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RESUMO

Os rizébios sdo bactérias Gram-negativas que, em associacdo com o sistema radicular de
plantas, induzem a forma¢ao nddulos e convertem o nitrogénio atmosférico em amdnia, um
composto importante para o desenvolvimento vegetal. Com a mesma relevancia, as
actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas capazes de produzir diversos metabdlitos
secundarios biologicamente ativos, como sider6foros e fitohormdnios de crescimento. Nesse
contexto, a coinoculacdo desses microrganismos em culturas tem demonstrado maior
eficiéncia em relagdo a inoculacdes simples e a fertilizantes nitrogenados no que se refere a
produtividade agricola. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da coinoculagdo de
uma cepa de Bradyrhizobium (1L47) e 21 estirpes de actinobactérias sobre o crescimento do
feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), leguminosa amplamente cultivada no semidrido
brasileiro, com grande importincia socioecondmica e nutricional. Adotou-se o delineamento
em blocos casualizados, com quatro repeticdes para os 24 tratamentos, que abrangeram o
controle absoluto, o N-mineral, a inoculacdo simples de L47 e 21 coinoculagdes de L47 e
estirpes de actinobactérias (SN1, SN2, SN6, SN9, SN11, SN12, SN13, SN16, SN19, SN20,
SN23, SN25, SN26, SN29, SN30, SN31, SN32, SN34, SN35, SN36 e SN38). Foram
avaliadas as médias de massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca das raizes (MSR) e
massa seca dos noédulos (MSN) dos tratamentos, expressas em g planta. Entre as variaveis
analisadas, a MSR e a MSN apresentaram diferenga significativa (p<0,05). As coinoculagdes
L47SN16, L47SN23, L47SN31 e L47SN36 apresentaram os melhores desempenhos em todos
os parametros avaliados. Dessa forma, a coinoculagdo de rizobio e actinobactérias se

apresenta como uma alternativa promissora para o cultivo de feijdo-caupi.

Palavras-chave: feijao-caupi; coinoculagdo; Bradyrhizobium; actinobactérias



ABSTRACT

Rhizobia are Gram-negative bacteria that, in association with the root system of plants, induce
the formation of nodules and convert atmospheric nitrogen into ammonia, an important
compound for plant development. Equally important, actinobacteria are Gram-positive
bacteria capable of producing several biologically active secondary metabolites, such as
siderophores and phytohormones. In this context, the co-inoculation of these microorganisms
in crops has demonstrated greater efficiency compared to single inoculations and nitrogen
fertilizers, particularly regarding agricultural productivity. The objective of this study was to
evaluate the effects of the coinoculation of a Bradyrhizobium strain (L47) and 21
Streptomyces strains on the growth of cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp), a legume widely
cultivated in the Brazilian semiarid region and of great socioeconomic and nutritional
importance. A randomized block design was adopted, with four replicates for the 24
treatments, which included the absolute control, mineral-N, single inoculation of L47 and 21
co-inoculations of .47 and actinobacteria strains (SN1, SN2, SN6, SN9, SN11, SN12, SN13,
SN16, SN19, SN20, SN23, SN25, SN26, SN29, SN30, SN31, SN32, SN34, SN35, SN36 and
SN38). The mean shoot dry mass (SDM), root dry mass (RDM), and nodule dry mass (NDM)
were evaluated for each treatment, expressed as g plant™'. Among the analyzed variables,
RDM and NDM showed significant differences (p < 0.05). The co-inoculations L47SN16,
L47SN23, L47SN31, and L47SN36 achieved the best performance across all parameters.
Therefore, the co-inoculation of rhizobia and actinobacteria emerges as a promising

alternative for cowpea cultivation.

Keywords: cowpea; co-inoculation; Bradyrhizobium; Actinobacteria
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1 INTRODUCAO

O feijao-caupi (V. unguiculata (L.) Walp) ¢ uma leguminosa amplamente
cultivada no semidrido brasileiro devido a sua adaptagdo ao clima quente ¢ seco da regido
(Freire Filho, 2011). Trata-se de uma cultura que tem importancia socioecondmica por ser
fonte de renda para pequenos produtores rurais, € nutricional por conter micro e
macronutrientes essenciais para a saude humana (Ayalew; Yoseph, 2022). As sementes, folhas
e vagens do feijdo-caupi sdo ricas em proteinas, carboidratos, lipidios, vitaminas, fibras
alimentares, minerais e outros nutrientes essenciais (Abebe; Alemayehu, 2022). Dada a
relevancia do caupi, torna-se necessario reduzir a dependéncia da sua producdo de
fertilizantes nitrogenados, visando mitigar os impactos ambientais negativos.

