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RESUMO GERAL 

O feijão caupi Vigna unguiculata [L.] Walp. é a principal cultura de subsistência do 
semi-árido e uma fonte de proteínas de baixo custo, notadamente, para as populações 
carentes.  A produção desta cultura no Nordeste e baixa devido a não utilização de insumos 
agrícolas dentre eles o nitrogênio. O uso de microrganismos para o aumento da produção 
agrícola, será provavelmente uma das táticas mais importantes para a atualidade no mundo. 
Isso se deve à demanda emergente para a diminuição da dependência de fertilizantes 
químicos e a necessidade de desenvolvimento da agricultura sustentável. Entre os sistemas 
biológicos envolvendo planta e microrganismos, temos as simbioses leguminosas-rizóbios, 
de maior expressão econômica, leguminosas-fungos micorrízicos arbusculares e ainda a 
utilização de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs). Os objetivos deste 
trabalho foram: verificar a viabilidade da co-infecção das sementes de caupi pela co-
inoculação Paenibacillus, Brevibacillus e/ou Bacillus na simbiose Bradyrhizobium-caupi; 
caracterizar as estirpes quanto à produção de ácido indol acético (AIA) e solubilização de 
fosfato avaliando o sinergismo entre os microrganismos, assim como avaliar a resposta da 
tripla inoculação (Bradyrhizobium x Glomus x Paenibacillus) na promoção de crescimento 
do caupi como alternativa para maximizar a fixação biológica de nitrogênio (FBN). A 
primeira parte dos experimentos foi conduzida em laboratório e em casa de vegetação do 
Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA), utilizando o caupi (Vigna unguiculata L. 
Walp.) cv. “IPA – 206”. As estirpes de Bacillus , Brevibacillus e Paenibacillus utilizadas 
foram: Bacillus sp. – ANBE 31, 449, 450, 451 e 461, B. cereus – 440, B. subtilis – 438, 
441, 454, 455 e 459, B. pumilus – 444, 445 e 448, B. megaterium – 462 e Brevibacillus 
brevis – 447, Paenibacillus brasilensis – 24, 172 e 177, P. graminis – MC 04.21, MC 22.13 
e BR 60106, P. polymyxa – S21 e P. durus – RBN4. A segunda parte do experimento foi 
conduzida em casa de vegetação do IPA, utilizando a mesma leguminosa do experimento 
anterior. Os tratamentos utilizados foram os seguintes: estirpes de Bradyrhizobium sp.  BR 
3267 e EI – 6 inoculadas isoladamente; inoculação em mistura com as estirpes (BR 3267 + 
EI – 6); testemunhas absoluta (TA) e nitrogenada (TN), combinados com a presença e 
ausência de fungo micorrízico arbuscular (FMA - Glomus etunicatum) e bactérias 
promotoras de crescimento em plantas (BPCP - Paenibacillus brasilensis- 24), em um 
fatorial 5x2x2. Foram efetuados contrastes dos tratamentos para estudo das variáveis. Os 
microrganismos não apresentaram capacidade para produzir AIA e nem solubilizar fosfato. 
Foi verificado sinergismo entre as estirpes de Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus co-
inoculadas com Bradyrhizobium no caupi. A inoculação com Paenibacillus brasilensis 
(24), foi superior em relação as demais estirpes proporcionando uma melhor performance 
simbiótica. A co-inoculação Bradyrhizobium e Bacillus pumilus – 444 inibiu a eficiência 
simbiótica do caupi. As inoculações com Bradyrhizobium sp. (BR3267 + EI 6) x Glomus 
etunicatum favoreceram o processo de aquisição de nitrogênio e disponibilidade de fósforo 
às plantas de caupi. A inoculação com Paenibacillus brasilensis (24), incrementou o 
processo de infecção pelos Bradyrhizobium sp. e Glomus etunicatum, assim como 
favoreceu a promoção de crescimento do caupi. É importante relatar que o nitrogênio 
proveniente da simbiose foi suficiente para suprir as necessidades das plantas. 
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GENERAL ABSTRACT  

