (Figura 7. C) e 75 kg ha' de N, para
os ramos (Figura 7. D). Mas né&o foi verificado (p>0,05) aumento do acumulo de Mg no componente raiz

com aumento das doses de N (Figura 7. E).
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Figura 7. Efeito das doses de N com e sem inoculacdo com mix de Bacillus spp. no acumulo de N nas

raizes (A), acumulo de Ca nos ramos (B), acumulo de Mg nas folhas (C), ramos (D) e raiz (E) de gréo-

de-bico cultivar Aleppo.

O fornecimento da adubagao nitrogenada aumentou a massa seca total e os acumulos totais de N,

P, K, Ca, Mg e Na (Tabela 1). Mas ndo houve aumento do ndmero de nodulos com a adigdo de

adubacao nitrogenada. Maior disponibilidade de N na solugdo do solo favoreceu a absorgao dos

macronutrientes.
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Tabela 1. Efeito da adubagado nitrogenada na massa seca total (MST), nimero de ndédulos (NN),
acumulo de N total (ANT), P total (APT), K total (AKT), Ca total (ACaT), Mg total (AMgT) e Na total
(ANaT) do grao-de-bico cultivar Aleppo.

Caracteristicas Sem N Doses de N p-valor
MST (kg ha™) 3.618,72 4.770,21" 0,01
NN (n° planta) 78,58 37,25 s 0,09
ANT (kg ha™) 85,17 122,41™ 0,005
APT (kg ha') 4,19 5,68 " 0,01
AKT (kg ha') 53,46 73,67 0,02
ACaT (kg ha) 21,31 28,17 0,016
AMgT (kg ha") 7,83 12,44 0,006
ANaT (kg ha) 1,96 2,88" 0,007

Médias seguidas por ", ndo sao significativas e médias seguidas por *, **, sdo significativas a 5 e 1%,
por contraste ortogonal (comparagao entre tratamentos sem adubagio nitrogenada-doze zero, com

tratamentos que receberam doses de N).

DISCUSSAO

O efeito benéfico da inoculagdo com o mix de Bacillus spp. no crescimento da planta e
maiornodulagdo de raizes (Figura 2), pode ser atribuido, provavelmente, a produgédo de fitormonios,
reguladores de crescimento que exercem influéncia nos processos fisiolégicos e morfolégicos das
plantas. Promovem o alongamento de raizes, crescimento do caule e folhas e divisdo celular (Vejan et
al., 2016; Dogra et al., 2019). Verma et al. (2020) verificaram maior numero (19 ndédulos por planta) e
massa seca (6,13 g por planta) de ndédulos quando realizaram a inoculagdo combinada de Rhizobium +
bactérias promotoras de crescimento + fungo arbuscular. Esse resultado suporta a eficiéncia conjunta
desses microrganismos no desenvolvimento de raizes, maior transpiracdo e maior absor¢cdo de
nutrientes. Saxena et al. (2019), em revisao bibliografica, destacaram a capacidade de fixar nitrogénio

por Bacillus sp. com gene positivo nifH encontrado em rizosfera de diferentes culturas.

Nao houve aumento de massa seca das folhas, ramos e raiz com o incremento de doses de N
(Figura 3). Possivelmente, a quantidade de N potencialmente mineralizavel (93 mg kg') presente no solo
foi suficiente para garantir o crescimento do gréo-de-bico. Diferente do que foi verificado por Demirbas et
al. (2018) na Turquia, obtiveram maior massa seca (15,9 g por planta) de grdo-de-bico quando
realizaram adubagao com 120 kg ha-' de N associado a inoculagdo com Rhizobium spp. Por outro lado,
houve maior produgdo de massa seca total e parte aérea em baixas doses de N (36 kg ha'). Esse
resultado, indica que baixas doses de N s&o responsivas na maior produgdao e desenvolvimento de
folhas, ramos, raiz e consequentemente maiores massa seca total e da parte aérea (Figura 3). Ja,
Almeida Neta et al. (2020) observaram maior rendimento de gréos (1.970 kg ha') na maior dose de N
(125 kg ha') em solos com menor teor de MOS. Mas os autores néo verificaram maiores rendimentos

com o acréscimo de N em solos com maior teor de MOS. Esta diferenga na resposta do grao-de-bico
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quanto a sua nutricdo é relacionada com a fertilidade do solo, histérico da area e caracteristicas

adaptativas da planta (Romanya e Casals, 2019).

