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Otimização da FBN e resposta antioxidativa do feijão-caupi (Vigna unguiculata 

[L.] Walp.) com e sem estresse salino 

RESUMO GERAL 

A fim de mitigar os efeitos deletérios do estresse abiótico, tem sido crescente o 
uso de bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) em associação com 
bactérias diazotróficas. Tal associação pode promover um ambiente favorável para o 
crescimento vegetal e levar ao incremento da fixação biológica de nitrogênio (FBN). 
Neste contexto, o trabalho teve como objetivos avaliar o sinergismo da coinoculação 
com Bradyrhizobium sp. e BPCP como alternativa para otimizar a performance 
simbiótica e o desenvolvimento do feijão-caupi com e sem indução de estresse salino, 
assim como investigar as enzimas chaves no processo da FBN referentes ao 
metabolismo nitrogênio-carbono e de estresse/proteção oxidativo. Foram conduzidos 
dois experimentos em casa-de-vegetação do Instituto Agronômico de Pernambuco 
(IPA), com feijão-caupi cv. “IPA 206” e foram inoculadas com Bradyrhizobium sp. 
(UFLA 03-84) e coinoculadas com diferentes estirpes de BPCP. No experimento I, as 
plantas foram cultivadas em condições axênicas, inoculadas com Bradyrhizobium sp. 
isoladamente e coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e 15 estirpes de BPCP, sendo 
mantidas com 50 mmol L-1 de NaCl e sem estresse salino, usando o delineamento em 
blocos casualizados, com arranjo fatorial (16 x 2) + 1 controle absoluto, com três 
repetições. No experimento II, o delineamento experimental adotado foi em blocos ao 
acaso com arranjo fatorial (5 x 2) + 1 controle absoluto, com quatro repetições, sendo 
uma inoculação com Bradyrhizobium sp. e quatro coinoculações com Bradyrhizobium 
sp. e BPCP. Foram avaliados vários parâmetros referentes à simbiose, indicadores 
bioquímicos relacionados ao metabolismo nitrogênio-carbono e ao estresse/proteção 
oxidativo. As respostas em relação ao sinergismo dos micro-organismos, crescimento, 
nodulação e mecanismos de tolerância à salinidade foram observadas nas plantas 
coinoculadas com Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp.; Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp.; Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp.; Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus graminis; e Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus durus. Estas 
associações foram promissoras para otimizar a performance simbiótica e o 
desenvolvimento do feijão-caupi cv. “IPA206”. A salinidade afetou alguns parâmetros 
no metabolismo nitrogênio-carbono nas plantas de feijão-caupi, promovendo 
diminuição nos teores do nitrogênio total em nódulos, aminoácidos, amônia livre, 
ureídeos, proteínas, e no aumento dos teores de sacarose e açúcares solúveis, assim 
como no aumento do teor de sódio, peróxido de hidrogênio, peroxidação de lipídeos, 
atividade da superóxido dismutase e diminuição do status redox da glutationa. A 
coinoculação de Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. no feijão-caupi cv. “IPA 206” 
proporcionou uma melhor performance simbiótica, mitigando os efeitos deletérios do 
estresse salino e foi promissora na resposta ao estresse oxidativo. 

Palavras-chave: BPCP. ERO’s. Sinergismo. Leguminosa. Salinidade. Fixação N2. 

 

 



 
 

 

  



 
 

GENERAL ABSTRACT 

Optimization of FBN and antioxidant response of cowpea (Vigna unguiculata [L.] 

Walp.) with and without saline stress 

In order to mitigate the deleterious effects of abiotic stress has been increasing 
the use of growth-promoting bacteria in plants in association with diazotrophic bacteria. 
Such association may promote a favorable environment for plant growth and lead to 
the increase of biological nitrogen fixation. In this context, the aim of this work was to 
evaluate the synergism of the co-inoculation with Bradyrhizobium sp. and PGPB as an 
alternative to optimize the symbiotic performance and development of cowpea with or 
without induction of saline stress, as well as to investigate the key enzymes in the BNF 
process related to nitrogen-carbon metabolism and oxidative stress/protection. Two 
experiments were conducted in a greenhouse at the Agronomical Institute of 
Pernanbuco (IPA), with cowpea cv. "IPA 206" and were inoculated with 
Bradyrhizobium sp. (UFLA 03-84) and coinoculated with different strains of PGPB.  In 
the first experiment the plants were cultivated under axenic conditions, inoculated with 
Bradyrhizobium sp. Inoculated and coinoculated with Bradyrhizobium sp. e 15 PGPB 
strains, being maintained with 50 mmol L-1 NaCl and without salt stress, using a 
randomized block design with (16 x 2) + 1 factorial arrangement, one inoculation with 
Bradyrhizobium sp. and four co-inoculations with Bradyrhizobium sp. and PGPB and 
one absolute control with three replications. In the second experiment, the 
experimental design was randomized blocks with (5 x 2) + 1 factorial arrangement and 
one absolute control with four replications. Several parameters related to symbiosis 
were measured, biochemical indicators related to nitrogen-carbon metabolism and 
oxidative stress/protection. The responses regarding the synergism of 
microorganisms, growth, nodulation and mechanisms of tolerance to salinity were 
observed in the plants coinoculated with Bradyrhizobium. sp. and Actinomadura sp.; 
Bradyrhizobium sp. and Bacillus sp.; Bradyrhizobium sp. and Streptomyces sp.; 
Bradyrhizobium sp. and Paenibacillus graminis and Bradyrhizobium sp. and  
Paenibacillus durus, were promising to optimize symbiotic performance and the 
development of cowpea cv. "IPA206". The salinity affected some parameters in the 
nitrogen-carbon metabolism in cowpea plants, showing a decrease in nodule total 
nitrogen, amino acids, free ammonia, ureides, proteins, and in the increase of sucrose 
and soluble sugars, as well as in the increase of sodium content, hydrogen peroxide, 
lipid peroxidation, superoxide dismutase activity and decreased redox status of 
glutathione. Co-inoculation Bradyrhizobium sp. and Bacillus sp. in the cowpea cv. "IPA 
206" provided better symbiotic performance, mitigating the deleterious effects of stress 
and was promising the response to oxidative stress. 

Keywords: PGPB. ROS. Synergism. Legume. Salinity. N2 fixation. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

O feijão-caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) é um dos principais componentes 

da dieta alimentar do brasileiro, principalmente na região do semiárido nordestino, 

sendo uma excelente fonte de proteínas (aproximadamente 23 %), nutrientes e fibras. 

Tem importância socioeconômica para as famílias das regiões Norte e Nordeste do 

Brasil, onde é comumente cultivado, principalmente por pequenos agricultores em 

sistema de sequeiro, pois tolera as condições de déficit hídrico, salinidade e 

temperatura (FREIRE FILHO et al., 2011; SILVA et al., 2013; BRITO et al., 2015; 

OLIVEIRA et al., 2015). É uma cultura que nodula com diversas estirpes de rizóibios, 

sendo considerada promíscua, a nodulação contribui no fornecimetno de nitrogênio 

para a planta, melhorando sua nutrição (LIRA JUNIOR et al., 2015; FREITAS et al., 

2015)  

O nitrogênio é o elemento mais abundante na atmosfera, porém é o nutriente 

que mais limita a produtividade das culturas por não estar disponível às plantas no 

solo. Em clima tropical, devido às altas temperaturas e pluviosidade a matéria 

orgânica é decomposta rapidamente, e grande parte do nitrogênio é perdido, sendo 

necessária sua adição ao solo pelo uso de fertilizantes. Nos cultivos agrícolas, faz-se 

necessário á adição deste elemento por meio de compostos ricos em nitrogênio, 

podendo aumentar o custo de produção (MELO, 2009; LOPES et al., 2016). Alguns 

micro-organismos que possuem a enzima nitrogenase são capazes de converter o 

nitrogênio atmosférico (N2) em amônia (NH3), processo conhecido como fixação 

biológica de nitrogênio (FBN) (FREITAS et al., 2015; LOPES et al., 2016)  

Os micro-organismos capazes de realizar a FBN são chamados de 

diazotróficos. As bactérias diazotróficas podem ser denominadas como bactérias 

promotoras de crescimento em plantas (BPCP) as quais são encontradas em habitats 

naturais, colonizando interna e externamente os órgãos de plantas. As BPCP 

colonizam as plantas como epifíticas ou endofíticas e não são fitopatogênicas, dentre 

estes organismos estão às espécies do gênero Rhizobium, que são comumente 

denominadas de rizóbios (MARIANO; SILVEIRA, 2004; FREITAS et al., 2015; 

PANKIEVICZ et al., 2015). A inoculação com bactérias diazotróficas em plantas de 

importância agrícola é utilizada desde o século XIX (HUNGRIA; ARAÚJO, 1994). 

Segundo Fagan et al. (2007) o uso de inoculantes contendo estirpes de 

Bradyrhizobium spp. proporciona uma economia de aproximadamente 3,2 bilhões de 



30 
 

 
 

dolares por ano, quanto a aplicação de fertilizantes nitrogenados. A coinoculação com 

rizóbio e BPCP é uma alternativa que visa aumentar a produção, onde a coinoculação 

é realizada com diferentes combinações de micro-organismos que produzem um 

efeito sinérgico, ou seja, o incremento produtivo desta combinação excede os obtidos 

de uma maneira isolada (ZUFFO et al., 2015). O desenvolvimento, nodulação e 

produtividade das plantas de feijão-caupi podem ser afetadas por diversos estresses 

abióticos, como o estresse salino (MEDEIROS et al., 2008; ANDRADE et al., 2012; 

XAVIER et al., 2014) 

O estresse salino prejudica o crescimento das plantas por deficiência hídrica e 

toxicidade iônica, diminuindo sua produtividade, aumentando ainda a produção 

excessiva de espécies reativas de oxigênio (EROs) nas células vegetais, como o 

ânion superóxido (O2
-), o radical hidroxila (OH-) e o peróxido de hidrogênio (H2O2), os 

quais atuam como mecanismo de defesa da planta ao estresse (PUPPO et al., 2005; 

TORRES et al., 2006; MAIA et al., 2015). Essas EROs são subprodutos do 

metabolismo aeróbico e fotossintético e, em concentrações compatíveis com a 

homeostase redox celular, são componentes de diversas vias de sinalização (MAIA et 

al., 2012). 

São poucos os estudos sobre o estresse e proteção oxidativa em nódulos de 

leguminosas, sendo importante para entender o papel do estresse oxidativo resultante 

do estresse salino sobre a fixação biológica de nitrogênio, bem como a interação entre 

leguminosa, rizóbio e bactérias promotoras de crescimento vegetal. Neste contexto, 

elaborou-se uma hipótese de que a coinoculação com Bradyrhizobium sp. e bactérias 

promotoras de crescimento vegetal permite minimizar os efeitos deletérios do estresse 

salino através da proteção oxidativa, beneficiando a fixação biológica de nitrogênio. 

 

1.1 Hipóteses 

 A coinoculação com Bradyrhizobium sp. e bactérias promotoras de crescimento 

em plantas permite minimizar os efeitos deletérios do estresse salino através 

da proteção oxidativa, beneficiando a fixação biológica de nitrogênio. 

 A inoculação e/ou coinoculação com Bradyrhizobium sp. e BPCP pode otimizar 

o desenvolvimento e a performance simbiótica em plantas de feijão-caupi, com 

e sem indução do estresse salino, além de mitigar os efeitos deletérios causado 

pelo estresse salino. 
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 Elucidar como se procede as atividades das enzimas chaves no processo da 

FBN pela interação sinérgica entre Bradyrhizobium sp. e BPCP, com e sem 

indução de estresse abiótico, para selecionar combinações de micro-

organismos mais eficientes. 

 A coinoculação com Bradyrhizobium sp. e BPCP permite minimizar os efeitos 

deletérios do estresse salino através da proteção oxidativa, beneficiando a 

fixação biológica de nitrogênio no feijão-caupi. 

 

1.2 Objetivo geral 

 Avaliar compostos e atividades enzimáticas envolvidos na fixação do N2 e no 

estresse oxidativo, em nódulos de feijão-caupi, assim como a interação 

sinérgica entre Bradyrhizobium sp. e bactérias promotoras de crescimento em 

plantas (BPCP) no processo de fixação biológica de nitrogênio com e sem 

indução de estresse salino. 

 

1.3 Objetivos específicos 

 Avaliar o sinergismo da coinoculação com Bradyrhizobium sp. e BPCP como 

alternativa para otimizar a performance simbiótica e o desenvolvimento do 

feijão-caupi com e sem indução de estresse salino. 

 Investigar as enzimas chaves no processo da FBN referentes ao metabolismo 

nitrogênio-carbono e de estresse/proteção oxidativo. 

 Determinar os possíveis danos causados pelo estresse salino impostos às 

plantas de feijão-caupi por meio de variáveis indicadoras, tais como: biomassa 

da planta e de nódulo, teor de nitrogênio total em planta e nódulo e 

concentração de íons Na+; 

 Mensurar as atividades de peroxidase do ascorbato, superóxido dismutase, 

peroxidase de fenóis e catalase, bem como avaliar o papel do ciclo do 

ascorbato-glutationa na proteção oxidativa, com base no balanço redox do 

ascorbato e da glutationa (total, reduzida e oxidada), em nódulos de plantas de 

feijão-caupi, com e sem indução do estresse salino. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Aspectos gerais e importância econômica do feijão-caupi (Vigna unguiculata 

[L.] Walp.) 

O feijão-caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) é uma Dicotyledonea, pertencente 

à ordem Fabales, da família Fabaceae, do gênero Vigna. Tem origem africana e foi 

introduzido no Brasil no século XVI, no estado da Bahia pelos portugueses. Depois 

seu cultivo foi se expandindo a outros estados, como os estados das regiões Norte, 

Nordeste e Centro-Oeste (FREIRE FILHO et al., 2011; BRITO et al., 2015). 

A região Nordeste, tem uma grande participação na área cultivada, cerca de 

82% da área plantada de todo país, na safra 2015/16, porém com baixa produtividade, 

a qual pode ser aumentada com a utilização de inoculantes de bactérias fixadoras de 

nitrogênio. Por ser uma importante fonte de emprego e renda na área rural, o aumento 

de sua produtividade beneficiaria os agricultores (SABOYA et al., 2013; RUFINI, et al., 

2014; CONAB, 2017). 

Na safra 2015/16 foram plantados no Brasil 1.249 mil hectares de feijão-caupi, 

com uma produtividade de 290 kg ha-1, gerando uma produção de 362,3 mil toneladas. 

No Nodeste a área plantada é de 1.034,2 mil hectares, com uma produtividade de 191 

kg ha-1 e uma produção total de 197,9 mil toneladas (CONAB, 2017). Nesta região, a 

produção tradicionalmente concentra-se nas áreas semiáridas, devido sua 

capacidade de sobrevivência nas condições climáticas de elevada temperatura e 

baixa precipitação. O plantio, é geralmente, realizado por empresários e agricultores 

familiares que ainda utilizam práticas tradicionais de cultivo (FREIRE FILHO et al., 

2011; SILVA et al., 2013; CAVALCANTE JUNIOR et al., 2016). 

O feijão-caupi é tolerante à seca e moderadamente tolerante à salinidade, 

tolera a irrigação com água salina com condutividade elétrica (CE) de até 3,3 dSm-1 e 

condutividade elétrica do extrato de saturação do solo de até 4,9 dSm-1 (AYERS; 

WESTCOT, 1991; COELHO et al., 2013). É pouco exigente em fertilidade do solo e 

pode obter nitrogênio do solo, a partir da mineralização da matéria orgânica, dos 

fertilizantes nitrogenados e da Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN), quando em 

associação com rizóbio (BRITO et al., 2009; ALMEIDA et al., 2011; SOUSA et al., 

2014). 
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Os rizóbios são capazes de nodular as raízes do feijão-caupi, o qual quando 

bem nodulado, pode crescer independente de outras fontes de nitrogênio (N) e 

apresentar aumento de produção (GUALTER et al., 2008; CAMPO et al., 2009; 

ALMEIDA et al., 2010; COSTA et al., 2011; MARTINS et al., 2013). Estima-se que de 

40 a 90% do total de N acumulado pelo feijão-caupi, seja obtido pela FBN. Esta cultura 

tem demonstrado maior rendimento de grãos com utilização de inoculantes com 

rizóbios (XAVIER et al., 2007; BRITO et al., 2009; MUSINGUZI et al., 2010). 

2.2 Fixação biológica de nitrogênio (FBN) 

Visando suprir a demanda da planta por nitrogênio, algumas espécies vegetais 

podem formar associações simbióticas com bactérias fixadoras de nitrogênio, estas 

se tornam bacteroides e podem converter o nitrogênio atmosférico em amônia nos 

nódulos das plantas (FIGUEIREDO et al., 2008). 

O nitrogênio fixado pela simbiose entre leguminosas e bactérias do gênero 

Rhizobium ocorre nos nódulos e representa uma alternativa aos fertilizantes químicos 

nitrogenados. Esta fixação ocorre se a concentração de nitrogênio no solo for 

insuficiente ao desenvolvimento da planta. A FBN pode suprir total ou parcialmente a 

necessidade de nitrogênio da planta, podendo aumentar sua produtividade 

(RUMJANEK et al., 2005; CHIANU et al., 2011; GUALTER et al., 2011; HUNGRIA et 

al., 2013). 

A FBN é a conversão do nitrogênio atmosférico (N2) em amônia (NH3) pela ação 

da nitrogenase (FIGUEIREDO et al., 2008). A amônia, uma vez liberada, é 

incorporada em aminas ou em ureídeos para então ser exportada para a planta 

hospedeira (LADRERA et al., 2007). Plantas como o feijão transportam o N oriundo 

da FBN gerado pela simbiose entre rizóbios e a leguminosa, principalmente na forma 

de N-ureídeo (alantoína e ácido alantóico) (AMARANTE et al. 2006; CAMARGOS; 

SODEK, 2010; NAVEED et al., 2015; BOGINO et al., 2015). 

As bactérias promotoras de crescimento promovem nas plantas o aumento na 

taxa de germinação, comprimento das raízes, crescimento de colmos ou caules, 

aumento do número de folhas, flores e área foliar, além do rendimento, da nodulação 

e da fixação de nitrogênio. Este benefício à planta pode ser específico para a interação 

com a espécie, cultivar ou genótipo de plantas (LUGTENBERG et al., 2002; VESSEY; 
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BUSS, 2002; HAN et al., 2005; LACAVA et al., 2008; COMPANT et al., 2010; 

RODRIGUES et al., 2015). 

Os efeitos benéficos destes micro-organismos às plantas são atribuídos à 

capacidade de fixação de nitrogênio, solubilizar nutrientes e produzir hormônios 

vegetais, como o ácido indol-acético (AIA), giberelinas e citocininas, ainda promove o 

controle biológico, a indução de resistência sistêmica a patógenos, absorção de 

nutrientes pela solução do solo e minimizar os efeitos deletérios de estresses bióticos 

e abióticos (LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009; FARINA et al., 2012; STAMFORD et 

al., 2013; NAVEED et al., 2015). 

A inoculação de bactérias fixadoras de nitrogênio na agricultura tem 

contribuído para reduzir o uso de fertilizantes químicos, bem como o impacto 

ambiental causado por estes. Estima-se que no Brasil a FBN tenha contribuído com 

cerca de 7,3 milhões de toneladas ano-1 de nitrogênio. A coinoculação entre rizóbios 

e BPCP tem apresentado aumento na nodulação, fixação de nitrogênio e a 

competitividade do rizóbio pelos múltiplos efeitos positivos na rizosfera das plantas, 

dependendo da combinação e compatibilidade entre bactérias e espécie vegetal 

(FILOSO et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2010; AHEMAD; KIBRET, 2014; NAVEED 

et al., 2015). 

2.3 Compostos e enzimas envolvidos na FBN 

O nitrogênio é absorvido como amônio (NH4
+) ou nitrato (NO3

-), sendo o amônio 

incorporado em aminoácidos pelas enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato 

sintase (GOGAT), formando glutamina (GLN), glutamato (GLU) e outros aminoácidos 

e seus metabólitos. O nitrato é incorporado pela ação da redutase do nitrato (NR) e 

redutase do nitrito (NiR). A glutamina é utilizada em diversos eventos metabólicos, 

sendo um dos principais compostos nitrogenados translocados na planta juntamente 

com a aspargina e ureídeos (alantoína e ácido alantoico) (BREDEMEIER; 

MUNDSTOCK, 2000; BRAUN et al., 2013; KOJIMA et al., 2014; LOPES et al., 2016). 

A leghemoglobina é uma proteína hemo-constituinte, presente nos nódulos de 

leguminosas, e tem a função de transportar oxigênio em taxas suficientes para o 

metabolismo aeróbio dos bacteróides de rizóbios nos nódulos das leguminosas, sem 
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excessos para que não inibam a atividade da nitrogenase (OTT et al., 2005; MA et al., 

2011). 