Diante do aumento da populacdo mundial, estimado em 9,7 bilhdes de pessoas em
2050 (ONU, 2022), os fertilizantes nitrogenados tém sido empregados para suprir a
necessidade de nitrogénio de culturas e, assim, atender a crescente demanda de alimentos. No
entanto, cerca de 30 a 50% do nitrogénio dos fertilizantes ¢ absorvido pelas plantas, enquanto
o restante ¢ aproveitado por microrganismos, lixiviado no solo ou disperso por volatilizagao
(Haroon et al, 2019). Como alternativa a essa pratica ineficiente e ambientalmente
prejudicial, a Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN) ¢ um processo natural que disponibiliza
o nitrogénio de forma eficiente e ecoldgica a planta.

Esse processo constitui um exemplo de relacdo mutualistica, caracterizada como
uma associagao a longo prazo entre duas espécies, na qual ambas se beneficiam. A FBN ¢ um
exemplo desse tipo de relagdo, na qual bactérias, de vida livre ou associativas, convertem o
nitrogénio inerte da atmosfera (N2) em amdnia (NH3) por meio da enzima nitrogenase (Glass;
Rousk, 2024). A amonia, por ser assimilavel pela planta, ¢ utilizada na sintese de proteinas,
clorofila e acidos nucleicos (Bhatla et al., 2023). Em contrapartida, a planta fornece
carboidratos aos microrganismos, o que favorece seu crescimento (Pankievicz et al., 2019).

Em comparacdo a fertilizantes nitrogenados, como a ureia, a FBN promovida por
rizobios ¢ ambientalmente mais segura, tem menor custo e apresenta maior eficiéncia na
melhoria da fertilidade do solo e da produtividade agricola (Mukherjee; Sen, 2021). Os
rizobios sdo bactérias fixadoras de nitrogénio associadas a nddulos de leguminosas. No
interior dos nodulos, essas bactérias se diferenciam em bacteroides, células com paredes
celulares modificadas estrutural e quimicamente, o que as adapta para manter a simbiose e
sustentar a atividade da enzima nitrogenase (Wang et al., 2019).

Embora a simbiose entre leguminosas e rizobios nativos seja a principal via de
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FBN em sistemas agricolas, a nodulacdo nem sempre ocorre de forma eficaz em razao de
fatores adversos no solo e da competicdo com microrganismos nativos (Maitra et al., 2023).
Assim, o melhoramento de inoculantes pode ser atingido pela sele¢do de linhagens de
bactérias mais adaptadas as condi¢des de cultivo, bem como pela coinoculagdo de bactérias
promotoras de crescimento de planta (BPCP) (Garcia et al., 2021). Entre as BPCPs, destacam-
se as actinobactérias, que desempenham papel relevante na promog¢ao do crescimento vegetal.

As actinobactérias sdo bactérias presentes na rizosfera capazes de promoverem o
desenvolvimento vegetal por meio da producdo de metabolitos secundarios, como antibioticos
e fitohormonios (Silva et al., 2022). Essas bactérias também promovem o crescimento de
rizobios, o que contribui para o aumento da nodulagdo e da produtividade de graos (Xu et al.,
2021; Sahur et al., 2018).

Um exemplo desse potencial ¢ evidenciado por Htwe et al. (2022), que
observaram que o bioinoculante produzido a partir de cepas de Bradyrhizobium japonicum,
Bradyrhizobium elkaniie BLY3-8 e Streptomyces griseoflavus aprimorou a nodulagdo,
producdo de sementes e crescimento vegetal em feijdo mungo e soja. Dessa forma, a
associacao entre rizobios e actinobactérias no solo pode contribuir para a FBN mais eficiente
em leguminosas.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de estirpes de rizobio e
actinobactérias no acimulo de biomassa de feijao-caupi, explorando uma associacdo
microbiana ainda pouco estudada para essa cultura. Ao preencher essa lacuna, os resultados
obtidos podem contribuir para o desenvolvimento de inoculantes eficientes e sustentaveis no

futuro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Feijao-caupi

O feijao-caupi, também conhecido como feijao-fradinho ou feijao-de-corda, ¢ uma
leguminosa de grande importancia socioecondmica, caracterizada por ser anual e tolerante a
climas quentes e secos (Abebe; Alemayehu, 2022). Essa espécie, pertencente a familia
Fabaceae e a subfamilia Faboideae, ¢ amplamente cultivada em primeira e segunda safra nas
regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, onde corresponde a um dos principais alimentos da
dieta familiar (Silva et al., 2016; Oliveira et al., 2021).

Os graos de feijao-caupi podem suprir a necessidade diaria de micro e
macronutrientes essenciais para a saude humana. No estudo sobre a composi¢ao nutricional de
trés variedades geneticamente melhoradas e duas variedades locais da Nigéria, Owolabi et al.
(2012) observaram-se os seguintes teores, em média, dos nutrientes de feijdo-caupi: 59,74%
de carboidratos, 23,41% de proteinas, 1,86% de fibras e 4,03% de lipidios, além de minerais
como calcio (24,60 mg/100 g), magnésio (11,97 mg/100 g) e potassio (17,59 mg/100 g).