 The cowpea Vigna unguiculata [L.] Walp. is the main subsistence crop in the semi-
arid and a low cost source of protein especially for the poor population. The crop production 
is low in the Northeast due to the non use of agricultural inputs, among them nitrogen. The 
use of microorganisms to increase agricultural production is probably one of the most 
important tactics for today in the world. This is due to the emerging demand to decrease 
dependence on chemical fertilizers and the need for development of sustainable agriculture. 
Among the biological systems involving plants and microorganisms, there are the legume-
rhizobia symbioses with the most economical expression, legume-arbuscular mycorrhizal 
fungi and the use of plant growth promoting bacteria (BPCPs). The objectives of this study 
were: to determine the viability of co-infection of cowpea seed by the co-inoculation of 
Paenibacillus, Brevibacillus and/or Bacillus in the symbiosis Bradyrhizobium-cowpea; 
characterize the strains concerning production of the indole acetic acid (IAA) and phosphate 
solubilization evaluating the synergism among microorganisms as well as evaluating  the 
response of the triple inoculation (Glomus x Bradyrhizobium x Paenibacillus) in promoting 
cowpea growth as an alternative to maximize the biological nitrogen fixation (BNF). The 
first part of experiments was conducted in the laboratory and in the greenhouse of the 
Agronomic Institute of Pernambuco (IPA) using the cowpea (Vigna unguiculata L. Walp.) 
cv. "IPA - 206. The strains of Bacillus, Brevibacillus and Paenibacillus used were: Bacillus 
sp. (ANBE 31, 449, 450, 451 and 461), B. cereus (440), B. subtilis (438, 441, 454, 455 and 
459), B. pumilus (444, 445 and 448), B. megaterium (462), Brevibacillus brevis (447), 
Paenibacillus brasilensis (24, 172 and 177), P. graminis (04.21 MC, MC 22:13 and BR 
60106), P. polymyxa (S21) and P. durus (RBN4). The second part of the experiment was 
conducted in a greenhouse of IPA, using the same legume in the previous experiment. The 
treatments used were: strains of Bradyrhizobium sp. (BR 3267 and EI – 6) inoculated alone; 
inoculation in combination with the strains (BR 3267 + EI - 6), controls  (absolute (TA) and 
nitrogen (TN)), combined with the presence and absence of arbuscular mycorrhizal fungi 
(AMF - Glomus etunicatum ) and plant growth promoting bacteria (BPCP - Paenibacillus 
brasilensis (24) in a 5x2x2 factorial. Treatments contrasts were performed to study the 
variables. The microorganisms showed neither capacity to produce IAA nor solubilize 
phosphate. Synergism was observed between strains of Bacillus, Brevibacillus and 
Paenibacillus co-inoculated with Bradyrhizobium in cowpea. The inoculation with 
Paenibacillus brasilensis (24) was higher than the other strains providing a better symbiotic 
performance. Co-inoculation Bradyrhizobium and Bacillus pumilus (444) inhibited the 
symbiotic eficiency of cowpea. The inoculation with Bradyrhizobium sp. (BR3267 + EI 6) x 
Glomus etunicatum favored the nitrogen acquisition and phosphorus availability to cowpea 
plants. The inoculation with Paenibacillus brasilensis (24), increased the process of 
infection by Bradyrhizobium sp. and Glomus etunicatum and stimulated the promotion of 
cowpea growth. It is important to report that the nitrogen from the symbiosis was sufficient 
to supply the needs of plants. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

As plantas estão constantemente expostas a grande variedade de microrganismos. No 

entanto, apenas parte deles especializou-se durante a evolução na interação com as plantas. 

Considerando que o fato de haver interação entre espécies não necessariamente significa 

contato direto entre organismos envolvidos ou alterações morfológicas ou fisiológicas e pode-

se afirmar que, de maneira geral, se conhece muito pouco quais espécies de microrganismos 

interagem com plantas, como se dá a interação e qual sua importância (Hoffmann; Lucena, 

2006). 

 O solo é um reservatório de diversidade de espécies microbianas, que entram em 

contato com as plantas via raiz. As raízes das plantas são importantes para grande número de 

espécies microbianas, uma vez que, na maior parte do tempo, o solo é pobre em carbono 

orgânico, que é fonte de energia para a maioria dos microrganismos, os quimiotróficos, que 

ficam então em inanição (Cardoso et al., 1992). Neste contexto, as raízes são as principais 

fontes de matéria orgânica e, conseqüentemente, os microrganismos ploriferam na região da 

rizosfera, onde há constante aporte de uma variedade de compostos orgânicos exsudados 

pelas raízes. Outras alterações produzidas no solo pelas raízes também afetam os 

microrganismos, tais como a absorção localizada de água e nutrientes, reumidificação e 

alterações físicas. Assim, a comunidade microbiana da rizosfera difere daquelas encontradas 

em outras regiões do solo (Mccully, 1999).  

Algumas das bactérias que vivem na rizosfera promovem alterações que estimulam o 

desenvolvimento das plantas, o que pode ocorrer através da disponibilização do fósforo, 

através da solubilização de fosfatos inorgânicos pela ação de ácidos orgânicos ou 

mineralização de fosfato orgânico. As plantas podem beneficiar-se também pela produção de 

sideróforos e/ou hormônios vegetais produzidos por estas bactérias. Elas podem também 

ajudar na proteção a patógenos, por meio da produção de metabólitos tóxicos, competição por 

nutrientes, indução de reação fisiológica sistêmica da planta, com efeito de resistência. Essas 

bactérias são conhecidas como rizobactérias promotoras de crescimento em plantas 

(Kapulnik, 1996). Podem também associar-se às raízes, bactérias fixadoras de nitrogênio de 

vida livre, beneficiando as plantas através da conversão do nitrogênio atmosférico em forma 

assimilável (Kapulnik, 1996; Baldani, 2001). 

As interações mais estudadas e conhecidas são aquelas em que ocorrem alterações 

morfofisiológicas nos organismos envolvidos e que, ao mesmo tempo, têm maior relevância 

econômica: a simbiose e a patogênese. As simbioses definem-se como uma relação onde 
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ocorrem alterações morfológicas e benefício para os organismos envolvidos, isto é, planta e 

microssimbionte, enquanto que na patogênese o microrganismo é favorecido em detrimento 

da planta (Hoffmann; Lucena, 2006). Os objetivos deste trabalho foram: verificar a 

viabilidade da co-infecção das sementes de caupi pela co-inoculação Paenibacillus, 

Brevibacillus e/ou Bacillus na simbiose Bradyrhizobium-caupi; caracterizar as estirpes quanto 

à produção de ácido indol acético (AIA) e solubilização de fosfato avaliando o sinergismo 

entre os microrganismos, assim como avaliar a resposta da tripla inoculação (Bradyrhizobium 

x Glomus x Paenibacillus) na promoção de crescimento do caupi como alternativa para 

maximizar a fixação biológica de nitrogênio (FBN).  

