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RESUMO

Tendo em vista a evidente necessidade de estratégias para melhorar o manejo do nitrogénio na
cultura de feijdo-caupi, com o intuito de aumentar seu potencial produtivo, reduzir o uso de
adubacdo guimica e minimizar os impactos ao meio ambiente. O presente trabalho estudou a
co-inoculagdo de bactérias do género Bradyrhizobium spp e Azospirillum brasilense na
promocdo do crescimento de feijdo-caupi em amostra de Neossolo Fluvico no Submédio do
Vale do S&o Francisco. Foi realizado uma pesquisa em casa de vegetacdo do DTCS-UNEB, na
qual foram utilizadas estirpes de Bradyrhizobium spp. e A. brasilense. O delineamento adotado
foi o inteiramente casualizado (DIC) com 13 tratamentos e 04 repeti¢Ges. Os tratamentos séo:
testemunha absoluta (TO1); aplicacdo de nitrogénio mineral (T02); inoculagdo com A,
Brasilense (TO03); inoculacdo com Bradyrhizobium (BR 3262) (T04); inoculagdo com
Bradyrhizobium (BR 3267) (T05); co-inoculacdo de Bradyrhizobium (BR 3262) + A.
Brasilense (T06); co-inoculagdo de Bradyrhizobium (BR 3267) + A. brasilense (T07); co-
inoculacdo de ESA 168 + A. Brasilense (T08); co-inoculacdo de ESA 192 + A. Brasilense
(T09); co-inoculacdo de ESA 370 + A. Brasilense (T10); co-inoculagdo de ESA 377 + A.
Brasilense (T11); co-inoculacdo de ESA 378 + A. Brasilense (T12); co-inoculacdo de ESA
380 + A. Brasilense (T13), totalizando 52 unidades amostrais. O experimento foi realizado em
vasos, utilizando a variedade BRS Acaud de feijdo-caupi, apos 30 dias da germinacdo no
periodo conhecido como pré-florada, as plantas foram submetidas a andlises fitotécnicas de
altura de parte aérea e raiz e massas frescas e secas de parte aérea e raiz, bem como analises
fisiologicas de indice SPAD nos 15 e 30 ap6s emergéncia. De acordo com o presente estudo, a
co-inoculacdo entre estirpes de Bradyrhizobium spp. e Azospirillum brasilense pode promover
maior eficiéncia na Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) em plantas de feijdo-caupi
cultivado em amostra de solo do Semiarido. Dessa forma, faz-se necessaria a instalacdo de
novos experimentos, afim de investigar o potencial dessas estirpes em termos de eficiéncia
agrondmica.

Palavras-chave: Vigna unguiculata; Fixacéo Bioldgica de Nitrogénio; Co-inoculagéo.



ABSTRACT

Considering that it is evident the need for strategies to improve nitrogen management in cowpea
crops, in order to increase its productive potential, reduce the use of chemical fertilization and
the impacts on the environment. The present work studied the co-inoculation of bacteria of the
genus Bradyrhizobium spp and Azospirillum brasilense in promoting the growth of cowpea in a
sample of Fluvic Neosol in the Lower S&o Francisco Valley. A research was carried out in a
greenhouse of DTCS-UNEB, in which strains of Bradyrhizobium spp and A. brasilense were
used. The completely randomized design (DIC) was adopted, with 13 treatments and 04
replications. The treatments are: absolute control (T01); mineral nitrogen application (T02);
inoculation with A. brasilense (T03); inoculation with Bradyrhizobium (BR 3262) (T04);
inoculation with Bradyrhizobium (BR 3267) (T05); co-inoculation of Bradyrhizobium (BR 3262)
+ A. Brasilense (T06); co-inoculation of Bradyrhizobium (BR 3267) + A. brasilense (T07); co-
inoculation of ESA 168 + A. Brasilense (T08); co-inoculation of ESA 192 + A. Brasilense (T09);
co-inoculation of ESA 370 + A. Brasilense (T10); co-inoculation of ESA 377 + A. Brasilense
(T11); co-inoculation of ESA 378 + A. Brasilense (T12); co-inoculation of ESA 380 + A.
Brasilense (T13), totaling 52 sample units. The experiment was carried out in pots, using the BRS
Acaud variety of cowpea, after 30 days of germination in the period known as pre-flowering, the
plants were subjected to phytotechnical analyses of shoot and root height and fresh and dry mass
of shoot and root, as well as physiological analyses of SPAD index in 15 and 30 after emergence.
According to the present study, the co-inoculation between strains of Bradyrhizobium spp. and
Azospirillum brasilense can promote greater efficiency in Biological Nitrogen Fixation (BNF) in
cowpea plants grown in a soil sample from the Semi-arid region. Thus, it is necessary to install
new experiments in order to investigate the potential of these strains in terms of agronomic
efficiency.

Keywords: Vigna unguiculata; Biological Nitrogen Fixation; Co-inoulation.
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1. INTRODUCAO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) é uma cultura de origem africana, também
conhecida popularmente como feijao-de-corda ou feijao macassar. E uma planta da familia das
Fabaceas, do género Vigna, introduzida no Brasil pelos colonizadores portugueses no estado da
Bahia (Freire Filho,2011). Embora cultivado em todo o Brasil, o feijdo-caupi é especialmente
importante do ponto de vista socioecondmico nas regides Norte e Nordeste. Seus gréos séo
providos de alto valor de proteinas, carboidratos, fibras e minerais (Andrade et al., 2023). Dessa
forma, a cultura é vista como um produto interessante para 0s agricultores que possuem recursos

tecnoldgicos de producéo limitados (Filgueira et al., 2009).