Devido a associacao das raizes do feijdo-caupi com bactérias nativas fixadoras de
nitrogénio, essa planta contribui para o aumento de teor do elemento no solo. Além da FBN, a
microbiota contribui para o aumento da capacidade produtiva do solo e a desintoxicagdo de
nutrientes (O’Callaghan et al., 2022). Atraidos por exsudatos radiculares, substancias
quimioatraentes liberadas na rizosfera, os microrganismos colonizam as raizes, o que resulta
em uma associacdo que pode ser benéfica as plantas (Zhang et al., 2017). Isso favorece a
producdo da leguminosa em consércio com culturas de arroz, milho e mandioca (CONAB,
2024), especialmente na agricultura familiar, na qual o acesso a fertilizantes ¢ limitado (Kyei-
Boahen et al., 2017).

Apesar do aumento de nitrogénio do solo promovido pela FBN, a produtividade
nacional ¢ considerada baixa no Brasil. Segundo a CONAB (2025), a produtividade média
nacional do feijdo-caupi na safra 2024/2025 esta estimada em 550 kg/ha. Este valor esta
abaixo do rendimento global, que atingiu 634,6 kg/ha (FAOSTAT, 2025). Diante desse
cenario, ¢ necessaria a busca por métodos que aumentem a produtividade de maneira
sustentavel. Nesse sentido, a inoculagdo de BPCP em feijdo-caupi desponta como uma
alternativa promissora para incrementar o rendimento da cultura com menor impacto
ambiental.

Lima et al. (2011) observaram que a coinoculacdo de duas estirpes de
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Bradyrhizobium sp. (BR 3267+ EI 6) superou a inoculagdo simples com BR 3267, em relacao
a fixagdo de nitrogénio em feijdo-caupi. No mesmo estudo, a coinoculacio de
Bradyrhizobium sp. e o fungo micorrizico Glomus etunicatum proporcionou maior acimulo
de nitrogénio a planta. Complementarmente, Galindo et al. (2022) verificaram que a
coinoculacdo de Bradyrhizobium sp. e Azospirillum brasilense aumentou a absor¢do de
nitrogénio e a produtividade de grdos de caupi em comparagdo a inoculagdo simples com

Bradyrhizobium sp.

2.2 Bactérias promotoras de crescimento de plantas

O solo ¢ a camada superficial da crosta terrestre composta por matéria organica e
mineral e constitui um habitat com ampla diversidade de microrganismos que interagem entre
si em condicao de equilibrio dindmico (Amule et al., 2018; Cavalcante et al., 2017).

A reciclagem de nutrientes e o aumento da capacidade produtiva de solo estdo
entre as principais fungdes de microrganismos rizosféricos (O’Callaghan et al., 2022). Esses
microrganismos podem influenciar o desenvolvimento de plantas, da germinagdo a
maturidade, por meio de relagdes ecologicas como sinergismo e mutualismo (Amule et al.,
2018). Atraidos por exsudatos radiculares, substancias quimioatraentes liberadas no solo,
esses microrganismos colonizam as raizes, o que resulta em uma associacdo que pode ser
benéfica (Zhang et al., 2017). Nesse sentido, rizobios e actinobactérias, por atuarem como
BPCP na rizosfera, podem ser utilizadas como bioinoculantes em sistemas agricolas
sustentaveis.

Os bioinoculantes sdo produtos liquidos ou turfosos que contém microrganismos
benéficos, como bactérias e fungos, capazes de promover o crescimento vegetal e atuar no
controle de pragas. Além de aumentarem a disponibilidade de micro e macronutrientes no
solo, como nitrogénio e fosforo, esses microrganismos produzem fitohormodnios e antibidticos
essenciais para a defesa contra patdégenos, configurando-se, dessa forma, como alternativas
sustentaveis e de baixo custo comparadas a fertilizantes quimicos (Kumar et al., 2017).

Logo, a selecdo e o estudo da coexisténcia e coinoculagdo de bactérias tém o
potencial para contribuir com o desenvolvimento de biofertilizantes (Cavalcante et al., 2017).
Nesse sentido, a coinoculagdo de rizobios e actinobactérias demonstra potencial para

estimular o desenvolvimento de leguminosas, como o feijao-caupi.
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2.2.1 Rizobios

O termo rizobio ¢ utilizado para se referir a bactérias presentes no solo capazes de
fixar o nitrogénio atmosférico no interior dos nodulos de leguminosas. Em relagdo a
taxonomia, os rizdbios pertencem a duas classes, a Alphaproteobacteria e a
Betaproteobacteria, nas quais os principais géneros sao Rhizobium, Bradyrhizobium e
Sinorhizobium (Shahrajabian; Sun; Cheng, 2021). Os rizobios sdo bactérias Gram-negativas
em forma de bastonetes ndo formadores de enddsporos, que podem ser empregadas como
inoculantes na agricultura, em alternativa a fertilizantes nitrogenados. (Bhatla; Lal, 2023).

