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COINOCULACAO COM Azospirillum brasilense E Bradyrhizobium sp.
AUMENTA ABSORCAO DE NITROGENIO E PRODUTIVIDADE DE FEIJAO-
CAUPI, SEM ALTERACAO NA RECUPERACAO DE NITROGENIO DO
FERTILIZANTE

RESUMO

Este estudo foi projetado para investigar os efeitos da coinoculacdo de Azospirillum
brasilense e Bradyrhizobium sp. em conjunto com a aplicacdo de N, na concentracdo de
N no solo e nas plantas (N total, N-nitrato NO3 e N-amonio NH;"), pigmentos
fotossintéticos, biomassa de plantas de feijao-caupi e rendimento de grdos. Uma técnica
isotopica foi empregada para avaliar a recuperacdo e derivagdo do fertilizante N*°. Os
ensaios de campo envolveram duas inoculac@es - (i) Bradyrhizobium sp. isoladamente e
(i) coinoculacdo de Bradyrhizobium sp. + A. brasilense - e quatro doses de uréia de N
(0, 20, 40 e 80 kg ha™). A coinoculacdo de Bradyrhizobium sp. + A. brasilense
aumentou a absorcdo de N pelo feijdo-caupi (um aumento de 10% para 14%) e a
produtividade de grdos (um aumento médio de 8%) em comparacdo com a inoculacao
padrdo com Bradyrhizobium sp. especificamente derivado do solo e de outras fontes,
sem afetar a recuperacio do fertilizante N*°. N&o h& necessidade de suplementag&o de N
via fertilizantes minerais quando a coinoculacdo de A. brasilense é realizada em uma
cultura de feijdo-caupi. No entanto, mesmo no caso de uma adubacdo basal NPK, as
doses de N aplicadas devem permanecer abaixo de 20 kg N ha™ quando a coinoculacio
com Bradyrhizobium sp. e A. brasilense € realizada.

Palavras-chave: rizobactérias de crescimento vegetal; fixacdo biologica de nitrogénio;

nitrogénio-15; fragdes de nitrogénio; Vigna unguiculata (L.) Walp



CO-INOCULATION WITH Bradyrhizobium spp. AND Azospirillum brasilense
INCREASES NITROGEN ABSORPTION AND PRODUCTIVITY OF COWPEA,
WITHOUT ALTERATION IN THE NITROGEN RECOVERY OF FERTILIZER

ABSTRACT

This study was designed to investigate the effects of Azospirillum brasilense and
Bradyrhizobium sp. co-inoculation coupled with N application on soil N levels and N in
plants (total N, nitrate N-NO3 and ammonium N-NH;"), photosynthetic pigments,
cowpea plant biomass and grain yield. An isotopic technique was employed to evaluate
N fertilizer recovery and derivation. Field trials involved two inoculations—(i) single
Bradyrhizobium sp. and (ii) Bradyrhizobium sp. + A. brasilense coinoculation—and
four N fertilizer rates (0, 20, 40 and 80 kg ha ). The co-inoculation of Bradyrhizobium
sp. + A. brasilense increased cowpea N uptake (an increase from 10 to 14%) and grain
yield (an average increase of 8%) compared to the standard inoculation with
Bradyrhizobium sp. specifically derived from soil and other sources without affecting
N fertilizer recovery. There is no need for the supplementation of N via mineral
fertilizers when A. brasilense co-inoculation is performed in a cowpea crop. How ever,
even in the case of an NPK basal fertilization, applied N rates should remain below 20
kg N ha™* when co-inoculation with Bradyrhizobium sp. and A. brasilense is performed.

Keywords: Plant growth rhizobacteria; biological nitrogen fixation; nitrogen-15;
nitrogen fractions; Vigna unguiculata (L.) Walp.
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1. INTRODUCAO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) € uma cultura de leguminosa
herbacea que tem considerdvel adaptacdo a climas tropicais e subtropicais e é cultivada
em toda a Africa, América Latina, sul dos Estados Unidos e sudeste da Asia [1]. O
feijdo-caupi também € cultivado em alguns paises do Mediterraneo, mas o cultivo nao é
generalizado na Europa [2]. Essa cultura de leguminosa € especialmente importante
devido ao seu alto teor de proteinas, tolerancia a seca e altas temperaturas, bem como
tolerdncia a solos com baixa fertilidade [3]. Sendo tolerante a seca, o feijao-caupi é
cultivado predominantemente em savanas secas ao redor do mundo, com uma
precipitacdo anual de cerca de 300 mm ou até mesmo menos [4]. O feijdo-caupi é
cultivado principalmente para producdo de grdos e é rico em proteinas, com as
cultivares melhoradas contendo, em média, 23% de proteina com base na massa seca
[4]. Embora os graos sejam o foco principal da planta de feijdo-caupi, tanto as folhas
quanto as flores também sdo consideradas comestiveis [1,5]. Esses aspectos tornam o
feijdo-caupi uma cultura-chave no contexto das mudangas climéticas globais e da
seguranca alimentar.

De acordo com dados de 2005, aproximadamente 20% da producdo total de
feijdo no pais correspondeu ao cultivo de feijdo-caupi. Observa-se que o cultivo desse
tipo de feijdo estd se expandindo para regibes como os cerrados, Norte, Nordeste e
Centro-Oeste, onde é incorporado aos sistemas produtivos como uma cultura de
safrinha apds a colheita da soja e do arroz, e, em alguns casos, também € cultivado
como cultura principal. Especificamente nos cerrados, o feijao-caupi cultivado como
safrinha apresenta um custo altamente competitivo, 0 que tem despertado um maior
interesse por parte dos produtores. Além disso, a producdo do feijao-caupi é
reconhecida pela sua alta qualidade, o que resulta em uma boa aceitacdo por parte de
comerciantes, agroindustrias, distribuidores e consumidores. A disponibilidade
consistente de um produto padronizado, em grande quantidade e com regularidade tem
despertado o interesse de agroindustrias de outras regides, 0 que tem contribuido para a
abertura de novos mercados para essa cultura. Como resultado, ha também um interesse
crescente por parte de empresas de exportacdo, com exportagdes ja realizadas para seis

paises e muitos outros interessados em importar feijao-caupi do Brasil.[6]
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A producéo de feijdo-caupi se concentra principalmente nas regides Nordeste e
Norte e estd em expansdo para a regido Centro-Oeste, especialmente no estado de Mato
Grosso. No Nordeste, a producéo é tradicionalmente concentrada em areas semiaridas,
onde outras leguminosas anuais tém dificuldades de desenvolvimento devido a
irregularidade das chuvas e as altas temperaturas. A producgdo de feijdo-caupi nessas
regides é realizada tanto por empresarios quanto por agricultores familiares que ainda
adotam praticas tradicionais. J& na regido Centro-Oeste, onde o cultivo em larga escala
do feijdo-caupi teve inicio em 2006, a producdo é predominantemente realizada por
médios e grandes empresarios que utilizam técnicas altamente tecnificadas.[6]