A inoculagdo com o mix de Bacillus spp.apesar de contribuir para a produgdo de massa seca, nao
alterou os acumulos de N, P e Mg total (Figura 4). Possivelmente, a ndo influéncia da inoculagdo com
Bacillus spp. foi influenciado por bactérias nativas presentes no solo. Pois esse solo possui teor de MOS
alto (3,60 dag kg™') e histérico com cultivos subsequentes com grao-de-bico e gramineas, o que também
é destacado por Macil, Ogola e Odhiambo (2020).

A inoculagdo com o mix de Bacillus spp. ndo foi significativa nos acumulos totais de N, P e Mg
(Figura 4). Saxena et al. (2019) evidenciam em revisdo a ag¢do de Bacillus sp. no aumento da fixagédo
biolégica de N (FBN) (Ji, Gururani e Chun, 2014) e solubilizagdo de P com maior produgéo de acidos

organicos (acido gluconico e acido citrico) em ampla faixa de pH (Mehta et al., 2013).

Maiores acumulos de K e Ca na presenga do mix de Bacillus spp. (Figura 4) sugerem maior
absorgao desses nutrientes pelas raizes em resposta a solubilizagdo dos nutrientes do solo pelo Bacillus
spp. Além da promogao de crescimento pela produgédo de fitormonios (Balbinot, Rodrigues e Botelho,
2020). Como € confirmado por Mukherjee, Singh e Verma (2020), com inoculagédo de Bacillus subtilis
BHUJPCS em grao-de-bico. Os autores verificaram a solubilizagdo de P, K e NH4+, além de produgéo
significativa de IAA. Contudo, para o acumulo de Na foi observado maior valor na presenga da
inoculacdo (Figura 4). Esses resultados inferem que o Bacillus spp. possui capacidade de absorver e
acumular mais Na, sem interferirno desenvolvimento do grdo-de-bico. A inoculagdo com o mix de
Bacillus spp. pode ser usada nos cultivos de grao-de-bico pois aumenta a nodulagédo, crescimento e

absorgao de nutrientes.

As doses de N ndo aumentaram o acumulo de P, K e Ca, exceto o acumulo de K nos ramos
(Figura 5). Demirbas et al. (2018) por outro lado, observaram que o aumento de doses de N (120 kg ha')
propiciaram maiores absorgéo de N, P, K e Ca, mas n&o observaram efeito para a absor¢do de Mg. Essa
diferenga sugere que a planta de grao-de-bico possui adaptabilidade a diferentes tipos de solo, manejo e

fertilidade, pois possui distintas respostas de acumulos com aumento de doses nitrogenadas.

Houve interagao entre a inoculagdo com o mix de Bacillus spp. e doses de N nos acumulos de N
na raiz, Ca nos ramos e de Mg nas folhas, ramos e raizes (Figura 6 e 7). Com maior absorgdo de N
pelas raizes na dose de 50 e 125 kg ha' na presencga da inoculagdo (Figura 6). Esses resultados estédo
de acordo com Verma et al. (2020) que observaram maxima absorgédo de N pelo grao-de-bico em niveis
altos de fertilidade, que indicam nutricdo de N adequada. Almeida Neta et al. (2020) verificaram maiores

teores foliares no aumento das doses de Nem solos com alto quanto com baixos teores de MOS.