O nitrogénio molecular (N2), que representa cerca de 78% da atmosfera, precisa
ser reduzido a amonia (NHs) para ser incorporado em biomoléculas. Entretanto, as plantas ndo
possuem mecanismos bioquimicos capazes de realizar essa conversao, pois a quebra da tripla
ligacdo do N: exige alta energia ou enzimas especificas, ausentes em seu metabolismo
(Cheng, 2008; Wang et al., 2019). Para suprir essa limitagdo, o processo Haber-Bosch foi
desenvolvido no inicio do século XX, reproduzindo industrialmente essa conversao sob
condicdes de alta temperatura (350-550°C) e pressao (150-350atm), com ferro como
catalisador (Wang et al., 2023). Essa tecnologia foi essencial para a producao de fertilizantes
nitrogenados e para a mitigagdo da fome mundial, porém sua produ¢do envolve elevado
consumo energético e uso de combustiveis fosseis (Rouwenhorst et al., 2021).

Como alternativa aos fertilizantes nitrogenados, os inoculantes, por meio da
Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN), tém se tornado promissores. Esse processo ocorre
naturalmente e se baseia na simbiose entre plantas e bactérias fixadoras de nitrogénio
presentes nos ndédulos das raizes. A redugdo de N, para NH3 por rizobios ¢ viabilizada pela
enzima nitrogenase, que além de catalisar a reacdo em condi¢des normais de temperatura e
pressdo, apresenta 75% de eficiéncia em termos de seletividade para a redugdo de N> (Milton;
Minteer, 2019). Nesse contexto, a BNF ¢ um processo mais sustentavel e eficiente comparado
a fertilizantes nitrogenados.

Uma das principais etapas da BNF envolve a nodulagdo. Quando leguminosas
apresentam deficiéncia de nitrogénio, suas raizes liberam flavonoides no solo, o que estimula
os rizobios a produzirem lipo-quito-oligossacarideos (LCOs) (Concha; Doerner, 2020). Esses
compostos, também denominados fatores Nod, sdo moléculas sinalizadoras reconhecidas pela
planta que regulam fatores de transcri¢do, que promovem a infec¢do e o inicio da formacdo de
nddulos (Claa et al., 2018). Na fase de infeccdo, os rizobios adentram a raiz através do cordao

de infeccdo, um tubulo produzido pela planta hospedeira, que os guia do pelo radicular até o
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nodulo primordial (Tsyganova et al, 2021). No interior dos nodulos, essas bactérias se
diferenciam em bacteroides, células que fornecem condi¢des ideais para a atividade da enzima
nitrogenase (Wang et al., 2019).

Com base nesse mecanismo simbiotico, diversos estudos tém buscado aprimorar a
eficiéncia de rizobios como inoculantes em culturas leguminosas. No Brasil, o Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) recomenda o uso de quatro cepas do género
Bradyrhizobium em inoculantes: UFLA3-84 (SEMIA 6461), BR 3267 (SEMIA 6462),
INPA3-11B (SEMIA 6463) e BR 3262 (SEMIA 6464) (Zilli et al., 2008). Da Silva Junior et
al., (2018) observaram que a inoculacdo dessas cepas comerciais em feijado-caupi resultou em
maior fixagdo de nitrogénio e incremento na producao de graos, em comparagdo a plantas nao
inoculadas. No entanto, a selecdo de cepas mais adaptadas ao cultivo ¢ importante para
garantir melhor desempenho da inoculacdo. Nesse sentido, Farias et al. (2016) demonstraram
que as cepas selecionadas UFLA 3-153, UFLA 3-154 ¢ UFLA 3-164 demonstraram maior
eficiéncia que as linhagens UFLA3-84 e INPA3-11B em feijao-caupi.

Ayalew et al. (2021) concluiram que a inoculacao de Bradyrhizobium em feijao-
caupi aumentou substancialmente o nimero de vagens por planta, a massa ¢ a produgao de
sementes. Além disso, Kandil e Unlii (2023) observaram que a inoculagio de rizobios
aumentou a produtividade de graos, além de incrementar o teor de proteinas, fenois, f-
caroteno, vitamina C e outros compostos bioativos da planta. Dessa forma, considerando os
beneficios da inoculagdo de rizobios e da acdo de BPCP em plantas, a coinoculagdo de cepas
desses microrganismos se destaca como uma estratégia promissora para ampliar a eficiéncia

de FBN do feijao-caupi.