O feijdo-caupi pertence a familia Fabaceae (ou Leguminosae), o que indica sua
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico (N,) [7]. As plantas de feijdo-caupi podem
estabelecer relagdes com bactérias fixadoras de N em um processo chamado fixagédo
biologica de nitrogénio (FBN), ou seja, fixacdo simbidtica de N,. Nesse processo, as
bactérias que habitam as raizes das plantas formam nddulos dentro das raizes, e esses
nodulos podem fixar o N atmosférico (convertendo o N, para a forma utilizavel NH3 por
meio do complexo enzimatico nitrogenase), que é utilizado pela planta em troca de
carboidratos [8,9]. No entanto, a eficiéncia da atividade de fixacdo de N da associagédo
simbidtica entre plantas e bactérias varia entre espécies de leguminosas e combinagdes
leguminosa-simbionte, e o feijdo-caupi é frequentemente caracterizado como um
fixador de N mais fraco em compara¢do com outras culturas de leguminosas [10-14].
Estima-se que a quantidade de N fixado em diferentes espécies de feijdo, incluindo o
feijio-caupi, seja baixa, variando entre 25 e 70 kg N, fixado ha® [7,12,13,15], o que
representa uma contribuicdo entre 50 e 80% de sua necessidade de N [16,17]. Esses
valores sdo consideravelmente menores do que a quantidade de N fixado na soja
(Glycine max (L.) Merrill), que pode variar de 80 a mais de 300 kg N fixado ha™ [18-
23]. O feijao-caupi pode demandar até 100 kg N ha™ por safra [24], portanto, a
aplicacdo de N pode ser necessaria para atender a demanda da cultura, dependendo das
condigdes ambientais e das expectativas de rendimento. O processo de adi¢cdo de
fertilizantes é conhecido por levar a uma regulacdo descendente da FBN. As plantas ndo
conseguem absorver todo o N aplicado, o que leva a uma eficiéncia de uso de N,
também cognominada de aproveitamento ou recuperagdo prejudicada, além de

preocupacles ambientais crescentes. Além disso, a FBN é um processo vulneravel a
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seca, uma condi¢cdo ambiental comum na agricultura tropical, e diminui mesmo antes de
ocorrer uma reducdo significativa nas doses de transpiracdo e fotossintese [13].

Nesse sentido, a coinoculagdo com rizobactérias promotoras do crescimento
vegetal (BPCV) pode fornecer ao feijdo-caupi varias caracteristicas que promovem o
crescimento, melhorando assim o crescimento das plantas, aumentando a eficiéncia de
uso de N e potencialmente aumentando a FBN [25-31]. A coinoculagdo pode ser
definida como a combinacdo de pelo menos dois microrganismos que contribuem para
diversos processos microbianos, melhorando o crescimento e desenvolvimento das
plantas [23]. Um estudo recente de meta-analise com 42 artigos publicados concluiu que
a tecnologia de coinoculagcdo com as BPCVs mais aplicadas (Azospirillum, Bacillus,
Pseudomonas e Serratia spp.) resultou em um aumento significativo na biomassa das
partes aéreas (7%), raizes (13%) e nddulos (6%) [32]. A coinoculacdo com Bacillus sp.
e Bradyrhizobium sp. foi relatada como um meio de melhorar a nodulacéo e a eficiéncia
da fixacdo de N, produzindo nddulos maiores [33], 0 que resultou em um melhor
rendimento das plantas [34]. Embora varias BPCVs tenham sido avaliadas quanto ao
seu potencial para serem usadas em coinoculagdo com Bradyrhizobium sp. em
diferentes culturas de leguminosas, o Azospirillum brasilense se destacou [23,35-37].

As rizobactérias de vida livre (género Azospirillum) tém a capacidade de
colonizar mais de cem espécies de plantas em praticamente todos os solos vivos do
planeta, proporcionando condi¢Ges que melhoram o crescimento, desenvolvimento e
producdo das culturas [27,38,39]. As linhagens Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense sdo
oficialmente autorizadas pelo governo brasileiro para a producgéo de inoculantes com o
objetivo de aumentar a produtividade de trigo e milho em condigdes de campo [25,39].
Foi relatado que as linhagens de A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) possuem genes fix e
nif semelhantes que contribuem para a FBN [26]. Apesar disso, essas linhagens tém
capacidade diferente de producéo de fitohormdnios [27], mas ainda compartilham genes
semelhantes para a sintese de auxinas. Até o momento, a hipétese aditiva melhor
explica o principio de funcionamento do A. brasilense, em que multiplos mecanismos
de promocéo do crescimento vegetal atuam em convergéncia ou sequéncia [31,40,41].
Por exemplo, foi relatado que A. brasilense promove o crescimento das plantas
aumentando a producéo de fito hormdénios, como giberelinas, auxinas e citocininas [27];

aumentando o desenvolvimento das raizes, levando a uma maior absorcéo de nutrientes
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e agua [42]; melhorando a FBN [42]; aumentando a eficiéncia de uso de N proveniente
de fertilizantes aplicados [29,30]; solubilizando fosfatos [44], entre outros.

Assim, estabeleceu-se a hipdtese de que a coinoculagdo de Bradyrhizobium sp. e
A. brasilense no feijdo-caupi pode aumentar o acimulo de N, resultando em uma
reducdo na quantidade de fertilizante nitrogenado mineral necessaria para uma
produtividade satisfatoria. Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar os beneficios
potenciais e 0os mecanismos de acdo da coinoculagdo de Bradyrhizobium sp. + A.
brasilense em combinacdo com doses de N -fertilizante no feijdo-caupi. O estudo se
concentra no potencial de aumento da absorcdo de N e nos parametros relacionados ao
crescimento das plantas em condi¢des de campo devido a coinoculagdo. O principal
objetivo foi determinar se essa pratica reduzird a quantidade de fertilizantes a base de N
necessarios para a produtividade ideal do feijdo-caupi. Para atingir esse objetivo,
utilizou-se a técnica de is6topos estaveis para avaliar a recuperacdo pela planta da N
derivada do fertilizante, com uso de N*° -uréia, além de a fracdo de N proveniente do
solo (N nativo) e nas plantas, visando reduzir o uso de fertilizantes minerais de

nitrogenados nos sistemas de producéo de feijdo-caupi.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO DO LOCAL DE CULTIVO NO CAMPO

O experimento foi realizado na Estagdo Experimental da Universidade Estadual
Paulista (—20°22;-51°22, e 335 m de altitude) no municipio de Selviria (estado do Mato
Grosso do Sul, Brasil) durante a safra 2017/2018, com cultivo de feijdo-caupi
(novembro a fevereiro). Nos ultimos 30 anos, a area onde o experimento foi realizado
havia sido cultivado anteriormente com culturas anuais de cereais e leguminosas. Além
disso, nos ultimos 15 anos nao foi realizado nenhum tipo de preparo do solo na éarea,
com cultivos sob sistema plantio direto. Antes do feijdo- caupi, a area foi cultivada com
milho (Zea mays L.).