A estimativa brasileira de producéo total de graos do feijao-caupi para a safra de 2023/24
foi de aproximadamente 619,2 mil toneladas, simbolizando um aumento de 11,6% em relacédo
a safra anterior (CONAB, 2024). Na Regido Norte/Nordeste os valores foram de 509,8 mil
toneladas com uma produtividade média de 446 kg/ha’ durante a safra mencionada,
representando assim 82,3% da producdo nacional. Na Bahia, os dados mostram uma estimativa
de aproximadamente 125 mil toneladas em trés safras consecutivas de 2023/24. Dessa forma,
0 estado € responsavel por cerca de 24,4% da producdo da Regido Norte/Nordeste e 20% no
Brasil (CONAB, 2024).

A variedade de feijdo-caupi, BRS Acaud, foi desenvolvida pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), sendo recomendada para areas irrigadas e de sequeiro
dos sertBes da Bahia, Pernambuco e Piaui, devido suas boas caracteristicas de adaptabilidade
para essas regifes (Santos, 2011). Segundo Bastos e colaboradores (2016), aumentar a
eficiéncia das plantacbes, considerando previamente o0s aspectos econdémicos e ambientais,
contribui na diminuicdo do uso de insumos industriais que causam danos ambientais,
proporcionando menores impactos aos recursos naturais.

A Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN) desempenha um papel importante na
manutencdo das culturas nas regides semiaridas, principalmente para o feijao, uma leguminosa
bastante dependente de nitrogénio, durante o seu ciclo (Mesquita et al., 2023). O uso dessa
tecnologia, através de estirpes de bactérias eficientes é uma forma de aumentar a produtividade
e melhorar a renda para o agricultor (Oliveira et al., 2017). Alem disso, a inoculacdo pode
reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados, que encarecem a producédo, sendo ainda poluentes

ao meio ambiente (Robertson; Vitousek, 2009).

O nitrogénio é um nutriente que faz parte dos processos bioquimicos e fisiologicos das

plantas sendo determinante para o desenvolvimento das mesmas (Bull e Cantarella, 1993). Na
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atmosfera, encontra-se em abundéncia na forma gasosa (Costa Neto, 2016). No entanto, no solo
apenas 2% esta disponivel em forma de amonio (NH4") e nitrato (NO3z’), no qual o elemento
fica disponilizado apenas por processo de FBN ou adubacdo nitrogenada (Menezes, 2019). Em
areas onde a adubacdo ndo € realizada e as sementes ndo sdo inoculadas, a absorcdo de
nitrogénio depende da simbiose com rizdbios nativos, podendo apresentar baixa eficiéncia na
fixacdo (Mesquita et al., 2023).

Na década de 1970, pesquisadores e empresas perceberam os beneficios da inoculacao
com rizébios. Contudo, apesar de diversos trabalhos comprovando esses beneficios, as
pesquisas avancavam em ritmo lento. Até que, em dias atuais, devido ao aumento da procura
por alimento, € notoria a escalada em estudos que visam obter o desenvolvimento de novos
inoculantes cada vez mais eficazes para uma agricultura livre de agroquimicos (Santos,
Nogueira e Hungria, 2019). Nesse sentido, a inoculagdo antecedente ao plantio é uma realidade
preconizada, visto que 0s solos agricolas apresentam caréncia em bactérias eficientes para
realizacdo da fixacdo de nitrogénio (Dbbereiner, 1966), principalmente aquelas areas que nao

tiveram uma boa atencdo no cuidado com o manejo.

As bactérias conhecidas como rizobios, realizam fixacdo simbiotica do nitrogénio em
associacao com leguminosas. Apo6s a infeccao por essas bactérias, a planta hospedeira apresenta
um aumento e aceleracdo no ritmo de divisdo celular, formando estruturas chamadas de nddulos
no sistema radicular (Pelczar, Reid e Chan, 1916). As bactérias tornam o nitrogénio atmosférico
disponivel para a planta (Moreira e Siqueira, 2006), que por sua vez, se beneficiam dos
exsudatos liberados pelos tecidos vegetais. Embora, ndo se trate de uma associacdo obrigatdria.
(Pelczar, Reid e Chan, 1916).

E importante destacar que existem especificidades e influéncias por fatores
edafoclimaticos entre os dois componentes, Rhizobium e leguminosa, podendo apresentar
mecanismos de acdo diferentes. Por isso, espécies de Rhizobium eficazes para um grupo de
leguminosas podem ser menos ou totalmente ineficaz para outros grupos. (Dabessa et al., 2018;
do Amorim et al., 2019)

Diante do aspecto de melhoria no crescimento vegetal, duas estirpes de Azospirillum
brasilense foram selecionadas pela Embrapa Soja, para fabricagdo de inoculantes, sendo
denominadas de Ab-V5 e Ab-V6 (Hungria, 2011).0 A. brasilense pertence a um género de
Rizobactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (RPCV), com capacidade de colonizar mais
de cem espécies de plantas, contribuindo para a produtividade no campo, fixando nitrogénio

endofiticamente, em diversas espécies de monocotileddneas, dicotileddneas herbaceas,
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arbustivas e arbdreas (Cubillos Hinojosa, 2020; Moreira, 2002). Além disso, esses
microrganismos tém entre seus beneficios, a capacidade de produzir fitohorménios (&cido
indolacético, giberilina, citocina, entre outros) que proporcionam crescimento radicular e o

ganho em biomassa, (Fukami; Cerezini; Hungria, 2018).