A atividade da GS na planta aumenta durante a nodulação de muitas espécies 

de leguminosas, este aumento deve ocorrer ao mesmo tempo em que a nitrogenase 

é expressa no bacterióide do rizobio e a leghemoglobina é produzida no citosol da 

célula da planta (OHYAMA; KUMAZAWA, 1980; COSTA, 1999). A expressão dos 

genes GS e GOGAT nos nódulos sofre influência do desenvolvimento do nódulo e a 

presença da amônia produzida pela ação da nitrogenase (MELLO, 2009; DUNN, 

2014). 

A sacarose e carboidratos são oriundos da redução do carbono, atuando em 

diversas funções no metabolismo vegetal, como: armazenamento, translocação de 

carbono, e proteção contra condições ambientais adversas. A atividade de enzimas 

como as invertases, beneficia a distribuição destes compostos entre os órgãos da 

planta (LEITE et al., 2011; BALIZA et al., 2014). 

As principais enzimas envolvidas diretamente no metabolismo da sacarose são: 

sacarose fosfato sintase, sacarose sintase, invertase ácida solúvel e invertase neutra 

(KOMOR, 2000). As invertases quebram a sacarose e produzem glicose, frutose e 

sacarose sintase, que produzem UDP-glicose e frutose, assim, disponibilizando 

células de carbono e energia para o processo de respiração, energia e síntese de 

diversos compostos (ROITSCH; GONZÁLEZ, 2004; DUNCAN et al., 2006; LOBO, 

2012; RODRIGUES et al., 2013). 

Existem duas isoformas da invertase ácida. Uma está envolvida na síntese da 

sacarose fora dos tecidos dreno, no apoplasto, ligada a parede celular, estabelecendo 

um gradiente de concentração de sacarose dos tecidos fonte para os drenos. A outra 

isoforma, está relacionada com o armazenamento de açúcares, regulação osmótica e 

respostas a estresses abióticos. A invertase neutra ou alcalina é considerada uma 

enzima de manutenção, e está localizada no citoplasma, e envolvida na degradação 

da sacarose. Já as atividades da invertase ácida da parede celular e sacarose sintase 

estão baixas, sugerindo o envolvimento da invertase neutra na degradação e acúmulo 

de sacarose no vacúolo (KOCH, 2004; ROITSCH; GONZÁLEZ, 2004; YAO et al., 

2009; LOBO et al., 2012). 
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2.4 Efeito do estresse salino na FBN 

Os solos salinos são caracterizados por condutividade elétrica do extrato de 

saturação (CEes) ≥ 4 dS m-1, a 25ºC, percentual de sódio trocável (PST) < 15%, 

relação de adsorção de sódio (RAS) < 13 e 7 < pH < 8,5. (RICHARDS, 1954; FREIRE; 

FREIRE, 2007; HOLANDA et al., 2010). No Brasil, os solos salinos ou halomórficos 

ocorrem no Rio Grande do Sul, no Pantanal Mato-grossense e na região semiárida do 

Nordeste. Estes solos são caracterizados por conterem elevados teores de sais 

solúveis, sódio trocável ou ambos, em horizontes ou camadas próximas à superfície. 

Os sais solúveis mais encontrados na solução do solo salino são: cloretos, sulfatos e 

bicarbonatos de Na2+, Ca2+ e Mg2+ e, em menor quantidade, nitratos e carbonatos de 

K+ e NH4
+ e os ânions SO4

2-, HCO3
- e CO3

2- (SCHOSSLER et al., 2012; PEDROTTI et 

al., 2015). 

A salinidade é resultante do processo de salinização, onde ocorre a 

concentração de sais solúveis na solução do solo, sendo estes sais oriundos dos 

minerais primários que compõem as rochas, liberados pela ação do intemperismo 

químico. A salinização pode ser natural ou primária, onde ocorre o acúmulo de sais 

oriundos de áreas circunvizinhas, ascensão capilar ou acúmulo em áreas baixas. Já 

a salinização antrópica ocorre devido à deposição de sais oriundos de água de 

irrigação, em virtude do manejo inadequado da irrigação e drenagem (RIBEIRO et al., 

2009; TAVARES FILHO et al., 2012; PEDROTTI et al., 2015). 

A salinidade prejudica o rendimento e produção das culturas agrícolas, 

principalmente as cultivadas em regiões semiáridas, em decorrência das condições 

climáticas de baixa precipitação e elevada evapotranspiração, agravando os efeitos 

deletérios da salinização do solo. O estresse salino é promovido pelo componente 

iônico e osmótico, onde o primeiro promove desbalanço nutricional, metabólico e 

efeitos tóxicos dos íons na planta, podendo reduzir a permeabilidade das raízes à 

água, o segundo componente induz o déficit hídrico, dificultando a absorção de água 

pelas plantas (FREIRE; FREIRE, 2007; PRISCO; GOMES FILHO, 2010; MAIA et al., 

2012; PEDROTTI et al., 2015). 

As plantas desenvolvem vários mecanismos fisiológicos e bioquímicos para 

sobreviver em solos salinos, como o controle da absorção e transporte interno de sais, 

acúmulo de Na+ no interior da planta, a compartimentação intracelular, ativação de 
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enzima antioxidante e síntese de compostos antioxidantes dentre outros (GUPTA; 

HUANG, 2014). 

2.5 Estresse oxidativo em plantas 

As plantas desenvolveram mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo, 

os quais envolvem mecanismos enzimáticos e não enzimáticos. O acúmulo de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) que pode ser diminuído pela capacidade de 

acionar os mecanismos de defesa antioxidantes. O excesso das EROs causa danos 

pela oxidação de proteínas, lipídeos e DNA, caracterizando o estresse oxidativo 

secundário, podendo causar danos e pode levar a célula à morte (KIM; KWAK, 2010; 

MAIA et al., 2012; BARBOSA et al., 2014). 

Para evitar os danos oxidativos, as plantas possuem sistemas antioxidantes e 

mantém a concentração das EROs em níveis não tóxicos. Este sistema tem a 

participação dos compostos ascorbato, glutationa, tocoferol, carotenoides e 

compostos fenólicos e as enzimas superóxido dismutase, catalase, peroxidase do 

ascorbato e peroxidase de fenóis (BARBOSA et al., 2010; BARBOSA et al., 2014; 

MAIA et al., 2015; ALVES et al., 2016). 

Nas plantas, a dismutase de superóxido catalisa a formação de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) a partir do íon superóxido (O2
-), e as catalases atuam protegendo a 

célula vegetal de danos oxidativos provocados pelo acúmulo excessivo de H2O2, 

dismutando ou oxidando substratos. As peroxidases do ascorbato catalisam a redução 

do H2O2 em água pela oxidação do ascorbato, estas podem ser encontradas nos 

clorosplastos, mitocôndrias, citosol, peroxissomos e glioxissomos, podendo ser 

encontradas sob diferentes isoformas. Já as peroxidases de fenóis são encontradas 

no citosol, vacúolo e parede celular, e têm papeis diversos nas plantas, como a 

participação na lignificação da parece celular, regulação do crescimento, biossíntese 

do etileno e resposta a vários estresses, bem como apresenta atividade antifúngica 

(GHOSH, 2006; OLIVEIRA et al., 2010; SHARMA et al., 2012; MAIA et al., 2015). 
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3 Sinergismo entre micro-organismos na coinoculação de Bradyrhizobium sp. 

e BPCP em feijão-caupi com e sem indução do estresse salino 

Resumo 

 

Em leguminosas como o feijão-caupi, o nitrogênio pode ser suprido pela fixação 
biológica de nitrogênio, com o uso de inoculantes com rizóbios. A coinoculação de 
rizóbios e bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) em leguminosas 
pode potencializar a nodulação, aumentar crescimento das plantas e favorecer a 
fixação de nitrogênio. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o sinergismo 
da coinoculação com Bradyrhizobium sp. e BPCP como alternativa para otimizar a 
performance simbiótica e o desenvolvimento do feijão-caupi com ou sem indução de 
estresse salino. As plantas de feijão caupi cv. “IPA 206” foram cultivadas em condições 
axênicas, inoculadas com Bradyrhizobium sp. e coinoculadas com Bradyrhizobium sp. 
e 15 estirpes de BPCP, sendo mantidas com (50 mmol L-1 de NaCl) e sem estresse 
salino. Foram avaliados, o crescimento, massa seca e nodulação e realizada análise 
do teor de nitrogênio, sódio e potássio na parte aérea das plantas. Foi observada uma 
diminuição no número de nódulos, massa seca da raiz, altura de plantas e nitrogênio 
total, quando o feijão-caupi cv “IPA 206” foi cultivado com estresse salino, indicando 
que esta cultivar é sensível ao estresse induzido por um período de 23 dias. Porém a 
inoculação e coinoculação com o Bradyrhizobium sp. e BPCP permitiu a sobrevivência 
das plantas e o seu desenvolvimento. As respostas em relação ao sinergismo dos 
micro-organismos, quanto ao crescimento, nodulação e mecanismos de tolerância à 
salinidade foram observadas nas plantas coinoculadas com Bradyrhizobium. sp. e 
Actinomadura sp., Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp., Bradyrhizobium sp. e 
Streptomyces sp., Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis e Bradyrhizobium sp. 
e Paenibacillus durus. Estas associações foram promissoras para otimizar a 
performance simbiótica e o desenvolvimento do feijão-caupi cv “IPA 206”. 

 
Palavras chave: Vigna unguiculata [L.] Walp.. Rizóbio. FBN. Salinidade. Bactérias 

promotoras de crescimento de plantas. 
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Synergism between microorganisms in the inoculation of Bradyrhizobium sp. 

and BPCP in cowpea with and without salt stress induction 

Abstract 

 

In legumes such as cowpea, nitrogen can be supplied by biological fixation of 
nitrogen, with the use of rhizobium inoculants. The co-inoculation of rhizobia and plant 
growth promoting bacteria (PGPB) in legumes can potentiate nodulation, increase 
plant growth and favor nitrogen fixation. In this context, the objective of this work was 
to evaluate the synergism of the co-inoculation with Bradyrhizobium sp. And BPCP as 
an alternative to optimize symbiotic performance and the development of cowpea with 
or without salt stress induction. The plants of cowpea cv. "IPA 206" were cultivated 
under axenic conditions, inoculated with Bradyrhizobium sp. and coincidental with 
Bradyrhizobium sp. and 15 PGPB strains, being maintained with (50 mmol L-1 of NaCl) 
and without saline stress. Growth, dry mass and nodulation were evaluated and 
nitrogen, sodium and potassium contents were analyzed in the aerial part of the plants. 
A decrease in the number of nodules, root dry matter, plant height and total nitrogen 
was observed when the cowpea cv "IPA 206" was cultivated with saline stress, 
indicating that this cultivar is sensitive to stress induced by a period of 23 days. 
However, inoculation and co-inoculation with Bradyrhizobium sp. and PGPB allowed 
for the survival of plants and their development. The response to microorganism 
synergism regarding growth, nodulation and mechanisms of salinity tolerance were 
observed in the plants co-inoculated with Bradyrhizobium. sp. and Actinomadura sp., 
Bradyrhizobium sp. and Bacillus sp., Bradyrhizobium sp. and Streptomyces sp., 
Bradyrhizobium sp. and Paenibacillus graminis and Bradyrhizobium sp. and 
Paenibacillus durus. These associations were promising to optimize symbiotic 
performance and the development of cowpea cv "IPA 206". 

 
Keywords: Vigna unguiculata [L.] Walp.. Rhizobium. BNF. Sanility. Plant growth 

promoting bacteria. 
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3.1 Introdução 

O feijão-caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) é uma leguminosa que compõe a 

alimentação básica de muitos brasileiros, principalmente nas regiões Norte e 

Nordeste. É fonte de proteínas (23 a 25% em média), fibras, aminoácidos essenciais, 

carboidratos, vitaminas e minerais (FROTA et al., 2008; CHAGAS JÚNIOR et al., 

2014). Esta cultura, é amplamente cultivada na região Nordeste, porém com baixa 

produtividade, em decorrência do baixo nível tecnológico utilizado no cultivo, mesmo 

sendo adaptada às condições tropicais e subtropicais, (FREIRE FILHO et al., 2011). 

O feijão-caupi quando em simbiose com bactérias capazes de realizar a fixação 

biológica de nitrogênio (FBN) é beneficiada pela redução ou eliminação no uso de 

fertilizantes nitrogenados. Sendo a FBN importante na produção sustentável de 

alimentos agrícolas e ambientalmente saudáveis (BOGINO et al., 2015; SOUZA et al., 

2015). Muitas bactérias que se associam às plantas têm a capacidade de promover 

seu crescimento, sendo denominadas de bactérias promotoras de crescimento de 

plantas (BPCP), as quais podem ser associativas, endofíticas ou de vida livre 

(MOREIRA et al., 2010). 

As bactérias BPCP podem promover o crescimento vegetal, pela FBN, pela 

produção de substâncias que auxiliam o crescimento radicular, que apresentem efeito 

antagônico contra fitopatógenos, solubilização de fosfatos inorgânicos, produção de 

fitormônios, entre outros, aumentando a resistência a estresses abióticos (COMPANT 

et al., 2010; MASCIARELLI et al., 2014). A coinoculação com rizóbios e BPCP em 

leguminosas pode potencializar a nodulação, aumentar o crescimento das plantas e 

favorecer a FBN, promover a nodulação precoce e aumento na produção de grãos, 

quando a interação entre as espécies bacterianas é positiva (HUNGRIA et al., 2013; 

CHIBEBA et al., 2015). 

Neste estudo, foi testada a hipótese de que a inoculação e/ou coinoculação 

com Bradyrhizobium sp. e BPCP pode otimizar o desenvolvimento e a performance 

simbiótica em plantas de feijão-caupi, com e sem indução do estresse salino, além de 

mitigar os efeitos deletérios causado pelo estresse salino. Esta hipótese foi testada 

para investigar a interação sinérgica entre Bradyrhizobium sp. e BPCP, que pode 

resultar em seleção de micro-organismos mais eficientes para o feijão-caupi. O 

objetivo deste trabalho foi avaliar o sinergismo da coinoculação com Bradyrhizobium 
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sp. e BPCP como alternativa para otimizar a performance simbiótica e o 

desenvolvimento do feijão-caupi com ou sem indução de estresse salino. 

 

3.2 Material e Métodos 

3.2.1 Obtenção dos micro-organismos e preparo dos inoculantes 

A estirpe de rizóbio e bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) 

utilizadas no experimento foram multiplicadas em condições controladas para a 

produção dos inoculantes (Tabela 1). Os meios de cultura de purificação e 

multiplicação de cada estirpe estão descritos na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Descrição dos meios utilizados para multiplicação de estirpes de bactérias 

promotoras de crescimento em plantas 

Meio de 
cultura 

Referência 
pH Estirpe bacteriana Código de acesso 

YM e YMA Vincent, 1970 6,5 Bradyrhizobium sp. UFLA 03-84 
AY e AYA Nonomura; Ohara, 

1971 
6,4 Actinomadura sp.  183-EL 

Streptomyces sp. 212 e S30 
DYGS Rodrigues Neto, 

1986 
6,0 Bacillus sp IPACC11 

Herbaspirillum seropedicae BR11175 
6,8 Azospirillum amazonense BR11140 

Burkholderia tropica  BR11364 
TSA e TSB  7,3 Bacillus ssp. ANBE 31 

 Bacillus cereus 440 
 Bacillus pumilus 448 
 Brevibacillus brevis 447 
 Paenibacillus brasilensis 24 
 Paenibacillus graminis MC 04.21 
 Paenibacillus durus C 04.21 e CRIP 105 

Os inoculantes foram incubados em agitador rotatório (200 rpm e 28º C) por 96 

horas, para a estirpe de Bradyrhizobium sp. (UFLA 03-84) e para as 15 estirpes de 

BPCP foram (200 rpm a 30º C) por 48 a 96 horas de acordo com as estirpes 

bacterianas. 

O experimento foi conduzido em condições axênicas em casa-de-vegetação do 

Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA; Recife/PE/ Brasil). Sementes do cultivar 

“IPA 206” de feijão-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], foram desinfestadas 

(HUNGRIA; ARAÚJO, 1994) e semeadas em vasos de Leonard contendo areia lavada 

(pH 6,5), ambos previamente autoclavados (1 h; 120º C; 101 kPa). Na ocasião da 
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semeadura, as sementes foram inoculadas utilizando-se 1,0 mL da suspensão 

bacteriana (108 UFC mL-1), contendo o Bradyrhizobium sp. (UFLA 03-84) ou 

coinoculadas com 1,0 mL da suspensão bacteriana contendo o Bradyrhizobium sp. e 

1,0 mL da suspensão bacteriana contendo uma estirpe de BPCP (107 UFC mL-1). 

Durante o experimento, as plantas foram irrigadas por capilaridade com solução 

nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) isenta de nitrogênio e modificada conforme 

Silveira et al. (1998). O desbaste foi realizado aos cinco dias após a germinação (DAG) 

e mantiveram-se duas plantas por vaso (unidade experimental). 

As plantas foram submetidas ao estresse salino aos 10 DAG, as quais foram 

adicionados 50 mmol L-1 de cloreto de sódio (NaCl) na solução nutritiva, em 50% dos 

vasos, sendo a solução nutritiva colocada nos vasos de Leonard com pH de 6,5 e CE 

de 1,18 mS cm-1 e 6,07 mS cm-1, sem e com NaCl, respectivamente. As soluções 

nutritivas foram trocadas a cada três a quatro dias. 

3.2.2 Delineamento experimental e análise estatística 

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com arranjo em 

fatorial (16 x 2) + 1 controle, sendo 16 combinações bacterianas (uma inoculação 

apenas com Bradyrhizobium sp. e 15 coinoculações com Bradyrhizobium sp. e 

BPCP), conforme descrito na Tabela 2. Aplicaram-se dois níveis de salinidade (0 e 50 

mmol L-1 NaCl), em três blocos casualizados e o tratamento controle absoluto (plantas 

não inoculadas, sem nitrogênio e sem NaCl). 
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Tabela 2. Inoculação e coinoculações utilizadas nas sementes de feijão-caupi cv. ‘IPA 

206”, para formação dos tratamentos 

Tratamento Combinação bacteriana Espécie bacteriana 

T1 UFLA 03-84 Bradyrhizobium sp. 

T2 UFLA 03-84 e 183-EL Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. 

T3 UFLA 03-84 e IPACC11 Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. 

T4 UFLA 03-84 e BR11140 Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense 

T5 UFLA 03-84 e BR11175 Bradyrhizobium sp. e Herbaspirillum seropedicae 

T6 UFLA 03-84 e BR11364 Bradyrhizobium sp. e Burkholderia tropica 

T7 UFLA 03-84 e S30 Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. 

T8 UFLA 03-84 e 212 Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. 

T9 UFLA 03-84 e ANBE 31 Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. 

T10 UFLA 03-84 e 440 Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus 

T11 UFLA 03-84 e 448 Bradyrhizobium sp. e Bacillus pumilus 

T12 UFLA 03-84 e 447 Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis 

T13 UFLA 03-84 e 24 Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus brasilensis 

T14 UFLA 03-84 e MC 04.21 Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis 

T15 UFLA 03-84 e C 04.50 Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus durus 

T16 UFLA 03-84 e CRIP 105 Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus durus 

   

3.2.3 Variáveis analisadas 

A coleta do experimento foi realizada aos 33 DAG, no Laboratório de Biologia 

do Solo no IPA, onde as plantas foram induzidas ao estresse salino por 23 dias. Foram 

avaliadas as seguintes variáveis: altura de plantas com o trena graduada, 

comprimento da raiz (CR) com régua graduada, massa seca da parte aérea (MSPA), 

da raiz (MSR) e de nódulos (MSN) com balança de precisão, Relação massa seca da 

parte aérea e massa seca da raiz (MSPA/MSR) por cálculo, número de nódulos (NN) 

contando, nitrogênio total pelo método de Kjeldahl (BREMNER, 1965), tamanho dos 

nódulos e nodulação específica, calculados segundo metodologia de Gulden e 

Vessey, 1998, teor de sódio e potássio na MSPA, segundo métodos descritos em 

EMBRAPA (SILVA, 2009). 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) com níveis 

de significância de 5% pelo teste F, análise de contraste entre o tratamento controle e 

as médias comparadas pelo teste de Tukey a (p<0,05). Todas as análises foram 

realizadas utilizando o programa Assistat (SILVA et al., 2009). 
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3.3 Resultados e Discussão 

Os tratamentos inoculados proporcionaram melhor desenvolvimento vegetal 

do que as plantas não inoculadas, para as variáveis: altura da planta (AP) massa seca 

da parte aérea (MSPA), massa seca de nódulos (MSN), relação massa seca da parte 

aérea e massa seca da raiz (MSPA/ MSR), número de nódulos (NN) e nodulação 

específica (Tabela 3). Entretanto foi observado que a inoculação com o 

Bradyrhizobium sp. (UFLA 03-84) e/ou a coinoculação com as BPCP não interferiram 

na MSR e CR. 