A classificacdo climética é do tipo Aw de acordo com a classificagdo Koppen-
Geiger, clima tropical com inverno seco. As médias historicas das temperaturas
méaximas e minimas anuais (nos ultimos 20 anos) foram de 32,4 e 20,8 °C,
respectivamente, e a média da precipitacdo sazonal (novembro a fevereiro) foi de 833,1
mm. As medi¢des diarias de precipitacdo e temperatura durante o experimento foram
registradas de acordo com uma estacdo meteoroldgica localizada na Estacdo
Experimental (temperaturas maximas e minimas de 32,8 e 21,2 °C, respectivamente, e
precipitacdo sazonal de 835,9 mm - Figura Suplementar S1). Portanto, 0 ensaio de
campo foi conduzido sob condic@es climaticas tipicas da regido geografica deste estudo.
Os dados climaticos podem ser acessados no "Canal Clima da UNESP Ilha Solteira".
Disponivel online: https://clima.feis.unesp.br/ (acessado em 12 de junho de 2022).

O solo foi classificado como Latossolo Vermelho distréfico ou Rhodic
Haplustox [78], com 470 de areia, 90 de silte e 440 g kg-1 de argila. A metodologia
descrita por van Raij et al. [79] foi utilizada para determinar os atributos quimicos da
camada de solo de 0-0,20 m, que estdo apresentados na Tabela 1. O nitrogénio (N total)
foi determinado pelo método Semimicro Kjeldahl [80] (Tabela 1). As populagdes de
bradirizobios no solo também foram estimadas na camada de 0-0,20 m através da

técnica de numero mais provavel (NMP) [81] (Tabela 1).
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Tabela 1. Atributos quimicos do solo e popula¢des de bradirrizébios no solo na camada de 0-
0,20 m antes do inicio do experimento.

Soil Chemical Attributes 0-0.20 m Layer
Total N 1.04 g kg
P (resin) 39.0 mg kg™!
S (SO4) 30.0 mg kg™
Organic matter 21.0gkg?!
pH (CaCl) 5.1
K 2.3 mmol. kg™
Ca 31.0 mmolc kg™
Mg 33.0 mmolc kg!
H+ Al 34.0 mmolc kg
Al 0.0 mmol. kg™
B (hot water) 0.23 mg kg™!
Cu (DTPA) 3.7 mg kg™
Fe (DTPA) 25.0 mg kg™
Mn (DTPA) 30.1 mg kg
Zn (DTPA) 1.7 mg kg™
Cation exchange capacity (pH 7.0) 100.3 mmol. kg
Base saturation (%) 66
Bradyrhizobia populations in soil 3.5 x 10* cells g soil

Number of repetitions (n) = 20, DTPA = diethylenetriaminepentaacetic acid.

2.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS

Os tratamentos experimentais testados incluiram duas inoculagctes e quatro doses
de N na forma de uréia, dispostos em um delineamento de blocos completos
casualizados em um arranjo fatorial 2 x 4, com quatro repeticbes. A parcela
experimental foi composta por seis fileiras com 0,45 m de largura e 5 m de
comprimento. A area Util consistiu nas quatro fileiras centrais, excluindo 1 m no final de
cada fileira de caupi.

Os dois niveis de inoculacdo das sementes foram: (i) inoculacdo Unica com as
linhagens SEMIA 6462 e SEMIA 6463 de Bradyrhizobium sp. (garantia de 5 x 10°
unidades formadoras de colénias [UFC] por mL) (inocula¢do padréo para caupi) e (ii)
coinoculagdo com as linhagens Ab-V5 e Ab-V6 de Bradyrhizobium sp. e A. brasilense
(garantia de 2 x 10® UFC por mL). As linhagens de Bradyrhizobium sp. e A. brasilense
foram depositadas na "Colecdo de Culturas de Bactérias Diazotréficas e Promotoras do
Crescimento de Plantas da Embrapa Soja" (Cole¢do WFCC n° 1213, Cole¢cdo WDCM

n° 1054) na cidade de Londrina (estado do Parand, Brasil). As descri¢Ges especificas das
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linhagens mencionadas estdo disponiveis em estudos anteriores [25,39,82]. As
inoculagGes foram realizadas misturando-se manualmente o inoculante com as sementes
de caupi no momento da semeadura. A dose de inoculacdo utilizada foi de 200 mL de
inoculante liquido por hectare. Amostras de solo da rizosfera foram coletadas
aleatoriamente para analisar a colonizacdo por Azospirillum sp. e as populacbes de
bradirizébios durante o florescimento do caupi. A populacdo de bradirizébios no solo
foi determinada por contagem do nimero mais provavel (NMP), com um método de
diluicdo em série e infeccdo das plantas [83,84]. A populacdo de Azospirillum sp.
também foi determinada pelo método do NMP, consistindo em dilui¢cbes em serie e
inoculagdes realizadas em frascos contendo meio NFb semissolido na auséncia de
adicéo de N, seguido de incubacgéo por 48 h a 35 °C [85] (Tabela Suplementar S1).

As doses de N na forma de uréia foram: (i) controle (0 kg ha™); (ii) baixa (20 kg
ha™%); (iii) média (40 kg ha™); e (iv) alta (80 kg ha™*) de suprimento de N, com base em
estudos anteriores que recomendaram a adubagdo nitrogenada para o feijdo-caupi
[10,12,86]. A fonte de N utilizada foi uma ureia-N*° is6topo (45% de N) com um
enriquecimento isotépico de 10% de excesso de atomo N, para todas as doses. Os
tratamentos de referente as doses foram aplicados manualmente, sem incorporacdo, 10
dias apés a emergéncia do feijdo-caupi (DAE). A aplicacdo da ureia-N** isétopo foi
realizada em microparcelas compostas por trés fileiras de feijao-caupi, em uma area de
1,0 m2 (0,74 m de comprimento espacados por 0,45 m: 0,74 m x 1,35 m = 1,0 m?).
Essas microparcelas foram cuidadosamente delimitadas com bandeiras de fibra de vidro
e fita de demarcacdo. Para mitigar a perda de N-NH3 por volatilizacdo, foi realizada
uma irrigacdo (14 mm de agua) na area experimental algumas horas ap6s a aplicacéo de
N.

2.3. MANEJO DA CULTURA DO FEIJAO-CAUPI

Ao cultivar de feijdo-caupi "BRS Tumucumaque” foi semeada com uma
densidade de 26,7 sementes viaveis m? utilizando uma semeadora de plantio direto. De
acordo com as caracteristicas quimicas do solo e os requisitos do feijdo-caupi [87],
durante a semeadura, foi realizada a aplicagdo de fertilizacdo basal para todos os
tratamentos com 40 kg P,Os ha ' e 40 kg KO ha ' (superfosfato triplo, 46% de P,Os;
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cloreto de potassio, 60% de K,0). Nenhuma aplicacdo de N foi realizada na fertilizacéo
de semeadura. Além disso, as doses de N foram aplicadas manualmente apenas aos 10
DAE. As plantas daninhas foram controladas usando herbicidas pré e pés-emergentes, e
os insetos foram controlados usando as melhores praticas de manejo no feijao-caupi. O
feijdo-caupi foi cultivado de 10 de novembro de 2017 a 30 de janeiro de 2018 (colhido
com 76 DAE).