A inoculagdo com o mix de Bacillus sp. e as doses de 25 e 50 kg ha' de N aumentaram os
acumulos de Ca nos ramos e de Mg nas folhas e ramos (Figura 6). Masood, Zhao e Shen (2020)
estudaram a aplicagdo de Bacillus pumilus em tomate verificaram maior efeito no crescimento e FBN
guando houve inoculagdo de sementes com B. pumilus com adubacg&o nitrogenada (150 mg N kg de
solo). O que sugere a presenca de N no solo para maior acdo do Bacillus spp. em gréo-de-bico, mesmo

que em baixas doses de N.
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As doses de 50 e 75 kg ha' de N na presenca da inoculagdo com o mix de Bacillus spp. aumentou
os acumulos de Mg nas folhas e ramos (Figura 7). Demirbas et al. (2019) ndo observaram aumentos
significativos da concentragdo de Mg em plantas de grdo-de-bico com incremento de doses de N até 120
kg ha' de N. Mas os autores obtiveram aumento da concentragdo de N, P, K e Ca com aumento das
doses de N. Nao foi observado diferenga nas absorgdes de N nas raizes, Ca nos ramos e Mg nas raizes

com aumento das doses de N independente da inoculagao com o mix de Bacillus spp. (Figura 7).

A absorgdo dos macronutrientes na planta de grdo-de-bico em ordem decrescente foi de N
(109,71 kg ha')>K (68,94 kg ha')>Ca (25,28 kg ha')>Mg (10,17 kg ha')>P (4,98 kg ha')>Na (2,23 kg
ha') aos 75 DAE. Infere-se que quantidades expressivas desses nutrientes podem ser fornecidas ao
solo no final do cultivo, apesar do referente trabalho nao ter verificado os acumulos nos graos. A ordem
de acumulo segue niveis requeridos pela maioria das plantas (Taiz et al., 2017). Demirbas et al. (2018) ja

observaram maior concentragcao de K>N>Ca>P>Mg em plantas de grao-de-bico.

A adubacgao nitrogenada aumentou a massa seca total e a absor¢do dos macronutrientes no solo
(Tabela 1). Esse resultado corrobora com Demirbas et al. (2018) que também verificaram esse aumento

de produgédo de massa seca total.

Neste estudo, ndo houve aumento na nodulagdo de raizes com a presenga do fertilizante
nitrogenado, que pode ser justificado por baixa nodulacdo de leguminosas com aumento de N na
solugéo do solo. Soares et al. (2016) verificaram que menores doses de N proporcionam maior produgéo
de raiz e maior nodulagdo em feijoeiro comum. A presenga de nitrato no solo inibe a interagao entre as
raizes e bactérias do solo, pois a associacdo possui gasto energético da planta e essa passa a absorver

o N disponivel na solu¢do do solo (Marschner, 2012).

O uso do N em cultivos de grao-de-bico deve ser realizado, porém com doses de 37 kg ha' de N
que favorece o ganho de biomassa da parte aérea e maior absor¢do de nutrientes. Altas doses de N

(125 kg ha') ndo resultaram em maior crescimento e acimulos de macronutrientes no gréo-de-bico.

CONCLUSOES

A inoculagdo com o mix de Bacillus spp. aumenta a biomassa seca total, numero de ndédulos, o

acumulo de K e Ca, mas ndo influencia nos acumulos de N, P, Mg e Na.

A dose 36 kg ha' de N aumenta a massa seca total e da parte aérea de grdo-de-bico aos 75 DAE.
Maiores doses de N favorecem o acumulo de N nos componentes da parte aérea do grdo-de-bico, mas

reduzem o acumulo de K nos ramos e de Mg nas folhas e ramos.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados dos trés estudos indicam a necessidade de implementagdo da inoculagao de
sementes de grdo-de-bico com rizobactérias, pois proporcionam maior absor¢do de nutrientes, maior
crescimento e maior rendimento de graos, que sado importantes para obtengdo de uma agricultura
sustentavel.

As doses de N condicionaram efeitos diferentes conforme teor de MOS e tempo de cultivo das
areas. Em menor teor de MOS as doses de N obtiveram respostas de aumento na produtividade apartir
de 100 kg ha' de N, mas esse efeito ndo foi observado em area com maior tempo de cultivo com
espécies agricolas. O maior teor de MOS foi suficiente para garantir o crescimento e rendimento de
graos. Ja em area com menor tempo de cultivo com espécies agricolas a dose de 25 kg ha'' de N obteve
maior produtividade.

De modo geral, a resposta de manejo com doses nitrogenadas no grao-de-bico além de variar
conforme MOS e histérico de cultivo da area, também é influenciado pela rusticidade da planta de gréo-
de-bivo em produzir graos.