 

REVISÃO LITERATURA 

 

Caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) 

 

O caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) é uma cultura antiga de origem africana, 

cultivada nos trópicos e sub-trópicos, apresenta relativa tolerância a períodos secos (Souza, 

1991), principalmente as cultivares de crescimento indeterminado (Miranda et al., 1985).  As 

cultivares apresentam variações em relação ao período de tolerância a estresse hídrico, o que 

contribui decisivamente para sua implantação na região Nordeste do Brasil (Summerfield et 

al., 1975).  

O caupi vulgarmente conhecido por feijão macassar, feijão-de-corda ou feijão verde é 

a mais importante leguminosa de grãos do Semi-Árido brasileiro, e exerce a função de suprir 

parte das necessidades protéicas das populações mais carentes da região (Teixeira et al., 

1988).  Seus grãos são consumidos na forma seca (quiescente) ou verde (imatura). 

Nutricionalmente são predominantemente constituídos de carboidratos (65% em média) e 

proteína (24% em média), sendo também fonte de fibras, vitaminas e minerais. Entre os 

micronutrientes mais importantes presentes nos grãos de feijão-caupi podem  ser citados o 

ferro e o zinco (Rocha, 2007).  

É difundido em várias regiões do país como hortaliça, para produção de grãos verdes e 

vagens, e os ramos e folhas são utilizados para alimentação animal, sendo consumidas 

naturalmente ou como feno (Oliveira; Carvalho, 1998).  

Pela rusticidade e capacidade de se desenvolver bem em solos de baixa fertilidade, 

constitui também uma opção como fonte de matéria orgânica para utilização como adubo 



 

 

3
 
verde na recuperação de solos naturalmente pobres em fertilidade ou esgotados pelo uso 

intensivo (Oliveira; Carvalho, 1998). Na realidade, a baixa produtividade desta cultura está 

associada ao baixo nível tecnológico empregado em sua produção, destacando-se a baixa 

disponibilidade hídrica,  baixa qualidade genética de sementes e baixo uso de insumos como 

fertilizantes e inoculantes rizobianos (Costa, 1989).  

 

Fixação biológica do nitrogênio (FBN) em leguminosas 

 

A simbiose leguminosas-bactérias fixadoras de N2 atmosférico é amplamente aceita 

como alternativa à fertilização química. Bactérias do grupo dos rizóbios têm a capacidade de 

formar nódulos em raízes e caules de leguminosas e possuem papel importante na agricultura 

sustentável (Freitas et al., 2007). A nitrogenase, enzima responsável por este processo, é 

confinada a um número limitado de espécies (Young, 1996). Dentre essas espécies de 

microrganismos que possuem a nitrogenase, estão àquelas conhecidas genericamente como 

rizóbios, que formam nódulos nas raízes das leguminosas (Fabaceae), e são reconhecidos 

como os principais fixadores de nitrogênio atmosférico. Até recentemente, era geralmente 

aceito que as leguminosas eram noduladas exclusivamente por membros das α-

proteobactérias, pertencentes a alguns gêneros relacionados à família Rhizobiacea que inclui 

Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium 

(Young, 1996; Van Berkum; Eardly, 1998). Nos últimos anos, entretanto, outras α-

proteobactérias foram mostradas como noduladoras de leguminosas (Moullin et al., 2002) 

incluindo estirpes de Methylobacterium (Sy et al., 2001); Blastobacter (Van Berkum; Eardly, 

2002) e Devosia (Rivas et al., 2002). 

O nitrogênio é o elemento mais abundante na atmosfera terrestre (em torno de 79%), 

estando presente principalmente na forma diatômica (N2) e é um dos principais 

macronutrientes dos vegetais. Algumas bactérias que coexistem em simbiose ou não nas 

raízes de plantas, possuem enzimas com capacidade de redução do nitrogênio atmosférico, 

transformando-o em amônia e posteriormente em elementos essenciais (Lodeiro et al., 2000). 

A habilidade das bactérias do gênero Rhizobium para fixar nitrogênio em simbiose 

com as leguminosas é de considerável importância agrícola (Jensen et al., 2003), entretanto, 

tipo de solo, clima e cultivar podem afetar a resposta da inoculação, sendo assim, necessário 

pesquisas para se determinar qual estirpe é mais eficiente para estas condições (Rumjanek; 

Xavier, 2007). As leguminosas têm, ao seu dispor, duas fontes de nitrogênio: o mineral, 

proveniente do solo e/ou fertilizante, e o nitrogênio fixado biologicamente através da 
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simbiose com rizóbios. Entretanto, o aumento vertiginoso dos preços dos adubos nitrogenados 

devido ao consumo de energia fóssil em sua fabricação, aliada aos graves problemas de 

poluição causados pelo uso intensivo desses adubos, têm deixado a agricultura dos países em 

desenvolvimento e dos desenvolvidos apenas as alternativas de maximizar a fixação biológica 

de nitrogênio, otimizar a distribuição e emprego dos compostos nitrogenados dentro das 

plantas e tornar mais eficiente a utilização de carboidratos pelos nódulos (Neves; Rumjanek, 

1996; James, 2000). 

O crescimento e a produção das leguminosas são pelo menos em parte, resultados da 

interação entre as cultivares das plantas, as estirpes de rizóbios e as condições ambientais em 

que o sistema simbiótico se desenvolve e que afetam a assimilação, distribuição e utilização 

do carbono e nitrogênio pelas plantas. A disponibilidade de nitrogênio para as sementes em 

desenvolvimento determina a produção e depende de uma fixação de nitrogênio que se 

prolongue até o período de enchimento dos grãos (Neves; Rumjanek, 1997). 