 

Tabela 3. Análise de contraste entre os tratamentos não inoculados e inoculados 

Tratamento 
AP MSPA MSR CR MSPA/MSR 

cm g.vaso-1 g.vaso-1 cm.vaso-1 g.g-1 

Não inoculado 22,27 B 0,94 B 0,69 A 16,33 A 1,48 B 

Inoculado 31,79 A 2,22 A 0,68 A 14,76 A 3,72 A 

Tratamento 
NN MSN NE Sódio Potássio 

vaso-1 g.vaso-1 NN.g-1MSR  g.kg-1MSPA g.kg-1MSPA 

Não inoculado 0,00 B 0,00 B 0,00 B 0,00 B 12,61 B 

Inoculado 132,4 A 0,22 A 211,90 A 9,49 A 17,50 A 

*Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) 
AP – Altura de planta, MSPA – massa seca da parte aérea. MSR – massa seca de raiz, CR – 
comprimento de raiz, MSPA/MSR – relação massa seca da parte aérea e massa seca da raiz, NN – 
número de nódulos, MSN – massa seca de nódulos, NE – nodulação específica, sódio – teor de sódio 
na parte aérea, potássio – teor de potássio na parte aérea 

Como foi observado para MSPA, AP, MSN, MSPA/MSR e NN, a inoculação de 

sementes de leguminosas com bactérias fixadoras de nitrogênio contribui 

significativamente para o aumento dos rendimentos na produção de grãos (VOISIN et 

al., 2010; FERREIRA et al., 2011), pode dispensar o uso de fertilizante mineral 

nitrogenado, caso esta inoculação seja sinérgica (HUNGRIA; MEGÍAS, 2013), sendo 

necessário avaliar a compatibilidade da combinação bacteriana, e se esta permite 

aumentar a produtividade agrícola (BEN SALAH et al., 2011). 

O sinergismo e benefício da coinoculção entre rizóbio e BPCP depende da 

estirpe utilizada no inoculante, de sua eficácia, da especificidade com a espécie 

vegetal, do cultivar e genótipo, composição do exsudato de raiz da planta hospedeira, 

densidade de células de inóculo aplicada, dose de inoculação ideal, e variação de 

temperatura (REMANS et al., 2008; MISHRA et al., 2009; FOX et al., 2011). 
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Houve incremento na altura das plantas inoculadas com T12, seguido por T16 

e depois T14, T5, T10, T7, T2, T1, T13 e T11, independente da condição de cultivo 

(Figura 1), as plantas coinoculadas com os tratamentos T4, T6, T9 e T15, 

apresentaram plantas menores. O tratamento T15 (Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 

durus (UFLA 03-84 e C 04.50) neste trabalho apresentou tamanho menor altura das 

plantas, não corroborando com o resultado encontrado por Rodrigues et al., (2012). 

Este resultado indica a importância da interação sinérgica entre o rizóbio e a BPCP, 

favorecendo o desenvolvimento da planta. 

Rodrigues et al. (2012) cultivou plantas de feijão-caupi cv “IPA 206”, em vasos 

de Leonard em casa-de-vegetação”, o feijão foi coinoculado com Bradyrhizobium sp. 

(BR 3267) e Bacillus, Brevibacillus ou Paenibacillus, onde o tratamento coinoculado 

com o Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus durus (BR 3267 e C 04.50) teve maior altura 

de planta aos 35 dias após o plantio. 

Comparando as diferentes condições de cultivo com e sem estresse salino 

observa-se uma redução de 27 % na altura das plantas (Figura 1B). Quando foram 

cultivadas na presença de 50 mmol L-1 de NaCl, as combinações bacterianas 

permitiram o crescimento das plantas, mesmo estas plantas apresentando diminuição 

no seu porte e área foliar, em comparação com as plantas sob condição controle. A 

tolerância ao estresse salino foi influenciada pela inoculação com Bradyrhizobium sp. 

(T1), tendo em vista que a estirpe Bradyrhizobium sp. (UFLA 03-84) tolera até 30 g L-

1 de NaCl in vitro (NÓBREGA et al., 2004), pois as plantas sem inoculação e mantidas 

sob estresse salino morreram durante a condução do experimento (dados não 

apresentado). 
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Figura 1. Altura de planta (*CV = 15,77%) de feijão-caupi inoculadas com Bradyrhizobium sp. e 

coinoculadas Bradyrhizobium sp e BPCP - (A), cultivadas em condição controle e estresse salino (0 e 
50 mmol L-1 NaCl) - (B). Médias seguidas de mesma letra minúscula (combinações de bactérias) e 
maiúscula (condições de cultivo) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *coeficiente de 
variação. 
*T1 - Bradyrhizobium sp., T2 - Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp., T3 e T9 - Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp., T4 - Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense, T5 - Bradyrhizobium sp. e 
Herbaspirillum seropedicae, T6 - Bradyrhizobium sp. e Burkholderia tropica, T7 e T8 - Bradyrhizobium 
sp. e Streptomyces sp., T10 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus, T11 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
pumilus, T12 - Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis, T13 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 
brasilensis, T14 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis, T15 e T16 - Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus durus. 

A tolerância ao estresse salino das plantas coinoculadas pode ter sido 

favorecida pela produção da enzima ACC deaminase pela BPCP, tendo em vista que 

a ACC deaminase auxilia a manter o crescimento e desenvolvimento de plantas sob 

condições de estresse, por diminuir a síntese de etileno (SALEE et al., 2007), a estirpe 

IPACC11 apresentou atividade positiva para ACC deaminase (ANTUNES et al., 2016). 

A inoculação com Bradyrhizobium sp. (T1) e as coinoculações com 

Bradyrhizobium sp. e BPCP responderam diferentemente quanto ao crescimento da 

raiz, sendo as raízes maiores nos tratamentos Bradyrhizobium sp. (T1) isoladamente 

e todos os tratamento coinoculados exceto, T3, T6, T9, T10, T11 e T13 (Figura 2). O 

maior crescimento da raiz permite que a planta explore um maior volume de solo, 

beneficiando a absorção de nutrientes e água pelas plantas (SILVA; DELATORRE, 

2009). 
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Figura 2. Comprimento da raiz (*CV = 19,02%) de plantas de feijão-caupi cv “IPA 206” inoculadas com 

Bradyrhizobium sp. e coinoculadas Bradyrhizobium sp. e BPCP, independentes da condição de cultivo. 
Médias seguidas de mesma letra não diferem entre as combinações bacterianas, pelo teste de Tukey 
(p<0,05). *coeficiente de variação. 
*T1 - Bradyrhizobium sp., T2 - Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp., T3 e T9 - Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp., T4 - Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense, T5 - Bradyrhizobium sp. e 
Herbaspirillum seropedicae, T6 - Bradyrhizobium sp. e Burkholderia tropica, T7 e T8 - Bradyrhizobium 
sp. e Streptomyces sp., T10 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus, T11 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
pumilus, T12 - Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis, T13 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 
brasilensis, T14 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis, T15 e T16 - Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus durus. 

Quando as plantas de feijão-caupi foram cultivadas sob condição controle 

houve incremento na produção massa seca da parte aérea em algumas combinações 

bacterianas, nas plantas inoculadas com todas as combinações bacterianas, exceto 

os tratamentos T4, T6, T9, T11 e T15. Porém quando cultivadas sob estresse salino 

nenhuma das combinações bacterianas foi beneficiada quanto à massa seca da parte 

aérea (Figura 3). 

A presença ACC-deaminase em BPCP facilita a simbiose entre rizóbios e 

leguminosas, uma vez que diminui a síntese de etileno endógeno e portanto, facilita o 

alongamento da raiz e a nodulação, resultando em maior crescimento e produtividade 

vegetal, induzindo tolerância a estresses como o de seca e de salinidade. Bactérias 

de diversos géneros como Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, e Rhizobium exibiram 

atividade de ACC-deaminase (AHEMAD; KIBRET, 2014; GLICK, 2014). 

Comparando as condições de cultivos, os tratamentos T3, T4, T6, T8, T9 e T15, 

não apresentaram diferença significativa pelo teste de Tukey (p<0,05), quanto a 

massa seca da parte aérea, quando cultivadas com e sem estresse salino. A maioria 

das plantas que apresentaram MSPA maior que 3,0 g vaso-1, quando em condição 
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controle, tiveram a massa seca da parte aérea reduzida quando cultivadas sob 

estresse salino, com exceção dos tratamentos T3 e T8 (Figura 3). 

 
  

Figura 3. Massa seca da parte aérea (*CV = 22,70%) de plantas de feijão-caupi “IPA 206” inoculado 
com Bradyrhizobium sp. e coinoculadas Bradyrhizobium sp. e BPCP, cultivadas em condição controle 
e estresse salino (0 e 50 mmol L-1 NaCl). Médias seguidas de mesma letra minúscula (combinações de 
bactérias) e maiúscula (condições de cultivo) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
*coeficiente de variação. 
*T1 - Bradyrhizobium sp., T2 - Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp., T3 e T9 - Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp., T4 - Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense, T5 - Bradyrhizobium sp. e 
Herbaspirillum seropedicae, T6 - Bradyrhizobium sp. e Burkholderia tropica, T7 e T8 - Bradyrhizobium 
sp. e Streptomyces sp., T10 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus, T11 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
pumilus, T12 - Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis, T13 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 
brasilensis, T14 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis, T15 e T16 - Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus durus. 

O aumento no crescimento, como evidenciado na altura de plantas e massa 

seca da parte aérea das plantas de feijão-caupi promovido pelas BPCP, que utilizam 

mecanismos para beneficiar a planta, tais como a produção de fitohormônio, 

sideróforos, amônia, atividade da nitrogenase e solubilização de fosfato 

(FIGUEIREDO et al., 2008; ANJUM et al., 2011; LONGATTI et al., 2013; AHEMAD; 

KIBRET, 2014). 

Maior massa seca da raiz foi encontrada nas plantas inoculadas com o 

tratamento T1 e com todas as coinocuações exceto os tratamentos, T4, T6, T9 e T15, 

independente das condições de cultivo (Figura 4A). Diferentes coinoculações 

beneficiaram o crescimento radicular, como foi observado nas Figuras 2 e 4A, apenas 

nas plantas coinoculadas os tratamentos T4 e T15, que promoveram maior 

crescimento de raízes, porém com pouca massa, indicando ter menos raízes laterais, 

consequentemente menor aérea de absorção de nutrientes e água.   
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Figura 4. Massa seca da raiz (*CV = 21,01%) de plantas de feijão-caupi inoculadas com 
Bradyrhizobium sp. e coinoculadas Bradyrhizobium sp. e BPCP - (A) cultivadas em condição controle 
e estresse salino (0 e 50 mmol L-1 NaCl) - (B). Médias seguidas de mesma letra minúscula 
(combinações de bactérias) e maiúscula (condições de cultivo) não diferem entre si pelo teste de Tukey 
(p<0,05). *coeficiente de variação. 
*T1 - Bradyrhizobium sp., T2 - Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp., T3 e T9 - Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp., T4 - Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense, T5 - Bradyrhizobium sp. e 
Herbaspirillum seropedicae, T6 - Bradyrhizobium sp. e Burkholderia tropica, T7 e T8 - Bradyrhizobium 
sp. e Streptomyces sp., T10 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus, T11 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
pumilus, T12 - Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis, T13 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 
brasilensis, T14 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis, T15 e T16 - Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus durus. 

Quando as plantas foram cultivadas sob estresse salino a massa seca da raiz 

reduziu 49,37%, quando comparadas com as plantas que foram cultivadas em 

condição controle. Segundo Maia et al., (2015) o estresse salino provoca a morte do 

meristema apical das plantas, inibindo o crescimento da raiz principal (Figura 4B). 

Diversas BPCP podem sintetizar ácido-3-indol acético (AIA), inclusive as dos 

gêneros Azospirillum, Rhizobium e Bradyrhizobium, como a estirpe de Bacillus sp. 

(IPACC11) (ANTUNES, 2016), Azospirillum amazonense (BR11140) (REIS JÚNIOR 

et al., 2004) e Herbaspirillum seropedicae (BR11175) (PORTO et al., 2017). 

Promovendo a divisão celular, o crescimento das raízes (pela formação de raízes 

laterais e adventícias) e formação de nódulos, nas leguminosas, assim como a 

resistência a condições estressantes (TEALE et al., 2006; AHEMAD; KIBRET, 2014). 

As plantas cultivadas sem salinidade apresentaram maior massa seca de 

nódulos (MSN) nas que foram coinoculadas com os tratamentos T2, T7, e T12, porém 

nas plantas cultivadas sob salinidade a MSN foi maior nas plantas coincouladas com 

os tratamentos T2, T3, T7, T8, T9, T10, T11, T14 e T16 (Figura 5). Comparando as 

condições de cultivo observou-se que apenas as plantas coinoculadas com os 
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tratamentos T4 e T9, não apresentaram redução significativa na massa seca de 

nódulos, porém estas coinoculações não apresentaram diminuição na MSN quando 

as plantas foram cultivadas sem salinidade. Nas demais coinoculações houve uma 

redução significativa na MSN nas plantas submetidas ao estresse salino quando 

comparadas as cultivadas na condição controle (Figura 5).   

 

Figura 5. Massa seca de nódulos (*CV = 7,84%) de plantas de feijão-caupi “IPA 206” inoculado com 
Bradyrhizobium sp. e coinoculadas Bradyrhizobium sp. e BPCP, cultivadas em condição controle e 
estresse salino (0 e 50 mmol L-1 NaCl). Médias seguidas de mesma letra minúscula (combinações de 
bactérias) e maiúscula (condições de cultivo) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
*coeficiente de variação. 
*T1 - Bradyrhizobium sp., T2 - Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp., T3 e T9 - Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp., T4 - Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense, T5 - Bradyrhizobium sp. e 
Herbaspirillum seropedicae, T6 - Bradyrhizobium sp. e Burkholderia tropica, T7 e T8 - Bradyrhizobium 
sp. e Streptomyces sp., T10 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus, T11 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
pumilus, T12 - Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis, T13 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 
brasilensis, T14 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis, T15 e T16 - Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus durus. 

A relação entre massa seca da parte aérea e massa seca da raiz (MSPA/ MSR) 

não apresentou diferença significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) entre a inoculação 

com Bradyrhizobium sp. e as coinoculações com Bradyrhizobium. sp. e BPCP, quando 

as plantas foram cultivadas na presença de estresse salino (50 mmol L-1 NaCl) ou sem 

estresse, podendo indicar um mecanismo de adaptação destas plantas à salinidade 

(Figura 6). 
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A relação MSPA/MSR foi menor apenas nas plantas coinoculadas com o 

tratamento T14 (Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis - UFLA 03-84 e MC 

04.21), quando cultivadas sob estresse salino em comparação as plantas cultivadas 

na condição controle (Figura 6). Isto indica que o crescimento da parte aérea foi mais 

prejudicado do que o crescimento da raiz, quando as plantas foram cultivadas na 

presença do NaCl devido a menor relação MSPA/MSR. Segundo Morales et al. 

(2001), as partes da planta não são afetadas igualmente pela salinidade.   

 

Figura 6. Relação massa seca da parte aérea e massa seca da raiz (*CV = 21,45%) das plantas de 

feijão-caupi “IPA 206” inoculado com Bradyrhizobium sp. e coinoculadas Bradyrhizobium sp. e BPCP, 
cultivadas em condição controle e estresse salino (0 e 50 mmol L-1 NaCl). Médias seguidas de mesma 
letra minúscula (combinações de bactérias) e maiúscula (condições de cultivo) não diferem entre si 
pelo teste de Tukey (p<0,05). *coeficiente de variação 
*T1 - Bradyrhizobium sp., T2 - Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp., T3 e T9 - Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp., T4 - Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense, T5 - Bradyrhizobium sp. e 
Herbaspirillum seropedicae, T6 - Bradyrhizobium sp. e Burkholderia tropica, T7 e T8 - Bradyrhizobium 
sp. e Streptomyces sp., T10 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus, T11 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
pumilus, T12 - Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis, T13 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 
brasilensis, T14 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis, T15 e T16 - Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus durus. 

As plantas utilizam alguns mecanismos de adaptação à salinidade como a 

redução da área foliar e controle na abertura dos estômatos que diminuem a perda de 

água por transpiração, reduzindo assim a taxa fotossintética, diminuindo o 

crescimento destas plantas, e o ajustamento osmótico, que ocorre devido ao acúmulo 

dos íons absorvidos nos vacúolos das células das folhas, conservando a concentração 

salina no citoplasma e nas organelas em níveis baixos (FLOWERS, 2004; TAIZ; 

ZEIGER, 2009; DIAS; BLANCO, 2010). 
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Não houve diferença significativa pelo teste de Tukey (p<0,05) no número de 

nódulos das plantas inoculadas com o Bradyrhizobium sp. isoladamente ou com 

quaisquer umas das coinoculações (Figura 7A). O aumento na massa e no número 

de nódulos pode indicar maior acúmulo de nitrogênio nas plantas de feijão-caupi, no 

entanto muitos nódulos não são suficientes, a planta deve ter nódulos grandes, com 

maior eficiência relativa (XAVIER et al., 2007). 

A salinidade (50 mmol L-1 NaCl) reduziu o número de nódulos em 11,92%, nas 

plantas de feijão-caupi quando comparada com as plantas cultivadas sem salinidade 

(Figura 7B). A concentração de NaCl que corresponda a 4,0 dS m-¹, é considerada 

moderada para o feijão-caupi, promovendo poucos danos ao crescimento da planta 

(AYERS; WESTCOT, 1999; SILVEIRA et al., 2001).   

 

Figura 7. Número de nódulos (*CV = 13,99%) de plantas de feijão-caupi inoculadas com 

Bradyrhizobium sp. e coinoculadas Bradyrhizobium sp e BPCP - (A), cultivadas em condição controle 
e estresse salino (0 e 50 mmol L-1 NaCl) - (B). Médias seguidas de mesma letra minúscula 
(combinações de bactérias) e maiúscula (condições de cultivo) não diferem entre si pelo teste de Tukey 
(p<0,05). *coeficiente de variação. 
*T1 - Bradyrhizobium sp., T2 - Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp., T3 e T9 - Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp., T4 - Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense, T5 - Bradyrhizobium sp. e 
Herbaspirillum seropedicae, T6 - Bradyrhizobium sp. e Burkholderia tropica, T7 e T8 - Bradyrhizobium 
sp. e Streptomyces sp., T10 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus, T11 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
pumilus, T12 - Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis, T13 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 
brasilensis, T14 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis, T15 e T16 - Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus durus. 

A redução na massa seca de nódulos e no número de nódulos (Figura 5 e 7, 

respectivamente) quando as plantas foram cultivadas na presença de NaCl (50 mmol 

L-1), pode indicar uma sensibilidade ao estresse salino na interação entre 

Bradyrhizobium sp. e o feijão-caupi cv. “IPA 206”. Medeiros et al. (2008), avaliando o 

efeito do estresse salino sobre a nodulação do feijão-caupi inoculado com estirpe de 
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Bradyrhizobium sp. (BR 2001), observaram, aos 35 dias após emergência, uma 

diminuição acentuada na massa nodular a partir da concentração de 1 dS m-1, sendo 

a menor MSN observada na água de irrigação com CE de 8 dS m-1 e uma redução no 

número de nódulos com o aumento na condutividade elétrica da água de irrigação (0 

a 8 dS m-1). 

Combinação entre rizóbio e BPCP que sejam eficientes, podem melhorar o 

crescimento da planta e a fixação de nitrogênio por induzir a ocupação de rizóbios nos 

nódulos da leguminosa (TILAK et al., 2006). A eficiência do metabolismo do nitrogênio 

proveniente da FBN pode ser avaliada pelo teor de nitrogênio total na massa seca da 

parte aérea (Figura 8) e pela nodulação específica (Figura 10). 

Alto teor de nitrogênio foi observado em todas as plantas inoculadas com 

Bradyrhizobium sp. isoladamente (T1) e nas coinoculações, exceto aquelas 

coinoculadas com os tratamentos T6, T9 e T15, independente das condições de 

cultivo (Figura 8A). A salinidade diminuiu em 26,43% o teor de nitrogênio total na 

massa seca da parte aérea nas plantas de feijão caupi quando comparadas as plantas 

cultivadas sem salinidade. 

 

Figura 8. Nitrogênio total (*CV = 8,10%) em plantas de feijão-caupi inoculadas com Bradyrhizobium sp. 

e coinoculadas Bradyrhizobium sp e BPCP - (A), cultivadas em condição controle e estresse salino (0 
e 50 mmol L-1 NaCl) - (B). Médias seguidas de mesma letra minúscula (combinações de bactérias) e 
maiúscula (condições de cultivo) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *coeficiente de 
variação. 
*T1 - Bradyrhizobium sp., T2 - Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp., T3 e T9 - Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp., T4 - Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense, T5 - Bradyrhizobium sp. e 
Herbaspirillum seropedicae, T6 - Bradyrhizobium sp. e Burkholderia tropica, T7 e T8 - Bradyrhizobium 
sp. e Streptomyces sp., T10 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus, T11 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
pumilus, T12 - Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis, T13 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 
brasilensis, T14 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis, T15 e T16 - Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus durus. 
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O fato da inoculação com o Bradyrhizobium sp. e algumas coinoculações com 

BPCP terem apresentado teor de nitrogênio na parte aérea que não diferiram entre si, 

indica fluxo de nitrogênio do rizóbio para a planta, bem como o estímulo da FBN na 

presença de algumas BPCP, permitindo maior fornecimento de nitrogênio fixado, o 

que pode ser observado pelo aumento de 10,80% no teor de nitrogênio na parte aérea 

das plantas de feijão-caupi coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Bacillus pumilus 

(T11), respectivamente, em comparação com a inoculação com o Bradyrhizobium sp. 

