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RESUMO

COINOCULACAO COM Bradyrhizobium E Azospirillum EM SEMENTES DE FEIJAO-
CAUPI INFLUENCIA NA NODULA(;AO, TEOR DE NITROGENIO E
ISOFLAVONAS

A fixacdo bioldgica de N é uma pratica consolidada em diversas leguminosascomo a soja;
porém, ainda pouco explorada para o feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp). Nesse
contexto, torna-se importante entender como a aplicacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio
(N), isoladasou em associacao, podem trazer beneficios quanto a demanda por N na cultura e
reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados que afetam negativamente a sustentabilidade na
agricultura pela emissdo de gases de efeito estufa, assim como a contaminacdo das aguas
subterraneas. O trabalho teve como objetivo verificar se a coinoculagdo de Bradyrhizobium e
Azospirillum favorece a nodulacao, o teor de N e a producéo de isoflavonas na cultura do feijdo-
caupi. O experimento foi instalado no delineamento em blocos casualisados, em duas
variedades de feijdo-caupi, com sete tratamentos que consistiram na testemunha, aplicacao
isolada de Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense, e diferentes doses de
coinoculagéo (75, 150, 225 e 300 mL para 50 kg de semente de cada inoculante), com quatro
repeticdes. Aos 30 dias apds a emergéncia foram avaliados nimero de nédulos, massa seca de
nédulos, raiz e parte aérea das plantas. Também foram avaliados teor de N e contetdo de
isoflavonas no terceiro trifélio completamente desenvolvido a partir do apice das plantas
colhidos aos 45 dias apds emergéncia. O uso isolado dos inoculantes ndo foi benéfico assim
como a coinoculacdo em doses elevadas, pelo efeito de competicdo das bactérias na rizosfera
vegetal. A coinoculacdo de B. japonicum e A. brasilense em sementes de feijdo-caupi para as
variedades BRS Tumucumaque e BRS Novaera é uma pratica viavel e eficiente. A dose de 75
mL de cada inoculante favorece a formacéao de nddulos, desenvolvimento radicular e teor de N,
além de contribuir para producdo de isoflavonas na cultura do feijdo-caupi para ambas
variedades estudadas.

Palavras-chave: Vigna unguiculata (L.) Walp, flavonoides, sustentabilidade, simbiose.



ABSTRACT

COINOCULATION WITH BRADYRHIZOBIUM AND AZOSPIRILLUM IN COWPEA
SEEDS INFLUENCES NODULATION, NITROGEN CONTENT AND ISOFLAVONS

Biological N fixation is a well-established practice in various legumes such as soybeans;
however, it is still little explored in the case of cowpeas (Vigna unguiculata (L.) Walp). In this
context, it is important to understand how the application of nitrogen-fixing bacteria (N), alone
or in association, can bring benefits in terms of the demand for N in the crop and reduce the use
of nitrogen fertilizers, which negatively affect sustainability in agriculture through the emission
of greenhouse gases, as well as the contamination of groundwater. The aim of this study was to
determine whether co-inoculation of Bradyrhizobium and Azospirillum favors nodulation, N
content and isoflavone production in cowpea crops. The experiment was set up in a randomized
block design, on two varieties of cowpea, with seven treatments consisting of the control,
isolated application of Bradyrhizobium japonicum and Azospirillum brasilense, and different
doses of co-inoculation (75, 150, 225 and 300 mL for 50 kg-1 of seed of each inoculant), with
four replications. At 30 days after emergence, the number of nodules, dry mass of nodules, roots
and aerial parts of the plants were assessed. N content and isoflavone content were also assessed
in the fully developed third trefoil from the apex of the plants harvested 45 days after
emergence. The use of inoculants alone was not beneficial, nor was co-inoculation in high
doses, due to the effect of competition between the bacteria in the plant's rhizosphere. Co-
inoculation of B. japonicum and A. brasilense in cowpea seeds for the BRS Tumucumaque and
BRS Novaera varieties is a viable and efficient practice. The dose of 75 mL of each inoculant
favors the formation of nodules, root development and N content, as well as contributing to the
production of isoflavones in the cowpea crop for both varieties studied.