2.4. AMOSTRAGEM, MEDICOES E ANALISES

2.4.1. Coleta de folhas, raizes, nddulos e solo

Foram coletadas 40 folhas trifoliadas durante a floracdo (estagio fenoldgico R1)
do terco superior das plantas de feijdo-caupi (folha diagndstica) para analise foliar
(fracbes de N, proteinas solUveis e pigmentos fotossintéticos). No total, 20 folhas
trifoliadas foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C em um
ultracongelador para andlise de ureidos e proteinas soltveis. No total, 10 folhas
trifoliadas foram armazenadas em acetona a 80% para a extragéo de clorofila A + B. As
outras 10 folhas trifoliadas foram secas em estufa com circulagéo de ar a 60 °C por 90
horas, peneiradas (2 mm) e guardadas para determinacéo de N total e inorganico (NO3
e NH;"). Ao mesmo tempo (estagio fenologico R1), uma trincheira lateral com
aproximadamente 0,50 m de profundidade x 1,0 m de comprimento foi escavada
cuidadosamente para coleta de raizes e nodulos, totalizando 10 plantas coletadas
(equivalente a 1 m x 0,45 m - espaco entre fileiras de feijdo-caupi, excluindo a primeira
e a ultima planta), e em seguida, foram rapidamente lavadas com agua deionizada para
remover o0 excesso de solo. Cinco raizes com nédulos foram congeladas em nitrogénio
liguido e armazenadas a -80 °C em um ultracongelador para analise de ureidos e
proteinas solUveis. As outras cinco raizes com nodulos coletadas foram secas em estufa
com circulacdo de ar a 60 °C por 90 horas, e a biomassa de raizes e nodulos foi
determinada usando uma balanca de alta preciséo (preciséo de 0,01 g). Apds a pesagem
da biomassa de raizes e nddulos, essas amostras foram peneiradas (2 mm) e
armazenadas para a determinacdo de N inorgénico. Foram coletadas dez amostras de
solo por parcela, nas profundidades de 0,00 a 0,20 m, com um amostrador tipo trado
holandés, com 0,40 m de comprimento e 0,10 m de didmetro, quando o feijdo-caupi

estava no estagio R1. Essas amostras foram entdo misturadas, e duas subamostras foram
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obtidas. Uma subamostra foi seca ao ar, peneirada (2 mm) e armazenada em
temperatura ambiente (cerca de 25 °C) [79] até a analise do teor de N total. A outra
subamostra foi armazenada em uma camara fria abaixo de 4 °C até que fossem

analisados os teores de N-NO3 e N-NH,".

2.4.1. Frac0es de nitrogénio nos tecidos vegetais e analise de proteinas soluveis

A concentracdo total de N no solo foi determinada seguindo os métodos de
Malavolta et al. (1997), com digestdo sulfurica e método de andlise de Kjeldahl
semimicro. Os nitratos e aménio (N-NO3z e N-NH;) no solo foram determinados
seguindo os métodos de Cantarella e Trivelin [88]. Resumidamente, 10 g de solo foram
extraidos com 1 mol de KCI L™ (1:15 p/v), destilados com MgO (N-NH,") e liga de
Devarda, e titulados com H,SO4 2,5 mM (N-NO3).

As mesmas metodologias acima mencionadas de Malavolta et al. [89] e
Cantarella e Trivelin [88] foram utilizadas para determinar a concentragdo total de N e
N-NOs; e N-NH," nos tecidos vegetais (digestdo sulfrica e método de analise de
Kjeldahl semimicro). Aqui, utilizamos 1 g de tecido vegetal que foi extraido com 1 mol
de KCI L™ (1:15 p/v) em frascos de Erlenmeyer selados e agitados por 1 hora em um
agitador de mesa (200 rpm). Apo0s a agitacdo, os frascos foram deixados em repouso por
alguns minutos, em seguida as amostras foram filtradas, destiladas com MgO calcinado
e liga de Devarda (N-NO3) e tituladas com H,SO,4 2,5 mM.

A determinacdo dos ureideos foi realizada pesando folhas + caules e 1 g de
raizes + nodulos, previamente armazenados em 10 mL de solucdo de 60% metanol, 25%
cloroférmio e 15% agua. Essa solucdo foi preparada seguindo os métodos descritos por
Bielesk e Turner [90]. Os extratos das amostras foram centrifugados por 10 mina 4 °C e
10.000 rpm, e 5 mL do sobrenadante do extrato, 1,25 mL de cloroférmio e 1,875 mL de
agua foram misturados em um tubo limpo. O material foi armazenado por 48 horas até a
separacgdo de fases, e os ureideos foram analisados utilizando os extratos preparados. A
analise do acido alantbico e alantoina, que correspondem aos ureideos totais, foram
utilizados como indicadores de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) e quantificados
de acordo com Vogels e Van der Drift [91]. Uma aliquota de 250 uL da porgdo
hidrofilica do extrato MCW foi adicionada a 20 puL de fenilhidrazina (0,33%) e 250 uL.

de NaOH (0,5 M). As amostras foram entdo agitadas e aquecidas em estufa a 100 °C
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por 8 minutos. Em seguida, as amostras foram deixadas em temperatura ambiente,
momento em que 250 uL. de HCI (0,65 N) foram adicionados, e o material foi agitado e
aquecido em estufa a 100 °C por mais 4 minutos. Apos este segundo aquecimento, a
mistura foi deixada em temperatura ambiente e adicionou-se 250 uL de tampao fosfato
(0,4 M; pH 7,0) + 250 pL de fenilhidrazina (0,33%). As amostras foram agitadas
novamente, deixadas em repouso em temperatura ambiente por 5 minutos e resfriadas
em gelo por mais 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 1,25 mL de HCI (37%) + 250 uL
de ferrocianeto de potassio (1,65%). ApOs esta ultima etapa, a mistura foi agitada e
analisada em um espectrofotémetro utilizando a absorbéancia a 535 nm em temperatura
ambiente.

A extracdo e avaliacdo de proteinas soluveis foram realizadas de acordo com
Bradford [92], adicionando-se 5 mL de tampé&o fosfato de potassio (0,1 M; pH 7,5 + 3
mM de ditiotreitol + 1 mM de acido etilenodiaminotetracético) nas amostras, apos o que
o material foi centrifugado por 30 minutos a 4 °C e 10.000 rpm. O sobrenadante
fornecido pelo extrato foi armazenado a -80 °C em um freezer. As amostras foram
analisadas coletando leituras de absorbancia a 595 nm usando um espectrofotémetro. Os
valores de proteina foram determinados de acordo com uma curva de calibracdo de

albumina sérica bovina.

2.4.2. Andlise do pigmento de clorofila

A concentragdo de pigmentos clorofila A + B foi determinada de acordo com
Lichtenthaler [93]. O material vegetal foi coletado fresco e armazenado em acetona
80%. Para a analise, 200 pL do extrato foram diluidos em 1,8 mL de acetona 80% e
centrifugados. A analise foi realizada em absorbancia nos comprimentos de onda de 647
e 663 nm.

2.4.3. Biomassa aérea e produtividade de graos de feijao-caupi

No momento da colheita (76 DAE - maturidade fisioldgica do feijdo-caupi), a
biomassa da parte aérea foi determinada colhendo-se 12 plantas em 0,45 m? (1,0 m x
0,45 m - espaco entre fileiras do feijdo-caupi) ao nivel do solo. O material vegetal foi

seco em estufa (60 °C) por 90 horas em uma estufa de circulagdo forcada de ar. Em
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seguida, as amostras foram pesadas e a biomassa da parte aérea (kg ha') foi
determinada. A produtividade de gréos de feijao-caupi foi determinado colhendo-se as
vagens nas quatro fileiras centrais, cada uma com 5 metros de comprimento. Apés a
colheita, a massa seca dos gréos foi determinada, ajustada para 13% de umidade (base

(imida) e extrapolada para kg ha™.