(T1) isoladamente (Figura 8).   

O tamanho do nódulo foi maior nas plantas inoculadas o Bradyrhizobium sp. 

(T1) e todas as coinoculações, exceto as coinoculações Bradyrhizobium sp. e 

Paenibacillus durus (T15), que apresentou menor tamanho de nódulos (Figura 9A). 

Os nódulos das plantas cultivadas sob estresse salino apresentaram tamanho 

reduzido em 34,78%, quando comparada às plantas cultivadas sob condição controle 

(Figura 9B). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Tamanho de nódulos (*CV = 29,81%) em plantas de feijão-caupi inoculadas com 
Bradyrhizobium sp. e coinoculadas Bradyrhizobium sp e BPCP - (A), cultivadas em condição controle 
e estresse salino (0 e 50 mmol L-1 NaCl) - (B). Médias seguidas de mesma letra minúscula 
(combinações de bactérias) e maiúscula (condições de cultivo) não diferem entre si pelo teste de Tukey 
(p<0,05). *coeficiente de variação 
*T1 - Bradyrhizobium sp., T2 - Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp., T3 e T9 - Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp., T4 - Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense, T5 - Bradyrhizobium sp. e 
Herbaspirillum seropedicae, T6 - Bradyrhizobium sp. e Burkholderia tropica, T7 e T8 - Bradyrhizobium 
sp. e Streptomyces sp., T10 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus, T11 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
pumilus, T12 - Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis, T13 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 
brasilensis, T14 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis, T15 e T16 - Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus durus. 

A nodulação específica foi influenciada por diferentes combinações 

bacterianas, onde as maiores foram observadas nas inoculadas com o tratamento T1 
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e algumas coinoculações, porém as que foram coinoculadas com os tratamentos T5, 

T7 e T13, tiveram menor desepenho quanto a nodulação específica (Figura 10). Para 

uma simbiose bem-sucedida, que resulte em fixação de nitrogênio eficiente, são 

necessárias várias etapas, onde os simbiontes troquem sinais químicos, como 

flavonóides das plantas e fatores Nod bacterianos, bem como a expressão de vários 

genes (BOGINO et al., 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Nodulação específica (*CV = 17,24%) em plantas de feijão-caupi “IPA 206” inoculado com 
Bradyrhizobium sp. e coinoculadas Bradyrhizobium sp. e BPCP, independentes da condição de cultivo. 
Médias seguidas de mesma letra não diferem entre as combinações bacterianas, pelo teste de Tukey 
(p<0,05). *coeficiente de variação 
*T1 - Bradyrhizobium sp., T2 - Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp., T3 e T9 - Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp., T4 - Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense, T5 - Bradyrhizobium sp. e 
Herbaspirillum seropedicae, T6 - Bradyrhizobium sp. e Burkholderia tropica, T7 e T8 - Bradyrhizobium 
sp. e Streptomyces sp., T10 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus, T11 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
pumilus, T12 - Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis, T13 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 
brasilensis, T14 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis, T15 e T16 - Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus durus. 

O efeito da salinidade nas plantas pode ser associado a dificuldade em 

absorver água, devido à redução do potencial osmótico no solo, ocasionado pelo 

excesso de sais solúveis na solução do solo, toxicidade de íons (cloreto, sódio, boro, 

etc.) e pela interferência dos sais em processos fisiológicos (efeitos indiretos), 

provocando a redução no crescimento e no desenvolvimento das plantas (DIAS; 

BLANCO, 2010). 

Plantas tolerantes à salinidade absorvem cloreto de sódio em altas taxas, 

acumulando-o em suas folhas para estabelecerem um equilíbrio osmótico com o baixo 

potencial da solução do solo (DIAS; BLANCO, 2010). O acúmulo de sódio na parte 

aérea das plantas de feijão-caupi, foi observado nas que foram submetidas a estresse 
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salino quando inoculadas com o tratamento T1 e coinoculadas com os tratamentos T2 

e T14, em contrapartida quando as plantas foram cultivadas sem salinidade, o teor de 

sódio foi semelhante em todas as combinações bacterianas estudadas (Figura 11).   

 

Figura 11: Teor de sódio (*CV = 25,11%) na parte aérea de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” 

inoculadas com Bradyrhizobium sp. e coinoculadas Bradyrhizobium sp e BPCP, cultivadas em condição 
controle e estresse salino (0 e 50 mmol L-1 NaCl). Médias seguidas de mesma letra minúscula 
(combinações de bactérias) e maiúscula (condições de cultivo) não diferem entre si pelo teste de Tukey 
(p<0,05). *coeficiente de variação 
*T1 - Bradyrhizobium sp., T2 - Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp., T3 e T9 - Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp., T4 - Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense, T5 - Bradyrhizobium sp. e 
Herbaspirillum seropedicae, T6 - Bradyrhizobium sp. e Burkholderia tropica, T7 e T8 - Bradyrhizobium 
sp. e Streptomyces sp., T10 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus, T11 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
pumilus, T12 - Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis, T13 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 
brasilensis, T14 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis, T15 e T16 - Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus durus. 

O menor acúmulo de sódio na parte aérea das plantas de feijão-caupi, quando 

cultivadas sob salinidade, foi apresentado naquelas coinoculadas com 

Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T3). Segundo Maia et al. (2015), plantas que 

restringem a absorção de Cl- e Na+ pelas raízes, durante estresse salino tendem a ser 

mais tolerante a salinidade. Porém, segundo Dias e Blanco (2010), plantas tolerantes 

são capazes de aumentar a absorção de K+ e reduzir a absorção de Na+, o K contribui 

para manter a alta relação K/Na na planta, o que foi observado nas plantas 

coinoculadas com o tratamento T3, quando submetidas a estresse salino (dados não 

apresentados). 

Não houve aumento significativo no acúmulo de sódio quando as plantas foram 

cultivadas sob estresse salino em comparação as plantas cultivadas sob condição 

controle quando coinoculadas com o tratamento T3 e T6. As demais combinações 
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bacterianas apresentaram uma maior concentração de sódio, quando foram cultivadas 

sob estresse salino, este aumento variou de 5,56 a 33,78 g kg-1 MSPA (Figura 11). 

O acúmulo de sódio nas plantas favorece o acúmulo desse cátion no interior da 

célula, e pode ser um dos motivos da redução no seu crescimento o que causa 

alteração na absorção de K+ (MAIA et al., 2015; PEDROTTI et al., 2015). Porém, todas 

as plantas que foram submetidas ao estresse salino tiveram redução no crescimento 

da planta, mesmo as que apresentaram menor acúmulo de sódio quando as plantas 

foram cultivadas sob estresse salino. 

O feijão-caupi pode reduzir o crescimento sob estresse salino, porém a 

absorção de macro e micronutrientes nem sempre é inibida, podendo utilizar o 

ajustamento osmótico como mecanismo de tolerância, onde a planta absorve alguns 

íons em grande quantidade (MAIA et al., 2015). O ajustamento osmótico envolve a 

absorção de íons, sua compartimentalização em certos tecidos e organelas das 

células, associadas ao acúmulo de solutos orgânicos no citoplasma, favorecendo a 

manutenção do turgor e o volume celular, garantindo o crescimento vegetal (PRISCO; 

GOMES FILHO, 2010; WILLADINO; CAMARA, 2010). 

Sob condição controle as plantas de feijão-caupi coinoculadas com os 

tratamentos T3, T7, T9, T10 e T13, apresentaram maior concentração de potássio na 

massa seca da parte aérea (MSPA). Quando cultivadas sob estresse salino, as 

plantas coinoculadas com os tratamentos T2, T3, T10, T13 e T16, permitiram maior 

concentração de potássio na MSPA das plantas (Figura 12). O uso de BPCP que 

disponibilizam mais fósforo e potássio para as plantas melhora seu crescimento, 

sendo promissoras para a melhoria na nutrição e produtividade das plantas 

(FIGUEIREDO et al., 2016).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 
 

 
 

Figura 12: Teor de potássio (*CV = 20,86%) na parte aérea de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” 
inoculadas com Bradyrhizobium sp. e coinoculadas Bradyrhizobium sp e BPCP, cultivadas em condição 
controle e estresse salino (0 e 50 mmol L-1 NaCl). Médias seguidas de mesma letra minúscula 
(combinações de bactérias) e maiúscula (condições de cultivo) não diferem entre si pelo teste de Tukey 
(p<0,05). *coeficiente de variação 
*T1 - Bradyrhizobium sp., T2 - Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp., T3 e T9 - Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp., T4 - Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense, T5 - Bradyrhizobium sp. e 
Herbaspirillum seropedicae, T6 - Bradyrhizobium sp. e Burkholderia tropica, T7 e T8 - Bradyrhizobium 
sp. e Streptomyces sp., T10 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus, T11 - Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
pumilus, T12 - Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis, T13 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 
brasilensis, T14 - Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis, T15 e T16 - Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus durus. 

A salinidade afeta o crescimento das plantas ao diminuir a absorção de vários 

outros nutrientes como fósforo, potássio, nitrato e cálcio e também leva à toxicidade 

iónica e ao estresse osmótico (TUTEJA et al., 2012). Este comportamento foi 

observado nas plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” coinoculadas com os tratamentos 

T3, T6, T7, T9 e T10, reduziram o teor de potássio na parte aérea, quando cultivadas 

sob estresse salino, em comparação com as plantas cultivadas sem estresse salino. 

Porém mesmo reduzindo o teor de potássio na parte aérea das plantas de feijão-caupi 

os tratamentos T3, e T10, permitiram alta concentração de potássio na MSPA sob 

estresse salino (Figura 12). 

As plantas que foram coinoculadas com os tratamentos T2 e T16 aumentaram 

o teor de potássio na MSPA quando foram cultivadas sob estresse salino em 

comparação com as cultivadas sem estresse salino. As bactérias que, mesmo sob 

estresse salino, mantiveram alto o teor de potássio nas plantas, permitiram as plantas 

de feijão caupi cv. “IPA 206” maior eficiência na manutenção do ajuste osmótico e 

iônico, consequentemente, na tolerância ao estresse salino, pois o K+ é o soluto que 

mais colabora para manter a pressão osmótica e a força iônica (MAIA et al., 2015). 
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3.4 Conclusões 

A coinoculação com o Bradyrhizobium sp. e BPCP(Actinomadura sp., Bacillus 

sp., Herbaspirillum seropedicae, Streptomyces sp., Brevibacillus brevis e 

Paenibacillus graminis e P. durus) resultaram em sinergismo positivo, proporcionando 

maior crescimento das plantas de feijão-caupi ‘IPA 206” independente das condições 

de cultivo. 

Em relação ao sinergismo de micro-organismos quanto ao crescimento do 

feijão-caupi cultivadas sem estresse salino foi observado melhor crescimento nas 

plantas coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. Bradyrhizobium 

sp. e Streptomyces sp.; e Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis. 

Sob condição de estresse salino as coinoculações com o Bradyrhizobium sp. e 

BPCP (Actinomadura sp, Bacillus sp., Streptomyces sp., Bacillus cereus e B. pumillus 

e Paenibacillus graminis e P. durus) proporcionaram maior crescimento das plantas 

de feijão-caupi cv. “IPA 206”, sendo estas estirpes promissoras para otimizar a 

performance simbiótica na presença de 50 mmol L-1 de NaCl. 

As plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” coinoculadas com o Bradyrhizobium 

sp. e Bacillus sp. (UFLA 03-84 e IPACC11), responderam bem quanto à resposta 

adaptativa ao estresse salino pelo baixo teor de sódio e alto teor de potássio. 

As plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” coinoculadas com Bradyrhizobium sp. 

e BPCP (Actinomadura sp, Bacillus sp., Bacillus cereus e Paenibacillus brasiliensis e 

P. durus), apresentaram melhor proteção ao estresse salino pelo ajuste osmótico. 
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4 Coinoculação com Bradyrhizobium sp. e BPCP no metabolismo nitrogênio-

carbono em plantas de feijão-caupi com e sem estresse salino 

Resumo 

A fim de mitigar os efeitos deletérios do estresse abiótico, tem sido crescente o 
uso de bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) juntamente com 
bactérias diazotróficas. Tal associação pode promover um ambiente favorável para o 
crescimento vegetal e levar ao incremento da fixação biológica de nitrogênio (FBN). 
Além disso, a coinoculação de bactérias diazotróficas com BPCP, selecionadas, 
podem proporcionar aumento na nodulação e resultar em efeitos positivos por 
incrementar a produção de fitohormônios e a mobilização de nutrientes, 
principalmente nitrogênio e carbono. Neste contexto, o trabalho teve como objetivo 
investigar as enzimas chaves no processo da FBN referentes ao metabolismo do 
nitrogênio e do carbono e elucidar como se procede as atividades dessas enzimas 
pela interação sinérgica entre Bradyrhizobium sp. e BPCP, com e sem indução de 
estresse salino. As plantas de feijão caupi cv. “IPA 206” foram cultivadas em condições 
axênicas, inoculadas com o Bradyrhizobium sp. e coinoculadas com o Bradyrhizobium 
sp. e Actinomadura sp.; Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp.; Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus graminis; e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. sendo mantidas sem 
e com estresse salino (0 e 50 mmol L-1 NaCl). A salinidade afetou alguns parâmetros 
no metabolismo do nitrogênio e do carbono nas plantas de feijão-caupi cv “IPA 206” 
mostrando diminuição nos teores do nitrogênio total em nódulos, aminoácidos, amônia 
livre, ureídeos e proteínas, e no aumento dos teores de sacarose e açúcares solúveis. 
As coinoculações com Bradyrhizobium sp e BPCP responderam diferentemente 
quanto a atividade das enzimas glutamina sintetase sob estresse salino, da glutamato 
sintase, glutamato desidrogenase aminante, bem como da invertase ácida com e sem 
estresse. Considerando-se as condições de desenvolvimento do experimento, a 
coinoculação Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. no feijão-caupi “IPA 206” proporcionou 
uma melhor performance simbiótica, como fim de mitigar os efeitos deletérios do 
estresse salino (50 mmol L-1 de NaCl). 

Palavras chave: FBN. Bactérias promotoras de crescimento em plantas. Glutamina 
sintetase. Invertase ácida. Salinidade. 

 

 

 

  



77 
 

 
 

Coinoculation with Bradyrhizobium sp. and BPCP in nitrogen-carbon 

metabolism in cowpea plants with and without saline stress 

Abstract 

 

In order to mitigate the deleterious effects of abiotic stress, there has been 
increasing use of plant growth promoting bacteria (PGPB) along with diazotrophic 
bacteria. Such association may promote a favorable environment for plant growth and 
lead to the increase of biological nitrogen fixation (BNF). In addition, the co-inoculation 
of diazotrophic bacteria with PGPB, selected, can provide increase in nodulation and 
result in positive effects by increasing the production of phytohormones and the 
mobilization of nutrients, mainly nitrogen and carbon. In this context, the objective of 
this work was to investigate the key enzymes in the FBN process related to nitrogen 
and carbon metabolism and to elucidate the activities of these enzymes by the 
synergistic interaction between Bradyrhizobium sp. and BPCP, with and without salt 
stress induction. The plants of cowpea cv. "IPA 206" were cultivated under axenic 
conditions, inoculated with Bradyrhizobium sp. and coincidental with Bradyrhizobium 
sp. and Actinomadura sp.; Bradyrhizobium sp. and Bacillus sp.; Bradyrhizobium sp. 
and Paenibacillus graminis; and Bradyrhizobium sp. and Streptomyces sp. Being 
maintained without and with saline stress (0 and 50 mmol L-1 NaCl). Salinity affected 
some parameters in nitrogen and carbon metabolism in "IPA 206" cowpea plants 
showing a decrease in total nitrogen contents in nodules, amino acids, free ammonia, 
ureides and proteins, and in the increase of sucrose and Soluble sugars. Co-
inoculations with Bradyrhizobium sp and PGPB responded differently to the activity of 
glutamine synthetase enzymes under salt stress, glutamate synthase, glutamate 
dehydrogenase aminating, as well as acid invertase with and without stress. 
Considering the development conditions of the experiment, the co-inoculation 
Bradyrhizobium sp. and Bacillus sp. In cowpea "IPA 206" provided better symbiotic 
performance in order to mitigate the deleterious effects of salt stress (50 mmol L-1 
NaCl). 

 

Keywords: BNF. Plant growth-promotion bacteria. Glutamine synthetase. Acid 
invertase. Salinity. 
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4.1 Introdução 

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) é um processo realizado por micro-

organismos que possuem a enzima nitrogenase, a qual converte o nitrogênio 

atmosférico (N2) em duas moléculas de amônia (NH3
+). Os compostos nitrogenados 

produzidos pelo rizóbio são trocados por carboidratos fornecidos pela planta 

hospedeira e estes são utilizados como fonte de energia por estes micro-organismos 

(CLARKE et al., 2014). A FBN se inicia após o estabelecimento de uma complexa 

interação com a planta hospedeira e representa uma via de entrada de nitrogênio 

ambientalmente limpa em sistemas agrícolas (UDVARDI; POOLE, 2013). A 

inoculação com rizóbios aumenta a disponibilidade de nitrogênio na produção 

comercial de leguminosas (VAN HAMEREN et al., 2013; CLARKE, et al., 2014). 

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) induzem melhora 

no crescimento e desenvolvimento das espécies vegetais através de diversos 

mecanismos, tais como a solubilização de fosfato, síntese de fitormônios e aumento 

da absorção de ferro devido á produção de sideróforos. Além disso, as BPCP podem 

também beneficiar as plantas por exibirem ação protetora contra patógenos, doenças 

e estresses ambientais (GLICK, 2012). As BPCP colonizam as raízes das espécies 

vegetais e criam um microambiente favorável ao desenvolvimento vegetal. Desta 

forma, a inoculação de espécies agrícolas com BPCP representa uma técnica 

bastante promissora (SOUZA et al., 2015). 

Plantas submetidas à estreses abióticos, como o estresse hídrico e salino, 

desenvolvem mecanismos de tolerância ou adaptação, tais como o ajustamento 

osmótico, que permitem que a planta mantenha seu desenvolvimento mesmo em 

condições de estresse (COELHO et al., 2014). O ajustamento osmótico com solutos 

orgânicos ou inorgânicos realizado por espécies vegetais submetidas à salinidade 

permite que estas mantenham continuamente a captação de água do solo (COELHO 

et al., 2014). Além disso, a planta pode usar outros mecanismos quando submetidas 

ao estresse salino, tais como o controle da absorção dos íons como o Na+2, pelas 

raízes ou o acúmulo e compartimentalização seletiva dos íons em excesso no vacúolo 

(GUPTA; HUANG, 2014; PRISCO; GOMES FILHO, 2010). 

Vários estudos têm demostrado que a coinoculação de espécies de 

leguminosas com rizóbios e BPCP apresenta efeito benéfico para o crescimento e 
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desenvolvimento destas plantas (RODRIGUES et al., 2012; RODRIGUES et al., 2013; 

HUNGRIA et al., 2015; BRACCINI et al., 2016). Neste contexto, foi elaborada uma 

hipótese é que a coinoculação com Bradyrhizobium sp. e BPCP, visa otimizar o 

desenvolvimento e o potencial da FBN em plantas de feijão-caupi, visando mitigar os 

efeitos deletérios do estresse salino. Essa hipótese foi testada para investigar as 

enzimas chaves no processo da FBN e elucidar como se procede as atividades dessas 

enzimas pela interação sinérgica entre Bradyrhizobium sp. e BPCP, com e sem 

aplicação de estresse abiótico, podendo resultar em combinações de micro-

organismos mais eficientes. Foram avaliados indicadores bioquímicos e/ou 

fisiológicos relacionados ao metabolismo do nitrogênio e do carbono e vários 

parâmetros biológicos foram analisados neste estudo. 

4.2 Material e Métodos 

4.2.1 Produção de micro-organismos e preparo de inoculantes 

A estirpe de rizóbio e BPCP utilizadas no experiment (Tabela 1) foram 

multiplicadas em condições controladas para a produção dos inoculantes. Para 

purificação e multiplicação dos micro-organismos foram usados os meios de cultura: 

YMA e YM a pH 6,5 (VINCENT, 1970), para o Bradyrhizobium sp., DYGS a pH 6,0 

(RODRIGUES NETO, 1986) para o Bacillus sp., TSA e TSB a pH 7,3, para o 

Paenibacillus graminis e AY e AYA a pH 6,4 (NONOMURA; OHARA, 1971) para a 

Actinomadura sp. e Streptomyces sp.. O inoculante com Bradyrhizobium sp. foram 

incubados em agitador rotatório (200 rpm) a 28° por 96 horas, e os inoculantes com 

as quatro estirpes de BPCP, foram mantidos em agitador rotatório (200 rpm) a 28° por 

48 a 96 horas, de acordo com a estirpe. 