A fixação biológica do nitrogênio dar-se-á mediante a presença de nódulos nas raízes 

induzidos pela infecção das raízes pelas bactérias (Uribe, 1994; Hungria et al., 2000). O 

desenvolvimento dos nódulos será iniciado pela troca de sinais químicos moleculares entre a 

planta e o simbionte (Hungria et al., 1994). 

Os nódulos e a planta hospedeira são perfeitamente interligados por meio de vasos 

xilemáticos e floemáticos e, portanto, totalmente integrados em termos hormonais e 

nutricionais. O processo de fixação do nitrogênio também requer um suprimento contínuo de 

carboidratos que fornecem tanto a energia para a redução do nitrogênio, quanto os esqueletos 

de carbono necessários à assimilação da amônia produzida. Durante os processos de infecção 

e desenvolvimento dos nódulos, energia é necessária às divisões celulares e é obtida da 

oxidação dos carboidratos produzidos na parte aérea da planta hospedeira (Neves, 1992; 

Silveira et al., 2001). 

 

Bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCPs) 

 

Bactérias promotoras de crescimento em plantas – BPCPs são aquelas que encontram-

se em habitats naturais colonizando de forma interna e externa órgãos de plantas e podem ser 

benéficas, neutras ou prejudiciais ao seu crescimento. As bactérias promotoras de crescimento 

de plantas (BPCPs) fazem parte da população residente das plantas como epifíticas ou 

endofíticas e não são fitopatogênicas (Mariano et al., 2004).  
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O uso de BPCPs impacta a produção agrícola, pelo aumento de rendimento (Kloepper 

et al., 1989). As BPCPs atuam indiretamente pela supressão de doenças e diretamente pela 

produção ou alteração da concentração de fitohormônios de crescimento como giberelinas, 

auxinas e citocininas (Melo; Azevedo, 1998), fixação de N2, pela solubilização de fosfatos 

minerais ou outros nutrientes do solo; oxidação de sulfatos; aumento de permeabilidade das 

raízes e; produção de sideróforos (Cattelan, 1999; Mariano; Kloepper, 2000), produção de 

enzimas e ácido cianídrico (HCN), eliminação e alteração da microbiota deletéria, e produção 

de antibióticos extracelulares (Enebak et al., 1998). 

Como exemplos dos efeitos de BPCPs na produção podemos citar os aumentos de até 

48% na produção de cenoura  e de até 37% na produção e nodulação do amendoim com a 

inoculação de Bacillus subtilis (Merrimam et al., 1974) e (Turner; Backman, 1991), 

respectivamente. Li e Alexander (1988) conseguiram incrementar a colonização e a 

nodulação de soja, através da co-inoculação de Bradyrhizobium japonicum com bactérias do 

gênero Bacillus, produtoras de antibióticos. Outros relatos demonstram efeitos positivos na 

nodulação pela co-inoculação de rizóbio com outras espécies de bactérias (Stamford et al., 

2003; Silva et al., 2006, 2007; Figueiredo et al., 2007). Essa contribuição foi relacionada com 

a produção de fitormônios, pectinase ou sinais moleculares, em Bacillus cereus (Halverson; 

Handelsman, 1991), Azospirillum spp. (Andreeva et al., 1991; Hamaoui et al., 2001; Bahat-

Samet et al., 2004), Agrobacterium (Caetano-Anollés; Bauer, 1988) e outras espécies de 

microrganismos (Dakora, 2003). Segundo Silva et al. (2006), a simbiose entre 

Bradyrhizobium e caupi, juntamente com as BPCPs, Paenibacillus polymyxa -Loutit (L) e P. 

macerans - LBF-410, estimula a nodulação e pode promover melhor eficiência na fixação do 

N2. 

 

Fungos Micorrízicos Arbusculares (FMAs) 

 

 Os fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) são microrganismos simbiontes 

pertencentes ao filo Glomeromycota (Schüssler et al., 2001) que formam associações 

mutualisticas com raízes da maioria das plantas superiores, incluído muitos cultivos de grãos 

de interesse comercial.  A literatura enfatiza amplamente a utilização destes na captação de 

nutrientes (Jeffries et al., 2003), proteção frente à patógenos radiculares (Newsham et al., 

1995), tolerância a fitotoxidade  por alumínio (Borie; Rubio, 1999), manganês (Mendoza; 

Borie, 1998) e déficit hídrico (Ruiz-Lozano; Azcón, 1995) sendo responsáveis pela 

diversidade de espécies de plantas (van der Heijden et al., 1998). Os FMAs, além de 
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aumentarem a capacidade das plantas em absorver água e nutrientes, são capazes de tolerar 

estresses diversos, como aqueles causados por metais tóxicos do solo (Siqueira et al., 1999).  

 Resultados experimentais permitem afirmar que é válida a inoculação do feijão-de-

corda com fungos formadores de micorrizas VA (Glomus epigaeum, G. macrocarpum, G. 

fasciculatum, Gigaspora margarita e Acaulospora laevi), mostrando-se todos eficientes em 

associação com a citada leguminosa (Almeida et al., 1985). 