Contudo, o uso de mix de Bacillus spp. e Rhizobium tropici aumentam crescimento e produtividade
do grao-de-bico mas maior ou menor efeito depende da area e manejo realizado no cultivo do gréo-de-

bico. Baixas doses de N (37 kg ha') sdo suficientes para obtengdo de maior produtividade.
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ANEXOS

ARTIGO 1

Tabela 1. Resumo da analise de variancia apds inoculacdo com Rhizobium tropici e doses de N para as
caracteristicas clorofila total (CLO), altura de plantas (ALT), massa de 100 grdos (M100), massa de
graos por planta (MGP), numero de vagens com um grao (NV1), dois grdos (NV2) e total (NVT) de grao-
de-bico em solo com baixo teor de MOS.

FV GL av
CLO ALT M100 MGP NV1 NV2 NVT
Bloco 3 123,80 820,7 179,47 53,08 8696,00 3783,70 21550,00
Rhizobium (R) 1 0,32ns 3,06 0,43  114,76° 85149,00* 2106,80* 111265,00
Dose N (N) 5 61,90 93,71 31,16° 32,36" 2491,00m  1184,70"  31273,00"
RxN 5 12,09~ 62,92~ 13,10 17,33"  18656,00" 391,90  27057,00"
Residuo 3 18,34 42,68 8,28 10,43 9635,00 402,60 16831,00
CV (%) - 9,60 9,90 9,95 39,94 35,60 74,08 32,91

ns*: ndo significativo e significativo a 5% pelo teste F, respectivamente. FV: Fonte de variagdo; GL: graus de
liberdade; C.V.: coeficiente de variagdo em porcentagem.

Tabela 2. Resumo da analise de variancia apods inoculagdo com R. tropici e doses de N para as
caracteristicas massa seca de folhas (MSF), ramos (MSR), vagens (MSV) e total (MST), produtividade
(PROD), indice de colheita (IC) e eficiéncia agrondmica (ER) de gréo-de-bico em area com baixo teor de
MOS.

QM
FvV GL. MSF MSR MSV MST PROD IC ER

Bloco 3 655,30 2690,20 240,51 7937,00 2,12 5,23 187,72
Rhizobium 1 3780,80° 20438,10° 1272,46* 62784,00* 4,60*  0,92"  485,84*
Dose N 5 403,80 3983,90s 357,87ns 9535,00 1,29* 1,85* 477,67
Riz* Dose 5 127,70ms 2090,80m 43,45 2577,00 0,69 1,61 63,89

Residuo 33 232,90 3546,2 220,59 6000,00 0,42 0,99 38,90

CV. (%) - 24,68 30,47 39,91 25,03 39,92 37,58 44,92

" ndo significativo e significativo a 5% pelo teste F, respectivamente. FV: Fonte de variagdo; GL: graus de
liberdade; C.V.: coeficiente de variagdo em porcentagem
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Tabela 3. Resumo da analise de varidncia apds inoculagdo com R. tropici e doses de N para os teores

foliares de N, P, K, Ca, Mg e Na de grao-de-bico em area com baixo teor de MOS.

FV GL. N P K Ca Mg Na
Bloco 3 1,62 0,90 1,64 3,54 1,61 0,01
Rhizobium 1 550,53 4,61 24,99ns 5,41ns 0,33ns 0,03
Dose N 5 224,34 3,507 71,83 6,01 4,32 0,03
Riz* Dose 5 77,66" 2,69° 7,398 0,64ns 2,99ns 0,02
Residuo 33 64,08 0,54 19,13 2,00 3,85 0,01
CV. (%) - 21,96 17,72 21,01 16,83 56,85 39,33

ns*: ndo significativo e significativo a 5% pelo teste F, respectivamente. FV: Fonte de variagdo; GL: graus de

liberdade; C.V.: coeficiente de variagdo em porcentagem

Tabela 4. Resumo da analise de variancia apds inoculagdo com R. tropici € doses de N para as

caracteristicas clorofila total (CLO), altura de plantas (ALT), massa de 100 grdos (M100), massa de

gréos por planta (MGP), nimero de vagens com um gréo (NV1), dois graos (NV2) e total (NVT) de gréo-

de-bico em area com alto teor de MOS.