4.2.2 Cultura de planta e tratamento 

O experimento foi conduzido em condições axênicas na casa-de-vegetação no 

Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA; Recife-PE). Sementes de feijão-caupi, 

cultivar “IPA-206” [Vigna unguiculata (L.) Walp.], foram desinfestadas (HUNGRIA; 

ARAÚJO, 1994) e semeadas em vasos de Leonard contendo areia lavada (pH 6,5), 

ambos previamente autoclavados (1 h; 120 °C; 101 kPa). 
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Na ocasião da semeadura, as sementes foram inoculadas utilizando-se 1,0 mL 

da suspensão bacteriana (108 UFC mL-1), com Bradyrhizobium sp. ou coinoculadas 

com 1,0 mL da suspensão bacteriana contendo o Bradyrhizobium sp. e 1,0 mL da 

suspensão bacteriana contendo uma estirpe de BPCP (107 UFC mL-1). As 

coinoculações foram formuladas conforme a Tabela 1. 

 

Tabela 1. Formulação de inoculantes e tratamentos utilizados no experimento. 

Tratamento Combinação 
bacteriana 

Código de 
acesso 

Origem 

T1 Bradyrhizobium sp. UFLA 03-84 Solo de pastagem em Jí-Paraná, 
Rondônia 

T2 Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp. 

UFLA 03-84 e 
IPA CC 11 

Caules de cana de açúcar (Saccharum 
officinarum) da zona da mata de 
Pernambuco 

T3 Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus graminis 

UFLA 03-84 e 
MC 04.21 

Rizosfera de milho (Zea mays) em solo 
do Cerrado 

T4 Bradyrhizobium sp. e 
Actinomadura sp. 

UFLA 03-84 e 
183-EL 

Rizosfera da caatinga pernambucana 

T5 Bradyrhizobium sp. e 
Streptomyces sp. 

UFLA 03-84 e 
212 

Rizosfera de rúcula (Eruca sativa) 

Durante todo o experimento, as plantas foram irrigadas por capilaridade, com 

solução nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), isenta de nitrogênio e modificada 

conforme Silveira et al. (1998). O desbaste foi realizado aos quatro dias após a 

germinação (DAG) e mantiveram-se duas plantas por vaso (unidade experimental). 

As plantas foram submetidas ao estresse salino aos 15 DAG, adicionando 50 mmol L-

1 de cloreto de sódio (NaCl) à solução nutritiva em 50% dos vasos. As soluções 

nutritivas foram colocadas nos vasos de Leonard com pH de 6,5 e condutividade 

elétrica (CE) de 0,99 mS cm-1 e 5,6 mS cm-1, para solução nutritiva sem a com adição 

de NaCl, respectivamente. Semanalmente, a solução nutritiva com e sem NaCl foi 

trocada. Na ocasião, realizou-se a lavagem do substrato com água destilada, e foram 

medidos o pH e a CE do drenado, para companhar o pH e a CE do vaso. 

A coleta do experimento foi realizada aos 37 DAG, no Laboratório de Biologia 

do Solo no IPA. No momento da coleta, as raízes contendo os nódulos foram imersas 

em nitrogênio líquido a -80 °C. As raízes contendo os nódulos congelados em N2 

líquido foram acondicionadas em recipientes térmicos contendo gelo seco, e 

transportadas para o laboratório de Metabolismo de Plantas (Labplant) do 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular (DBBM) da Universidade Federal 
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do Ceará (UFC). A parte aérea das plantas coletadas foi seca em estufa (a 65 ºC) e 

pesadas para a obtenção da massa seca da parte aérea. 

Os nódulos ainda congelados foram separados das raízes e pesados para 

obtenção de massa seca, em seguida liofilizados. Após a liofilização os nódulos foram 

pesados, para obtenção de massa seca, contados, macerados e acondicionados em 

dessecador até as determinações químicas. 

4.2.3 Delineamento experimental e analise estatística 

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com arranjo em 

fatorial (5 x 2) + 1, sendo cinco combinações bacterianas (uma inoculação apenas 

com Bradyrhizobium sp. e quatro coinoculações com Bradyrhizobium sp. e BPCP), 

dois níveis de salinidade (0 e 50 mmol L-1 de NaCl), com quarto blocos (duas réplicas 

por bloco) e o controle absoluto (plantas não inoculadas, sem nitrogênio e sem NaCl). 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) com níveis de 

significância de 5% pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% 

de probabilidade. Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o 

programa SASM-Agri 8.1 (CANTERI et al., 2001). 

4.2.4 Determinações bioquimicas 

As análises do metabolismo do nitrogênio foram: nitrogênio total (BAETHGEN; 

ALLEY, 1989), amônia livre (WEATHERBURN, 1967), N-α amino solúvel 

(aminoácidos livres) - (PEOPLES et al., 1989), Leghemoglobina (SMAGGHE et al., 

2009), Ureídeos (YOUNG; CONWAY, 1942), Prolina (BATES, 1973), Proteínas 

solúveis (BRADFORD, 1976), Glutamina sintetase (ELLIOTT, 1955), Glutamato 

sintase (SUZUKI et al., 1994), e Glutamato desidrogenase aminante (COOMBS e 

HALL, 1982). 

As análises do metabolismo do carbono foram: sacarose (VAN HANDEL, 

1968), Açúcares solúveis totais (DUBOIS et al., 1956), atividade da invertase ácida e 

invertase neutra (ZHU et al., 1997). 
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4.3 Resultados 

Plantas de feijão-caupi inoculadas foram beneficiadas quando a altura da parte 

aérea, massa seca da parte aérea e nitrogênio total da parte aérea, onde as plantas 

inoculadas apresentaram um aumento de 137,7% na altura de parte aérea, de 

388,56% massa seca de parte aérea 397,35% nitrogênio total da parte aérea, 

comparadas com que testemunha absoluta, sem inoculação. Enfatizando a 

importância da inoculação para o crescimento e desenvolvimento das plantas de 

feijão-caupi, sob condições axênicas de cultivo (Figura 1). 

 

Figura 1. Contraste entre plantas de feijão-caupi “IPA 206” sem inoculação e sem salinidade e as 

inoculadas Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 
(p<0,05). 

As plantas de feijão-caupi inoculadas com o Bradyrhizobium sp. (T1) 

apresentaram altura das plantas superior as plantas coinoculadas com 

Bradyrhizobium sp. e BPCP, em condição controle (sem salinidade). Contudo, as 

plantas de feijão-caupi cultivadas sob estresse salino não apresentaram diferença 

significativa na altura das plantas de feijão-caupi inoculadas e coinoculadas. Plantas 

coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3) não apresentaram 

diferença significativa na altura das plantas, quando comparada na condição controle 

e de estresse salino (Figura 2). 

O fato de não diferir entre este tratamento deve-se ao fato das plantas 

coinoculadas com o tratamento T3 em condição controle terem baixa altura de plantas. 

Sendo assim, a inoculação com Bradyrhizobium sp. e as demais coinoculações que 

beneficiaram as plantas de feijão-caupi “IPA 206” quando cultivada em condição 

controle, foram as mais prejudicadas quando foram submetidas ao estresse salino. 
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Figura 2. Altura das plantas (*CV=19,36%) de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculadas com 

Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), 
Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5) cultivadas em condições controle e de estresse salino (50 
mmol L-1 de NaCl). Médias (4 repetições) seguida de mesma letra minúscula (combinações 
bacterianas) e maiúscula (condições de cultivo), não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) 
*Coeficiente de variação 

Na condição controle, a massa fresca de nódulos (MFN) de plantas de caupi foi 

beneficiada pela inoculação com o Bradyrhizobium sp. (T1) e coinoculações com 

Bradyrhizobium sp. e P. graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 

Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), enquanto que sob estresse salino as 

coinoculações entre Bradyrhizobium sp. e BPCP, não induziram diferença significativa 

na MFN em plantas de feijão-caupi (Figura 3A). A MFN foi reduzida nas plantas de 

feijão-caupi cultivadas sob estresse salino, as plantas de feijão-caupi coinoculadas 

com Bradyrhizobium sp. e P. graminis (T3) apresentaram redução de 47% na MFN 

sob estresse salino (Figura 3A). 
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Figura 3. Massa fresca (*CV=13,95%) (A) e seca de nódulos (*CV=14,81%) (B) de plantas de feijão-

caupi inoculadas com Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e 
Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5) em condições controle e de estresse salino (50 
mmol L-1 de NaCl). Médias (4 repetições) seguidas de mesma letra minúscula (combinações 
bacterianas) e maiúscula (condições de cultivo), não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
*Coeficiente de variação 

Observou-se a diminuição na massa seca dos nódulos (MSN) em todas as 

combinações simbióticas avaliados com destaque para as plantas de feijão-caupi 

coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e P. graminis (T3) (redução de 54%) e 

Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), (diminuição de 26%). Sob condição 

controle, as plantas de feijão-caupi coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e 

Streptomyces sp. (T5), apresentaram menor MSN. Quando expostas ao estresse 

salino, as plantas de feijão-caupi inoculadas com Bradyrhizobium sp. ou coinoculadas 

com Bradyrhizobium sp. e BPCP, não apresentaram diferença significativa quanto a 

MSN (Figura 3B). 

O estresse salino não influenciou o número de nódulos, sendo este parâmetro 

influenciado apenas pelas bactérias utilizadas para inocular as plantas de feijão-caupi 

(Figura 4). As plantas de feijão-caupi coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e P. 

graminis (T3), apresentaram maior número de nódulos em relação aos demais 

tratamentos, sendo o número de nódulos 49% superior em relação ao valore 

registrado para as inoculadas com Bradyrhizobium sp. (T1) (Figura 4). Embora tenha 

apresentado maior número de nódulos, notou-se que as plantas de feijão-caupi do 

tratamento T3, apresentaram nódulos pequenos (dados não apresentados), menores 

que os demais tratamentos.   
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Figura 4. Número de nódulos (*CV=18,18%) de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculadas com 
Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), 
Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5). Médias (4 repetições) seguidas de mesma letra não 
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Coeficiente de variação. 

O nitrogênio total na parte aérea não diferiu significativamente entre as plantas 

de feijão-caupi inoculadas com Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com 

Bradyrhizobium sp. e BPCP na condição controle, contudo, quando cultivadas sob 

estresse salino as plantas de feijão-caupi que apresentaram maior nitrogênio total na 

parte aérea, foram os tratamentos T1, T2 e T5, enquanto que as plantas coinoculadas 

com a combinação bacteriana T3, apresentaram redução de 29,55% neste parâmetro, 

em relação ao tratamento T1 (Figura 5). Comparando as condições de cultivo, apenas 

as plantas que foram coinoculadas com o tratamento T3, reduziram o teor de 

nitrogênio na parte aérea em 30% quando as plantas foram cultivadas sob salinidade 

em comparação com as plantas cultivadas em condição controle (Figura 5). 
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Figura 5. Nitrogênio total da parte aérea (*CV=9,79) de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculadas 

com Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), 
Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5) em condições controle e de estresse salino (50 mmol.L-1 
de NaCl). Médias (4 repetições) seguidas de mesma letra minúscula (combinações bacterianas) e 
maiúscula (condições de cultivo), não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Coeficiente de 
variação. 

O teor de nitrogênio total nos nódulos foi maior nas plantas que foram 

inoculadas com o Bradyrhizobium sp. (T1), e coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e 

Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e 

Streptomyces sp. (T5), independente se estas foram cultivadas com ou sem estressse 

salino (Figura 6A). Comparando as condições de cultivo as plantas que foram 

cultivadas sem estresse salino apresentaram maior teor de nitrogênio nos nódulos, 

independentes das inoculações. Os tratamentos foram prejudicados pela presença do 

estresse salino, apresentando uma diminuição de 9,71% no nitrogênio total em 

nódulos de feijão-caupi cv. “IPA 206” quando as plantas foram cultivadas sob estresse 

salino (Figura 6B). 
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Figura 6. Nitrogênio total em nódulos (*CV=10,42%) de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculado 
com Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), 
Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), em condições controle e de estresse salino (50 mmol L-1 
de NaCl). Médias (4 repetições) seguidas de mesma letra minúscula (combinações bacterianas) e 
maiúscula (condições de cultivo), não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Coeficiente de 
variação 

Para as variáveis amônia, aminoácidos livres e ureídeos nos nódulos e massa 

seca da parte aérea das plantas de feijão-caupi as combinações bacterianas não 

foram signnificativa, interferindo nestes resultados apenas as condições de controle, 

onde todos os tratamentos foram utilizados nas médias (Figura 7). O teor de amônia 

e aminoácidos livres nos nódulos de feijão-caupi “IPA 206” sofreu uma queda de 

10,43%, quando as plantas foram cultivadas sob estresse salino, em relação as 

plantas cultivadas em condição controle, independente da combinação bacteriana que 

foi inoculada (Figura 7 A e B, repectivamente). O teor de ureídeos foi 39,87% menor 

nas plantas que foram cultivadas sob estrese salino do que nas plantas cultivadas em 

condição controle (Figura 7C). As plantas cultivadas sob estresse salino (5,6 mS cm-

1) apresentaram diminuição significativa na massa seca da parte aérea, apresentando 

uma redução de 36,27%, em relação as plantas cultivadas condição controle (Figura 

7D). 
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Figura 7. Teor de amônia livre (A) (*CV=14,57%), Aminoácidos livre (B) (CV=14,57%), ureídeos (C) 

(CV=33,47%) e massa seca da parte aérea (D) (CV=18,17%) em nódulos de feijão-caupi cv. “IPA 206” 
cultivadas sem e com estresse salino (0 e 50 mmol L-1 de NaCl), inoculado com Bradyrhizobium sp. 
(T1) e coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e 
Streptomyces sp. (T5). Médias (4 repetições) seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste 
de Tukey (p<0,05). *Coeficiente de variação 

Houve aumento no teor de prolina nos nódulos das plantas, quando 

coinoculadas (T2, T3, T4 e T5) em comparação com as plantas inoculadas com o 

Bradyrhizobium sp. (T1), porém a única coinoculação que diferiu o tratamento T1, foi 

a coinoculação com Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T3), (Figura 8A), o teor 

prolina nos nódulos de feijão-caupi cv. “IPA 206” aumentou quando as plantas foram 

submetidas ao estresse salino (Figura 8B). 
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Figura 8. Teor de prolina (*CV=39,18%) em nódulos de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculado 

com Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), 
Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), em condições controle e de estresse salino (50 mmol L-1 
de NaCl). Médias (4 repetições) seguidas de mesma letra minúscula (combinações bacterianas) e 
maiúscula (condições de cultivo), não entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Coeficiente de variação 

As plantas que foram inoculadas com o Bradyrhizobium sp. e coinoculadas com 

Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2) e Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T3) 

apresentaram aumento teor de leghemoglobina, independente de serem cultivadas 

com ou sem estresse salino, porém a inoculação com o Bradyrhizobium sp. (T1) diferiu 

das demais coinoculações (Figura 9). 

 

Figura 9. Teor de leghemoglobina (*CV=15,51%) em nódulos de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculado 

com Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculado com Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com 
Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), 
Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), em condições 
controle e de estresse salino (50 mmol L-1 de NaCl). Médias (4 repetições) seguidas de mesma letra, 
não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Coeficiente de variação 
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Quando as plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” foram cultivadas em condição 

controle, os nódulos das plantas inoculadas com o Bradyrhizobium sp. (T1) e 

coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), apresentaram maior 

teor de proteínas solúveis, já quando cultivadas com 50 mmol L-1 de NaCl o teor de 

proteínas solúveis foi maior nos nódulos das plantas inoculadas com o Bradyrhizobium 

sp. (T1) e coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T3) (Figura 10). 

 

Figura 10. Concentração de proteínas solúveis (*CV=39,18%) em nódulos de plantas de feijão-caupi 

cv. “IPA 206” inoculado com Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e 
Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), em condições controle e de estresse salino (50 
mmol L-1 de NaCl). Médias (4 repetições) seguidas de mesma letra minúscula (combinações 
bacterianas) e maiúscula (condições de cultivo), não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
*Coeficiente de variação 

Comparando-se as condições de cultivo, os nódulos das plantas coinoculadas 

com Bradyrhizobium sp. e P. graminis (T3) e Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4), 

apresentaram maior teor de proteínas solúveis quando estas foram cultivadas sob 

estresse salino, comparada com as cultivadas em condição controle, estas 

combinações bacterianas permitiram a produção de proteínas solúveis nos nódulos 

de forma equivalente mesmo quando submetidas a estresse salino, as plantas que 

foram coinoculadas com os demais tratamentos apresentaram redução da proteína 

solúvel quando cultivadas na presença do NaCl (Figura 10). 

Os nódulos das plantas coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Streptomyces 

sp. (T5), apresentaram um maior teor de sacarose, quando cultivadas em condição 

controle, já quando cultivadas sob salinidade (CE de 5,6 mS cm-1), as coinoculações 
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que proporcionaram aumento no teor de sacarose nos nódulos foram o 

Bradyrhizobium sp. e P. graminis (T3) e Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) (Figura 

11A). 

 

Figura 11. Concentração de sacarose (*CV=18,52%) e açucares solúveis (CV=14,62%) em nódulos 

de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculado com Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com 
Bradyrhizobium sp e Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), 
Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), em condições 
controle e de estresse salino (50 mmol L-1 de NaCl). Médias (4 repetições) seguidas de mesma letra 
minúscula (combinações bacterianas) e maiúscula (condições de cultivo), não diferem entre si pelo 
teste de Tukey (p<0,05). *Coeficiente de variação 

Comparando o efeito da salinidade nas coinoculações, observa-se que as 

plantas inoculadas com o Bradyrhizobium sp. (T1) e coinoculadas com o 

Bradyrhizobium sp. e P. graminis e Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4), 

apresentaram um aumento no teor de sacarose de 151,76%, 240,21% e 138,22% 

quando as plantas foram submetida a estresse salino, em comparação com as 

cultivadas em condição controle (Figura 11A). 

Não houve diferença entre as combinações bacterianas inoculadas, quanto ao 

teor de açúcares solúveis, nas plantas cultivadas sob condição controle. Quando as 

plantas foram cultivadas na presença do NaCl o teor de açúcares solúveis foi maior 

nas plantas coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), 

Bradyrhizobium sp. e P. graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 

Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5) (Figura 11B). 

Na comparação entre o cultivo salino e controle observa-se que nas plantas 

coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e P. graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e 

Bacillus sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5) o teor de açúcares 
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solúveis um aumento de 182,95%, 528,71% e 121,93%, respectivamente quando 

foram cultivadas sob estresse salino (Figura 11B). 

A atividade de glutamina sintetase (GS) nas plantas de feijão-caupi cultivadas 

em condição controle foi maior para as coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e 

Actinomadura sp. (T2) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), já quando as 

plantas foram cultivadas sob estresse salino, a maior atividade da GS nos nódulos 

das plantas foi apresentada pelas coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e P. 

graminis (T3) e Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) (Figura 12). 

 

Figura 12. Atividade de glutamina sintetase (*CV=14,48%) em nódulos de plantas de feijão-caupi cv. 
“IPA 206” inoculado Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura 
sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), em condições controle e de estresse salino (50 mmol L-1 
de NaCl). Médias (4 repetições) seguidas de mesma letra minúscula (combinações bacterianas) e 
maiúscula (condições de cultivo), não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Coeficiente de 
variação. 

Avaliando o efeito do estresse para cada inoculação, observa-se que apenas 

as plantas coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) não 

apresentaram perda na atividade da GS quando as plantas foram cultivadas sob 

estresse salino, em comparação com as cultivadas em condição controle, já as plantas 

coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e P. graminis (T3) e apresentaram maior 

atividade da GS nas plantas cultivadas em condição de estresse salino, do que as que 

foram cultivadas em condição controle (Figura 12). 

Os nódulos das plantas coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. 

(T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5) apresentaram maior atividade da 

enzima glutamato sintase (GOGAT), independentes da condição de cultivo (Figura 
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13A). A atividade da Glutamato desidrogenase (GDH) foi maior em nódulos das 

plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206”, que foram inoculadas com o Bradyrhizobium sp. 

(T1) e coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2) e 

Bradyrhizobium sp. e P. graminis (T3), independentes da condição de cultivo (Figura 

13B). 