A formação de agregados no solo é um dos benefícios da simbiose micorríza 

arbuscular e hospedeiro e pensava-se que esta característica estava ligada apenas à trama de 

hifas presentes no solo (Mergulhão et al., 2008). Em meados da década de 1990, Wright; 

Upadhyaya (1996) observaram a presença de uma proteína produzida pelos FMA denominada 

glomalina, a qual está relacionada à agregação de partículas e ao conseqüente estoque de 

carbono no solo (Mergulhão, 2006). A quantificação da glomalina no solo pode constituir 

importante indicador de mudanças causadas pelo uso da terra e por isso poderia se tornar bom 

indicador de reabilitação (Rillig et al. 2003). Ainda segundo Rillig et al. (2003), outro aspecto 

interessante relacionado ao teor de glomalina no solo é que sua quantificação experimental 

tem demonstrado variações em termos de concentração em resposta a perturbações no 

ecossistema. A presença da glomalina é um dos principais requisitos, além da água, que 

diferenciam um terreno fértil de um solo arenoso.  

A produção de glomalina total pode chegar a 3,65 mg g-1 solo em áreas revegetadas 

com plantas micorrizadas (Caravaca et al., 2005). Em áreas agrícolas, Rillig et al. (2003) 

verificaram que os valores de glomalina facilmente extraível e total estão em torno de 0,5 e 3 

mg g-1. A glomalina pode servir como fonte de nutrientes no solo (Harner et al., 2005); sua 

produção é dependente da espécie de FMA (Wright; Upadhyaya, 1996; Rillig et al., 2005) e a 

presença e o tipo de vegetal afetam a produção desta proteína (Wright; Anderson, 2000; Bird 

et al., 2002; Rillig et al., 2002). O uso de FMA com maior potencial para produção desta 

proteína no solo é indicado por melhorar as condições edáficas e o crescimento do hospedeiro 

(Piotrowski et al., 2004; Rillig, 2004; Mergulhão et al., 2008).    
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CAPITULO 1 – CO-INOCULAÇÃO BACILLUS, BREVIBACILLUS E/OU 

PAENIBACILLUS NA SIMBIOSE BRADYRHIZOBIUM-CAUPI: ESTUDO DO 

SINERGISMO 
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CO-INOCULAÇÃO BACILLUS, BREVIBACILLUS E/OU PAENIBACILLUS NA 

SIMBIOSE BRADYRHIZOBIUM-CAUPI: ESTUDO DO SINERGISMO (1) 

 

André Suêldo Tavares de Lima(2), Maria do Carmo Silva Barreto(3), Janete Magali 

Araújo(4), Lucy Seldin(5), Hélio Almeida Burity(6), Márcia do Vale Barreto 

Figueiredo(7) 
 

RESUMO 

  O feijão caupi Vigna unguiculata [L.] Walp. é a principal cultura de subsistência do 

semi-árido brasileiro, sendo uma fonte de proteínas de baixo custo, notadamente, para as 

populações carentes.  A produção desta cultura no Nordeste é baixa devido a não utilização de 

insumos agrícolas dentre eles, o fertilizante nitrogenado. Por outro lado, bactérias promotoras 

de crescimento em plantas vêm sendo estudadas, de forma a maximizar a fixação de N2, 

disponibilizar nutrientes como P ou fitohormônios e inibir doenças. Os objetivos deste 

trabalho foram verificar a viabilidade da co-infecção das sementes de caupi pela co-

inoculação Paenibacillus, Brevibacillus e/ou Bacillus na simbiose Bradyrhizobium-caupi; 

caracterizar as estirpes quanto à produção de ácido indol acético (AIA) e solubilização de 

fosfato, assim como  avaliar o sinergismo entre os microrganismos como alternativa para 

optimizar a FBN. Os experimentos foram conduzidos em laboratório e em casa de vegetação 

do Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA), utilizando o caupi (Vigna unguiculata [L]. 

Walp.) cv. “IPA – 206”. As estirpes de Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus utilizadas 

foram: Bacillus sp. – ANBE 31, 449, 450, 451 e 461, B. cereus – 440, B. subtilis – 438, 441, 

454, 455 e 459, B. pumilus – 444, 445 e 448, B. megaterium – 462 e Brevibacillus brevis – 

447, Paenibacillus brasilensis – 24, 172 e 177, P. graminis – MC 04.21, MC 22.13 e BR 

60106, P. polymyxa – S21 e P. durus – RBN4. O delineamento experimental adotado foi em 

blocos ao acaso com 24 estirpes e/ou isolados de BPCPs co-inoculadas com Bradyrhizobium 

sp. e um tratamento controle, com 3 repetições. Os microrganismos não apresentaram 

capacidade para produzir AIA e nem solubilizar fosfato. Foi verificado sinergismo entre as 
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estirpes de Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus co-inoculadas com Bradyrhizobium no 

caupi. Paenibacillus brasilensis (24), foi superior em relação as demais estirpes 

proporcionando uma melhor performance simbiótica. A co-inoculação Bradyrhizobium e 

Bacillus pumilus – 444 inibiu a eficiência simbiótica do caupi. 

 

Termos de indexação: promoção crescimento, solubilização de fosfato, Vigna unguiculata 

[L.] Walp., AIA, nodulação. 

 

CO-INOCULATION OF BACILLUS, BREVIBACILLUS AND / OR PAENIBACILLUS 

IN THE BRADYRHIZOBIUM-COWPEA SYMBIOSIS: STUDY OF THE SYNERGISM  

 

SUMMARY 

The cowpea Vigna unguiculata [L.] Walp. is the main livelihood culture of the semi-

arid and a low-cost protein source, especially for the poor population. The production of this 

crop in the Northeast is low due to the non use of agricultural inputs, among them, the 

nitrogen. Bacteria enhancing plants growth are being studied in order to maximize the 

fixation of N2, provide nutrients such as P or phytohormones and inhibit diseases. The 

objectives of this study were to verify the viability of co-infection of cowpea seeds by co-

inoculation Paenibacillus, Brevibacillus and / or Bacillus in the Bradyrhizobium-cowpea 

symbiosis; characterize the strains on the production of indol acetic acid (IAA) and phosphate 

solubilization as well as to evaluate the synergism among microorganisms as an alternative to 

optimize the BNF. The experiments were conducted in laboratory and in the greenhouse of 

the Agronomic Institute of Pernambuco (IPA), using the cowpea (Vigna unguiculata L. 