QM
FV GL. CLO ALT M100 MGP NV1 NV2 NVT
Bloco 3 10,51 284,04 10,48 85,94 35307,00 3249,30 89845,00
Rhizobium 1 42,37 202,17~ 0,64 575,19° 225183,00* 7617,00* 421313,00
Dose N 5 66,65* 199,16" 7,85" 107,44"  51388,00"  1162,90" 82652,00"
Riz* Dose 5 43,79n 331,907 226" 144,51"  56565,00m 2886,40 101655,00"
Residuo 33 19,13 144,42 6,66 75,33 34576,00 1093,20 50557,00
CV. (%) - 9,18 15,07 6,74 39,21 41,97 40,88 37,18

ns* ndo significativo e significativo a 5% pelo teste F, respectivamente. FV: Fonte de variagdo; GL: graus de

liberdade; C.V.: coeficiente de variagdo em porcentagem.
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Tabela 5. Resumo da andlise de variancia apos inoculagdo com R. tropici e doses de N para as
caracteristicas massa seca de folhas (MSF), ramos (MSR), vagens (MSV) e total (MST), produtividade
(PROD), indice de colheita (IC) e eficiéncia agronémica (ER) de grdo-de-bico em area com alto teor de
MOS.

QM
FV GL. MSF MSR MSV MST PROD IC ER

Bloco 3 825,6 12233,6 451,9 55022 0,33 0,41 89845
Rhizobium 1 10145,1 3183,9m 5064,3* 219194rs  1,64rs 110" 421313*
Dose N 5 2187ns 13119,4ns 1369,1* 53944ns 0,49n 0,73 826521
Riz* Dose 5 1753,2"s 1552 4ns 1226,3" 34449ns 0,39 0,69  101655"

Residuo 33 1123,6 8763,5 492,3 25021 0,38 0,60 50557

CV. (%) - 26,92 26,45 35,01 20,73 34,35 27,44 37,18

ns*: ndo significativo e significativo a 5% pelo teste F, respectivamente. FV: Fonte de variagdo; GL: graus de

liberdade; C.V.: coeficiente de variagdo em porcentagem.

Tabela 6. Resumo da analise de varidncia apds inoculagao com R. fropici e doses de N para os teores

foliares de N, P, K, Ca, Mg e Na de grao-de-bico em area com alto teor de MOS.

FV GL. N P K Ca Mg Na
Bloco 3 39,96 0,08 9,81 5,44 10,71 0,02
Rhizobium 1 216,58 1,79 0,32ns 24,89 6,17ns 0,02ns
Dose N 5 18,00 0,31ns 7,41ns 5,77"s 8,56 0,02
Riz* Dose 5 2,19ns 0,16" 2,52ns 3,94ns 6,03 0,01ns
Residuo 33 12,12 0,36 5,05 2,92 5,28 0,01
CV. (%) - 7,51 17,81 13,79 18,51 57,29 46,48

" ndo significativo e significativo a 5% pelo teste F. respectivamente. FV: Fonte de variagdo; GL: graus de

liberdade; C.V.: coeficiente de variagdo em porcentagem
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Tabela 7. Quadrado médio da analise de variancia apés inoculagdo com mix de Bacillus spp. e doses de N nas caracteristicas de massa seca de folha (MSF),
ramos (MSR), graos (MSG) e total (MST), massa de 100 graos (M100), produtividade (PROD), nimero de vagens com um grao (NV1), dois graos (NV2) e total

(NVT), altura de plantas (ALT), clorofila total (IC), eficiéncia agronémica relativa (EAR) e indice de colheita (IC) do grdo-de-bico na area 01.