Keywords: Vigna unguiculata (L.) Walp, flavonoids, sustainability, symbiosis.
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INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), embora seja uma leguminosa originaria
do continente africano com producdo elevada nessa regido, tem seu cultivo amplamente
difundido ao redor do mundo em setores agroecoldgicos de seca, como na América Latina e sul
da Asia (BOUKAR et al., 2018). Nos ultimos anos, a cultura tem sido utilizada em varias
regibes brasileiras devido ao alto valor alimentar dos seus graos, sendo considerada fonte de
proteina vegetal, ferro, zinco,carboidratos, vitaminas e aminoacidos, constituindo-se em um
importante componente da dieta alimentar das populacbes de menor poder aquisitivo
(FILGUEIRAS et al., 2009). Também conhecido como feijdo de corda e feijao macassar, o
feijdo-caupi se destaca no Nordeste brasileiro, como cultura de grande importancia
socioeconémica por ser a principal fonte de proteina vegetal para a populacéo, principalmente
arural (ALMEIDA et al, 2010).

A oferta de produto padronizado de alta qualidade e com oferta regular, vem despertando
0 interesse de agroindustrias de outras regifes e esta contribuindo para a abertura de novos
mercados para a cultura (FREIRE FILHO et al., 2011). A expectativa para o feijdo-caupi é deixar
de ser atividade exclusiva de subsisténcia para se tornar potencial agricola; no entanto, a baixa
produtividade no Brasil esta relacionada, principalmente, a baixa tecnologia de producdo, no
qual o fornecimento de nutrientes merece destaque. Nesse contexto, um dos insumos agricolas
mais importantes para o feijdo-caupi atingir elevada produtividade é o nitrogénio (N).

Dentre os géneros de bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) mais
estudados destaca-se o Bradyrhizobium (ARAUJO, 2008), cuja interacdo com as leguminosas
é um exemplo de simbiose intensamente estudada, e os beneficios para a sustentabilidade
agricola s&o reconhecidos devido ao processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN)
(HUNGRIA et al., 2008). Por outro lado, existe o Azospirillum, que sdo bactérias diazotroficas
capazes de realizar a FBN e promover o crescimento radicular e da parte aérea das plantas,
principalmente pela sua capacidade em producéo de fito-hormdnios como as auxinas, ganhando
destaque quando associadas com algumas gramineas, embora seja consolidado seu uso em
leguminosas (KHOSO et al., 2024).

Nos casos em que se tem utilizado Azospirillum brasilense em leguminosas, o efeito
benéfico da associagdo com rizébio se deve na maior parte, a capacidade que a bactéria tem de
produzir fitormonio que resulta em um maior desenvolvimento do sistema radicular, e,
consequentemente na exploragdo de um volume maior de solo (DE BRUIJN,2015). Também héa

efeito na nodulacdo precoce, pois 0 Azospirillum coloniza as raizes antes do Rhizobium e produz
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flavondides que atraem o Rhizobium (CHIBEBA et al., 2008), aléem do aumento no numero de
nddulos (COSTA et al., 2014). As isoflavonas sdo uma classe dos flavondides, e desempenham
importante papel no sistema de defesa nas plantas, principalmente em situacfes de estresses
(ZHOU et al., 2024; HUANG et al., 2023).

Tém-se evidenciado que a combinacdo de diferentes microrganismos que interagem
sinergicamente, podem aumentar a eficiéncia da inoculacdo, além de promover maior
desenvolvimento e produtividade dos vegetais a eles associados, embora seja essencial observar
as condicdes do solo e da rizosfera em que se encontram os microorganismos (PEREZ-
MONTANRO et al., 2014).

Em relacdo as isoflavonas de modo geral, sua atuacdo na nodulacdo das plantas tem
caracteristica ampla. Elas participam de diversas etapas do processo, por meio da quimioatracéo
das bactérias do género Rhizobium e o desenvolvimento do nédulo por meio da simbiose com
bactérias fixadoras de N (ZHUANG et al., 2024; DONG e SONG, 2020). Nesse sentido, estudos
que envolvem microorganismos e compostos secundarios da classe das isoflavonas despertam
interesse, principalmente pela crescente demanda em modelos sustentaveis de agricultura.