Walp.) cv. "IPA - 206." The strains of Bacillus, Brevibacillus and Paenibacillus used were: 

Bacillus sp. - ANBE 31, 449, 450, 451 and 461, B. cereus - 440, B. subtilis - 438, 441, 454, 

455 and 459, B. pumilus - 444, 445 and 448, B. megaterium - 462 and Brevibacillus brevis - 

447, Paenibacillus brasilensis - 24, 172 and 177, P. graminis - 04.21 MC, MC 22:13 and 

60,106 BR, P. polymyxa - S21 and P. durus - RBN4. The experimental design used was of 

randomized blocks with 24 strains and / or isolated from BPCPs co-inoculated with 

Bradyrhizobium sp. and a control, with 3 replicates. The microorganisms present neither 

capacity to produce IAA and nor solubilize phosphate. Synergism was observed between the 

strains of Bacillus, Brevibacillus and Paenibacillus co-inoculated with Bradyrhizobium in 

cowpea. Paenibacillus brasilensis (24) was higher than the other strains on providing better 
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symbiotic performance. Co-inoculation Bradyrhizobium sp. and Bacillus pumilus - 444 

inhibited the symbiotic efficiency of cowpea. 

 

Index terms: growth promotion, phosphate solubilization, Vigna unguiculata [L.] Walp., 

IAA, nodulation. 

 

INTRODUÇÃO 

 O feijão caupi (Vigna unguiculata [L]. Walp.) tem grande importância nutricional, 

social, econômica e estratégica, com boas perspectivas no agronegócio brasileiro. Além disso, 

o caupi tem a capacidade de interagir com bactérias fixadoras de N2, que podem contribuir 

para aumentar a produtividade e diminuir os custos de produção (Soares, 2006). As 

tendências atuais do setor agrícola estão centradas na redução do uso de pesticidas químicos e 

fertilizantes inorgânicos, obrigando a busca de alternativas que reduzam o custo dos insumos 

e melhorem a qualidade ambiental (Haggag, 2002; Rodríguez et al., 2006).  

 A utilização de bactérias promotoras de crescimento de plantas – BPCPs, visando 

melhoria da produção agrícola, será provavelmente uma das ferramentas mais importante para 

a atualidade no mundo. Isso se deve à demanda emergente para a diminuição da dependência 

de fertilizantes químicos e a necessidade de desenvolvimento da agricultura sustentável 

(Moreira & Siqueira, 2006). Pesquisas vem sendo desenvolvidas no intuito de se conhecer 

cada vez mais as potencialidades das BPCPs. Rodríguez-Díaz e colaboradores (2004), em 

estudo realizado na Antártica encontraram três novas espécies de Paenibacillus (P. cineris, P. 

cookii e P. wynnii), fixadores de nitrogênio atmosférico. Seldin (2008) relata que, dentre as 89 

espécies e 2 subespécies de Paenibacillus descritas na literatura, 14 possuem estirpes com a 

capacidade de fixar o nitrogênio atmosférico, são elas: P. polymyxa, P. macerans, P. peoriae, 

P. graminis, P. odorifer, P. brasilensis, P. durus, P. borealis, P. wynnii, P. massiliensis, P. 

sabinae, P. zanthoxyli, P. donghaensis e P. forsythiae. 

 Bactérias em habitats naturais colonizam o interior e exterior de órgãos de plantas e 

podem ser benéficas, neutras ou prejudiciais ao seu crescimento (Mariano et al. 2004). As 

BPCPs estimulam diretamente a fixação de nitrogênio (Han et al., 2005), podem ser capazes 

de solubilizar nutrientes (Rodriguez & Fraga, 1999), produzir hormônios de crescimento 

através da presença de 1-amino-ciclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase (Correa et al., 

2004); ácido indol acético (AIA) (Cattelan, 1999) e indiretamente por antagonismo a fungos 

patogênicos a produção de sideróforos, quitinase, β-1,3-glucanase, antibióticos, pigmentos 

fluorescentes, e cianetos (Renwick et al., 1991). A produção de AIA, um regulador de 
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crescimento vegetal que aparentemente não funciona como hormônio em células bacterianas, 

pode ter evoluído devido a sua importância na relação bactéria-planta. Este regulador, quando 

secretado por bactérias em baixas concentrações, pode promover o crescimento da raiz 

diretamente pela estimulação da elongação da célula ou divisão celular (Sobral, 2003).  

Outro elemento de extrema importância é o fósforo, e apesar de ser abundante nos 

solos na forma orgânica e inorgânica é o nutriente mais limitante do crescimento vegetal. Isso 

se deve a formação de compostos insolúveis com alumínio e ferro, bem como matéria 

orgânica, em solos ácidos. Bactérias podem hidrolisar o fósforo para formas inorgânicas por 

meio de processos enzimáticos (fosfatases). Além disso, algumas bactérias apresentam 

capacidade de solubilizar P inorgânico, dissolvendo o fosfato insolúvel pela produção de 

ácidos orgânicos e inorgânicos e/ou pela diminuição do pH, podendo ser disponibilizado a 

planta (Cerigioli, 2005).  