FV GL MSF MSR MSG MST PROD M100 NV1 NV2 NVT ALT CLO EAR IC
Rizobio 1 0,09 s 110,71ns  43,89ns 374,13 s 0,49 4520 262,73 42377 516,14 212,52 179,41 718,65 33,73 s
Doses de N 5 9,18ns 116,37"s 15,36 s 387,13ns 0,05ns 2,62ns 429,78 242" 448,60" 49,78 133,18™ 32,97 s 13,631
Riz x Doses 5 7,30ns 52,77ns 19,87 s 188,05 0,12ns 19,68 152,16 0,61 160,13 53,45 39,62 ns 92,80 ns 35,69 ns
Rep 3 42,62 204,93 393,49 647,43 0,63 143,71 1594,88 34,26 194578 1461,90 37,31 11,71 1009,42
Erro 33 8,71 62,17 43,84 288,77 0,09 18,20 233,88 4,72 271,38 62,13 30,04 61,06 42,89
Total 47
CV (%) 36,64 32,35 37,24 30,49 37,16 12,43 34,69 71,89 34,97 10,29 12,28 713,76 20,98

~ "nsGignificativo a 5%,1% e ndo significativo.
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Tabela 8. Quadrado médio da analise de varidncia apos inoculagdo com mix de Bacillus spp. e doses de N nas caracteristicas de massa seca de folha (MSF),
ramos (MSR), graos (MSG) e total (MST), produtividade (PROD), massa de 100 graos (M100), numero de vagens com um grao (NV1), dois graos (NV2) e total

(NVT), altura de plantas (ALT), clorofila total (IC), eficiéncia agrondmica relativa (EAR) e indice de colheita (IC) do grdo-de-bico na area 02.

FV GL MSF MSR MSG MST PROD M100 NV1 NV2 NVT ALT CLO EAR IC
Rizobio 1 0,09 ns 110,71 43,89 374,13 s 0,49 4520 262,73 42377 516,14 212,52 179,41 718,65 33,73 ns
Doses de N 5 9,18ns 116,37"s 15,36 s 387,13n 0,05" 2,62ns 429,78  2,42m 448,60 49,78 133,18" 32,97ns 13,631
Riz x Doses 5 7,30ns 52,77ns 19,87 s 188,05 0,12ns 19,68 152,16 0,61 160,13" 53,45ns 39,62ns 92,80ns 35,69ns
Rep 3 42,62 204,93 393,49 647,43 0,63 143,71 1594,88 34,26 1945,78 1461,90 37,31 11,71 1009,42
Erro 33 8,71 62,17 43,84 288,77 0,09 18,20 233,88 4,72 271,38 62,13 30,04 61,06 42,89
Total 47
CV (%) 36,64 32,35 37,24 30,49 37,16 12,43 34,69 71,89 34,97 10,29 12,28 713,76 20,98

“ns Significativo a 5 %, 1 % e nao significativo.
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Tabela 9. Efeito da inoculagdo com o mix de Bacillus spp. e doses de N na massa seca de folha (MSF),
ramos (MSR), graos (MSG) e total (MST), massa de 100 graos (M100), produtividade (PROD), niumero
de vagens com um grao (NV1), dois grdos (NV2) e total (NVT), altura de plantas (ALT), clorofila total
(CLO), eficiéncia agronémica (EA) e indice de colheita (IC) do grao-de-bico em duas areas com tempos

de cultivos distinto, comparadas com analise conjunta.

Caracteristicas Area 01 Area 02
MSF (g planta-') 5,90 b 8,05a
MSR (g planta) 23,60 24,37 ns
MSG (g planta) 18,38 17,78 rs
MST (g planta') 50,53 55,74 ns
M100 (g) 32,95 34,321
PROD (kg ha™) 3.925 4.083 s
NV1 (N° planta') 46,21 44,08 ns
NV2 (N° planta) 553 a 3,02b
NVT (N° planta') 51,75 47,10 ™
ALT (cm) 84,22 a 76,60 b
CLO 40,94 b 44,62 a

ER (kg kg™") 5,51 a 1,09 b
IC (%) 36,05 a 31,22 b

Médias seguidas pela mesma letra minuscula n&o diferem por analise conjunta

a 5% de probabilidade. ", ndo significativo a 5% de probabilidade
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ARTIGO 3.