Com base nisso, o presente trabalho teve por objetivo almejar doses de recomendacéo de
B. japonicum e A. brasilense que pudessem favorecer a nodulacdo, teor de N e isoflavonas na

cultura do feijdo-caupi nas cultivares BRS Tumucumaque e BRS Novaera.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Campus Experimental da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campus de Chapadao do Sul — CPCS/UFMS na safra 23/24. Sua sede esta a
uma altitude de 790 m acima do nivel do mar e situa-se nas seguintes coordenadas geogréficas:
Latitude - 18° 41° 33" Sul e Longitude - 52° 40° 45” Oeste de Greenwich. A classe de solo
predominante € Latossolo Vermelho Distrofico e o clima €, segundo Koppen, do tipo tropical
umido (Aw), com estacdo chuvosa no verao e seca no inverno, além da precipitacdo média
anual de 1.850 mm. Na Figura 1 s&o apresentados os dados de precipitacdo e temperatura local

durante o periodo de experimento.

11



30 ~ r 80

- 60
- 20 =
& =
:
gl.‘ -JOE:‘
5 3
5 5
~ 10 - -9
+ 20
5
0 I ‘I'FII—L-O

. Precipitacdo (mm) Maximo (°C) Minimo (°C)

Figura 1 - Condicdes climaticas observadas durante a safra 2023/2024 na regido da area

experimental. Fonte: Inmet.

Antes da instalacdo do experimento foi realizada analise de solo na area, com os seguintes
indices: pH (CaCl,) = 5,0; Al trocavel (cmol dm=) = 0,07; Ca+Mg (cmol dm=) = 4,10; P (mg
dm®) = 21,9; K (mg dm™) = 99; matéria organica (g dm=) = 26,4; V (%) = 51,5; m (%) = 1,6;
soma de bases (cmol dm) = 4,35; CTC (cmol dm=) = 8,4; na camada de 0-0,20 m e pH (CaCly)
= 4,7; Al trocavel (cmol dm=) = 0,09; Ca+Mg (cmol dm=) = 2,00; P (mg dm?) =5,1; K (mg
dm3) = 83; matéria organica (g dm=) = 19,8; V (%) = 32; m (%) = 3,9; soma de bases (cmol
dm3) =2,21; CTC (cmol dm™) = 6,9; na camada de 0,20-0,40 m.

A adubacdo foi feita de acordo com a recomendacéo para a cultura do feijéo-caupi, com
auséncia de adubagdo nitrogenada (MELO et al., 2018). N&o houve necessidade de calagem e
o0 preparo do solo adotado foi o cultivo minimo. A cultura foi instalada na época da primeira
safra, com o plantio no final de outubro. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
a0 acaso com sete tratamentos e quatro repeticdes. As parcelas consistiram de cinco linhas de
seis metros de comprimento,no espagamento de 0,45m entre linhas, sendo consideradas como
area util, as trés linhas centrais, desprezando-se 0,5m de cada extremidade. Foi utilizada a
densidade de 200 mil plantas ha™, com 9 plantas m™.

As variedades utilizadas foram a BRS BRS Tumucumaque e BRS BRS Novaera,

12



lancadas pela Embrapa Meio-Norte, sendo recomendadas para a Regido Centro- Oeste. Os
tratamentos consistiram da inoculagdo isolada e em combinagéo de B. japonicum (Gelfix 5®
SEMIA 5079 e SEMIA 5080 — 5x10° UFC mL™) e A. brasilense (Masterfix L® Abv5 e Abv6
- 5x10° UFC mL™), no tratamento de sementes. As doses foram aplicadas para 50 kg de
semente, sendo: T1 (Test) — testemunha (sem inoculagdo); T2 (Brady) — inoculagdo com B.
japonicum (150 mL); T3 (Azo) — inoculagédo com A. brasilense (150 mL); T4 (B+A75) — B.
japonicum + A. brasilense (75 mL + 75 mL); T5 (B+A150) — B. japonicum + A. brasilense (150
mL+ 150 mL); T6 (B+A225)- B. japonicum + A. brasilense (225 mL+ 225 mL); e T7 (B+A300)
— B. Japonicum + A. brasilense (300 mL+ 300 mL).