A co-inoculação de rizóbio com outras bactérias promotoras de crescimento vegetal 

tem mostrado potencial para aumentar o crescimento vegetal, a nodulação e fixação de 

nitrogênio em várias leguminosas. A dupla inoculação com Azotobacter spp., Azospirillum 

spp. ou Paenibacillus e estirpes de rizóbio apresentaram um efeito sinérgico na nodulação, 

crescimento das plantas, rendimento e captação de N nas culturas da soja, trevo, amendoim e 

feijão (Burns et al., 1981; Raverker & Konde, 1988; Burdman et al., 1997; Figueiredo et al., 

2008a). Da mesma forma, a co-inoculação Pseudomonas spp. e Rhizobium spp. foi relatada 

para melhorar a nodulação e fixação de nitrogênio, biomassa vegetal e produção de grãos em 

várias espécies de leguminosas como alfafa (Bolton et al., 1990), soja (Dashti et al., 1998), 

feijão-mungo-verde (Sindhu et al., 1999) e grão de bico (Goel et al., 2002). A co-inoculação 

com Bacillus spp. e Rhizobium ou Bradyrhizobium spp. pode melhorar a nodulação e 

crescimento de plantas de feijão e soja, respectivamente (Srinivasan et al., 1997; Camacho et 

al., 2001; Bai et al., 2003). 

 Os mecanismos utilizados pelas rizobactérias para promover nodulação e fixação de 

nitrogênio são, na sua maioria desconhecidos ou permanecem ambíguos. Maior 

desenvolvimento radicular, absorção induzida de nutrientes pela BPCP e seus metabólitos 

(revisto pelo Lugtenberg et al., 2002; Persello-Cartieaux et al., 2003, Lacava et al., 2008), 

pode contribuir indiretamente para nodulação e fixação de nitrogênio (Vessey & Buss, 2002). 

Thilak et al. (2006) mostrou que a presença de Pseudomonas putida co-inoculada com rizóbio 

aumenta a ocupação de nódulos na cultura do guandu.  Provas para um maior efeito direto 

sobre nodulação foram descrito por Silva et al. (2007) e Figueiredo et al. (2008a). 
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 Os objetivos deste trabalho foram verificar a viabilidade da co-infecção das sementes 

de caupi pela co-inoculação Paenibacillus, Brevibacillus e/ou Bacillus na simbiose 

Bradyrhizobium-caupi; caracterizar as estirpes quanto à produção de ácido indol acético e 

solubilização de fosfato, assim como avaliar o sinergismo entre os microrganismos como 

alternativa para optimizar a FBN. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 Para os experimentos de laboratório (caracterização das estirpes quanto à produção de 

ácido indol acético (AIA) e solubilização de fosfato) e casa de vegetação (viabilidade da co-

inoculação com BPCPs na simbiose Bradyrhizobium-caupi) foram utilizadas as estirpes de 

Bacillus e Brevibacillus, cedidas pela Coleção de Microrganismos do Departamento de 

Antibióticos – UFPEDA: Bacillus sp. – ANBE 31, 449, 450, 451 e 461, B. cereus – 440, B. 

subtilis – 438, 441, 454, 455 e 459, B. pumilus – 444, 445 e 448, B. megaterium – 462 e 

Brevibacillus brevis – 447, todas isoladas do mosto de fermentação da cana-de-açúcar 

(oriundo de usinas da Zona da Mata de Pernambuco) com exceção da ANBE 31 que foi 

isolada na filosfera da leguminosa Atriplex nummularia L.. As estirpes de Paenibacillus 

utilizadas foram cedidas pelo Instituto de Microbiologia da UFRJ: Paenibacillus brasilensis – 

24, 172 e 177, P. graminis – MC 04.21, MC 22.13 e BR 60106, isoladas da rizosfera de milho 

(Zea mays L.) de um solo do Cerrado, P. polymyxa – S21, isolada no solo de Seropédica - RJ 

e P. durus – RBN4, isolada em raízes de bananeira (Musa spp.) 

 As estirpes de Bacillus e Brevibacillus foram crescidas em meio Nutrient broth (NB) e 

as de Paenibacillus em meio Trypticase soy broth (TSB) a temperatura de 32 ºC. A avaliação 

das bactérias quanto à produção do AIA e solubilização de fosfato foi de acordo com 

metodologias descritas por Cattelan (1999). 

 Para avaliação do AIA, as bactérias foram repicadas  para placa contendo 1/10 TSA 

(Paenibacillus) ou NA (Bacillus e Brevibacillus) enriquecido com 5 mM de L-triptofano 

(1,021 g L-1). Foram testadas quatro estirpes por placa em três repetições. Após a 

transferência, cobriu-se o meio com uma membrana de nitrocelulose de ≈ 9 cm e incubou-se a 

28 – 30 oC por 24h. Após este período as membranas foram removidas para outra placa e 

saturadas com a solução de Salkowski (Gordon & Weber, 1951) e incubadas a temperatura 

ambiente. As estirpes que formaram halo avermelhado na membrana, no período entre 30 min 

e 2 h, foram consideradas produtores de AIA. Para o controle positivo, na produção do AIA, 

foi utilizado a  estirpe Pantoea aglomerans (601).  
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Para solubilização de fosfatos foi utilizado o meio 1/10 TSA ou NA de acordo com a 

bactéria, acrescido de CaHPO4 resultante da reação de 50 mL da solução de K2HPO4 0,57 M e 

de 100 mL da solução de CaCl2 0,90 M adicionados a 850 mL de 1/10 TSA. As soluções e o 

meio foram autoclavados separadamente. O pH do meio foi ajustado para 7,0 com NaOH 1N, 

estéril. Foi transferida uma estirpe por placa sendo esta incubada posteriormente a 28 – 30 oC, 

por sete dias. As colônias que formaram halo claro ao seu redor foram consideradas 

solubilizadoras de fosfatos. Para o controle positivo, na solubilização de fosfato, foi utilizada 

a estirpe Pseudomonas sp. (234).  