Tabela 10. Quadrado médio da analise de varidncia apds inoculagdo com mix de Bacillus spp. e doses de N nas caracteristicas de massa seca de folha (MSF),
ramos (MSR), raiz (MSRA), rizébio (MSRI) e total (MST), nimero de nédulos (NN), massa seca de parte aérea (MSPA), razéo area raiz (RAA/R), acumulo de N
em folhas (AcNF), ramos (AcNR), raiz (AcNRa) e total (AcNT), acimulo de P nas folhas (AcPF), ramos (AcPR), raiz (AcPRa) e total (AcPT), acimulo de K nas
folhas (AcKF), ramos (AcKR), raiz (AcKRa) e total (AcKT), acumulo de Ca nas folhas (AcCaF), ramos (AcCaR), raiz (AcCaRa) e total (AcCaT), acimulo de Mg
nas folhas (AcMgF), ramos (AcMgR), raiz (AcMgRa) e total (AcMgT), acumulo de Na nas folhas (AcNaF, ramos (AcNaR), raiz (AcNaRa) e total (AcNaT) do grao-

de-bico.
FV GL MSF MSR MSRA MSRI MST NN MSPA RAA/R AcNF AcNR AcNRa  AcNT AcPF
Inoculagéo 1 35820 73884" 8524° 1233 ™ 24037 1582" 21259 10,54 ns 2568" 152ns 19,78  4552nrs 236"

15182

Dose N 5 4247 rs i, 990 ns 159 ns 3168 s 387ns 2058 9,19ns 1670" 366 s 10,50 " 2704nrs  1,19ns
Inoc x Dose 5 3616 3609  11227"s 165 s 1180 ns 114 s 1103 4,49ns 720" 267 s 10,47™  703ns 0,28 s
Bloco 3 1177 8041 2186 193 1170 777 1101 14,60 355,85 1445 13,59 1994 1,17
Erro 33 4592 8209 809 156 2066 361 197 14,36 624,17 237 1,99 1231 1,48
Total 47
CV (%) 37,08 38,2 21,1 104,08 31,07 136,23 33,43 39,45 37,27 39,36 21,35 31,11 46,36
FV GL AcPR AcPRa  AcPT AcKF AcKR AcKRa AcKT AcCaF AcCaR AcCaRa AcCaT AcMgF AcMgR
Inoculagéo 1 0,921 0,04 s 7,35 806" 1963~ 2,47 5516~ 3139”7 83,24 1,61° 790,17 0,85"s 29,34 s
Dose N 5 1,71 ns 0,009 4,69ns 98,4 ns 442 ns 0,55ns 736" 61,051 2554 0,31ns 135,0m 12,07 595N
Inoc x Dose 5 0,56 0,002 1,01ns 78,021 117 ns 0,38 s 280ns 37,831 22,29 0,40M 99,32" 17,06 10,65
Bloco 3 4,22 0,19 4,47 31,93 289 1,47 430 9,02 16,36 0,53 29,69 9,29 6,43
Erro 33 094 0,01 3,71 109 243 0,54 535 26,24 16,74 0,25 61,08 8,38 8,58

Total 47
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CV (%) 42,88 26,97 36,14 36,14 38,53 50,58 32,61 34,08 39,24 29,81 28,78 51,71 66,93
FV GL QCMQR AcMgT  AcNaF AcNaR AcNaRa AcNaT

Inoculacéo 1 0,36 3291 67,66" 48,74 rs 10,99 ns 342,6°

Dose N 5 0,26  20,02m  20,94ns 65,42° 7,618 158,118

Inoc x Dose 5 0,52ns 11,047 14,14 s 9,43 s 4,14 s 59,95 s

Bloco 3 0,48 13,51 8,03 21,99 14,42 35,85

Erro 33 0,36 24,25 14,01 18,99 4,11 67,93

Total 47

CV (%) 41,03 43,01 34,76 35,68 39,92 29,37

“ns Significativo a 5%, 1% e n&o significativo.
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Tabela 10. Efeito da inoculagdo com mix de Bacillus spp. e doses de N nos teores médios de N, P, K, Ca, Mg e Na nas folhas, ramos, raizes e total de grao-de-

bico.