A técnica da co-inoculacdo, consiste na utilizacdo de combinacbes de diferentes
microrganismos, aos quais produzem um efeito sinérgico, (Béarbaro et al., 2009). Estudos
relatam resultados de anos, demonstrando a tecnologia de co-inoculagéo para agricultores na
soja, percebendo aumentos significativos de nodulagéo e rendimento de gréos (Prando et al.,
2024). Nesse sentido, o Brasil persiste em aproveitar a FBN e co-inoculacdo para atender as

necessidades de Nitrogénio (Hungria e Nogueira, 2022).

A efetividade da co-inoculacdo de Rhizobium e Azospirillum e seus respectivos efeitos,
jatem sido demonstrado sobre o desenvolvimento nodular em feijdo, (Okon e Kapulnik, 1986).
Hungria et al. (2013) demonstraram que a associacdo de Azospirillum e Bradyrhizobium
melhora o rendimento de grédos de soja, sem adicdo de fertilizantes nitrogenados. Além disso,
Remans et al. (2008) e Yadegari et al. (2010) também afirmam que o potencial para aumentar
a nodulacdo e o desenvolvimento de plantas, tem sido verificado com a inoculagédo conjunta de
Rhizobium e Azospirillum em plantas de feijdo. (De Souza e Simonetti, 2019). Segundo
Chaparro et al. (2012) e Hungria et al. (2013), a co-inoculagdo com ambos 0s microrganismos
pode melhorar o desempenho da planta, estimulando a formacdo de células epidérmicas que
contribuem para a fixacdo do nitrogénio e consequente elevacdo do acimulo de N nos tecidos
da planta.

Sendo assim, este estudo tem como objetivo avaliar o efeito da co-inoculacdo das
bactérias pertencentes aos géneros Bradyrhizobium spp e Azospirillum brasilense na promocao

do crescimento das plantas de feijdo-caupi.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. LOCALIZACAO E CARACTERIZACAO DA AREA EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo coberta por tela, do tipo sombrite
de 70% de sombreamento, pertencente ao Departamento de Tecnologia e Ciéncias Sociais —
DTCS, na Universidade do Estado da Bahia — UNEB, Campus Ill, situada no municipio de
Juazeiro — BA, Brasil, cujas coordenadas geogréficas sdo: Lat. 9°25'12.87" S; Long. 40° 29'
13.30" W. De acordo com a classificacdo climatica de Kdppen, a regido apresenta clima do tipo
BSWh', semiarido, ou seja, clima tropical quente e seco.

No trabalho foram utilizadas estirpes de Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal
(BPCV) Bradyrhizobium spp e A. brasilense, as estirpes de Bradyrhizobium spp (Figural)
foram ativadas no Laboratério de Microbiologia do Solo (LAMISO), que fica localizado
também no campus Il da UNEB. Sendo utilizados os seguintes isolados de Bradyrhizobium
spp: BR 3262, BR 3267 (Rumjanek, 2006; Zilli 2008) e as estirpes ESA 168; ESA 192; ESA
370; ESA 377; ESA 378; ESA 380; isoladas por (Sena, 2018). As cepas da bactéria A.
brasilense foram obtidas, utilizando um inoculante comercial liquido, Azzofix®, contendo
cepas AbV5 e AbV6.

Figura 1. Crescimento das bactérias Bradyrhizobium spp em meio de cultura YMA para
posteriormente serem usadas na producao dos inoculantes

PREE AN y
2 \ o8 \\S //

Fonte: Autoria propria (2024)
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2.2. CONDUCAO DO EXPERIMENTO

O trabalho experimental foi desenvolvido do més de abril ao més de junho de 2024.
Inicialmete as estirpes de Bradyrhizobium foram cultivadas por 7 dias em meio Yest Malt Agar
(YMA), (Fred e Waksman, 1928) a 28°C (figura 2A), com a respectiva composi¢do: 10g de
Manitol; 0,5g de KH2POg4; 0,59 de KoHPO4; 0,2g de MgSO4+7H20; 0,1g de NaCl; 0,59 de
Extrato de levedura; 5 ml de Azul de Bromothimol a 0,5%; 15 g de &gar). Apds o crescimento
dos isolados, estes foram novamente cultivados em erlenmeyers, sobre agitador orbital,
contendo meio YM para a produgéo dos inoculantes, durante 5 dias em 180rpm em temperatura
ambiente (figura 2B).

Figura 2. A- Cultivo das bactérias Bradyrhizobium spp em placas de Petri dentro da BOD; B-
Erlenmeyers em agitador orbital em preparo dos inoculantes.

Fonte: Autoria propria (2024)

O experimento foi realizado em vasos com capacidade de 5 litros, inicialmente foi
colocado 1,0Kg de brita (Figura 3A), para facilitar a drenagem do excesso de adgua e permitir
umidade adequada as plantas. Em seguida, foi adicionado o solo na quantidade aproximada de
4 Kg, completando a area superficial do recipiente de cultivo (Figura 3B). O solo utilizado ¢é
proveniente de uma area de pivé central desativada e sem cultivo, situada no préprio Campus
da Universidade, com classificagdo de Neossolo Fluvico. Apos a coleta do solo, uma amostra
foi enviada para laboratério afim de se obter as informac@es dos atributos quimicos do mesmo
(tabela 1).
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Figura 3. Imagem A - Pesagem das britas colocadas no fundo do vaso para melhorar na
drenagem da agua de irrigacéo (peso do vaso ndo foi considerado); Imagem B - Preenchimento
dos vasos com solo, m  pesagem para completar a area superficial do recipiente de cultivo.