As sementes foram tratadas com Standak Top® e Protreat®, a fim de evitar o ataque de
pragas e doencas que podem prejudicar o estabelecimento da cultura. As BPCP foram aplicadas
a sombra, no momento que antecedeu a semeadura, sendo acondicionadas em sacos plasticos
e adicionadas as respectivas doses por tratamento, com agitacdo por dois minutos. O plantio foi
realizado manualmente de acordo a disposicao dos tratamentos.

Aos 30 dias ap6s a emergéncia (DAE) foram adentrados dois metros, de uma linha apés
a bordadura de cada parcela, colhendo-se cinco plantas seguidas, sendo retiradas
cuidadosamente do solo de forma que se preservasse ao maximo o sistema radicular, no qualse
avaliou o nimero de nodulos planta™ (NN), massa seca de nodulos planta™ (MSN) e a fitomassa
seca de raiz (MSR) e parte aérea (MPA). O NN de cada planta foi contabilizado e calculado a
média. Para a fitomassa seca, as plantas tiveram o sistema radicular, parte aérea e nddulos
acondicionados em sacos de papel e secos em estufa de circulagdo forgada de ar a 65 °C, até massa

constante, sendo posteriormente pesadas em balanca de precisao de 0,0001g.

Para determinar o teor de nitrogénio (N), foi colhido o terceiro trifélio completamente
desenvolvido a partir do apice da planta, os quais foram lavados em &agua corrente, e
posteriormente colocados em solucdo detergente neutro a 0,1%, solucdo de acido cloridrico
(HCI) a 0,3% e agua deionizada (PRADO, 2021). O material vegetal foi seco em estufa de
circulacdo forcada de ar (65 + 5 °C) até peso constante, sendo obtida a matéria seca das folhas
de feijdo-caupi. O material foi moido e pesado (0,1 g) ap0s a secagem, seguindo a técnica de
titulacdo Kjeldahl. O material passou por digestdo, destilacéo e titulagdo com acido sulfarico
(H2S04) sendo determinado o teor de N em extratos obtidos pela digestdo sulfarica.

Para a extracdo das isoflavonas, 50 mg das amostras vegetais de folhas secas e moidas
foram adicionadas em eppendorf de 2 mL, no qual foi adicionado 1,5 mL de metanol 70%
contendo acido acético (0,1%). A mistura foi agitada brevemente e depois incubada por 2 h
em ultrasom. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por 15 min e o

13



sobrenadante obtido foi filtrado por meio de uma seringa com filtro de 0,2 um e transferidos
para vials de 1,5 mL antes da injecdo em um sistema de cromatografia liquida de ultra
performace (UPLC). Aliquotas de 10 uL foram utilizadas para injecédo direta no equipamento,
com trés repeticdes (CARRAO-PANIZZI et al., 2002).

A separagdo e quantificacdo das isoflavonas foram realizadas em cromatografo liquido
no sistema UPLC Waters Acquity série 1100, com injetor automatico de amostras. Foi utilizado
uma coluna de fase reversa do tipo HSS C18, 1,8 um (didmetro interno de 2,1 mm (i.d.) £ 100
mm) com uma pré-coluna Acquity HSS C18, 1,8 um (2,2mm i.d. £ 5mm). Para a separacao das
isoflavonas foi utilizado o sistema de gradiente linear binario,tendo como fases movel: agua
Milli-Q e &cido acético 0,1% como solvente A e acetonitrilae &cido acético 0,1% como solvente
B. O gradiente inicial foi de 99% para o solvente A e1,0% para o solvente B de 0 a 9 minutos,
41,2% A e 58,8% B de 9 a 9,1 minutos, 100% B de 9,1 a 11 minutos e retorrnando a 99% A e
1% B aos 11 minutos e permanecendo assim até 15 minutos, que foi o tempo de corrida para
cada amostra (CARRAO-PANIZZI et al., 2002). A vazdo da fase mével foi de 0,289 mL min-
! e a temperatura da coluna durante a corrida foi de 30 °C.