2.4.4. Actmulo total de nitrogénio e recuperacéo de fertilizante N*> na parte aérea
e graos do feijao-caupi

Consideramos como parte aérea: folhas, caule e vagens sem gréos; e graos:
apenas os gréos de feijdo-caupi. No momento da colheita, foram amostradas quatro
plantas de feijdo-caupi da linha central das microparcelas. As subamostras separadas
(partes aéreas e graos) foram secas em estufa a 60 °C por 90 horas, moidas (peneira de 2
mm) e pesadas. A concentragdo de nitrogénio e a abundancia de N** (% em &tomos)
foram determinadas de acordo com Barrie e Prosser [94], utilizando um espectrometro
de massa acoplado a um analisador elemental para N (Espectrometria de Massa de
Razdo Isotdpica (IRMS) - modelo HYDRA 20-20 ANCA-GLS, Sercon, Cheshire,
Reino Unido). Conforme o padrdo para anélises de N*°, uma amostra de controle com
variagdo natural do isétopo estavel N™ (0,366%) foi utilizada a cada dez amostras
analisadas. Para evitar a contaminacdo dos gases atmosféricos, as analises das amostras
foram realizadas em condicdes de alto vacuo. Portanto, a abundancia isotopica da ureia-
N™ aplicada e a variacio natural do is6topo estavel N* (0,366%) foram consideradas no
calculo das recuperacdes. Além disso, plantas ndo enriquecidas foram amostradas para
determinar a abundancia de N*° de fundo nos solos fertilizados e nao fertilizados, a fim
de considerar possiveis pequenas variacdes nos valores padrdo da abundancia natural de
N™ [95,96]. A sequéncia de procedimentos e equacdes também foi avaliada por Paulo et
al. [71]. Assim, o nitrogénio acumulado nas partes aéreas e nos graos foi obtido pelo
produto da concentracdo total de N no tecido e da biomassa produzida.

A porcentagem de N na planta e/ou solo proveniente do fertilizante marcado

com N* (NPDFF, %) foi calculada seguindo a Equacéo (1):

a
NPDFF = b x 100 (1)
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Onde: "a" representa a porcentagem de 4tomos de N*° em excesso na planta e/ou
solo; "b" representa a porcentagem de 4tomos de N em excesso no fertilizante
marcado com N*° [97]. A quantidade de N derivado do fertilizante (parte aérea, SNDFF;
e grdos, GNDFF), em kg ha"", foi calculada considerando o NPDFF e o N acumulado na
parte aérea e nos graos do feijao-caupi. A quantidade de N nas plantas derivado do solo
e de outras fontes (por exemplo, FBN) na parte aérea e nos grdos do feijao-caupi
(SNDFS e GNDFS, kg ha™") foi calculada seguindo a Equacéo (2)

NDFS = NA — NDFF (2)

Onde NA representa 0 N acumulado na parte aérea e nos graos do feijao-caupi
(SNDFS e GNDFS, respectivamente) e NDFF ¢ a quantidade de N na parte aérea ou nos
grdos derivada do fertilizante. A recuperacdo do fertilizante N*° na parte aérea e nos
gréos (%) foi calculada seguindo a Equacéo (3):

. NPDFF x N shootor N grain
15y fertilizer recovery = T Tovel x 100 (3)

Em que NPDFF representa a porcentagem de N derivado do fertilizante; N parte
aérea e N grdos representam a quantidade total de N na parte aérea e nos grdos do
feijdo-caupi, respectivamente; N dose representa a quantidade de uréia aplicada (is6topo
N) [98].

2.5. ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados foram inicialmente testados quanto a homogeneidade de
variancias pelo teste de Levene (p < 0,05) e normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk,
que indicou que os dados estavam distribuidos de forma normal (W > 0,90). Os dados
foram submetidos a andlise de variancia (teste F). Quando foi observado um efeito
principal ou interacao significativa pelo teste F (p < 0,05), foi utilizado o teste de Tukey
(p < 0,05) para comparagdo das médias das inoculagdes, doses de N proveniente de

fertilizante e suas interacgdes, utilizando o pacote ExpDes no software R [98].
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3. RESULTADOS
3.1 FRACOES DE NITROGENIO NO SOLO E NAS RAIZES

Os teores de N inorganico (N-NH;" e N-NO3z) e N total no solo, bem como o N-
NOjs nas raizes, ndo foram muito influenciados pela coinoculacdo de A. brasilense e
pelas doses de aplicagdo de N, exceto pelo N-NO3™ no solo, que foi maior com alta
entrada de N (80 kg N ha™) em relagdo ao controle (sem aplicacdo de N) tanto nos
tratamentos coinoculados com A. brasilense quanto nos tratamentos inoculados apenas

com Bradyrhizobium sp. (Figura 1A-C, F).

Figura 1: ConcentracBes de amdnio do solo (N-NH,") (A), nitrato do solo (N-NO3) (B) e teor
total de N (C), ureideos das raizes (D), N-NH," das raizes (E), N-NO3™ das raizes (F) e proteina
soltvel das raizes (G) no feijdo-caupi afetadas por inoculagdes e doses de N.
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Na auséncia de aplicacdo de N e com baixo fornecimento de N (20 kg N ha), a
coinoculacdo de A. brasilense proporcionou maiores concentracfes de ureideos e
proteinas nas raizes em comparacdo com a inoculacdo unica de Bradyrhizobium sp.
(Figura 1D, G). Para ambos os tratamentos de coinoculagcdo e inoculacdo Unica de
Bradyrhizobium sp., o aumento das doses de N tendeu a reduzir as concentra¢fes de N
das raizes e de proteinas soltveis (Figura 1D, G). Em relagdo a concentracdo de N-NH,"
nas raizes, a coinoculagdo de A. brasilense proporcionou maior teor de N-NH," em
comparagdo com a inoculacdo Unica de Bradyrhizobium sp., independentemente da dose
de N aplicada (Figura 1E). O teor de N-NH," nas raizes apresentou os maiores valores
com uma entrada média de N (40 kg N ha™) quando a coinoculacdo foi realizada,
enquanto o teor de N-NH," nas raizes foi maior com uma entrada média de N (40 kg N
ha') em comparacdo com alta dose de N na inoculacéo Unica de Bradyrhizobium sp.
(Figura 1E).