2.2.2 Actinobactérias

As actinobactérias sio BPCP com alta adaptabilidade a rizosfera de diferentes
culturas, presentes em habitats terrestres e aquaticos, inclusive sob condi¢cdes extremas de
temperatura, pH e salinidade (Bouizgarne, 2022). As espécies do filo Actinobacteria sdo
Gram-positivas, cujas morfologias variam de formas cocoide, bastonete, bastonete cocoide,
hifas ramificadas portadoras de esporo, hifas fragmentadas e micélios ramificados (Yadav et
al., 2018).

O filo Actinobacteria abrange um grupo diverso de bactérias, composto por seis
classes: Actinobacteria, Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptorales, Rubrobacteria e

Thermoleophilia. Essas classes abrangem 391 géneros, dentre os quais 30 concentram mais de
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21 espécies. Esses géneros sdo: Actinomyces, Actinomadura, Actinoplanes, Agromyces,
Amycolatopsis,  Arthrobacter,  Bifidobacterium,  Brachybacterium,  Brevibacterium,
Cellulomonas, Corynebacterium, Geodermatophilus, Gordonia, Kitasatospora, Kocuria,
Kribbella, Leucobacter, Microbacterium, Micromonospora, Mycobacterium, Nocardia,
Nocardioides, Nocardiopsis, Nonomuraea, Pseudonocardia, Rhodococcus,
Saccharopolyspora, Saccharothrix, Streptomyces e Streptosporangium (Yadav et al., 2018;
Boukhatem et al.,, 2022). De acordo com Kaari et al. (2023), 90% das actinobactérias
pertencem a classe Actinobacteria, da qual 36% dos microrganismos nesse grupo sao do
género Streptomyces.

Como BPCP, as actinobactérias promovem o crescimento vegetal por métodos
diretos e indiretos. Os métodos diretos incluem mecanismos como solubiliza¢ao de fosfato e
producdo de sider6foros e fitohormdnios, enquanto os métodos indiretos abrangem sintese de
enzimas liticas e inducdo de resisténcia sistémica induzida de plantas (Boukhatem et al.,
2022). Como inoculantes para o crescimento vegetal, as actinobactérias sao uma alternativa
promissora ao uso de fertilizantes quimicos.

Devido a sua habilidade de esporulacao e filamentagdo, as actinobactérias se
aderem de forma mais eficiente ao solo rizosférico (Kaari et al., 2023). No inicio da
colonizagao de raizes, flavonoides, aminoacidos e outros exsudatos radiculares sao secretados
pela planta, o que induz as actinobactérias a iniciarem a colonizagdo por meio da interagao de
polissacarideos presentes em sua parede celular e lactonas ou estrigolactonas da planta
hospedeira (Salwan; Sharma, 2020).

Apbs o nitrogénio, o fosforo ¢ o elemento mais importante para o crescimento
vegetal, desempenhando um papel essencial nos processos de fotossintese, translocagcdo de
acucares e crescimento radicular (Korir et. al, 2017). Todavia, somente 30% de fosforo
presente em fertilizantes ¢ aproveitado pela planta, enquanto o restante ¢ convertido em
fosfatos insoluveis. (Bouizgarne, 2022). Nesse sentido, actinobactérias, como Streptomyces,
produzem écidos orgénicos e inorganicos, que atuam na solubilizagdo de formas inorgéanicas
de fosforo presentes no solo, e, paralelamente, sintetizam enzimas, como fosfatase e fitase que
mineralizam ortofosfatos e fosfonatos, convertendo-os em H3PO4, composto aproveitado pela
planta (Chouyia et al., 2022).

Com a mesma relevancia, o ferro ¢ um cofator de diversas enzimas envolvidas em
processos celulares, como fotossintese, respiracdo celular, transporte de oxigénio e replicacdo
de DNA (De Serrano; Camper; Richards, 2016). Assim como os nutrientes anteriores, o ferro

ndo esta biodisponivel para a planta devido a sua predominancia na forma férrica Fe*" no solo,
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que tende a formar hidroxidos e oxi-hidroxidos insoluveis em pH neutro a alcalino (Yadav et
al.,, 2018). Para tornar o ferro disponivel para a planta, as actinobactérias produzem
sideroforos, que sdo metabdlitos de baixo peso molecular quelantes desse metal, que é entdao
transportado para o interior das células, onde é reduzido a forma ferrosa (Fe?") (Dimkpa;
2016).

As actinobactérias também produzem fitohormdnios responsaveis pelo
crescimento vegetal. Embora a sintese de auxinas seja comum a todas as associagdes com
plantas, a producdo de giberelinas ¢ rara em associagdes de actinobactérias com raizes,
enquanto as citocininas ja foram identificadas em isolados foliares (Harir et al., 2018). O
acido indol-3-acético (IAA), principal auxina em plantas, atua na estimulacdo da divisdo,
alongamento e diferenciacdo celulares, além de aumentar a absor¢do de nutrientes ao
promover a formacao de pelos radiculares (Bhatti et al., 2017).