S

Para a irrigagdo foi recorrida a lamina de 100%, utilizando o método de lisimetria de
pesagem para determinar quantidade de agua a ser aplicada. A adubac&o referente ao tratamento
com aplicacdo de nitrogénio — Controle Nitrogenado (CN), aconteceu com dois dias de

antecedéncia da semeadura, foi realizada de acordo com as recomendacdes de adubacdo para o
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estado de Pernambuco: 22 aproximacdo, utilizando como parametros os resultados da analise
de solo realizada com antecedéncia (Tabelal). As sementes foram obtidas do estoque de
sementes do Laboratdrio de Microbiologia do Solo (LAMISO - UNEB). A selecdo das sementes
se deu através do processo de separacdo manual, onde eram selecionadas as sementes com
melhor aparéncia fisica, sendo retirados sementes furadas, quebradas ou com manchas (figura
5). A semeadura foi realizada, adotando-se 3 sementes (plantas) por vaso, da variedade de

feijao-caupi, BRS Acaua.

Tabela 1 — Resultado da analise quimica do solo da area do pivd central UNEB utilizado no trabalho

Profundidade pH MO P K* Ca* Mg>»  H+AI SB CTC
cm H.O g.kg! mg.kg? cmolc.dm3
0-20 6,2 5 7,6 0,17 1,6 0,37 0,48 2,15 2,15

Fonte: Autoria propria (2024)

Figura 5. Selecdo das sementes, processo de separa¢do manual para retirada das sementes
inviaveis para uso no trabalho.

Antes do plantio, as sementes foram desinfestadas com alcool 70% por 30 segundos,
hipoclorito de sddio (2%) por 5 minutos e lavagens sucessivas com agua destilada até a retirada
completa de residuos. Apos desinfestadas e secas, as mesmas foram inoculadas em uma
propor¢do de 1 ml do inoculante por semente, pelo método da microbiolizagdo, em um tempo
de 30 minutos (figura 6).
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Figura 6. Sementes de feijao caupi submergidas em inoculantes e co-inoculantes

*E

Fonte: Autoria propria (2024)

Com 7 dias ap6s a emergéncia (DAE), foi realizado desbaste das plantas de feijdo, afim
de se deixar apenas duas plantas por vaso, levando em consideracéo as plantas mais vigorosas.
No mesmo periodo foi efetuada a re-inoculacdo com as bactérias Bradyrhizobium spp e
Azospirillum brasilense no solo proximo ao colo das plantas. Este procedimento foi realizado
com o objetivo de aumentar a concentracdo dessas bactérias na area da rizosfera, promovendo
assim um ambiente mais favoravel para crescimento microbiano e o desenvolvimento das

plantas.

Figura 7. Processo de desbaste e de reinoculagdo das bactérias com 7 dias ap6s a emergéncia (DAE);
A- antes do desbaste; B- apds o desbaste; C- Processo de reinoculagdo das bactérias na regido do colo das
plantas.

Fonte: Autoria propria (2024)
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2.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS

O delineamento utilizado foi o Inteiramente Casualizado (DIC) com 13 tratamentos e
04 repeticdes. Os tratamentos sdo os seguintes: TO1 = Controle Absoluto; TO2 = Controle
nitrogenado; TO3 = A. brasilense; TO4 = Bradyrhizobium (estirpe BR 3262); T05 =
Bradyrhizobium (estirpe BR 3267); T06 = Bradyrhizobium (estirpe BR 3262) + A. brasilense;
TO7 = Bradyrhizobium (estirpe BR 3267) + A. brasilense; TO8 = ESA 168 + A. brasilense; T09
= ESA 192 + A. brasilense; T10 = ESA 370 + A. brasilense; T11 = ESA 377 + A. brasilense;
T12 = ESA 378 + A. brasilense; T13 = ESA 380 + A. brasilense.

2.4. ANALISE ESTATISTICA

Aos 30 dias apds a semeadura realizou a coleta do experimento e a retirada do mesmo
da casa de vegetacdo, foram feitas mensuragdes biométricas, como parametros de crescimento
das plantas do feijdo caupi: altura das plantas; massa fresca e seca das raizes; massa fresca e
seca da parte aérea, numero e massa seca de nodulos. Os dados de clorofila A e B foram
coletados em dois momentos durante o experimento, a primeira coleta aos 15 dias apos a
emergéncia (15 DAE) e a segunda coleta aos 30 dias ap6s a emergéncia (30 DAE) com o auxilio
do equipamento ClorofiLOG Falker®. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e
interpretados por meio de analise de variancia (teste F), teste de comparacdo de média de Scott-
Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se a versdo do programa computacional Software
Agroestat para o sistema operacional Windows (Ferreira, 2019).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. PARAMETROS DE CRESCIMENTO VEGETAL

Os tratamentos foram comparados com um controle nitrogenado e um controle absoluto,
isento de inoculagdes e adubacéo nitrogenada. Dessa forma, os resultados indicaram variagdes
significativas em alguns pardmetros, enquanto outros ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos (Tabela 2). As variagcdes nas respostas dos tratamentos
controle, inoculacdo e co-inoculagdo no feijdo caupi, em diferentes parametros, apontam que
algumas estirpes podem ter sido altamente competitivas com os rizébios nativos daquele solo.
(Perez et al.,1993; Longatti et al., 2013)
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As andlises de comprimento da parte aérea, massa fresca da parte aérea e comprimento
das raizes revelaram que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos.
Embora seja importante mencionar que alguns tratamentos inoculados ou co-inoculados com
as bactérias utilizadas no trabalho mostraram 0 mesmo padrdo de resposta estatistica que a
testemunha adubada, apresentando-se como um potencial positivo com semelhanca ao uso de
adubacdo quimica nitrogenada. Ou seja, nas condi¢des em que foi realizado o presente trabalho,
0 uso de inoculantes e a co-inoculacdo com algumas das estirpes de Bradyrhizobium em
associacdo com A. brasilense na cultura do feijdo caupi, diminuiria o custo de producéo e
impactos ambientais associados ao uso de fertilizantes quimicos, sendo considerado uma

técnica mais sustentvel e com menor impacto ambiental.