A deteccdo das isoflavonas foi realizada utilizando o detector de arranjo de fotodiodo
da marca Waters, ajustado para o comprimento de onda igual a 254 nm. Para a deteccdo das
isoflavonas foram utilizados padrbes adquiridos comercialmente de daidzein (D1), daidzin
(D2) e genistin (G1), solubilizados em metanol 70%, nas seguintes concentragdes: 0,000125,
0,0002, 0,0005, 0,001, 0,01, 0,02 mg mL*. A identidade qualitativa e quantitativa do pico foi
confirmada comparando os tempos de retencdo e osespectros de UV de compostos individuais
pelo método de adicdo padréo.

Todos os solventes utilizados nas analises cromatograficas foram grau HPLC, e antes
da utilizacdo foram filtrados & vdcuo em membrana de 0,2 um de porosidade e posteriormente
desgaseificados em sistema a vacuo utilizando ultrasom. A &gua utilizada foi destilada e em
seguida ultrapurificada em sistema Milli-Q sendo posteriormente desgaseificada.

As variedades foram analisadas separadamente. Os dados foram submetidos a analise
de variancia, comparando-se as médias pelo teste de Skott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. A analise multivariada de componentes principais foi utilizada para analisar os
dados, por meio do software R, versdo 3.5.1 (R CORE TEAM, 2018).

RESULTADOS
Os tratamentos de inoculacéo e coinoculacéo foram significativos para NN, MSN,MSR

e MSPA para ambas variedades. O tratamento B+A75 proporcionou maior NN para as duas
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variedades, embora para a BRS Novaera, ndo tenha diferido do B+A225 (Figuras 2A e 2B).
Para MSN (Figura 2C e 2D), MSR (Figura 2E e 2F) os tratamentos B+A75, B+A150 e
B+A225 mostraram melhor desempenho para a variedade BRS Tumucumaque; assim como

B+A75 e B+A225 mostraram superioridade estatistica para a BRS Novaera.
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Figura 2 — Namero de nddulos (A, B), massa seca de nddulos (C, D), massa seca de raiz (E,
F) para as variedades BRS Tumucumaque e BRS Novaera respectivamente, em funcéo da

inoculacéo e coinoculagéo de B. japonicum e A. brasilense em sementes de feijao-caupi.

Para MSPA os tratamentos B+A75, B+A150 e B+A225 tiveram quantias superiores
estatisticamente na variedade BRS Tumucumaque, ja para variedade Novaera os tratamentos
com Bradyrhizobium, B+A75 e B+A225 tiveram resultados melhores (Figuras 3A e 3B). Para
o teor de N (Figuras 3C e 3D), os tratamentos B+A75, B+A150 e B+A225 apresentaram melhor
desempenho na variedade BRS Tumucumaque; e B+A75 e B+A225 apresentaram maiores
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valores de N para a variedade BRS Novaera.
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Figura 3 — Massa seca de parte aérea (A, B) e teor de N (C, D) para as variedades BRS

Tumucumaque e BRS Novaera respectivamente, em funcdo da inoculacdo e coinoculacéo de

B. japonicum e A. brasilense em sementes de feijdo-caupi.

Para as isoflavonas, o tratamento B+A75 apresentou melhor desempenho para daidzein

(Figura 4A), daidzin (Figura 4C), genistin (Figura 4E) e isoflavonas totais (Figura 4G) na
variedade BRS Tumucumaque. Na BRS Novaera, os tratamentos B+A75, B+A225 e B+A300
mostraram melhor desempenho para daidzein (Figura 4B); B+A75 para daidzin (Figura 4D);
B+A75 e B+A150 para genistin (Figura 4F) e B+A75 para isoflavonas totais (Figura 4H).
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Figura 4 — Daidzein (A, B), daidzin (C, D), genistin (E, F) e isoflavonas totais (G, H) para as
variedades BRS Tumucumaque e BRS Novaera respectivamente, em funcdo da inoculacéo e

coinoculacéo de B. japonicum e A. brasilense em sementes de feijao-caupi.