 

Figura 13. Atividade de glutamato sintase (A) (*CV=13,59%) e glutamato desidrogenase aminante (B) 
(*CV=19,59%) em nódulos de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculado com Bradyrhizobium sp. 
(T1) ou coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e 
Streptomyces sp. (T5), em condições controle e de estresse salino (50 mmol L-1 de NaCl). Médias (4 
repetições) seguidas de mesma letra, não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Coeficiente 
de variação 

A atividade da invertase ácida foi maior nos nódulos das plantas coinoculadas 

com o Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2) e Bradyrhizobium sp. e P. graminis 

(T3), quando foram cultivadas sem estresse salino, já quando cultivada sob estresse 

salino a maior atividade da invertase ácida foi apresentada pela coinoculação com 

Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2) Avaliando as diferentes condições de 

cultivo, observou-se que as plantas que foram inoculadas com Bradyrhizobium sp. 

(T1) e coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium 

sp. e Bacillus sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), aumentaram a 

atividade da invertase ácida nos nódulos, quando foram cultivas com solução nutritiva 

salina (Figura 14). 
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Figura 14. Atividade de invertase ácida (*CV=7,87%) em nódulos de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 

206” inoculado Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. 
(T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), em condições controle e de estresse salino (50 mmol L-1 
de NaCl). Médias (4 repetições) seguidas de mesma letra minúscula (combinações bacterianas) e 
maiúscula (condições de cultivo), não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Coeficiente de 
variação 

A atividade da invertase neutra foi maior nos nódulos de plantas de feijão-caupi 

cv. “IPA 206” foi maior nas plantas coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e P. graminis 

(T3), independente das condições de cultivo submetidas, sendo esta coinoculação 

que apresentou maior concentração de sacarose quando foi submetida a estresse 

salino. Comparando as condições de cultivo, observou-se que as plantas submetidas 

a estresse salino apresentaram maior atividade da invertase neutra nos nódulos do 

que as plantas cultivadas nas condições controle (Figura 15). 
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Figura 15. Atividade de invertase neutra (*CV=4,52%) em nódulos de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 

206” inoculado Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. 
(T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), em condições controle e de estresse salino (50 mmol L-1 
de NaCl). Médias (4 repetições) seguidas de mesma letra minúscula (combinações bacterianas) e 
maiúscula (condições de cultivo), não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Coeficiente de 
variação 

4.4 Discussão 

Neste estudo registrou-se que a coinoculação do feijão-caupi “IPA 206” com 

Bradyrhizobium sp. e BPCP proporcionou aumento significativo no número de nódulos 

no teor de nitrogenio na parte aérea, na concentração de leghemoglobina e nos níveis 

de prolina independente das condições de cultivo. A leghemoglobina são proteínas 

hemo-constituintes, presentes nos nódulos de leguminosas, esta proteina tem a 

função de transportar oxigênio para manter o metabolismo aeróbio dos bacteróides 

sem inibir a atividade da nitrogenase (MA et al., 2011; NAVASCUÉS et al., 2012). 

Algumas coinoculações entre rizóbio e BPCP permitiram o aumento no teor de 

nitrogênio na parte áerea, mantiveram o teor de proteinas soluvéis mesmo em plantas 

sob estresse salino. 

O sinergismo entre o rizóbio e a BPCP favorece o crescimento vegetal, 

nodulação e fixação de nitrogênio, sendo a promoção do crescimento vegetal, como 

resultado de multiplos mecanismos: a solubilizaão de fosfato, produção de 

fitohormonio e sideróforos, atividade da ACC deaminase (RODRIGUES et al., 2012; 

NAVEED et al., 2014; PRAKAMHANG et al., 2015; BRACCINI et al.; 2016). O 

crescimento e a FBN nas plantas podem ser beneficiados pelo fato das BPCP 
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induzirem os rizóbios introduzidos a ocupar os nódulos de leguminosas, bem como 

pelo aumento da atividade da nitrogenase (TILAK et al., 2006; SAMAVAT et al., 2012). 

Prakamhang et al. (2015) observou aumento no número de nódulos e nódulos mais 

ativos, massa de plantas e maior fixação de nitrogenio em plantas de soja (Glycine 

max (L.) Merrill)) coinoculados com Bradyrhizobium e BPCP. 

Em condições de casa de vegetação, Rodrigues et al. (2012) avaliando os 

compostos do nitrogênio e carbono, bem como a atividades de algumas enzimas do 

metabolismo do carbono e nitrogênio, quando cultivou plantas de feijão-caupi cv. “IPA 

206” coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e P. graminis (BR 3267 e MC 04.21) 

apresentou um maior teor de nitrogênio no nódulo e a concentração de nitrogênio não 

apresentou diferença significativa entre os tratamentos estudados. O mesmo não 

ocorreu neste trabalho onde a coinoculação entre o Bradyrhizobium sp. e P. graminis 

(UFLA 03-84 e MC 04.21) foi a que apresentou menor teor de nitrogênio no nódulo 

reforçando a necessidade de estudos sobre a coinoculação e o sinergismo entre as 

bactérias envolvidas. 

O estresse salino reduziu a altura da planta, porém elas sobreviveram a uma 

condutividade elétrica da solução nutritiva de 5,6 mS cm-1, tendo em vista que essa 

cultura é uma espécie moderadamente tolerante à salinidade, podento tolerar 

irrigações com água salinas com condutividade elétrica de até 3,3 dS m-1 (AYERS; 

WESTCOT, 1999; SILVEIRA et al, 1999). Podendo também indicar uma tolerancia in 

vivo da estirpe de Bradyrhizobium sp. (UFLA 03-84) a salinidade, já que foi tentado 

manter plantas controle (sem inoculação) sob estresse salino, porém estas não 

sobreviveram durante a condução do experimento (dados não apresentados), estes 

dados corroboram com o resultado de Nóbrega et al. (2004) que identificou a 

tolerancia da estirpe de Bradyrhizobium sp. (UFLA 03-84) in vitro de até 30 g L-1 de 

NaCl, sendo considerada como altamente tolerante a salinidade, e indicada para 

testes de inoculação em condições de salinidade, visando  aumentar o rendimento do 

feijão-caupi (Vigna unguiculata). 

As plantas submetidas ao estresse salino apresentaram redução na massa 

seca da parte aérea, a massa fresca e seca de nódulos, a redução no crescimento da 

planta, isto pode está relacionado ao estresse osmótico causado pelo excesso de sais 

sob homeostase iônica, balanço hídrico, nutrição mineral e metabolismo de carbono 

fotossintético (ZHU, 2001; MUNNS et al., 2002). Plantas submetidas durante semanas 
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ao estresse salino apresentam redução do tamanho final e/ou do número de folhas, 

bem como a morte de folhas mais velhas (MUNNS et al., 2002). 

Sabendo-se que os bacteróides convertem o nitrogênnio atmosférico (N2) em 

amônia (NH3), sendo esta liberada e incorporada em aminas ou em ureídeos para 

então ser exportada para a planta hospedeira (LADRERA et al., 2007; FIGUEIREDO 

et al., 2008), pode-se sugerir que a redução no teor de nitrogenio total no nódulo, 

aminóacidos, amônia e ureídeos nos nódulos de feijão-caupi cv. “IPA 206”, pelas 

plantas submetidas ao estresse salino, indica a redução dos compostos de nitrogênio 

devido a sensibilidade da fixação biológica de nitrogênio a salinidade, desta forma 

Medeiros et al. (2008) sugeriu que a simbiose entre Bradyrhizobium e feijão-caupi é 

sensível ao estresse salino. 

O excesso de sais no solo pode diminuir a disponibilidade de água para a 

planta, provocando estresse iônico e estresse osmótico, reduzindo o potencial hídrico 

do substrato, diminuindo a disponibilidade de água (ZHU, 2001; MUNNS; TESTER, 

2008), fazendo com que a planta tenha que baixar o seu potencial hídrico a um nível 

inferior ao do solo, para absorver água, isto se dá pelo aumento na concentração de 

alguns solutos orgânicos de baixo peso molecular, habitualmente denominado de 

solutos compatíveis, os quais incluem aminoácidos, prolina, betaínas, carboidratos, 

sacarose e açúcares (ASHRAF; HARRIS, 2004; WILLADINO; CAMARA, 2010), sendo 

estes compostos utilizados como estratégia para ajustamento osmótico e prevenção 

da perda de água e subsequente desidratação celular (TAIZ; ZEIGER, 2009; GUPTA; 

HUANG, 2014). Utilizando o mecanismo de ajustamento osmótico as plantas de feijão-

caupi cv. “IPA 206” aumentaram o teor de prolina, sacarose e acúcares solúveis nos 

nódulos quando submetidas ao estresse salino. 

O aumento no teor de prolina é esperado quando ocorre a osmoregulaçao da 

planta ao estresse. Desta forma, ocorre o acúmulo de prolina em diversas plantas que 

são submetidas aos estresses abióticos como o estresse salino (WILLADINO; 

CAMARA, 2010; GUPT; HUANG, 2014). Porém, alguns autores questionam a 

efetividade da prolina, como um agente que pode conferir tolerância ao estresse salino 

(SILVEIRA et al., 1999; SOUZA et al., 2011). Muitos trabalhos de pesquisa têm 

demonstrado que o acúmulo de prolina é uma uma característica de tolerância ao 

estresse ambiental (SILVEIRA et al., 2010; RAO et al., 2013). 
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Existem duas possíveis vias metabólicas para a incorporação de íons amônio 

para formar aminoácidos, a primeira envolvendo as enzimas glutamato desidrogenase 

e glutamina sintetase (GDH/GS) e a segunda envolvendo a glutamina sintetase e 

glutamato sintase (GS/GOGAT) (COSTA, 1999). Este trabalho demonstrou que 

algumas coinoculações são mais eficientes em manter a atividade da GS sob estresse 

salino, indicando que estas tenham maior capacidade de incorporar o amônio sob uma 

salinidade correspondente a CE = 5,6 mS cm-1, os resultados mostram que as 

coinoculações se ultilizam de diferentes vias metabólicas para a formação de 

aminoácidos, algumas priorizem a via metabólica GS/GOGAT para a incorporação do 

amônio, já outras coinoculações utilizam a via alternativa GDH/GS, da assimilação de 

nitrogênio. Como foi observado claramente, a atividade da GOGAT nos nódulos foi 

maior do que a atividade da GDH, indicando que a via metabólica GS/GOGAT é a 

principal para a assimilação da amônia, é sugerido que os genótipos eficientes na 

sintese do nitrogênio incorporam o íon amônio em aminoácidos, através das enzimas 

GS e GOGAT (FEITOSA, 2014). 

Algumas coinoculações responderam de maneira diferente quando foram 

submetidas a estresse salino quanto a atividade das invertases, sendo as que foram 

capazes de manter a atividade da invertase alta, são as que permintem manter a 

concentração de esqueletos de carbono sem grandes alterações nos nódulos de 

feijão-caupi “IPA 206”, assim mantendo a FBN realizada pelos bacteróides (BEN 

SALAH et al., 2011). 

Existem duas isoformas da invertase ácida, uma está envolvida na síntese da 

sacarose fora dos tecidos dreno, no apoplasto, ligada a parede celular, estabelecendo 

um gradiente de concentração de sacarose dos tecidos fonte para os dreno, a outra 

isoforma, está relacionada com o armazenamento de açúcares, regulação osmótica e 

respostas a estresses abióticos. A invertase neutra ou alcalina é considerada uma 

enzima de manutenção, está localizada no citoplasma, envolvida na degradação da 

sacarose, quando as atividades da invertase ácida da parede celular e sacarose 

sintase estão baixas, sugerindo o envolvimento invertase neutra na degradação e 

acúmulo de sacarose no vacúolo (YAO et al., 2009). 

As coinoculações com o Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. e 

Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis foram mais eficientes em não alterar a 

concentração dos esqueletos de carbono, sob condições controle, já quando as 



99 
 

 
 

plantas foram submetidas a estresse salino a coinoculação com o Bradyrhizobium sp. 

e Actinomadura sp. manteve alta a atividade da invertase, mantendo a concentração 

de esqueletos de carbono sem grandes alterações nos nódulos de feijão-caupi, assim 

mantendo a FBN realizada pelos bacteróides (BEN SALAH et al., 2011). Neste 

trabalho pode-se verificar que a interação sinérgica bactéria diazotrófica e BPCP 

podem proporcionar aumento na nodulação e resultar em efeitos positivos por 

incrementar a FBN pelo metabolismo nitrogênio – carbono no feijão-caupi cv “IPA 206” 

sob condição de estresse salino. 

No Brasil ainda existe poucos estudos sobre inoculante utilizando coinoculação 

entre rizóbios e BPCP para espécies leguminosas, bem como quais os efeitos 

benéficos ou protetores que estas podem promover para plantas submetidas ao 

estresse. Tendo em vista que a grande biodiversidade natural dos biomas brasileiros 

é pouco explorada, o potencial da diversidade bacteriana para inoculantes ainda deve 

ser muito estudado (OLIVEIRA et al. 2014). 

4.5 Conclusões 

As plantas de feijão-caupi apresentaram redução na eficiênca da fixação de 

nitrogênio e no crescimento. 

A inoculação do Bradyrhizobium sp. (UFLA 03-84) isoladamente beneficiou o 

crescimento das plantas de feijão-caupi “IPA 206” até aos 37 DAG, quando cultivadas 

na ausência de NaCl. 

A inoculação com o Bradyrhizobium sp. (UFLA 03-84) e as coinoculações com 

Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (UFLA 03-84 e 183-EL); Bradyrhizobium sp. e 

Bacillus sp. (UFLA 03-84 e IPACC11); e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (UFLA 

03-84 e 212), foram mais eficientes quanto a fixação de nitrogênio, mesmo quando 

cultivada com 50 mmol L-1 de NaCl. 

As coinoculações das bactérias Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (UFLA 03-84 

e IPACC11) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (UFLA 03-84 e 212) utilizam a 

via GS/ GOGAT para a incorporação do amônio, mesmo quando as plantas foram 

submetidas ao estresse salino. 

As coinoculações com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (UFLA 03-84 e 

183-EL) e Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (UFLA 03-84 e MC 04.21), 
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beneficiaram o metabolismo do carbono nas plantas de feijão-caupi, mesmo quando 

cultivada sob estresse salino. 

A coinoculação Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (UFLA 03-84 e IPACC11) no 

feijão-caupi cv. “IPA 206” proporcionou uma melhor performance simbiótica sugerindo 

ser uma boa indicação para otimizar a FBN como fim de mitigar os efeitos deletérios 

do estresse salino (50 mmol L-1 de NaCl). 
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5 Resposta antioxidativa do Vigna unguiculata [L.] Walp. coinoculado com 

Bradyrhizobium sp. e BPCP com e sem estresse salino 

Resumo 

São poucos os estudos sobre estresse/proteção oxidativa em nódulos de 
leguminosas, sendo importantes para entender o papel do estresse oxidativo sobre a 
fixação biológica de nitrogênio. Bem como a interação entre leguminosa, rizóbio e 
bactérias promotoras de crescimento vegetal na resposta ao estresse/proteção 
oxidativa em nódulos de feijão-caupi sob estresse salino. O objetivo deste trabalho foi 
mensurar as atividades de peroxidase do ascorbato, superóxido dismutase, 
peroxidase de fenóis e catalase, bem como avaliar o papel do ciclo do ascorbato-
glutationa na proteção oxidativa, com base no balanço redox do ascorbato e da 
glutationa (total, reduzida e oxidada), em nódulos de plantas de feijão-caupi, com e 
sem indução do estresse salino. As plantas de feijão caupi cv. “IPA 206” foram 
cultivadas em condições axênicas, inoculadas com Bradyrhizobium sp. e coinoculadas 
Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp.; Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp.; 
Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis; e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces 
sp. sendo mantidas com (50 mmol L-1 NaCl) e sem estresse salino. A salinidade 
aumentou o teor de sódio, peróxido de hidrogênio, peroxidação de lipídeos, da 
atividade da superóxido dismutase e diminuição do status redox da glutationa. A 
inoculação com Bradyrhizobium sp. permitiu uma maior atividade de peroxidase de 
fenóis nos nódulos das plantas cultivadas na presença de 50 mmol L-1 de NaCl. O 
estresse oxidativo provocou maior degradação lipídica nos nódulos de feijão-caupi 
coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. e Bradyrhizobium sp. e 
Streptomyces sp.. As coinoculações com Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis 
e Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. são promissoras na resposta ao estresse 
oxidativo. 

 

Palavras chave: Feijão-caupi. Bactérias promotoras de crescimento em plantas. 
Espécies reativas de oxigênio. Catalase. Superóxido dismutase. 
Salinidade. 
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Antioxidative response of Vigna unguiculata [L.] Walp. co-inoculated with 

Bradyrhizobium sp. and PGPB with and without salt stress 

Abstract 

There are few studies on stress/oxidative protection in legume nodules, being 
important to understand the role of oxidative stress on the biological fixation of nitrogen. 
As well as the interaction between legume, rhizobium and plant growth promoting 
bacteria in response to stress/oxidative protection in cowpea nodules under saline 
stress. The objective of this work was to measure the peroxidase activities of 
ascorbate, superoxide dismutase, phenol peroxidase and catalase, as well as to 
evaluate the role of the ascorbate-glutathione cycle in oxidative protection based on 
redox balance of ascorbate and glutathione (total, Reduced and oxidized), in nodules 
of cowpea plants, with and without salt stress induction. The plants of cowpea cv. "IPA 
206" were cultivated under axenic conditions, inoculated with Bradyrhizobium sp. and 
co-occurring Bradyrhizobium sp. and Actinomadura sp.; Bradyrhizobium sp. and 
Bacillus sp.; Bradyrhizobium sp. and Paenibacillus graminis; and Bradyrhizobium sp. 
and Streptomyces sp. Being maintained with (50 mmol L-1 NaCl) and without saline 
stress. Salinity increased sodium content, hydrogen peroxide, lipid peroxidation, 
superoxide dismutase activity, and decreased redox status of glutathione. Inoculation 
with Bradyrhizobium sp. Allowed higher phenolic peroxidase activity in the nodules of 
cultivated plants in the presence of 50 mmol L-1 of NaCl. The oxidative stress caused 
greater lipid degradation in cowpea nodules coinoculated with Bradyrhizobium sp. and 
Actinomadura sp. and Bradyrhizobium sp. and Streptomyces sp. co-cultivations with 
Bradyrhizobium sp. and Paenibacillus graminis and Bradyrhizobium sp. and Bacillus 
sp. are promising in the response to oxidative stress. 

 

Keywords: Cowpea bean. Growth-promoting bacteria in plants. Oxigen-reactive 
species. Catalase. Superoxide dismutase. Salinity. 
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5.1 Introdução 

O feijão-caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) é um dos produtos agrícolas de 

maior importância econômico e social. Segundo a CONAB (2017), no Brasil a cultura 

será plantada em 1.308,8 mil hectares na safra 2016/17, e no Nordeste, a área 

plantada será de 1.080,4 mil hectares. O plantio desta safra se inicia em janeiro de 

2017, sendo esperada uma produção de 592,6 mil toneladas para todo o território 

nacional e de 327,2 mil toneladas para o Nordeste. Na região Nordeste o feijão-caupi 

é tradicionalmente plantado na região semiárida, pois esta cultura é adaptada às 

condições climáticas deste bioma (FREIRE FILHO, et al., 2011; SANTOS et al., 2016). 

Os solos do semiárido nordestino podem sofrer salinização naturalmente, 

devido ao baixo índice pluviométrico e a ocorrência de temperaturas elevadas ou 

devido ao inadequado manejo da irrigação. Plantas desenvolvem diversos 

mecanismos para sobreviver ao estresse salino, dentre eles, estão a homeostase 

iônica e compartimentalização, ativação de enzima antioxidante e síntese de 

compostos antioxidantes (GUPTA; HUANG, 2014; LIMA JUNIOR; SILVA, 2010; 

ANDRADE, 2009). 

Quando as plantas estão sob condições normais de cultivo, os antioxidantes 

por elas produzidos são capazes de neutralizar as espécies reativas de oxigênio 

(EROs), como o ânion superóxido (O2•-), o peróxido de hidrogénio (H2O2), radical 

hidroxil (•OH) e oxigênio molecular (1O2), encontram-se em baixas concentrações. Se 

a planta está submetida a estresses abióticos como o estresse salino, a produção de 

EROs é aumentada e acumulam-se na planta, podendo causar danos aos lipídios, 

proteínas e ácidos nucleicos, pois os antioxidantes produzidos pela planta não são 

suficientes para neutralizar as EROs, causando o estresse oxidativo na planta, e este 

estresse inibe a fixação de nitrogênio e o desenvolvimento vegetal, podendo resultar 

em menor produção. As plantas utilizam composto e enzimas antioxidantes para a 

proteção celular, visando diminuir os danos oxidativos (SHARMA et al., 2012; 

SILVEIRA et al., 2011; PRISCO; GOMES FILHO, 2010).  

Compostos ou enzimas antioxidantes celular vegetal, podem evitar a formação, 

sequestrar ou degradar os radicais livres, prevenindo os danos oxidativos nas células 

vegetais. Entre os principais metabólitos antioxidantes, encontram-se o ácido 
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ascórbico ou ascorbato, a glutationa (γ-glutamil-cisteinil-glicina, GSH), o α-tocoferol 

(vitamina E) e os carotenoides (DINAKAR et al 2012; SERKEDJIEVA, 2011). 