3.1.1. Comprimento da Parte Aérea (CPA) e Massa Fresca da Parte Aérea (MFPA)

Os resultados de comprimento da parte aérea demonstraram que ndo houve diferenca
significativa (NS) entre os tratamentos. Porem ha uma observacao importante a se considerar,
€ que para o comprimento da parte aérea das plantas os tratamentos A.brasilense, (BR 3262 +
A. Dbrasilense), (ESA 192 + A. brasilense) e (ESA 377 + A. brasilense), apesar de nao
apresentarem diferencas significativas em relacdo aos demais tratamentos, tiveram médias
superiores ao controle nitrogenado (CN). Além disso, todos os tratamentos mostraram médias
superiores controle absoluto (CA), indicando que qualquer tratamento aplicado resultou em um
crescimento melhor da parte aérea em compara¢do com a auséncia do uso da inoculagéo e co-

inoculacdo das bactérias.

Figura 8. Desenvolvimento da parte aérea das plantas de feijdo, sob diferentes tratamentos nas condi¢des do
experimento.

Abrasilense  BR 3262 A
asile

Fonte: Autoria prépria (2024)

Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira e colaboradores (2020), em seu
estudo sobre co-inoculagéo e uso de nitrogénio em cobertura na cultura da soja, onde observou

que, a altura de plantas de soja ndo foi influenciada pelos tratamentos constituidos pela
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combinagdo entre inoculantes (Bradyrhizobium japonicum; Azospirillum brasilense; B.
japonicum + A. brasilense e controle sem inoculacdo) e quatro niveis de nitrogénio em
cobertura na soja. Em contrapartida os resultados diferem dos resultados da pesquisa realizada
por Schossler et al. (2016), onde foram observadas diferencas significativas para a altura do
feijoeiro, nos tratamentos com inoculacédo utilizando apenas R. tropici e co-inocula¢do com R.
tropici + A.brasilense apresentou maior estatura em relagdo ao controle.

Para massa fresca da parte aérea, ndo houve diferenca significativa. Além disso, 0s
tratamentos BR 3262 e (ESA 378 + A. brasilense), obtiveram resultados inferiores ao CA e ndo
se diferem significativamente dos outros tratamentos. Os resultados de massa fresca corroboram
com os resultados encontrados por Costa et al. (2019), no seu estudo sobre o desenvolvimento
de cultivares de soja ap0s inoculacdo de estirpes de Bacillus subtilis. O trabalho afirma que,
guanto aos atributos da parte aérea das plantas, a fitomassa fresca ndo apresentou diferenca
significativa entre as dosagens de inoculantes testadas para as cultivares M8210 aos 30 DAS e
TMG132 aos 45 dias apds a semeadura.

3.1.2. Massa Seca Da Parte Aérea (MSPA)

A andlise de massa seca da parte aérea indicou que os tratamentos A. brasilense, CN,
BR 3262 + A. brasilense, ESA 168 + A. brasilense, ESA 192 + A. brasilense, ESA 377 + A.
brasilense e ESA 380 + A. brasilense foram estatisticamente semelhantes entre si e superiores
aos demais tratamentos. Vale ainda ressaltar que, o tratamento A. brasilense, apesar de ser
estatisticamente semelhante a todos os tratamentos, foi o Unico a apresentar um resultado
superior ao CN.

Contrario a esses resultados, Steiner, Ferreira e Zuffo (2019) em um estudo sobre a co-
inoculacdo de Rhizobium tropici e Azospirillum brasilense no aumento da nodulagéo e o
rendimento de gréos do feijoeiro, verificou que, a inoculagcdo com R. tropici e A. Brasilense
isoladamente ou em combinacdo resultou no maior acimulo de matéria seca na parte aérea e
nas raizes em comparagdo com plantas ndo inoculadas. Resultados encontrados por Cunha et
al. (2023), realizaram um estudo com a inoculacéo, co-inoculagéo e adubacdo nitrogenada na
cultura da soja, e observaram que a massa seca da parte aérea, para o tratamento sem inoculacéo,
aumentou conforme o aumento linear da dose de N aplicada. Ou seja, para 0s autores, a
inoculagdo com as bactérias diazotroficas ndo interferiram no acréscimo da massa seca da parte

aérea, diferindo dos resultados mostrados no presente estudo.
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Os tratamentos CA, BR 3262, BR 3267, BR 3267 + A. brasilense, ESA 370 + A.
brasilense e ESA 378 + A. brasilense foram também estatisticamente semelhantes entre si, mas
inferiores ao grupo anteriormente mencionado (A. brasilense, CN, BR 3262 + A. brasilense,
ESA 168 + A. brasilense, ESA 192 + A. brasilense, ESA 377 + A. brasilense e ESA 380 + A.
brasilense). Além disso, os tratamentos BR 3262, BR 3267 e ESA 378 + A. brasilense embora

semelhantes estatisticamente aos outros tratamentos, tiveram resultados inferiores ao CA.
3.1.3. Comprimento Da Raiz (CR)

Para o comprimento da raiz, apesar de a diferenca ndo ser estatisticamente significativa,
0 CN destacou-se por obter médias de resultados superiores a todos os demais tratamentos,
seguidos dos tratamentos de inoculagdo com as bactérias BR 3262 e BR 3267. Os tratamentos
com co-inoculagdo, ESA 377 + A. brasilense e ESA 378 + A. brasilense, embora

estatisticamente semelhantes, foram superiores ao CA.