Os resultados da analise de componentes principais (ACP) para NN,MSN, N, MSR e
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MSPA tiveram seus vetores com maior proximidade dos tratamentos B+A75, B+A150 e
B+A225, ao contrério dos tratamentos com B. japonicum, A. brasilense, B+A300 e a
testemunha que ocupam quadrantes opostos sem relagdo com o conjunto de dados para a
variedade BRS Tumucumaque (Figura 4A). Para a BRS Novaera, 0 N, MSN,NN, e MSPA
tiveram seus vetores proximos ao tratamento B+A75, com exce¢do da MSR que ficou disposta
no quadrante inferior com maior proximidade ao tratamento B+A225.

Por outro lado, os tratamentos com B. japonicum, A. brasilense, B+A150, B+A300 e a
testemunha tiveram seus vetores em extremos opostos indicando uma relacdo negativa para o
conjunto de dados (Figura 4B). Vale destacar que a porcentagem de variagdo explicada para os
dois primeiros componentes representaram valor acima de 90% da variagdo total dos dados
(Figuras 4A e 4B).
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Figura 5 - Analise de componentes principais para N, nimero de nédulos (NN), massa seca de

nodulos (MSN), massa seca de raiz (MSR) e massa seca da parte aérea (MSPA), em funcéo da
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coinoculacdo de diferentes doses das bactérias B. japonicum e A. brasilense em plantas de
feijdo-caupi para as variedades BRS Tumucumaque (A) e BRS Novaera (B).

Na ACP para as isoflavonas, os vetores de D1, D2, G1 e Isotot na variedade BRS
Tumucumaque mostraram proximidade como tratamentoB+A75. Os tratamentos B+A150 e
B+A300 apresentaram pouca proximidade com as variadveis analisadas, estando dispersos no
quadrante inferior, assim como os tratamentos com B. japonicum, A. brasilense, B+A225 e
a testemunha, que ficaram em quadrantes opostos comparados com B+A75 (Figura 5A).

Para a variedade BRS Novaera, as variaveis D1 e D2 além dos Isotot tiveram seus
vetores proximos do tratamento B+A75, embora a variavel G1 apresentou distancia similar para
os tratamentos B+A150 e B+A300. Por fim, os tratamentos com bactérias isoladas, B.
japonicum, A. brasilense, além do tratamento B+A225 e a testemunha tiveram seu
posicionamento em quadrantes opostos (Figura 5B). Assim como nas Figuras 4A e 4B se
destaca a porcentagem de variagdo explicada para cada componente, nas quais os dois
primeiros componentes representaram em conjunto valor acima de 90% da variacéo total dos

dados.
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Figura 6 - Analise de componentes principais para daidzein (D1), daidzin (D2), genistin (G1)
e isoflavonas totais (ISOTOT), em funcdo da coinoculacao de diferentes doses das bactérias B.

japonicum e A. brasilense em plantas de feijdo-caupi para as variedades BRS Tumucumaque

(A) e BRS Novaera (B).

DISCUSSAO
O N tem papel fundamental no metabolismo vegetal sendo um dos elementos mais

requeridos pelas plantas, participando da sintese de &cidos nucléicos, proteinas e outros
compostos nitrogenados. Dessa forma, as bactérias fixadoras de N, como B. japonicum e
Azospirillum, surgem como grandes aliadas na nutri¢cdo de plantas no cultivo de leguminosas
como a soja e o feijdo-caupi (SOUMARE et al., 2020; ULZEN et al., 2016). O teor de N pode
estar associado a quantidade de nddulos e o crescimento vegetativo da parte aérea e radicular

ao apresentarem maior fitomassa seca, fato observado no tratamento B+A75 (Figuras 2 e 3).
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Dados semelhantes foram encontrados por Ayalew et al. (2022) com o uso de Bradyrhizobium
como bactéria fixadora de N na cultura do feijao-caupi.