Várias enzimas antioxidantes estão envolvidas na defesa celular contra os 

radicais livres, destacam-se a superóxido dismutase, a catalase, e a peroxidase de 

fenóis. A superóxido dismutase, catalisa a desmutação do radical superóxido (O2
-) em 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio molecular (O2). Este H2O2 é eliminado pela 

catalase e outras peroxidases, a catalase converte duas moléculas de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) à água (H2O) e oxigênio molecular (O2) (ALVES et al., 2016; 

SHARMA et al., 2012; LOCATO et al., 2010). 

São poucos os estudos sobre o estresse e proteção oxidativa em nódulos de 

leguminosas, sendo importante para entender o papel do estresse oxidativo resultante 

do estresse salino sobre a fixação biológica de nitrogênio, bem como a interação entre 

leguminosa, rizóbio e bactérias promotoras de crescimento vegetal. Neste contexto, 

foi elaborada uma hipótese de que a coinoculação com Bradyrhizobium sp. e bactérias 

promotoras de crescimento de plantas permite minimizar os efeitos deletérios do 

estresse salino através da proteção oxidativa, beneficiando a fixação biológica de 

nitrogênio no feijão-caupi. 

5.2 Material e Métodos 

5.2.1 Produção de micro-organismos e preparo dos inoculantes 

A estirpe de rizóbio e bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) 

utilizadas no experiment (Tabela 1) foram multiplicadas em condições controladas 

para a produção dos inoculantes. Para purificação e multiplicação dos micro-

organismos foram usados os meios de cultura: YMA e YM a pH 6,5 (VINCENT, 1970), 

para o Bradyrhizobium sp., DYGS a pH 6,0 (RODRIGUES NETO, 1986) para o 

Bacillus sp., TSA e TSB a pH 7,3, para o Paenibacillus graminis e AY e AYA a pH 6,4 

(NONOMURA; OHARA, 1971) para a Actinomadura sp. e Streptomyces sp., conforme 

anexo A. O inoculante com Bradyrhizobium sp. foram incubados em agitador rotatório 

(200 rpm) a 28° por 96 horas, e os inoculantes com as quatro estirpes de BPCP, foram 

mantidos em agitador rotatório (200 rpm) a 28° por 48 a 96 horas, de acordo com a 

estirpe. 
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5.2.2 Cultura de planta e tratamento 

O experimento foi conduzido em condições axênicas na casa de vegetação no 

Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA; Recife-PE). Sementes do cultivar “IPA-

206” de feijão-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], foram desinfestadas (HUNGRIA; 

ARAÚJO, 1994) e semeadas em vasos de Leonard contendo areia lavada (pH 6,5), 

ambos previamente autoclavados (1 h; 120 °C; 101 kPa). 

Na ocasião da semeadura, as sementes foram inoculadas utilizando-se 1,0 mL 

da suspensão bacteriana (108 UFC mL-1), com Bradyrhizobium sp. ou coinoculadas 

com 1,0 mL da suspensão bacteriana contendo o Bradyrhizobium sp. e 1,0 mL da 

suspensão bacteriana contendo uma estirpe de BPCP (107 UFC mL-1). As 

coinoculações foram formuladas conforme a Tabela 1. 

 

Tabela 1: Formulação de inoculantes e tratamentos utilizados no experimento. 

Tratamento Combinação 
bacteriana 

Código de 
acesso 

Origem 

T1 Bradyrhizobium sp. UFLA 03-84 Solo de pastagem em Jí-Paraná, 
Rondônia 

T2 Bradyrhizobium sp. e 
Bacillus sp. 

UFLA 03-84 e 
IPA CC 11 

Caules de cana de açúcar (Saccharum 
officinarum) da zona da mata de 
Pernambuco 

T3 Bradyrhizobium sp. e 
Paenibacillus graminis 

UFLA 03-84 e 
MC 04.21 

Rizosfera de milho (Zea mays) em solo 
do Cerrado 

T4 Bradyrhizobium sp. e 
Actinomadura sp. 

UFLA 03-84 e 
183-EL 

Rizosfera da caatinga pernambucana 

T5 Bradyrhizobium sp. e 
Streptomyces sp. 

UFLA 03-84 e 
212 

Rizosfera de rúcula (Eruca sativa) 

 

Durante todo o experimento, as plantas foram irrigadas por capilaridade, com 

solução nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) isenta de nitrogênio e modificada 

conforme Silveira et al. (1998). O desbaste foi realizado aos quatro dias após a 

germinação (DAG) e mantiveram-se duas plantas por vaso (unidade experimental). 

As plantas foram submetidas ao estresse salino aos 15 DAG, adicionando 50 mmol L-

1 de cloreto de sódio (NaCl) à solução nutritiva em 50% dos vasos. As soluções 

nutritivas foram colocadas nos vasos de Leonard com pH de 6,5 e condutividade 

elétrica (CE) de 0,99 mS cm-1 e 5,6 mS cm-1, para solução nutritiva sem a com adição 

de NaCl, respectivamente. Semanalmente, a solução nutritiva com e sem NaCl foi 

trocada. Na ocasião realizou-se a lavagem do substrato com água destilada, e foram 
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medidos o pH e a CE do drenado, para companhamento do pH e CE da solução no 

vaso. 

A coleta do experimento foi realizada aos 37 DAG, no Laboratório de Biologia 

do Solo no IPA. No momento da coleta, as raízes contendo os nódulos foram imersas 

em nitrogênio líquido a -80° C. As raízes contendo os nódulos congelados em N2 

líquido foram acondicionados em recipientes térmicos contendo gelo seco, e 

transportadas para o laboratório de Metabolismo de Plantas (Labplant) do 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular (DBBM) da Universidade Federal 

do Ceará (UFC). Os nódulos ainda congelados foram separados das raízes, em 

seguida liofilizados. Após a liofilização, os nódulos foram macerados e acondicionados 

em dessecador até as determinações químicas. 

 

5.2.3 Delieamento experimental e análise estatística 

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com arranjo em 

fatorial (5 x 2) + 1, sendo cinco combinações bacterianas (uma inoculação apenas 

com Bradyrhizobium sp. e quatro coinoculações com Bradyrhizobium sp. e BPCP), 

dois níveis de salinidade (0 e 50 mmol L-1 de NaCl), com quatro blocos (duas réplicas 

por bloco) e um controle absoluto (plantas não inoculadas, sem nitrogênio e sem 

NaCl). Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) com níveis 

de significância de 5% pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 

5% de probabilidade. Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o 

programa ASSISTAT Versão 7.7 beta (2016) (SILVA; AZEVEDO, 2009). 

5.2.4 Determinações bioquímicas 

Foram realizadas análises do teor de sódio e potássio segundo métodos 

descritos pela Embrapa (2009). As análises dos compostos indicadores de estresse 

oxidativo foram: peroxidação de lipídeos foi estimada pelo conteúdo de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) conforme Heath; Packer (1968), o teor de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (BRENNAN; FRENKEL,1977), ascorbato total, 

reduzido, oxidado e status redox de ascorbato (KAMPFENKKEL et al., 1995), 

glutationa total, reduzida, oxidada e status redox da glutationa (GRIFFITH, 1980), bem 

como análises de atividade enzimática, catalase (HAVIR; MCHALE,1987), peroxidase 
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de fenóis (AMAKO et al.,1994), superóxido dismutase (GIANNOPOLITIS; RIES, 

1977). 

5.3 Resultados e Discussão 

As plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculadas e coinoculadas com o 

Bradyrhizobium sp. e BPCP apresentaram um aumento de 89,73% no teor de sódio e 

de 69,03% no teor de potássio na parte aérea em relação as plantas não inoculadas, 

sem nitrogênio e sem salinidade (tratamento controle absoluto), indicando que a 

inoculação e/ou coinoculação com Bradyrhizobium sp. e BPCP, submetido ou não a 

salinidade melhora a nutrição da planta e a capacidade de ajuste osmótico (Figura 1). 

 

Figura 1. Análise de contraste dos teores de sódio e potássio em massa seca de parte aérea de plantas 

de feijão-caupi cv. “IPA 206”, comparando plantas não inoculadas e sem estresse salino com plantas 
inoculadas sem e com estresse salino (0 e 50 mmol L-1 de NaCl) 

 

Sob condição controle, a inoculação Bradyrhizobium sp. ou a coinoculação 

Bradyrhizobium sp. e BPCP estudadas não promoveram diferença significativa no teor 

de sódio na parte aérea das plantas de feijão-caupi, pelo teste de Tukey (p<0,05). 

Entretanto, quando as plantas foram cultivadas sob estresse salino, os tratamentos 

coinoculados com Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (UFLA 03-84 e MC 

04.21) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (UFLA 03-84 e 212) acumularam mais 

sódio na parte aérea das plantas (Figura 2A). Comparando as formas de cultivo, foi 
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observado que o teor de sódio na parte aérea das plantas de feijão-caupi aumentou 

significativamente independente da combinação bacteriana estudada, sendo este 

aumento de 94 a 99 % (Figura 2A), resultando em alteração no balanço nutricional 

das plantas submetidas a salinidade, caracterizando o estresse iônico. As plantas de 

feijão-caupi coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3) e 

Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4), quando cultivadas sem salinidade, tiveram o 

teor de potássio na parte aérea das plantas aumentado (Figura 2B). 

 

Figura 2. Teor de sódio (*CV = 15,36%) e potássio (*CV = 14,42 %) na parte aérea de plantas de feijão-

caupi cv. “IPA 206” cultivadas sem e com estresse salino (0 e 50 mmol L-1 de NaCl), inoculado com 
Bradyrhizobium sp. (T1) e coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), 
Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5). Médias seguidas de mesma letra maiúscula (condições 
de cultivo) e minúscula (combinações de bactérias) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
*coeficiente de variação 

Quando cultivadas na presença de 50 mmol L-1 de NaCl, a inoculação com 

Bradyrhizobium sp. (T1) e a coinoculação Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis 

(T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. 

(T5) proporcionaram maiores teores de potássio na parte aérea das plantas em 

relação à coinoculação Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), indicando um 

favorecimento destas combinações bacterianas no balanço iônico das plantas e 

possibilitando uma maior tolerância ao estresse salino (Figura 2B). 

A inoculação com Bradyrhizobium sp. (T1) e a coinoculação Bradyrhizobium 

sp. e Streptomyces sp. (T5) proporcionaram aumento na concentração de potássio 

quando as plantas foram cultivadas sob estresse salino em relação às plantas 
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cultivadas sob condição controle, o oposto ocorreu quando as plantas foram 

coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. 

e Paenibacillus graminis (T3) e Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4), reduzindo o 

potássio na parte aérea das plantas, quando cultivadas sob estresse salino (Figura 

2B). 

Sendo o potássio o soluto que mais contribui para a manutenção da pressão 

osmótica e da força iônica nas plantas quando estressadas pela indução do NaCl, é 

importante relatar a participação deste nutriente no ajustamento osmótico, tendo em 

vista que os estudos apresentam respostas diversas do teor de potássio a salinidade. 

O antagonismo entre Na+ e K+, promove a redução na absorção de K+ e o influxo de 

Na+ aumenta, em contrapartida o acúmulo de K+ sob estresse, pode estar relacionado 

à redução na translocação deste nutriente, devido a menor demanda para o 

crescimento das plantas (LACERDA et al., 2006; DUTRA et al., 2011; MAIA et al., 

2015). Esta diversidade de resposta à salinidade demonstra a importância do estudo 

dos mecanismos apresentados como resposta ao estresse salino em plantas de 

feijão-caupi inoculadas e coinoculadas com diferentes estirpes bacterianas. 

Plantas submetidas a estresse salino ativam transportadores de cátions no 

tonoplasto e na membrana celular, para manter a homeostase iônica, sendo este um 

mecanismo de tolerância ao estresse (MAIA et al., 2015). O sódio pode ser absorvido 

por competição através de carregadores de K+ e Ca2+, tendo em vista que não existem 

transportadores específicos de Na+, principalmente pela similaridade entre o raio 

iônico hidratado do sódio e do potássio bem como por meio de canais não seletivos, 

gerando um antagonismo entre a absorção de sódio e potássio (SCHOSSLER et al., 

2012; WILLADINO; CAMARA, 2010; MÄSER et al, 2002). 

Diferentes respostas de inoculações e coinoculações foram observadas por 

Oliveira (2011), sendo que a concentração de potássio na parte aérea de plantas de 

feijão-comum (Phaseolus vulgaris L.), foi maior quando coinoculadas com as estirpes 

Rhizobium tropici (CIAT 899) e Burkholderia fungorum (UFLA 04-155) do que as 

demais combinações bacterianas avaliadas. 

As plantas coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2) e 

Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3) apresentaram menor conteúdo de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) nos nódulos (Figura 3), indicando melhor controle nos 

níveis desta espécie reativa de oxigênio (EROs), devido a maior eficiência do sistema 
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antioxidativo nas plantas coinoculadas com estas estirpes de BPCP. Comparando as 

condições de cultivo, observa-se que o teor H2O2 aumentou em 11,6% nos nódulos 

das plantas de feijão-caupi quando estas foram cultivadas sob estresse salino em 

comparação com as plantas controle, independentes da combinação bacteriana 

inoculada. 

 

Figura 3. Peróxido de hidrogênio (*CV=4,24%) em nódulos de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” 
inoculado com Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. 
(T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5) - (A), e em condições controle e de estresse salino (50 
mmol L-1 de NaCl) - (B). Médias seguidas de mesma letra maiúscula (condições de cultivo) e minúscula 
(combinações de bactérias) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *coeficiente de variação 

O peróxido de hidrogênio (H2O2) pode ser convertido em água pela ação da 

catalase nos peroxissomas, ou no citosol pelo ciclo ascorbato-glutationa envolvendo 

a peroxidase do ascorbato, o ascorbato reduzido, a glutationa reduzida e a glutationa 

redutase (SILVEIRA et al., 2011). Batista et al. (2015) encontraram menor 

concentração de H2O2 nas plantas de feijão-caupi cv. “Vinagre” inoculadas com 

Bradyrhizobium sp. (BR 3267), quando comparadas com o tratamento controle 

absoluto e controle nitrogenado. 

No presente estudo, a peroxidação de lipídeos foi maior nos nódulos das 

plantas coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2) e 

Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), indicando que houve menor eficiência do 

sistema antioxidante nos nódulos dessas plantas, do que nas demais inoculações, 

independendo da forma de cultivo (Figura 4A). O mesmo não foi observado por 

Rodrigues et al (2013), em que observaram nível superior de peroxidação lipídica em 
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plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculadas com Bradyrhizobium sp. (BR 3267), 

tanto no ponto de floração (mesma fase fisiológica das plantas neste estudo) como na 

fase de senescência. 

 

Figura 4. Peroxidação de lipídeos (*CV=10,53%) em nódulos de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” 

inoculado com Bradyrhizobium sp. (T1) e coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. 
(T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5) - (A) em condições controle e estresse salino (50 mmol L-

1 de NaCl) - (B). Médias seguidas de mesma letra maiúscula (condições de cultivo) e minúscula 
(combinações de bactérias) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *coeficiente de variação 

O estresse salino pode causar intensa peroxidação lipídica devido ao estresse 

oxidativo. A peroxidação de lipídeos, pode ser gerada pela competição entre as EROs 

num mesmo sítio que induz maior quantidade de radicais livres. Esta degradação dos 

lipídeos pode levar à quebra da cadeia e assim, aumentar a fluidez e a permeabilidade 

da membrana (SHARMA et al., 2012; CARVALHO et al., 2011; KRUSE et al., 2006). 

Neste estudo, o nível de peroxidação de lipídeos foi elevado nas plantas submetidas 

ao estresse salino (5,6 mS cm-1) em 31 % em relação as plantas que foram cultivadas 

sob condição controle (Figura 4B). 

No presente estudo, os nódulos das plantas de feijão-caupi coinoculadas com 

o Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus 

graminis (T3), apresentaram maior atividade de superóxido dismutase (SOD) e menor 

teor de H2O2, indicando que este peróxido não acumulava nas células provavelmente 

pela regeneração dos antioxidantes oxidados através da peroxidase do ascorbato 

(APX), e glutationa redutase (GR), tendo em vista que estes tratamentos 
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apresentaram menor teor de ascorbato, quando as plantas foram submetidas ao 

estresse salino (Figura 5). 

 

Figura 5. Superóxido dismutase (A) (*CV = 8,68%) em nódulos de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” 

inoculado com Bradyrhizobium sp. (T1) ou coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. 
(T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5) - (A) em condições controle e estresse salino (50 mmol L-

1 de NaCl) - (B). Médias seguidas de mesma letra maiúscula (condições de cultivo) e minúscula 
(combinações de bactérias) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *coeficiente de variação 

A Superóxido dismutase é a primeira enzima a atuar no sistema antioxidante, 

catalisando a conversão do radical superóxido (O2
•) em peróxido de hidrogênio (H2O2), 

podendo ser encontrada no citoplasma, mitocôndria e citosol celular (SHARMA et al., 

2012). Rodrigues et al. (2013) não encontrou diferença na atividade de SOD no 

período de floração das plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculadas com o 

Bradyrhizobium sp. (BR 3267) e coinoculadas com as BPCP. 

A maior atividade da peroxidase de fenóis (POX) foi encontrada nos nódulos 

das plantas inoculadas com o Bradyrhizobium sp. (T1) e coinoculadas com 

Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5) quando cultivada em condição controle. 

Já quando as plantas foram cultivadas sob condição de estresse foi encontrado maior 

atividade da peroxidase de fenóis apenas nos nódulos das plantas inoculadas com o 

Bradyrhizobium sp. (T1), podendo estas combinações bacterianas promover maior 

proteção celular contra as reações oxidativas, sendo a POX uma enzima importante 

na eliminação do excesso de H2O2 da célula (NONATO, 2016). 
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Figura 6. Peroxidase de fenóis (A) (*CV = 3,15%) e Catalase (B) (*CV = 5,28%) em nódulos de plantas 
de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculado com Bradyrhizobium sp. (T1) e coinoculadas com 
Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), 
Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), em condições 
controle e estresse salino (50 mmol L-1 de NaCl). Médias seguidas de mesma letra maiúscula 
(condições de cultivo) e minúscula (combinações de bactérias) não diferem entre si pelo teste de Tukey 
(p<0,05). *coeficiente de variação 

Comparando as formas de cultivo (sem e com salinidade), observa-se que 

todas as combinações bacterianas apresentaram aumento na atividade da peroxidase 

de fenóis (Figura 6A). Esta enzima está ligada à lignificação dos tecidos, resultando 

no espessamento da parede celular, auxilia a defesa vegetal ao ataque de patógenos 

e resposta a estresses, como a salinidade. O aumento na atividade da POX promove 

a remoção do H2O2 restringindo o crescimento celular, o qual resulta em menor 

crescimento vegetal, neste trabalho, este comportamento foi encontrado nas plantas 

cultivadas sob estresse salino (NONATO, 2016; MAIA et al., 2012; PASSARDI et al., 

2004). Maia et al. (2010) observaram que a peroxidase de fenóis foi a principal enzima 

detoxificante de H2O2 em raízes de duas variedades de feijão-caupi com 100 mmol L-

1 de NaCl. 

A atividade da catalase foi maior sob condição controle nos nódulos das plantas 

coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3) enquanto que 

sob estresse salino as maiores atividades de catalase foi observada nos nódulos das 

plantas que foram coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 

Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5) (Figura 6B). A enzima catalase (CAT) 

está presente no peroxissomo removendo o excesso de H2O2 produzido como 

resposta ao estresse salino, realizando a proteção da própria organela e evitando o 

vazamento do H2O2 para outros locais da célula (SILVEIRA et al., 2010). 
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Comparando as condições de cultivo, os nódulos das plantas coinoculadas com 

o Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3) e Bradyrhizobium sp. e 

Streptomyces sp. (T5) não apresentaram diferença na atividade da catalase, nas duas 

condições de cultivo estudadas (com e sem estresse salino), enquanto nos nódulos 

das plantas coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), 

Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5) 

houve aumento na atividade da catalase quando submetidas a estresse salino, 

permitindo maior remoção do peróxido de hidrogênio dos nódulos das plantas 

submetidas ao estresse salino (Figura 6B). 

Os resultados da atividade enzimática apresentados neste trabalho confirmam 

a informação de Figueiredo et al. (2016) que a inoculação com BPCP na rizosfera de 

plantas pode contribuir para a produção de enzimas antioxidantes em plantas. 

O ascorbato é um antioxidante que proporciona proteção da membrana por 

meio da reação com O2
•-, H2O2, tendo um papel fundamental na remoção de H2O2. O 

excesso deste é reduzido a água e oxigênio molecular, pela ação da enzima 

peroxidase do ascorbato (APX), que utiliza o ascorbato reduzido (ASC) como doador 

de elétrons, gerando o ascorbato oxidado (dehidroascórbico - DHA). Este é 

rapidamente reduzido a ascorbato pelo ciclo ascorbato-glutationa (AsA-GSH) 

(DINAKAR et al., 2012; SHARMA et al., 2012). A forma reduzida do ascorbato é 

comum no cloroplasto quando as plantas estão submetidas a condições fisiológicas 

normais, o estado redox do ascorbato, representa a fração do ascorbato efetivamente 

capaz de atuar na proteção oxidativa (CONKLIN; BARTH, 2004; SMIRNOFF, 2000). 