Figura 9. Desenvolvimento das raizes, sob diferentes tratamentos conforme condigdes do experimento

ilense BR3262 BR 3267

Fonte: Autoria prépria (2024)

Cunha et al. (2023) em seu trabalho com inoculacdo, co-inoculacdo e adubacdo
nitrogenada na cultura da soja, trouxe resultados demonstrando que a inoculacdo de
A.brasilense na cultura da soja, foi possivel observar interagdo significativa com a influéncia
dessa bactéria sobre o crescimento das raizes de soja. Este resultado pode reforcar que além da
FBN, a producéo de fitormonios pode ter influenciado o crescimento de raizes. Bulegon et al.
(2014) com o proposito de avaliarem o desempenho de B. japonicum e A. brasilense, de forma
isolada e co-inoculadas na germinagdo e desenvolvimento inicial de diferentes cultivares de
soja cultivadas na regido Oeste do Parand, concluiram em seus estudos em condicdes
laboratoriais que a co-inoculagdo ndo se mostrou eficiente frente & inoculacdo isolada das
respectivas bactérias, em relacéo as cultivares testadas. Esses resultados sugerem que o uso de
dois microrganismos simultaneos pode acarretar competicdo entre ambos, sem alcancar a

eficiéncia com a co-inoculagéo para alguns aspectos de crescimento das plantas.
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3.1.4. Massa Fresca das Raizes (MFR) e Massa Seca das Raizes (MSR)

Os dados sobre a massa fresca e seca das raizes mostraram uma alta significancia
estatistica para o CN, sendo estatisticamente superior a todos os demais tratamentos. Todos 0s
outros tratamentos foram estatisticamente semelhantes entre si. E importante mencionar que
para massa fresca das raizes, os tratamentos ESA 378 + A. brasilense e ESA 380 + A. brasilense,
apesar de semelhantes ao CA, tiveram resultados inferiores.

Ao contrério dos resultados expostos no presente trabalho, Reis et al (2018) em seu
estudo sobre, crescimento vegetativo do feijdo-caupi com inoculante alternativo verificou que
a massa seca das raizes do feijao caupi ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos com inoculacdo alternativa, inoculacdo comercial e a testemunha absoluta que
foram superiores aos demais tratamentos. Apesar dos tratamentos com inoculacdo e sem
adubacdo nitrogenada ndo diferirem da testemunha, estes obtiveram valores absolutos maiores
para massa seca das raizes. Ou seja, 0 uso de inoculantes proporcionou um maior incremento
para a massa seca das raizes do feijdo que o uso da adubacao nitrogenada.

Com relagéo ao tratamento com a inoculagéo do A.brasilense, Reis et al (2018) observou
resultados que também diferem dos resultados apresentados nesse estudo (tabela 2), ele
verificou em seu trabalho que existe interacéo significativa, analisando a massa seca da raiz
com tratamento com o inoculante A.brasilense, com doses de Nitrogénio. No entanto, Cunha
(2023) no tratamento com a co-inoculacdo, a massa seca da raiz diminuiu conforme o aumento
da dose de N aplicada. Isso significa que o N aplicado afetou 0 aumento da massa seca da raiz,
onde diminuiu a acdo das bactérias diazotroficas em associacdo e consequentemente
diminuindo a atividade de FBN e crescimento radicular das plantas, logo, diminuicdo de massa

seca da raiz.
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Tabela 2. Resumo da analise de variancia e coeficiente de variagdo. Tratamentos e respectivas bactérias
inoculadas e co-inoculadas. CPA- Comprimento da Parte Aérea; MFPA- Massa Fresca da Parte Aérea; MSPA-
Massa Seca da Parte Aérea; CR- Comprimento das Raizes; MFR- Massa Fresca das Raizes; MSR- Massa Seca
das Raizes. Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

TRATAMENTOS | CPA | MFPA | MSPA CR MFR MSR
Controle absoluto | 43,50a | 2368a | 4,94b | 2850a | 12,17b 2,11Db
T1 - Controle 59,87a | 28,36 a 6,58 a 3550a | 2504a |3,88a**
nitrogenado *ok
T2 - A. brasilense | 67,00a | 31,16a | 6,60a** | 27,50a | 15,05b 2,03b
T3 -BR 3262 5550a | 21,57a | 4,74b | 32,75a | 14,61b 2,36 b
T4 - BR 3267 5437a | 24,62a | 4,85b | 3250a | 1251b 1,90 b
T5-BR 3262+ A. | 65,62a | 27,62a 6,23a | 28,25a | 13,20b 1,56 b
brasilense
T6-BR 3267 +A. | 50,50a | 24,70a | 552b | 28,25a | 14,47b 2,05b
brasilense
T7-ESA 168 + 51,00a | 28,58 a 6,40a | 25,25a | 14,99b 2,54 b
A.brasilense
T8-ESA 192 + 63,00a | 26,59a | 580a | 26,75a | 16,04b 2,19b
A.brasilense
T9-ESA 370 + 58,87a | 26,47a | 4,95b | 28,25a | 13,94b 1,82b
A.brasilense
T10- ESA 377 + 60,87 a | 24,44 a 6,08a | 30,25a | 1559b 1,69b
A.brasilense
T11-ESA 378 + 53,37a | 21,89a | 4,80b | 28,75a | 11,06b 1,24 b
A.brasilense
T12 - ESA 380 + 50,50a | 26,94a | 597a | 2450a | 10,75b 2,09b
A.brasilense

CV (%) 19,09 19,55 18,02 17,43 21,89 35,64

Fonte: Autoria propria (2024)
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3.2. NODULACAO
3.2.1. NUMERO DE NODULOS

O numero de nodulos apresentou uma diferenca estatisticamente significativa entre 0s
tratamentos (figura 11). Os tratamentos ESA 378 + A. brasilense e ESA 370 + A. brasilense
destacaram-se por terem os melhores resultados. Por outro lado, o tratamento do controle
absoluto (CA) foi estatisticamente semelhante aos dos tratamentos ESA 192 + A. brasilense,
BR 3262 + A. brasilense, A. brasilense, BR 3267 e BR 3262.