Almeida et al. (2022) destacaram a importancia do uso dos bioinsumos na agricultura
com sua capacidade em promover 0 maximo desempenho de varios caracteres nas plantas, como
0 crescimento de raizes e nddulos, melhorando a absorcdo e aproveitamento dos nutrientes
disponiveis no solo. Prando et al. (2024) relataram melhor desempenho da nodulacdo com
acréscimo de 35% na cultura da soja com uso da coinoculagéo, aléem da reducéo na emisséo de
gases de efeito estufa. Esses dados estdo de acordo com o presente trabalho, pois no tratamento
B+A75 a nodulacdo dobrou quando comparado ao tratamento somente com B. japonicum na
variedade BRS Tumucumague e aumentou 25% para a variedade BRS Novaera (Figura 2).

Atualmente varios trabalhos relatam a coinoculagdo como uma técnica vantajosa. Leite
et al. (2022) verificaram aumento significativo no crescimento vegetal, além de parametros
produtivos na cultura do feijao comum através da coinoculacdo com cepas de Bradyrhizobium
e Rhizobium tropici. Em gendtipos de feijao-caupi, o uso associado da bactéria Bacillus subtilis
com agua é4cida de uma mina abandonada de ouro na Africa, Nevhulaudzi et al. (2020)
observaram aumento significativo na nodulacéo, assim como na massa fresca e seca de raizes,
demostrando que os efeitos da aplicagdo de microorganismos ndo se limitam a parametros
nutricionais, mas também tendem ser benéficos em situacBes extremas, como em solos
contaminados.

As isoflavonas tém relacdo com a nodulagdo por serem secretadas pelas raizes
estabelecendo uma associacdo com os rizobios, ajudando na formacdo dos nddulos pela
ativacdo da sua biossintese (LI et al., 2018; XU e WANG, 2023). Este fato pode estar
relacionado com o tratamento B+A75, no qual foi obtido maior nimero de nédulos assim como
contetdo de isoflavonas (Figuras 2, 4, 5 e 6). O uso da inoculacdo e coinoculagdo tende a ser
uma ferramenta somatéria para cultura do feijdo-caupi em variedades ja consolidadas no
mercado, quando se objetiva incrementos quantitativos e qualitativos relacionados a

metabolitos secundarios do grupo das isoflavonas e suas propriedades antioxidantes.

Miransari e Smith (2009), ao usarem isoflavona genistin em plantas de soja para alivio
de estresse salino, verificaram aumento no nimero de nddulos e parte aérea da cultura com B.
japonicum. Este fato pode estar associado com a transcri¢cdo de genes que séo relacionados a
biossintese das isoflavonas, como visto no presente trabalho, no qual o NN e MSPA tiveram
maiores valores quando também houve incremento no contetdo de genistin com tendencia

similar de ambos (Figuras 2, 3, 4, 5 e 6). Em plantas de Sophora flavescens, Mai et al. (2024)
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identificaram que a biossintese de metabdlitos, como os flavondides, é enriquecido por vias
biossintéticas da nodulacdo, em particular das isoflavonas, fator relevante que agrega na
exploracdo dos estudos em plantas da familia das fabaceas, como é o caso do feijdo-caupi, pela
sua capacidade de nodulacéo.

Quando se trata de metabdlitos secundarios, as isoflavonas exercem importancia cada
vez maior para as pesquisas, com base em suas propriedades como suplementos alimentares
com intuito de melhorar a salide humana e animal, o que determina a otimizacdo desses
compostos nas plantas (GALATRO et al., 2024). Karuwal et al. (2023) mostraram que a
genética tem influéncia consideravel no contetdo de isoflavonas na cultura de feijdo-caupi,
no qual foram identificadas variedades com maior teor desses compostos, devido a
pigmentacdo do tegumento das sementes. Este fato se assemelha ao que foi observado neste
trabalho; o teor de isoflavonas da variedade BRS Tumucumaque foi muito superior ao da BRS
Novaera mostrando que a genética tem grande influéncia na producdo de compostos
secundarios nas plantas (Figura 4C).