3.2. FRACOES DE NITROGENIO FOLIAR E PIGMENTOS DE CLOROFILA

As concentracdes de ureideos foliares, N-NH,", N total e clorofila A + B foram
influenciadas pela coinoculacdo de A. brasilense (Figura 2A, B, D, F). Na auséncia de
aplicacdo de N e sob baixas doses de N, a coinoculagéo de A. brasilense proporcionou
maior concentracio de N-NH,4" e N total nas folhas em comparagdo com a inoculagio
unica de Bradyrhizobium sp. (Figura 2B, D). Em relacdo a concentracdo de ureideos
foliares, nas condicdes de controle e baixa e média dose de N, a coinoculacdo de A.
brasilense apresentou maior concentracdo de ureideos em comparagcao com a inoculagdo
unica de Bradyrhizobium sp. (Figura 2A). A concentragéo de clorofila A + B foi maior
com a coinoculacgdo de A. brasilense, independentemente da dose de N aplicada (Figura
2F). As concentracBes de N-NOz foliar e proteina solivel ndo foram muito afetadas

pela coinoculacgdo das bactérias (Figura 2C, E).
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Figura 2. Concentracdes de ureideos foliares (A), aménio (N-NH,") (B), nitrato (N-NO3) (C), N

total (D), proteina soltvel (E) e clorofila A + B (F) em feijao-caupi afetadas por inoculacdes e doses
de N.
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O aumento das doses de N diminuiu as concentracBes de ureideos foliares, N-
NH,*, proteina soltvel e clorofila A + B (Figura 2A, B, E, F). A proteina solGvel
diminuiu 33,6% na inoculago Unica de Bradyrhizobium sp. (de 438 para 291 mg g*) e
38,1% com a coinoculacdo de A. brasilense (de 469 para 291 mg g™*) (Figura 2E). Em
contraste, 0 N-NOjs” foliar foi maior com alta dose de N em comparagdo com o controle
e as doses de N baixa e média (Figura 2C), enquanto o N total foliar ndo foi
influenciado pelas doses de N (Figura 2D).

3.3. PRODUTIVIDADES DE BIOMASSA E DE GRAOS

As raizes, a biomassa da parte aérea e a produtividade de gréos responderam

positivamente a coinoculagdo de A. brasilense, especialmente na auséncia de N ou com
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baixa dose de N (Figura 3A, C, D). Verificou-se aumento de 15%, 13% e 21% (raizes,
biomassa da parte aérea e produtividade de grdos, respectivamente) nas parcelas
coinoculadas em comparagdo com as parcelas inoculadas apenas com Bradyrhizobium
sp. na auséncia de aplicacdo de N (Raizes: -Azo = 171 vs. +Azo = 196 kg ha™;
Biomassa da parte aérea: -Azo = 4700 vs. +Azo = 5290 kg ha™; Produtividade de graos:
-Az0 = 1707 vs. +Azo = 2072 kg ha*) (Figura 3A, C, D).

Figura 3. Biomassas de raizes (A), nddulos (B) e parte aérea (C) e produtividade de gréos de feijdo-
caupi (D) afetados por inoculacdes e doses de N.
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Com uma baixa dose de N, verificou-se aumento de 17%, 14% e 17% (raizes,
biomassa da parte aérea e produtividade de grdos, respectivamente) nas parcelas
coinoculadas em comparagdo com as parcelas inoculadas apenas com Bradyrhizobium
sp. (Rafzes: -Azo = 154 vs. +Azo = 181 kg ha™'; Biomassa da parte aérea: -Azo = 4297
vs. +Az0 = 4902 kg ha*; Produtividade de gréos: -Azo = 1647 vs. +Azo = 1925 kg ha™)
(Figura 3A, C, D).
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A Dbiomassa de nodulos ndo foi significativamente influenciada pela
coinoculagéo de A. brasilense (Figura 3B). Em geral, todos os componentes produtivos
avaliados (biomassa de raizes, nodulos, parte aérea e produtividade de grdos) tenderam

a reduzir com o aumento das doses de N (Figura 3).

3.4. ACUMULO DE NITROGENIO NA PARTE AEREA E RAIZE
RECUPERACAO DO FERTILIZANTE N®

O acumulo de N na parte aérea e a proporcdo de N proveniente do solo e de
outras fontes (SNDFS) foram maiores quando ocorreu a coinoculagdo de A. brasilense
em comparacdo com a inoculagdo Unica de Bradyrhizobium sp., tanto na auséncia de
aplicacdo de N (aumento de 11%) quanto com baixa dose de N (aumento de 16%)
(Figura 4A,B). Além disso, 0 acimulo de N na parte aérea foi 10% maior com a
coinoculacdo de A. brasilense em conjunto com a dose média de N em relacdo a

inoculacdo Unica de Bradyrhizobium sp. (Figura 4A).

Figura 4. Acimulo de N no feijdo-caupi (A), N proveniente do solo e de outras fontes (SNDFS) (B), N
proveniente do fertilizante (SNDFF) (C) e recuperacéo do fertilizante N** na parte aérea (D), acimulo de
N (E), N proveniente do solo e de outras fontes (GNDFS) (F), N proveniente do fertilizante (GNDFF) (G)
e recuperacdo do fertilizante N**> (H) nos gréos afetados por inoculacdes e doses de N.
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Da mesma forma, o acumulo de N nos gréos e a propor¢do de N proveniente do
solo e de outras fontes (GNDFS) foram maiores quando ocorreu a coinoculacdo de A.
brasilense em comparagdo com a inoculacdo Unica de Bradyrhizobium sp.,
independentemente da dose de N aplicada (Figura 4E,F). Verificou-se aumento médio
de 13 e 14% (N nos gréos e GNDFS, respectivamente) nos tratamentos coinoculados
em comparacao com os tratamentos inoculados apenas com Bradyrhizobium sp. (Figura
4E,F). O nitrogénio proveniente do fertilizante (SNDFF e GNDFF) e a recuperacao do
fertilizante N tanto na parte aérea quanto nos gréos ndo foram amplamente
influenciados pela coinoculacdo de A. brasilense (Figura 4C,D,G,H). O acumulo de
nitrogénio na parte aérea e nos graos, SNDFS, GNDFS e recuperacio do fertilizante N*°
tanto na parte aérea quanto nos grdos tenderam a diminuir com o aumento das doses de
de N (Figura 4A,B,D-F,H). Em contraste, SNDFF e GNDFF foram maiores com a dose
alta de N em comparagdo com baixas e médias doses de N (Figura 4C,G).
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4. DISCUSSAO

Com base nos resultados, a coinoculacdo de A. brasilense com Bradyrhizobium
sp. pode ser considerada uma pratica de manejo mais eficaz para aumentar a absor¢édo
de N pela cultura do feijao-caupi, 0 metabolismo do N e a produtividade de grdos em
comparagdo com a inoculagdo unica de Bradyrhizobium sp. Observou-se aumentos na
absorcéo de N pelo feijao-caupi, no metabolismo do N e na produtividade de grédos em
plantas coinoculadas. Além disso, 0 aumento no teor de N nas raizes (principalmente
como ureideos e N-NH,4") e o acimulo de biomassa radicular observados em parcelas
coinoculadas podem ser 0s principais mecanismos para 0 aumento das proteinas
sollveis nas raizes e folhas, bem como para o melhor crescimento e produtividade do

feijao-caupi.