AbdElgawad et al. (2020) inocularam espécies isoladas de Streptomyces em soja,
feijdo-comum, grao-de-bico, lentilha e ervilha, e observaram o aumento no conteido de
matéria organica e nitrogénio nas plantas, o que resultou em maior crescimento da planta e
produtividade de graos. Resultados semelhantes foram encontrados por Lalithesh et al. (2024),
que constataram que o consorcio de Streptomyces fumigatiscleroticus e Streptomyces sp. além
de estimular o desenvolvimento vegetal, elevou o nimero de vagens e graos. Esses estudos
reforcam que as actinobactérias, especialmente do género Streptomyces, sdo bioinoculantes
promissores no cultivo de caupi por promoverem o crescimento da planta via producdo de
fitohormoOnios e mobiliza¢dao de nutrientes.

Complementarmente, a coinoculagdo de rizobios e BPCP, como as
actinobactérias, tem o potencial para maximizar a FBN em leguminosas. Diversas BPCP,
incluindo espécies de Azospirillum, Pseudomonas e Bacillus, auxiliam os rizobios
simbioticos, favorecendo a nodulagdo, a formagao de pelos radiculares e a disponibilizacao de
nutrientes essenciais, o que resulta em ganhos produtivos em culturas como feijao-comum,
grao-de-bico e soja. (Hassen et al, 2023; Da Silva et al., 2024). Considerando esses
beneficios, torna-se relevante avaliar a eficiéncia agrondmica da coinoculacdo de

Bradyrhizobium e Streptomyces em feijao-caupi.



22

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da coinoculacdo com rizobios e actinobactérias sobre a
biomassa do feijao-caupi, com o intuito de contribuir para o desenvolvimento de inoculantes

sustentaveis.

3.2 Objetivos Especificos

e Preparar e aplicar tratamentos de coinoculagdo com cepas de rizobios e actinobactérias
em sementes de feijdo-caupi,

e Analisar o desempenho dos diferentes tratamentos por meio da massa seca da parte
aérea, das raizes e dos nodulos;

e Comparar os resultados das coinoculagdes com os tratamentos controle absoluto, N-

mineral e inoculagdo simples.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de conducio do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Centro Nacional de
Pesquisa de Agroindustria Tropical (CNPAT), no municipio de Fortaleza, Ceard, nas
coordenadas geograficas 3°45'04.7" de latitude Sul e 38°34'34.4" de longitude Oeste, a 36 m
de altitude. O tipo climatico da regido ¢ Aw, da classificagdo de K&ppen, caracterizado como
clima tropical de savana e inverno seco. O preparo do inoculo foi realizado no Laboratorio de

Solos (Microbiologia do Solo) da mesma empresa.

4.2 Delineamento experimental

Foi adotado o delineamento em blocos casualizados (DBC), com 24 tratamentos e
quatro repetigdes. Os tratamentos incluiram o controle absoluto (sem inoculagdo), o N-
mineral (adubacgdo nitrogenada), a inoculacdo simples da estirpe de rizobio L47 e 21
coinoculacdes, em que L47 foi associada individualmente as estirpes de actinobactéria SN1,
SN2, SN6, SN9, SN11, SN12, SN13, SN16, SN19, SN20, SN23, SN25, SN26, SN29, SN30,
SN31, SN32, SN34, SN35, SN36 e SN38.

4.3 Preparo do indculo

As estirpes de rizobio e actinobactérias utilizados foram obtidos a partir da
colecdo de microrganismos do Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMAB) do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceard (UFC), previamente
selecionadas, e atualmente depositadas no Laboratdrio de Solos do CNPAT.

A estirpe de rizobio foi inicialmente repicada em 5 mL do meio liquido Yeast
Mannitol (YM), cuja composi¢ao para 1000 mL de 4gua deionizada inclui 10 g de manitol,
0,5 g de extrato de levedura, 0,5 g de fosfato dipotassico (KoHPOs), 0,2 g de sulfato de
magnésio (MgSO4) e 0,1 g de cloreto de sodio (NaCl) e 5 mL de azul de bromotimol 0,5% em
hidroxido de potassio (KOH) 0,2 N (Vincent, 1970). O pH do meio foi ajustado para 6,8.

Para o cultivo de actinobactérias, foi utilizado em 5 mL o meio liquido Casein

Dextrose (CD), com a seguinte composi¢do, também por litro de dgua deionizada: 0,5 g de
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K2HPOs4, 0,2 g de MgSO0s, 2 g de dextrose, 0,01 g de sulfato ferroso (FeSQOs), 0,2 g de caseina
e 2,5 mL de solugdo nistatina, adicionada posteriormente a esterilizagdo do meio de cultura
(Clark, 1965). O pH do meio foi ajustado para 6,6.