Resultados semelhantes foram encontrados por Coelho (2021), em seu trabalho de
inoculacdo e co-inoculacdo suplementar tardia com Rhizobium tropici e Azospirillum brasilense
como estratégias para aumento da nodulacdo e produtividade do feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.), demonstrando que a nodulacdo (nimero e massa seca dos nddulos), teve efeito
negativo com a adubagdo em cobertura, diminuindo o NN e a MSN. Mesmo que a promogao
de crescimento MSPA, N foliar tenha sido afetada positivamente com o fornecimento de
nitrogénio em cobertura. Os dados de Steiner et al. (2019), em seu trabalho, também
corroboram com os resultados deste presente estudo, trazendo resultados que demonstram que
ha diminuicdo ou inibicdo da nodulacdo no feijoeiro por meio do fornecimento de N mineral.
Ou seja, o estimulo para iniciar o processo de nodulacdo no feijoeiro é dependente do teor de
N mineral no solo e o aumento da disponibilidade desse nutriente pode inibir a formacéo e o

crescimento dos nodulos. Esses resultados sdo bastantes elucidados na literatura.

com

Figura 10. Raiz da planta de feijdo ap6s lavagem
[ = by

formacéo de nédulos
N . =

s

\ . e =
(2024)

Fonte: Autoria prépria
Com os resultados apresentados no presente estudo é possivel, verificar que, apesar dos
nodulos presentes (29,5 em meédia), nos controles absolutos esse tratamento apresentou 0s

menores desempenhos na maioria dos parametros avaliados, principalmente comprimento da
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parte aérea e nimero de nddulos, ndo diferindo estatisticamente de alguns tratamentos
inoculados e co-inoculados. Como demonstraram Cardoso et al. (2012) que os nddulos
presentes no controle absoluto podem estar ocupados, em sua maioria, por rizobios nativos que
podem ser pouco eficientes na obtencdo de nitrogénio pelo processo de fixacdo bioldgica,
comprometendo o potencial de FBN no feijoeiro. Além disso, a alta populacdo de rizébios
nativos no solo, pode aumentar a competicdo com as estirpes inoculadas que pode
consequentemente diminuir as respostas positivas da inoculacdo (Vargas; Mendes; Hungria,
2000).

Figura 11. Médias de nimero de nédulos por planta em funcdo dos diferentes tratamentos.
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Fonte: Autoria prépria (2024)

3.2.2. MASSA SECA DOS NODULOS

A massa seca dos nodulos (figura 12), também mostrou uma diferenga altamente
significativa entre os tratamentos. Os tratamentos ESA 370 + A. brasilense, ESA 378 + A.
brasilense, BR 3267 + A. brasilense e BR 3262 + A. brasilense apresentaram os melhores
resultados, sendo estatisticamente semelhantes entre si. Entretanto, o tratamento ESA 370 + A.
brasilense destacou-se, apresentando a maior média de massa seca. Em contraste, o tratamento
com aplicagdo de nitrogénio apresentou desempenho inferior em relacdo a massa seca dos
nodulos, indicando sua ineficacia em promover o crescimento da biomassa dos nodulos.

Segundo Wasson et al. (2006) em seu trabalho que indica o silenciamento da via dos
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flavonoides inibindo a formacg&o de nodulos radiculares e impedindo a regulacéo do transporte
de auxina pelos rizobios demonstra os efeitos negativos da adigdo de fertilizantes nitrogenados
na formacdo de nddulos nas leguminosas. Afirmando assim, o papel deste na inibicdo do
metabolismo dos compostos fendlicos das plantas, especialmente a sintese e liberacdo de
isoflavonoides pelas raizes das leguminosas. Isso ja foi relatado em outros estudos, como por
Eckardt, (2006), que os isoflavondides liberados pelas raizes das leguminosas desempenham,
inclusive, multiplos papéis em diferentes estagios do processo de nodulacao, especialmente

porgue atuam como quimioatraentes dos rizobios que regulam a expressao dos genes nod.

Figura 12. Comparacao das médias de massa seca dos nddulos em fungéo dos diferentes tratamentos
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O tratamento (ESA 370 + A. brasilense) e (ESA 378 + A. brasilense), demonstraram ser
mais eficazes no numero de noédulos e aumento da massa seca dos nodulos. Estes resultados
demonstram que a co-inoculacdo dessas bactérias com Azospirillum apresentam melhorias nas
plantas de feijdo caupi, devido sua interacdo positiva e um efeito sinérgico. O controle absoluto
(CA) e o tratamento CN mostraram ser 0s menos eficazes nos respectivos parametros.

Resultados semelhantes foram encontrado por Prando (2024), em seu estudo sobre
beneficios da co-inoculacdo da soja com Bradyrhizobium spp. e Azospirillum brasilense,
validaram em larga escala com agricultores no Brasil, 0 aumento consistente no nimero de
nddulos devido a co-inoculagdo. Portanto, corroborando com o presente trabalho e sendo
positivo em comparagdo com o controle ndo inoculado, havendo diferenca percentual no
numero de nddulos devido a co-inoculacdo com Bradyrhizobium spp. e Azospirillum brasilense,

em analise estatistica confirmando um aumento significativo de 35% na nodulacao.