A avaliagdo do sistema radicular tem sido o foco de diversos estudos de
coinoculacdo com A. brasilense em diferentes culturas de leguminosas. A maioria
desses estudos relataram aumento no crescimento dos pelos radiculares e das raizes
laterais [23,45,46]. Curiosamente, embora a biomassa dos nédulos ndo tenha sido
afetada pela coinoculagéo, verificou-se um aumento numérico de 17% na biomassa dos
nédulos quando a coinoculacdo de A. brasilense foi realizada (476 vs. 557 g ha*
quando inoculadas apenas com Bradyrhizobium e coinoculadas, respectivamente). Vale
ressaltar que a falta de significancia pode ser devido a alta variabilidade dessa variavel,
no entanto, ha alguma evidéncia de um aumento numérico na nodulagdo (biomassa dos

nédulos).

As concentragbes aumentadas de ureidos e N-NH;" e as concentragdes ndo
afetadas de N-NO; sugerem que a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) foi
aprimorada pela coinoculacio de A. brasilense. Ureidos e N-NH," sdo as principais
formas de nitrogénio transportadas pelo xilema ap6s a FBN simbidtica (ureideos) e
associativa (N-NH;") [47,48]. Além disso, a andlise isotopica demonstrou que a
coinoculagdo proporcionou maior acumulo de nitrogénio na parte aérea e nos graos,
especificamente provenientes do solo e de outras fontes (destacando a FBN), e ndo teve
efeito na recuperacdo do fertilizante N. Embora ndo tenhamos avaliado
especificamente o nitrogénio derivado da atmosfera (NDFA), foi relatado que entre 50 e

90% da captacdo total de nitrogénio em leguminosas anuais € proveniente da FBN
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[9,16,17,49,50]. Em condi¢bes de estufa, Brito et al. [51] verificaram que
aproximadamente 93% do nitrogénio acumulado no feijdo-caupi provinha da fixagéo
simbiética, 1,2% da adubag&o nitrogenada (dose de N: 27 kg N ha™) e 5,8% do solo (um
solo tipico tropical). A fixacao biologica de nitrogénio é um processo que demanda alta
energia da planta hospedeira para fornecer energia ao microssimbionte e esqueletos de
carbono (C) para os processos de assimilagdo de nitrogénio [52,53]. O investimento
energético na aquisicdo de nitrogénio via FBN € maior do que sua absorcdo do solo na
forma de N-NO3™ [13]. No entanto, de acordo com Kaschuk et al. [54], 0 aumento da
taxa fotossintética em até 28% devido a simbiose (Bradyrhizobium sp.) pode compensar
quaisquer perdas. Como o nitrogénio esta envolvido na sintese de clorofila e Rubisco, a
FBN também aumenta a eficiéncia fotossintética ao fornecer nitrogénio a planta
hospedeira [13,52,53,55].

Embora tenha sido relatado que a fixacdo de N, contribui para o balanco de N
das plantas, muitos estudos mostraram que a contribuicdo da fixacdo de N, pelo
Azospirillum sp. nas plantas (um aumento médio de 12% no N total das plantas
inoculadas) ndo é o principal papel do Azospirillum sp. na promocéo do crescimento das
plantas [31]. Mecanismos adicionais de promogdo do crescimento das plantas foram
propostos, como a producdo e liberacdo de fitorménios (por exemplo, auxinas,
citocininas e giberelinas) e éxido nitrico, sendo considerado o principal fator que afeta a
arquitetura das raizes [23,27,31]. Um maior desenvolvimento das raizes pode melhorar
a absorcdo de agua e nutrientes do solo [56-58]. No entanto, um sistema radicular mais
vigoroso apresenta uma maior rizodeposicdo de formas organicas de N e C, o que pode
favorecer as interacdes tréficas e a biodiversidade na rizosfera, beneficiando as plantas
de maneira geral [23,36]. Portanto, a hipétese aditiva é a que melhor aborda o principio
de funcionamento do A. brasilense, em que mdultiplos mecanismos atuam em
convergéncia ou em uma sequéncia determinada pelas interacdes planta-solo-meio

ambiente-bactérias [31,40].

Os beneficios da coinoculagdo no desenvolvimento das raizes favoreceram o
desenvolvimento da parte aérea do feijdo-caupi, provavelmente devido a maior
acumulacdo de N observada. Um maior suprimento de N pode aumentar o aparato
fotossintético, aumentando o teor de clorofila, a quantidade e atividade de enzimas de

carboxilacdo, proteinas totais, teor de aclcar, N total e metabolitos relacionados a
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fotossintese [59,60]. A clorofila é o principal pigmento fotossintético no ciclo de Calvin
[61,62]. O aumento do teor de clorofila leva a uma maior absorgéo de energia luminosa
e capacidade de utilizacdo da luz pelas plantas, resultando em uma maior capacidade de
assimilacdo de CO, fotossintético nas folhas e maior rendimento quéntico fotossintético
[59,60,61]. Portanto, o aumento verificado nos teores de clorofila A + B e proteinas
soltveis nas folhas indica que provavelmente ocorreu um aumento na assimilacdo de
CO, fotossintético, levando a um maior crescimento da parte aérea e rendimento de
grdos. Resultados semelhantes foram relatados em outros estudos quando a
coinoculacdo (Bradyrhizobium sp. + A. brasilense e Rhizobium sp. + A. brasilense) foi
encontrada para melhorar o rendimento da soja, feijaio comum (Phaseolus vulgaris L.) e
feijdo-caupi entre 3% e 25% em comparac¢do com a inoculacdo Unica (Bradyrhizobium
sp. ou Rhizobium sp.) [23,35-37,64,65]. Garcia et al. [66] verificaram um aumento
médio de 14,7% na produtividade de grdos de soja e 16,4% no N total acumulado nos
grdos com a coinoculacdo de Bradyrhizobium diazoefficiens e A. brasilense em
comparagdo com a inoculagéo Unica de Bradyrhizobium. Além disso, de acordo com
esses autores, o desempenho da coinoculacdo foi semelhante ou maior do que o do

controle ndo inoculado que recebeu uma alta dose de uréia (200 kg N ha™).

Além disso, os resultados indicaram claramente que a aplicacdo de fertilizantes
de N influenciou de forma semelhante tanto os tratamentos de inoculagdo Unica quanto
a coinoculacdo com A. brasilense. No presente estudo, a aplicacdo de fertilizantes de N
acima de 20 kg N ha™ (40 e 80 kg N ha™) reduziu a absorcdo de N pelo feijao-caupi e
seu crescimento, principalmente pelo comprometimento da fixacdo bioldgica de N
verificado por uma diminuigdo nas concentracdes de ureideos e N-NH," na parte aérea e
raiz, e NDFS na parte aérea e grdos, resultando em uma reducdo na concentracdo de
proteinas sollveis nos tecidos vegetais. O efeito inibitério da aplicagdo de fertilizantes
de N na fixagdo bioldgica de N tem sido amplamente relatado na maioria das culturas
leguminosas [22,67]. Por exemplo, um estudo de meta-analise realizado por Santachiara
et al. [68] relatou que a adicdo de N pode reduzir a eficiéncia de fixacdo bioldgica de N
na soja em cerca de 57% (70% em condicdes de estufa e 44% em condicBes de campo).
A magnitude do efeito depende da dose de fertilizante nitrogenado [69]. Em altas doses
de fertilizacdo de N e exposi¢do prolongada [67] a nitratos (mais de trés dias), o efeito
inibitdrio é grande e possivelmente associado a um aumento na resisténcia a difusdo de