Doses de N (kg ha™)

Bacillus spp. 0 25 50 75 100 125
Folh Com 33,56 32,61 32,95 30,20 34,53 41,29
olha
Sem 31,77 38,91 41,36 45,16 40,99 4511
Com 13,02 16,51 12,56 15,31 17,04 17,23
Ramos
N (g ka) Sem 16,02 15,75 18,45 22,00 16,27 23,15
99 Rai Com 12,26 12,04 14,79 13,69 15,06 19,82
aiz
Sem 12,52 16,07 14,71 16,59 15,63 18,31
Total Com 58,85 61,17 60,32 59,14 66,64 78,35
ota
Sem 60,32 70,74 74,53 83,77 72,91 86,58
Com 1,35 1,47 1,73 1,37 1,41 1,50
Folha
Sem 1,41 1,53 1,40 1,61 1,59 1,66
Com 0,89 0,97 0,85 0,99 0,84 0,88
Ramos
Sem 1,13 0,99 1,00 1,06 1,06 0,96
P(gkg™)
Rai Com 1,21 0,91 0,88 0,81 0,79 1,10
aiz
Sem 1,12 0,94 1,11 0,94 0,98 1,11
Total Com 3,46 3,36 3,47 3,18 3,04 3,48
ota
Sem 3,67 3,47 3,51 3,62 3,64 3,74
Folh Com 15,80 15,95 15,74 15,82 15,57 15,54
olha
Sem 16,14 15,23 15,90 16,58 16,14 15,98
K (g kg")
Com 17,07 17,56 16,51 16,99 16,98 16,82
Ramos

Sem 17,69 17,01 17,15 17,29 17,08 16,52
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Rai Com 6,63 3,26 3,17 3,13 3,02 3,14
aiz
Sem 3,38 3,13 3,11 3,21 3,17 3,18
Total Com 39,52 36,78 35,43 35,94 35,58 35,51
ota
Sem 37,22 35,38 36,16 37,09 36,41 35,69
Folh Com 61,54 82,51 83,58 93,10 92,49 91,92
olha
Sem 74,20 77,70 70,49 78,35 78,73 81,35
Com 40,49 39,08 43,75 39,47 45,58 42,81
Ramos
Sem 55,70 41,28 46,64 48,11 47,12 38,56
Ca (g kg™)
Rai Com 39,09 37,47 45,14 41,85 38,39 38,51
aiz
Sem 38,42 36,22 38,47 37,31 45,21 39,08
Total Com 141,13 159,07 172,47 174,43 176,47 173,25
ota
Sem 168,34 155,21 155,61 163,78 171,06 159,00
Folh Com 35,11 32,93 42,11 20,63 16,53 21,68
olha
Sem 45,41 28,62 42,90 27,40 31,92 29,16
Com 22,28 14,00 17,82 27,29 21,99 17,91
Ramos
Sem 14,00 22,00 12,29 15,13 16,59 24,79
Mg (g kg™)
Rai Com 27,97 22,16 27,42 27,80 33,02 46,85
aiz
Sem 41,06 43,19 46,91 40,07 32,83 40,38
Total Com 85,36 69,10 87,36 75,72 71,55 86,46
ota
Sem 100,48 93,83 102,11 82,61 81,35 94,34
Com 5,27 5,88 5,35 6,14 5,82 5,64
Folha
Sem 5,52 5,10 5,62 6,52 6,35 6,12
Com 412 4,86 4,55 5,24 517 4.81
Na (g kg™") Ramos
Sem 4,55 6,10 5,20 5,37 5,47 5,88
Rai Com 10,52 14,81 11,50 10,78 9,17 14,15
aiz
Sem 11,14 13,52 12,89 10,26 11,65 11,68
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Total

Com

Sem

19,92
21,22

25,55
24,74

21,40
23,72

22,17
22,16

20,17
23,47

24,61
23,69
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Figura 1. Efeito da inoculagdo com mix de Bacillus spp. no teor de N (A), de P (B), de K (C), de Ca (D),
de Mg (E) e Na (F) nos componentes folhas, ramos, raiz e total de grao-de-bico cultivar Aleppo. Médias

seguidas por letras diferentes em cada componente se difere pelo teste t a 5%.
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Figura 2. Efeito das doses de N no teor de N (A), de P (B), de K (C), de Ca (D), de Mg (E) e Na (F) nos

componentes folhas, ramos, raiz e total de grédo-de-bico cultivar Aleppo.