3.3. PARAMETROS DE CLOROFILA

3.3.1. Clorofila A e B 15 Dias Ap6s A Emergéncia

A andlise da clorofila A, 15 dias apds a emergéncia foi significativa (figura 14), havendo
diferenca estatistica entre os tratamentos. O controle nitrogenado (CN) destacou-se, obtendo
resultados superiores a todos 0s outros tratamentos, mesmo sendo estatisticamente semelhantes.
Por outro lado, os tratamentos BR 3262 e BR 3267 + A. brasilense apresentaram resultados
inferiores ao controle absoluto (CA). O tratamento BR 3267 + A. brasilense apresentou
resultados menos eficaz, enquanto o tratamento ESA 168 + A. brasilense) mostrou valores
proximos aos do controle nitrogenado, indicando que pode contribuir para a sintese de clorofila.
Em contrapartida, os tratamentos BR 3262 e BR 3267 + A. brasilense, que apresentaram valores
inferiores a controle absoluto (CA), indicando que esses tratamentos ndo auxiliaram na

producéo de clorofila.
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Figura 13. Analise de clorofila, com o auxilio do equipame
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Fonte: Autoria propria (2024)

A analise da clorofila B, 15 dias apds a emergéncia (figura 14), também foi significativa,
seguindo uma tendéncia semelhante a da clorofila A, com o controle nitrogenado (CN)
apresentando os melhores resultados. Os tratamentos ESA 380 + A. brasilense e BR 3267 + A.
brasilense, com resultados inferiores a controle absoluto, passam a ideia de que esses
tratamentos podem estar induzindo condicGes desfavoraveis ao desenvolvimento da planta. O
tratamento BR 3267 + A. brasilense, apresentou resultados inferiores tanto para a clorofila A
quanto para a clorofila B, destacando-se negativamente, sugerindo que pode haver um fator
inibitério associado a esse tratamento (figura 14).

Sousa e Soratto (2012) investigaram a interacdo entre nitrogénio e sistemas de cultivo e
relataram aumento nos niveis de clorofila em plantas de feijao com aplicacdo de fertilizantes
nitrogenados. Dessa maneira, ele ainda reforca que esses resultados eram esperados porque 0
N é um elemento constituinte de muitos componentes das células vegetais, incluindo a molécula
de clorofila. Portanto, com a maior disponibilidade desse nutriente no solo, maior nivel de
clorofila e concentracao de N nas folhas.
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Figura 14. Comparacao das médias de Clorofila A e B aos 15 dias ap6s a emergéncia (DAE)
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3.3.2. Clorofila (A) e (B) 30 Dias Apds A Emergéncia

A clorofila (A) 30 dias ap6s a emergéncia (figura 15), mostrou uma tendéncia diferente,
mesmo ndo tendo diferenca estatistica significativa (NS) entre os tratamentos, o A. brasilense
destacou-se com resultados superiores a todos os outros, seguido pelo controle absoluto (CA).
Este resultado pode indicar que, a longo prazo, os beneficios do tratamento A. brasilense se
tornam mais evidentes em termos de sintese de clorofila A.

O controle absoluto (CA), apresentando o segundo melhor resultado sugere que, em
auséncia de qualquer tratamento, as plantas ainda conseguem manter niveis razoaveis de
clorofila A, possivelmente devido a reservas internas de nutrientes. Os tratamentos ESA 377 +
A. brasilense, ESA 168 + A. brasilense, ESA 378 + A. brasilense, ESA 370 + A. brasilense e
ESA 192 + A. brasilense, que tiveram resultados inferiores ao controle nitrogenado (CN),
indicam que esses tratamentos podem néo ser eficazes a longo prazo para a manutencdo dos
niveis de clorofila.

A clorofila B 30 dias ap6s a emergéncia (figura 15) reforcou a superioridade do

tratamento A. brasilense, semelhante ao observado na clorofila A. Ou seja, a inoculagdo com
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A. brasilense parece promover a sintese de clorofila de forma consistente ao longo do tempo,
embora a andlise ndo tenha mostrado diferenga estatistica significativa (NS) entre o0s
tratamentos. O Controle nitrogenado (CN) teve uma eficacia inferior, apesar de ser
estatisticamente semelhante aos demais tratamentos, isso sugere que, a longo prazo, o
nitrogénio sozinho pode n&o ser suficiente para manter altos niveis de clorofila B (figura 15).
Contrério a esse estudo, Steiner (2019), em seu estudo com Co-inoculagdo de Rhizobium
tropici e Azospirillum brasilense no aumento da nodulacdo em feijoeiro, demonstrou que o
maior crescimento das plantas de feijoeiro promovido pela inoculacdo de Rhizobium tropici e
Azospirillum brasilense resultou na maior diluicdo de N no tecido foliar das plantas, o que
explica a auséncia de efeito de inoculagcdo na concentracdo de N e relativo indice de clorofila.
Os resultados de clorofila A e B aos 30 dias apds a emergéncia (DAE), corroboram com 0s
resultados de Steiner (2019), onde seus resultados mostraram que a concentracdo de N nas
folhas e o indice relativo de clorofila ndo foram significativamente afetados pela inoculagéo ou

ndo inoculagdo das plantas com Rhizobium tropici e Azospirillum brasilense.

Figura 15. Comparacao das médias obtidas para Clorofila A e B aos 30 DAE
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4. CONCLUSAO

A co-inoculacdo entre estirpes de Bradyrhizobium spp. e Azospirillum brasilense pode
promover maior eficiéncia na Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) em plantas de feijéo-
caupi cultivado em vasos com amostra de solo do Semiarido. Dessa forma, se faz necessario a
instalacdo de novos experimentos, afim de investigar o potencial destas estirpes, a nivel de

eficiéncia agrondmica.
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