Sob condição controle os nódulos de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” 

apresentou teor de ascorbato total maior nas coinoculações com a estirpe 

Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 

Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5). Já o teor de ascorbato reduzido foi maior 

nos nódulos das plantas coinoiculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. 

(T2), sendo este um composto importante na remoção de H2O2 estas combinações 

bacterianas favoreceram a remoção quando as plantas não estão submetidas a 

estresse. Estas combinações bacterianas também aumentaram o teor de ascorbato 

total quando as plantas foram submetidas a estresse salino (Figura 7A). 
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Figura 7. Ascorbato total (*CV = 4,91) (A) e reduzido (*CV = 5,87) (B) em nódulos de plantas de feijão-
caupi cv. “IPA 206” inoculado com Bradyrhizobium sp. (T1) e coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e 
Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus 
sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), em condições controle e estresse salino (50 
mmol L-1 de NaCl). Médias seguidas de mesma letra maiúscula (condições de cultivo) e minúscula 
(combinações de bactérias) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *coeficiente de variação 

Quando cultivadas sob estresse salino (5,6 mS cm-1), o teor de ascorbato total 

e reduzido foi maior nos nódulos das plantas inoculadas apenas com o 

Bradyrhizobium sp. (T1) e menor em todas as coinoculações, indicando que sob 

estresse salino nenhuma coinoculação permitiu maior remoção do H2O2 do que a 

inoculação o Bradyrhizobium sp.. Quando se compara as diferentes formas de cultivo 

observa-se que esta estirpe também aumentou o teor de ascorbato reduzido quando 

as plantas foram submetidas a estresse salino (Figura 7B). 

Em condição controle, o ascorbato oxidado foi maior nas plantas coinoculadas 

com o Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus 

sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5). Quando submetidas a estresse 

salino as plantas coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), 

apresentaram maior teor de ascorbato oxidado (Figura 8A). Mostrando que nem todas 

as combinações bacterianas que removeram o H2O2 nos nódulos de feijão-caupi, sob 

condição controle foi capaz de manter esta proteção oxidata quando as plantas foram 

submetidas a estresse salino, sendo a coinoculação com o Bradyrhizobium sp. e 

Streptomyces sp. (T5), a única que pode manter esta proteção oxidativa mesmo sob 

estresse salino. 
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Figura 8. Ascorbato oxidado (*CV = 6,54) (A) e status redox de ascorbato (*CV = 7,85) (B) em nódulos 
de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculado com Bradyrhizobium sp. (T1) e coinoculadas com 
Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), 
Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), em condições 
controle e estresse salino (50 mmol L-1 de NaCl). Médias seguidas de mesma letra maiúscula 
(condições de cultivo) e minúscula (combinações de bactérias) não diferem entre si pelo teste de Tukey 
(p<0,05). *coeficiente de variação 

Todas as combinações bacterianas aumentaram o teor de ascorbato oxidado 

quando foram submetidas a estresse salino, se comparadas com as plantas cultivadas 

na condição controle, caracterizando o estresse oxidativo sofrido pelas plantas sob 

salinidade (5,6 mS cm-1). 

Os nódulos de feijão-caupi, apresentaram uma maior proteção oxidativa, 

quando as plantas foram coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. 

(T2), quando cultivadas na condição controle, onde 88% do ascorbato era composto 

pelo ascorbato reduzido. Já quando cultivadas sob estresse salino esta mesma 

coinoculação juntamente com a inoculação apenas com o Bradyrhizobium sp. (T1), 

apresentou a mesma proteção indicada pelo status redox do ascorbato com valores 

de cerca de: 55% e 58%, respectivamente (Figura 8B). 

O teor de glutationa total nos nódulos das plantas inoculada com o 

Bradyrhizobium sp. (T1) e coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. 

(T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3) e Bradyrhizobium sp. e Bacillus 

sp. (T4), o aumento da glutationa total pode indicar oxidação, bem como do estresse 

oxidativo (Figura 9A). Apenas a coinoculação com o Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. 

(T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), não apresentaram aumento no 

teor da glutationa oxidada, independente da forma de cultivo (Figura 9B). As estirpes 
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que foram capazes de aumentar a oxidação da glutationa consequentemente 

reduziram do ascorbato oxidado no ciclo ascorbato-glutationa, independende, 

beneficiando a resposta antioxidativa nos nódulos das plantas de feijão-caupi. 

 

Figura 9. Glutationa total (*CV = 6,00) (A) e Glutationa oxidada (CV = 6,87) (B) em nódulos de plantas 

de feijão-caupi cv. “IPA 206” inoculado com Bradyrhizobium sp. (T1) e coinoculadas com 
Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), 
Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), em condições 
controle e estresse salino (50 mmol L-1 de NaCl). Médias seguidas de mesma letra maiúscula 
(condições de cultivo) e minúscula (combinações de bactérias) não diferem entre si pelo teste de Tukey 
(p<0,05). *coeficiente de variação 

A glutationa é um composto importante na proteção contra o estresse oxidativo 

devido a redução do ascorbato oxidado no ciclo ascorbato-glutationa. A glutationa 

ocorre de forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). A reduzida reduz o H2O2, mas 

devido a lenta reação esta não é a principal rota de conversão deste composto, sendo 

o ascorbato o substrato responsável pela desintoxicação redutiva do H2O2 

(SEMPREBOM, 2008). 

A glutationa reduzida nos nódulos das plantas de feijão-caupi sob condição 

controle foi maior nas plantas inoculadas com o Bradyrhizobium sp. (T1) e 

coinoculadas Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e Bradyrhizobium sp. e 

Streptomyces sp. (T5). Já quando submetidas ao estresse salino apenas os nódulos 

das plantas coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) apresentou 

maior teor de glutamina reduzida (Figura 10), mostrando ter maior potencial para a 

redução do ascorbato oxidado no ciclo ascorbato-glutationa, e reduzir o estresse 

oxidativo nos nódulos das plantas submetidas ao estresse salino. Tendo em vista que 

a biossíntese de glutationa reduzida é uma resposta essencial das plantas ao 
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estresse, aumentando a capacidade de defesa da planta, as plantas coinoculadas 

com Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. podem promover maior proteção oxidativa ao 

estresse salino (SEMPREBOM, 2008). 

 

Figura 10. Glutationa reduzida (*CV = 6,20) em nódulos de plantas de feijão-caupi cv. “IPA 206” 
inoculado com Bradyrhizobium sp. (T1) e coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. 
(T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), em condições controle e estresse salino (50 mmol L-1 de 
NaCl). Médias seguidas de mesma letra maiúscula (condições de cultivo) e minúscula (combinações 
de bactérias) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *coeficiente de variação 

Nos nódulos das plantas de feijão-caupi inoculadas com as estirpes 

Bradyrhizobium sp. (T1) e co-inoculadas com o Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (T4) 

e Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5), apresentaram maior status redox da 

glutationa, tendo em vista que 22, 24 e 25% de glutationa estava presente nos nódulos 

na forma reduzida, indicando que estas combinações bacterianas têm maior potencial 

na proteção oxidativa do que as demais estudadas, independente da forma de cultivo 

(Figura 11A). O estresse salino reduziu o status redox da glutationa em 12,87%, em 

comparação das plantas cultivadas sob condição controle (Figura 11B). 
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Figura 11. Status redox da glutationa total (*CV = 8,23) em nódulos de plantas de feijão-caupi cv.“IPA 

206” inoculado com Bradyrhizobium sp. (T1) e coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura 
sp. (T2), Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis (T3), Bradyrhizobium sp. eBacillus sp. (T4) e 
Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. (T5) (A) em condições controle e estresse salino (50 mmol L-1 
de NaCl) (B). Médias seguidas de mesma letra maiúscula (condições de cultivo) e minúscula 
(combinações de bactérias) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *coeficiente de variação 

A glutationa reduzida está relacionada à regulação da absorção de enxofre no 

tecido radicular, bem como atua como antioxidante, no tamponamento redox e na 

expressão de genes de defesa (SILVEIRA et al., 2010). As pesquisas mostram que a 

capacidade de manter uma alta proporção de glutationa e ascorbato reduzidos seja 

importante para a defesa oxidativa das plantas (SEMPREBOM, 2008). 

O estresse salino diminuiu a proporção de glutationa reduzida, devido a maior 

oxidação sofrida por este composto, aumentando o estresse oxidativo nos nódulos de 

feijão-caupi quando cultivados na presença de 50 mmol L-1 de NaCl. 

5.4 Conclusões 

As plantas coinoculadas com Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis e 

com Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp. apresentaram maior ajuste osmótico 

quando submetidas ao estresse salino. 

A salinidade aumentou o teor de peróxido de hidrogênio e a peroxidação de 

lipídeos, bem como a atividade da superóxido dismutase, assim como reduziu a 

proporção de glutationa reduzida nos nódulos de feijão- caupi, indicando que houve 

estresse oxidativo sob estresse salino. 
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As plantas coinoculadas com o Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis 

apresentaram maior tolerância ao estresse oxidativo, induzido pelo estresse salino. 

As plantas submetidas ao estresse salino aumentaram a atividade das enzimas 

antioxidantes. 

As diferentes combinações bacterianas estudadas utilizaram com maior 

eficiência as diferentes enzimas para remoção de espécies reativas de oxigênio e 

proteção oxidativa nos nódulos de feijão-caupi. 

As coinoculações com Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus graminis e com 

Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. são promissoras na proteção ao dano oxidativo 

quando inoculadas em plantas de feijão-caupi cv “IPA 206”, sendo importante 

investigar outros mecanismos de defesa e da resposta antioxidativa. 
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APÊNDICE A – Análise de variância (ANOVA) das variáveis analisadas na parte aérea e nódulos do feijão-caupi cv “IPA 206” 

inoculado com Bradyrhizobium sp. (UFLA 03-84) e coinoculado com Bradyrhizobium. sp. e Actinomadura sp.; Bradyrhizobium sp. e 

Bacillus sp.; Bradyrhizobium sp. e Azospirillum amazonense; Bradyrhizobium sp. e Herbaspirillum seropedicae; Bradyrhizobium sp. 

e Burkholderia tropica; Bradyrhizobium sp. e Streptomyces sp.; Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus; Bradyrhizobium sp. e Bacillus 

pumilus; Bradyrhizobium sp. e Brevibacillus brevis; Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus brasilensis; Bradyrhizobium sp. e 

Paenibacillus graminis; e Bradyrhizobium sp. e Paenibacillus durus, cultivadas em condição controle e estresse salino (0 e 50 mmol 

L-1 NaCl). 

Variável analisada 
 

Bactéria (B) Salinidade (S) B x S1 
Tratamento 

Contraste CV 

Valores de F Ta x Inoculada (%) 

Altura da parte aérea 6,5 ** 101,95 ** 0,69 ns 6,70 ** 10,83 ** 15,77 

Massa seca da parte aérea 11,94 ** 120,16 ** 3,36 ** 11,42 ** 23,27 ** 22,7 

Massa seca da raiz 7,11 ** 6,74 * 0,97 ns 4,12 ** 0,13 ns 21,01 

Massa seca de nódulos 58,58 ** 1340,74 ** 30,99 ** 86,58 ** 38,22 ** 7,84 

Relação massa seca da parte aérea e massa seca da raiz 1,57 ns 64,69 ** 2,57 ** 4,56 ** 24,03 ** 21,45 

Comprimento da raiz 1,89 * 0,06 ns 0,81 ns 1,30 ns 1,06 ns 19,02 

Número de nódulos 2,26 ** 5,62 * 0,54 ns 6,12 ** 157,73 ** 13,99 

Tamanho de nódulos 3,26 ** 48,65 ** 1,70 ns 4,78 ** 34,76 ** 29,81 

Nodulação específica 2,58 ** 0,00 ns 0,95 ns 4,72** 103,95 ** 17,24 

Nitrogênio total 5,76 ** 379,47 ** 1,63 ns 22,37 ** 189,43 ** 8,10 

Sódio 23,46 ** 1134,78 ** 23,97 ** 59,56 ** 71,52 ** 25,11 

Potássio 16,87 ** 5,03 * 6,42 ** 11,43 ** 7,43 ** 20,86 

  Bactéria (B) Salinidade (S) B x S1 Tratamento   Total 

Graus de liberdade 15 1 15 33 1   

P≥ 0,05(ns); 0,01≤ P < 0,05(*); P< 0,01(**) 

 



135 
 

 
 

APÊNDICE B - Análise de variância (ANOVA) das variáveis analisadas nos nódulos de feijão-caupi inoculado com Bradyrhizobium 

sp. (UFLA 03-84) ou coinoculado com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (UFLA 03-84 e 183-EL); Bradyrhizobium sp. e 

Paenibacillus graminis (UFLA 03-84 e MC 04.21); Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (UFLA 03-84 e IPACC11); e Bradyrhizobium sp. 

e Streptomyces sp. (UFLA 03-84 e 212) em condições controle e estresse salino (50 mmol L-1 de NaCl). 

Variável analisada 
Bactéria (B) Salinidade (S) B x S1 Tratamento Contraste CV 

Valor de F Ta x Inoculada (%) 

Altura da parte aérea (APA) 3,13 ** 4,05 ** 69,64 ** 19,41 ** 19,28 ** 19,36 
Massa seca da parte aérea (MSPA) 1,97 ns 68,43 ** 1,84 ns 15,36 ** 69,91 ** 18,17 
Massa Fresca de nódulos (MFN) 1,61 ns 104,13 ** 4,44** 14,26 **  13,95 
Massa seca de nódulos (MSN) 1,28 ns 115,48 ** 3,69 * 15,04 **  14,81 
Número de nódulos (NN) 28,28 ** 3,58 ns 1,11 ns 13,46 **  18,18 
Nitrogênio total da parte aérea (NTPA) 5,36 ** 11,90 ** 5,08 ** 29,81 ** 244,40 ** 9,79 
Nitrogênio total de nódulos (NTN) 3,20 * 9,57 ** 0,33 ns 2,63 **  10,42 
Leghemoglobina 4,68 ** 0,38 ns 1,26 ns 2,69 **  15,51 
Amônia livre (NH4+) 2,60 ns 5,71 ** 0,57 ns 2,05 **  14,57 
Aminoácidos livre (AA) 2,60 ns 5,71 * 0,57 ns 2,05 *  14,57 
Ureídeos 0,83 ns 22,10 ** 1,59 ns 3,53 **  33,47 
Prolina 3,20 * 30,59 ** 0,85 ns 5,20 **  39,18 
Proteína 12,72 ** 55,52 ** 6,45 ** 4,69 **  7,90 
Sacarose 4,03 * 34,85 ** 6,84 ** 8,70 **  18,52 
Açucares solúvel 4,55 ** 41,94 ** 3,26 ** 8,13 **  14,62 
Glutamina sintetase (GS) 6,14 ** 109,04 ** 71,74 ** 46,72 **  14,48 
Glutamato sintetase (GOGAT) 40,99 ** 0,03 ns 1,45 ns 18,87 **  13,59 
Glutamato desidrogenase aminante (GDH) 9,45 ** 0,06 ns 1,65 ns 4,99 **  19,59 
Atividade da invertase ácida 63,84 ** 52,88 ** 18,64 ** 42,53 **  7,87 
Atividade da invertase neutra 34,66 ** 147,77 ** 2,23 ns 32,82 **  4,52 

 Bactéria (B) Salinidade (S) B x S Tratamento  Total 

Grau de liberdade 4 1 4 9  39 

P≥ 0,05(ns); 0,01≤ P < 0,05(*); P< 0,01(**) 
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APÊNDICE C - Análise de variância (ANOVA) das variáveis analisadas nos nódulos de feijão-caupi inoculado com Bradyrhizobium 

sp. (UFLA 03-84) ou coinoculado com Bradyrhizobium sp. e Actinomadura sp. (UFLA 03-84 e 183-EL); Bradyrhizobium sp. e 

Paenibacillus graminis (UFLA 03-84 e MC 04.21); Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. (UFLA 03-84 e IPACC11); e Bradyrhizobium sp. 

e Streptomyces sp. (UFLA 03-84 e 212) em condições controle e estresse salino (50 mmol L-1 de NaCl). 

Variável analisada 
Bactéria (B) Salinidade (S) B x S1 

Tratamento 
Contraste CV 

Valores de F Ta x Inoculada (%) 

Teor de Sódio [Na] 4,38 ** 1569,41 ** 3,55 * 177,90 ** 956,68 ** 15,368 

Teor de Potássio [K] 9,76 ** 5,41 * 4,27 ** 6,84 ** 665,74 ** 14,42 

Peroxidação de lipídeos 9,93 * 64,95 ** 1,64 ns 12,36 **  10,53 

Peróxido de hidrogênio 26,07 ** 62,98 ** 0,88 ns 18,98 **  4,24 

Ascorbato total 20,99 ** 169,04 ** 14,56 ** 34,58 **  4,91 

Ascorbato reduzido 233,18 ** 3,00 ns 49,93 ** 126,16 **  5,87 

Ascorbato oxidado 93,35 ** 471,15 ** 42,50 ** 122,73 **  6,54 

Status redox de Ascorbato 82,49 ** 93,46 ** 14,05 ** 53,29 **  7,85 

Glutationa total 3,56 * 0,03 ns 1,88 ns 2,42 *  6,00 

Glutationa reduzida 37,83 ** 45,13 ** 3,57 * 23,41 **  6,20 

Glutationa oxidada 7,51 ** 0,88 ns 1,87 ns 4,27 **  6,87 

Status redox da Glutationa 24,15 ** 21,00 ** 1,32 ns 13,65**   8,23 

Catalase 123,49 ** 37,57 ** 28,35 ** 71,66 **  5,28 

Peroxidase de fenóis 17,23 ** 198,90 ** 3,90 ** 31,90 *  3,15 

Superóxido dismutase 7,54 ** 172,13 ** 1,97 ns 23,35 **  8,68 

  Bactéria (B) Salinidade (S) B x S1 Tratamento   Total 

Grau de liberdade 4 1 4 9   39 

P≥ 0,05(ns); 0,01≤ P < 0,05(*); P< 0,01(**) 
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ANEXO A – Composição dos meios de cultura utilizados para multiplicação das bactérias utilizadas nos experimentos 

Meio de cultivo YM e YMA - Manitol, extrato de levedura e manitol, extrato de levedura ágar (Vincent, 1970) 

Bactéria Bradyrhizobium sp. 

Composição por 
litro 

KH2PO4 

[10%] 
K2HPO4 

[10%] 
MgSO4.7H2O 
(10%) 

Nacl 
[10%] 

Manitol Vermelho Congo 
[0,25%] 

Azul de bromotimol 
[0,5%] 

Extrato de 
levedura 

Ágar pH final 

4 mL 1 mL 2 mL 1 mL 10 g 10 m L 5 mL 0,4 g 18,0 g 6,5 a 6,8 

Meio de cultivo AY e AYA - Arginina, levedura e ágar (Nonomura; Ohara, 1971)       
Bactérias Actinomadura sp. e Streptomyces sp. 

Composição por 
litro 

L-arginina Glicose Glicerol K2HPO4 MgSO4.7H2O NaCl Extrato de levedura Solução de sais Ágar pH final 

0,3 g 1,0 g 1,0 g 0,3 g 0,2 g 0,3 g 1,0 g 1,0 ml 15,0 g 6,4 

Meio de cultivo DYGS - Dextrose Levedura Glucose Sacarose (Rodrigues Neto, 1986) 

Bactérias Azospirillum amazonense, Herbaspirillum seropedicae, Burkholderia tropica e Bacillus sp. 

Composição por 
litro 

Glicose Ácido D-Málico Peptona 
bacteriológica 

Extrato de levedura K2HPO4 MgSO4.7H2O Ácido glutâmico Ágar pH final 

2,0 g 2,0 g 1,5 g 2,0 g 0,5 g 0,5 g 1,5 g 18,0 g 6,0 e 6,8 

Meio de 
cultivo 

TSB - Caldo triptona de soja 

Bactérias Bacillus sp., Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Brevibacillus brevis, Paenibacillus brasiliensis, Paenibacillus durus, Paenibacillus polymyxa 

Composição 
por litro 

Peptona de caseína Peptona de soja Glicose NaCl K2HPO4 pH final 

17,0 g 3,0 g 2,5 g 5,0 g 2,5 g 7,3 

Meio de 
cultivo 

TSA - Ágar triptona de soja 

Bactérias Bacillus sp., Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Brevibacillus brevis, Paenibacillus brasiliensis, Paenibacillus durus e Paenibacillus 
polymyxa 

Composição 
por litro 

Triptona Digestão papaica de soja NaCl Ágar pH final 

15,0 g 5,0 g 5,0 g 15,0 g 7,3 

 