Apds a repicagem, as estirpes bacterianas foram cultivadas nos meios de cultura
sob velocidade de agitacdo de 150 rpm, em mesa agitadora, durante sete dias, a temperatura
ambiente. Posteriormente, aliquotas de 1 mL desses cultivos foram transferidas para frascos
Erlenmeyers contendo 40 mL do mesmo de cultura para a producdo do inoculo. Sob as
mesmas condi¢des anteriores, as estirpes de rizobio e actinobactérias foram cultivadas por 48
h. Apos essa etapa, os cultivos celulares foram centrifugados a 6.000 por 10 minutos, sendo o
sobrenadante descartado em seguida. Em tubos Falcon de 50 mL, as células foram

ressuspendidas em 20 mL de agua deionizada, constituindo os indculos.

4.4 Conducio do experimento

O experimento foi conduzido em vasos plésticos de 2 L, preenchidos com 2 dm?
de solo nao autoclavado coletado do Campo Experimental de Pacajus (CEP) do CNPAT,
posteriormente caracterizado quanto a sua composi¢ao quimica. Esse solo foi peneirado,
homogeneizado e entdo acondicionado nos vasos. Posteriormente, foi realizada a adubagao
com 80 kg ha™! de P,Os na forma de SuperFosfato Simples (SFS), 50 kg ha™' de K»O na forma
de Cloreto de Potassio (KCI) e 35 kg ha™! de fertilizante FTE BR 12. Ao tratamento N-
mineral, também foram adicionados 60 kg ha™ de N na forma de ureia.

A cultivar de feijdo-caupi utilizada foi a BRS Tumucumaque, cujas sementes
foram obtidas do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do Departamento de Fitotecnia da
UFC. As sementes de feijdo-caupi foram previamente esterilizadas superficialmente em
solucdo de peroxido de hidrogénio (H20z) por trés minutos e, posteriormente, lavadas trés
vezes seguidas em agua destilada.

Foram semeadas cinco sementes por vaso, sendo cada uma inoculada com 1 mL
do indculo. Seis dias apos a germinacdo, foi realizado o desbaste, mantendo-se somente duas
plantas por vaso, como se observa na Figura 1. As plantas foram irrigadas a cada 48 h até a

colheita, ocorrida 42 dias apds o plantio e antes do inicio da fase reprodutiva das plantas.
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Figura 1 — Cultivo de feijdo-caupi conduzido em casa de vegetagao

Fonte: elaborada pelo autor.

Na colheita, as plantas foram retiradas do vaso e as raizes foram separadas da
parte aérea. Em seguida, as raizes foram lavadas em 4agua corrente para a retirada do solo
aderido, como mostra a Figura 2, e os nddulos radiculares foram destacados. Na sequéncia, a
parte aérea, a raiz e os nddulos coletados foram transferidos para estufa a 65 °C por 96 h para
secagem. Foi realizada a pesagem em balanga analitica para determinacdo da massa seca do

material coletado.
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Figura 2 — Raizes de feijao-caupi com nodulos radiculares

Font: elaborada pelo autor.

4.5 Analise estatistica

Por meio do programa de andlise estatistica SISVAR, os dados de massa seca
obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANAVA) e as médias dos tratamentos foram

comparadas a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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A andlise dos dados revelou que houve diferenga estatistica significativa (p<0,05)

para as variaveis massa seca dos ndodulos (MSN) e massa seca das raizes (MSR). Por outro

lado, a massa seca da parte aérea (MSPA) ndo apresentou diferenga significativa (p>0,05).

Tabela 1 — Efeito da coinoculacao na MSPA, MSN e MSR dos tratamentos. Os valores
correspondem a média de quatro repeti¢oes.

Tratamento Média MSPA Média MSN Média MSR
g planta! g planta! g planta!
Controle Absoluto 8,718 a 0,985 a 1,223 a
N-mineral 9,475 a 1,128 a 3,115Db
L47 8,648 a 0,833 a 1,020 a
L47SN1 8,928 a 0,858 a 1,438 a
L47SN2 9,095 a 0,805 a 1,300 a
L47SN6 9,220 a 0,888 a 1,403 a
L47SN9 9,230 a 0,788 a 1,520 a
L47SN11 9,333 a 0,883 a 1,193 a
L47SN12 7,518 a 0,658 a 1,085 a
L47SN13 8,133 a 0,638 a 1,118 a
L47SN16 9,520 a 0,810 a 2,013 a
L47SN19 9,028 a 0,870 a 1,415a
L47SN20 9,043 a 0,820 a 1,540 a
L47SN23 9,295 a 0,820 a 1,928 a
L47SN25 8,280 a 0,898 a 1,120 a
L47SN26 8,973 a 0,893 a 1,418 a
L47SN29 9,360 a 0,778 a 1,358 a
L47SN30 9,455 a 0,823 a 1,443 a
L47SN31 9,560 a 0,843 a 1,748 a
L47SN32 8,825 a 0,743 a 1,470 a
L47SN34 9,185a 0,843 a 1,590 a
L47SN35 8,275 a 0,783 a 1,225 a
L47SN36 9,558 a 0,815a 1,893 a
L47SN38 8,825 a 0,840 a 1,430 a
Média 8,978 0,8348 1,500
Valor-p 0,2117 0,0349 0,0023
CV (%) 10,09 17,25 36,90

CV: Coeficiente de variagao

Fonte: elaborada pelo autor.