O, dentro do bacteroide [70]. Embora a ureia seja uma fonte de N amidica, apds a
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hidrdlise inicial de (NH2).CO, ocorre naturalmente a oxidacao de N-NH;" a N-NO3,
que é um processo central fundamental no ciclo global de N biogeoquimico [71].
Também existe uma complexa sinalizacdo hormonal entre raizes e Bradyrhizobium sp.
para controlar todas essas regulamentacGes especificas [72]. Um estudo recente de
meta-analise com 60 artigos publicados sobre inoculacdo de A. brasilense na cultura do
milho (cepas Ab-V5 e Ab-V6) concluiu que as respostas de rendimento tendem a
aumentar mais em doses de N mais baixas (<50 kg ha™, +8%) do que em doses mais
altas (>200 kg ha™, +3,8%), indicando que essas cepas ndo sdo incompativeis com
fertilizantes de N, embora altas doses de N mineral acabem impactando negativamente a
produtividade da cultura [73]. Nesse sentido, estudos adicionais sobre a aplicacdo de
fertilizantes de N associada a coinoculacdo de PGPB em diferentes sistemas agricolas
devem ser realizados para que se possa desenvolver uma compreensdo mais

aprofundada.

Estudos anteriores realizados em condi¢cdes semelhantes (solos tropicais)
comparando (i) tratamentos ndo inoculados com aplicacdo de fertilizante nitrogenado
(50 a 100 kg N ha™) e (ii) inoculagdo de Bradyrhizobium sp. sem fertilizacio N em
feijdo-caupi proporcionaram resultados semelhantes no crescimento e na produtividade
das plantas [12,74,75]. Por exemplo, Martins et al. [12] concluiram que o feijdo-caupi
inoculado com as linhagens SEMIA 6462 apresentou produtividade de gréos similar ao
das plantas que receberam 50 kg N ha™. Ja Soares et al. [74] constataram que a
adubacéo do caupi com 70 kg N ha™ proporcionou uma biomassa de parte aérea,
acumulo de N na parte aérea e produtividade de grdos semelhantes a inoculagdo com
SEMIA 6463. No entanto, segundo esses autores, a adubacdo com N reduziu a massa
seca e 0 numero de nddulos. Resultados semelhantes foram observados por Ulzen et al.
[75], que verificaram reducdo da massa seca, do nimero de nodulos, da biomassa de
parte aérea e da produtividade de grdos similares com a aplicacéo de 100 kg N ha™ ou
inoculagdo Unica com as linhagens SEMIA 6462. Esses estudos sugerem que a
adubacdo com N acima de 50 kg N ha™ no feijéo-caupi teria um impacto negativo na
FBN, levando a uma reducdo da nodulacdo. No entanto, na auséncia de inoculagéo, a
aplicacdo de fertilizante N n&o afetaria a absorcéo de N e a resposta as doses de N, pelo
menos até 100 kg N ha™. Além disso, Brito et al. [76], ao estudar doses de N (5,3; 40,
80, 120 e 160 kg N ha) associadas & linhagem BR 2001 de Bradyrhizobium sp. em

caupi, concluiram que a FBN diminuiu entre 55,6% e 81,5% a medida que as doses de
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N aumentaram. Além disso, de acordo com esses autores, a fixacdo simbidtica de N,
poderia substituir 100% da adubacdo nitrogenada no caupi. Talvez um controle absoluto
(sem qualquer inoculagdo) associado as doses de N testadas mostrasse uma resposta
positiva as doses de N neste estudo, uma vez que a FBN néo seria comprometida sem a
inoculacdo Unica com Bradyrhizobium sp. e a coinoculagdo com Bradyrhizobium sp. e

A. brasilense.

A andlise quimica do solo indicou que o teor de matéria organica (MO) foi de 21
g kg™ (2%). Embora o teor de MO em solos agricolas tipicos possa variar de 1 a 6%, 0s
solos tropicais, que séo altamente intemperizados, s&o conhecidos por ter baixo teor de
MO, geralmente entre 1 e 2% [77]. Portanto, o teor de MO verificado na anélise
quimica do solo pode ser considerado baixo em relacdo a solos subtropicais e
temperados, mas normal para condi¢des de solo tropical, que abrange o local de
realizacdo do presente estudo. No entanto, os resultados deste estudo demonstraram
claramente que ndo ha necessidade de fornecer N por meio de fertilizantes minerais
qguando a coinoculacdo com A. brasilense é realizada em uma cultura de feijdo-caupi.
No caso da adubacdo de semeadura com NPK, uma pratica comum em sistemas
agricolas em todo o mundo, o suprimento de N por meio de fertilizantes usando baixas
doses de N (<20 kg N ha™) no prejudicaria o crescimento e desenvolvimento do feijao-

caupi.
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5. CONCLUSOES

A coinoculagdo de Bradyrhizobium sp. + Azospirillum brasilense teve uma
influéncia significativamente positiva no desenvolvimento das raizes, aumento da
biomassa radicular e aumento do teor de N nas raizes (principalmente como ureideos e
N-NH,"). Esse efeito positivo significativo provavelmente foi o mecanismo chave para
0 aumento observado nas proteinas sollveis das raizes e folhas, no maior crescimento

do feijdo-caupi e no aumento da produtividade de gréos desta leguinosa

Os resultados deste estudo demonstraram claramente que ndo ha necessidade de
suplementacdo de N por meio de fertilizantes minerais quando a coinoculacdo de A.
brasilense é realizada em uma cultura de feijao-caupi. No entanto, mesmo no caso de
uma fertilizacdo de semeadura com NPK, as doses de N aplicadas devem permanecer
abaixo de 20 kg N ha™. Doses de N aplicadas acima de 20 kg N ha™* provavelmente
prejudicardo o crescimento e desenvolvimento do feijdo-caupi. Novos estudos precisam
ser projetados para avaliar os efeitos de praticas agrondmicas, mudangas climaticas e
coinoculacdo com bactérias promotoras de crescimento vegetal em diferentes sistemas
agricolas. A combinacdo de algumas técnicas cientificas refinadas (por exemplo,
metaboldmica, técnicas isotopicas e moleculares, entre outras) faz-se necessaria para
aprofundar a compreensdo da teoria dos mecanismos multiplos e dos beneficios das

bactérias promotoras de crescimento vegetal para o0 microbioma solo-planta-ambiente.



MATERIAS SUPLEMENTARES

Figura S1: Precipitagdo diaria (barra) e temperatura (linhas) durante a época de cultivo de feijdo-caupi.
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Tabela S1: Populag6es de Bradyrhizobium e Azospirillum sp. nimero mais provavel (NMP) no solo a
granel ao redor das raizes em plena floragéo do feijdo-caupi.

Bradyrhizobia populations MPN (cells g*! soil)
Single Bradyrhizobium sp. inoculation 10.1 = 10°
Co-inoculation with Bradyrhizobium sp. + A. brasilense 12.4 = 10°
Azospirillum sp. MPN (cells g’ soil)
Single Bradyrhizobium sp. inoculation 4.3 = 104
Co-inoculation with Bradyrhizobium sp. + A. brasilense 6.8 x 10°

Number of repetitions (n) = 10.
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