O fato da maior quantidade de isoflavonas estar associada ao tratamento B+A75 se
deve, provavelmente, a maior produgdo de nodulos e desenvolvimento radicular da cultura,
pois esses compostos sdo produzidos na zona de infec¢do dos noédulos, além do envolvimento
das rizobactérias com a producdo de fito-hormoénios como as auxinas (GARCIA et al., 2015;
LIU e MURRAY, 2016). Essa relacdo pode ser fundamentada pelo mecanismo das isoflavonas
no transporte de auxinas quando se ligam a proteinas transportadoras desse horménio, onde é
aumentado proporcionando surgimento de nodulos nas raizes das plantas (DONG e SONG,
2020). Além disso, alguns estudos mostram que isoflavonas do grupo daidzein tem grande
atuacdo em fatores que envolvem nodulagdo, como a promocdo de crescimento bacteriano em
casos isolados in vitro, inducdo da expressdo de genes e promocao do crescimento de células
da bactéria B. japonicum (HARTWIG et al. 1991; VAN NOORDEN et al. 2006). Nesse caso,
é justificavel a tendéncia similar da andlise de componentes principais para o tratamento
B+A75 para isoflavonas, com nimero de nddulos e massa seca da raiz (Figuras 5 e 6).

A rizosfera vegetal € ocupada por diversos tipos de bactérias, que podem ser
patogénicas ou benéficas. No entanto, esse meio pode se tornar competitivo para sobrevivéncia
desses seres, com emprego de diversos meios de enfrentamento intra e interespecificos
(CHEPSERGON e MOLELEKI, 2023). Dessa forma, a coinoculagdo B+A75 possivelmente
garantiu um numero de células de BPCP que minimizou a competicao entre elas. No tratamento
B+A300 houve reducdo dos valores da maioria das variaveis, fato que pode ser atribuido a

possivel competicdo pelo alto nimero de colénias de bactérias. Além disso, na cultura da soja,
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Rego et al. (2018) tambeém verificaram que a coinoculacdo com B. japonicum e A. brasilense
beneficiou o desenvolvimento das plantas, incrementando os componentes de produgdo em
doses menores.

Explorando o potencial da cultura do feijdo-caupi, alguns estudos mostram o efeito
benéfico da associacdo de microrganismos. Rodrigues et al. (2012) constataram que o feijao-
caupi respondeu significativamente a inoculagdo de estirpes de Bacillus, Brevibacillus e
Paenibacillus coinoculados com a estirpe de Bradyrhizobium sp. A coinoculacdo
Bradyrhizobium e Bacillus subtilis favoreceu o aumento na nodulacdo em feijdo-caupi. A
eficiéncia simbidtica da colonizacdo conjunta em feijdo-caupi pela interacdo Paenibacillus e
as estirpes de Bradyrhizobium nos diferentes métodos de inoculacdo se mostrou variavel
(SILVA et al., 2006).

Existe uma crescente demanda por um modelo sustentavel de agricultura. A reducdo no
uso de fertilizantes inorganicos surge como uma rota alternativa para a mitigacdo da emisséo
de gases de efeito estufa nas propriedades, principalmente quando relacionado ao uso de adubos

nitrogenados.

CONCLUSOES

O uso isolado dos inoculantes ndo foi benéfico assim como a coinoculacdo em doses
elevadas, pelo efeito de competicdo das bactérias na rizosfera vegetal.

A coinoculacdo de B. japonicum e A. brasilense em sementes de feijao-caupi € uma
pratica viavel e eficiente em diferentes doses. A dose de 75 mL de cada inoculante favorece a
formacdo de nddulos, desenvolvimento radicular e teor de N, além de contribuir para producgéo

de isoflavonas na cultura do feijao-caupi para ambas variedades estudadas.
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