O tratamento N-mineral apresentou maiores resultados de MSN (1,128 g planta™)
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e MSR (3,115 g planta™), bem como alto valor de MSPA (9,475 g planta™). E possivel que os
altos valores observados no tratamento estejam atrelados a promiscuidade do feijao-caupi na
nodulagdo e a presenca de rizobios nativos no solo, ja que este ndo foi autoclavado.

Em relagdo a MSPA, 18 tratamentos envolvendo a coinoculagdo superaram o
controle absoluto e a inoculagdo L47, com destaque para quatro: L47SN16, L47SN23,
L47SN31 e L47SN36 (Figura 3), que obtiveram os melhores desempenhos. Silva (2020)
realizou em feijao-caupi a coinoculagdo duas cepas de Streptomyces spp. (UB05 e UBI1) e
oito cepas de rizobio, incluindo sete classificadas como Bradyrhizobium spp. (L84, L86, 193,
L98, L.102, L103, L108) e uma (L110), sem classificacdo. No estudo, apenas o tratamento
L86UBOS5 se aproximou da MSA do controle (BR 3301), enquanto neste trabalho foram
observados mais tratamentos com desempenho superior. Por sua vez, Rodrigues et al. (2013)
coinocularam em caupi cv. IPA 206 Bradyrhizobium sp. (BR 3267) e estirpes de BPCP
Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus, e concluiram que a coinoculagdo com BR3267 ¢ P,
graminis (MC 04.21) resultou em incremento da MSPA. Nesse sentido, a coinoculagcdo de
rizobios ¢ actinobactérias, na maioria das combinagoes testadas, resultou em maior biomassa
da parte aérea

Os quatro tratamentos destacados em MSPA também apresentaram os melhores
desempenhos para MSR, em que 17 tratamentos de coinoculagao foram superiores ao controle
e a inoculagdo simples. De forma analoga, Nonato et al. (2021) coinocularam Bradyrhizobium
sp. e Azospirillum brasilense sob diferentes tensdoes de dgua aplicadas no solo, e observaram
aumento na area superficial e massa seca de raizes a partir de 50 kPa. No presente estudo, o
desempenho de MSR indica que a coinoculagdo de estirpes de rizobio e actinobactérias
promoveu o crescimento radicular, fator essencial para a absorcdo de 4gua e nutrientes pela

planta.
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Figura 3 — Linhagens com melhores desempenhos em MSR (L47 e
SN16), MSPA (S31 e S36), e em MSPA e MSR (SN23)

Fonte: elaborada pelo autor.

Em termos de MSN, quatro tratamentos entre as coinoculagdes obtiverem maior
massa (L47SN6, L47SN11, L47SN25 e L47SN26). A coinoculagdo bacteriana aumentou
significativamente a nodulacdo no feijao-caupi. Esse resultado se assemelha ao achado de
Htwe e Yamakawa et al. (2015), em que a interacdo dos géneros estudados resultou em
aumento tanto na nodulacdo quanto na MSR em soja, quando comparada a inoculagdes
simples. Os tratamentos L47SN12, L47SN13 e L47SN35 apresentaram os menores valores de
MSN, acompanhados por baixos desempenhos em MSPA e MSR.

Em termos gerais, o tratamento L47SN31 apresentou resultados expressivos nas
trés variaveis analisadas, com destaque para MSPA (9,560 g planta™), além de MSN (0,843 g
planta') e MSR (1,748 g planta™) relativamente elevados. Isso indica que o inoculante

proporcionou um desenvolvimento expressivo ao feijado-caupi.
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5 CONCLUSAO

A coinoculagdo de rizobio e actinobactérias em sementes de feijao-caupi resultou
em efeitos significativos sobre a MSR e a MSN, mas ndo foi observada diferenga significativa
na MSPA entre os tratamentos. As coinoculagdes L47SN16, L47SN23, L47SN31 e L47SN36
apresentaram os melhores desempenhos na maioria dos parametros avaliados, superando a
inoculagdo simples com L47 e o controle absoluto. Os resultados obtidos reforcam o potencial
da coinocula¢do como uma estratégia promissora para o incremento da biomassa em caupi.
No entanto, sdo necessarios mais estudos com as linhagens utilizadas para validar seus efeitos
na fixacdo de nitrogénio, a fim de contribuir para o desenvolvimento de inoculantes mais

eficientes e sustentaveis em leguminosas.
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