O experimento foi conduzido no Laboratório de Biologia do Solo do Instituto 

Agronômico de Pernambuco – IPA, em delineamento experimental inteiramente casualizado 

com 25 tratamentos (estirpes e/ou isolados de BPCPs) com 3 blocos. 

 Para o experimento de viabilidade da co-inoculação com Bacillus, Brevibacillus e 

Paenibacillus na simbiose Bradyrhizobium-caupi utilizou-se a estirpe de Bradyrhizobium sp. 

(BR 3267) cedida pela CNPAB – Seropédica – Km 47 – RJ, recomendada pela RELARE. As 

estirpes de Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus utilizadas estão descritas acima. 

 A estirpe de Bradyrhizobium sp. (BR 3267) foi crescida em duplicata em frascos 

Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL de meio liquido (YM - manitol extrato de levedura, 

Vincent, 1970) a 250 rpm  e 28 oC durante 5 dias. As estirpes de Bacillus e Brevibacillus 

foram crescidas em meio Nutrient broth e as de Paenibacillus em meio Trypticase soy broth 

por 24 - 48 horas (250 rpm; 32 oC). A concentração de bactérias utilizada foi de 107 UFC mL-1 

para Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus e de 108 UFC mL-1 para Bradyrhizobium.  

 Este experimento foi conduzido em casa de vegetação do IPA e a cultivar de caupi 

(Vigna unguiculata [L.] Walp.) utilizada foi a “IPA – 206”. As sementes foram desinfestadas 

segundo metodologia de Vincent, 1970. Para cultivo das plantas foram utilizados vasos 

Leonard contendo areia + vermiculita (pH 6,8) na proporção 2:1 autoclavado por 1 hora, à 

temperatura de 120 ºC, a 101kPa. Cada semente foi inoculada com 1 mL do meio contendo 

Bradyrhizobium e 1 mL do meio contendo Bacillus, Brevibacillus e Paenibacillus. Uma 

semana após semeadura, foi efetuado o desbaste deixando duas plantas por vaso.  

A irrigação foi efetuada por capilaridade utilizando a solução nutritiva de Hoagland & 

Arnon (1950) modificada conforme Silveira et al. (1998). A colheita foi realizada aos 40 dias 

após plantio (DAP) e foram avaliados: altura de plantas, comprimento da raiz, matéria seca da 

parte aérea (MSPA), da raiz (MSR) e dos nódulos (MSN), relação MSPA/MSR, número e 

tamanho de nódulos, nitrogênio acumulado na MSPA pelo método de Kjeldahl segundo 

Bremner (1965), eficiência da fixação de N2 (EFN2) e nodulação específica.  
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 O delineamento experimental adotado foi em blocos ao acaso com 25 tratamentos 

(estirpes e/ou isolados de BPCPs co-inoculadas com Bradyrhizobium sp. e um tratamento 

controle inoculado apenas com Bradyrhizobium sp.) com 3 blocos.  Os dados foram 

submetidos a análise de variância, utilizando-se o programa estatístico ASSISTAT versão 7.5 

beta (Silva, 2008), com níveis de significância de 5% pelo teste F e as médias comparadas 

pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Todas as bactérias cresceram nos meios estudados e de acordo com a análise das 

reações, foi observado que nenhumas das estirpes testadas apresentaram capacidade em 

produzir ácido indol acético (AIA) ou solubilizar fosfato. Estes resultados corroboram com os 

achados de Hameeda et al. (2006), que testando Bacillus (B. licheniformis (EB 13 e CDB 47) 

e B. circulans  (EB 35) também não encontraram bactérias positivas para ambos os testes. 

Sobral (2003), estudando BPCPs endofíticas e epifíticas na cultura da soja, relatou que os 

grupos bacterianos mais freqüentes, apresentando estas duas características, foram 

Pseudomonadaceae e Enterobacteriaceae. Mendonça (1995), avaliando algumas das estirpes 

de Bacillus e Brevibacillus estudadas neste trabalho encontrou resultados positivos quanto à 

produção de proteases, evidenciando assim que outros testes não avaliados neste experimento 

podem demonstrar outras qualidades de interesse benéficas à planta como produção de 

quitinase, citocininas, giberelina, dentre outros metabólicos. 

 A maioria das pesquisas com BPCPs utiliza grande número de isolados em seleções 

preliminares, principalmente porque menos de 1% das rizobactérias são capazes de promover 

crescimento em plantas (Chen et al., 1996). 

No experimento de viabilidade da co-inoculação com Bacillus, Brevibacillus e 

Paenibacillus na simbiose Bradyrhizobium-caupi, não foram encontradas diferenças 

significativas na altura das plantas (Tabela 1), entretanto a co-inoculação do Bradyrhizobium 

sp. (BR3267) com as estirpes de Paenibacillus brasilensis  (172), P. polymyxa  (S21)  P. 

durus (RBN4) e Bacillus sp.  (451) obtiveram médias superiores ao tratamento controle 

(inoculado apenas com a estirpe de Bradyrhizobium sp.  (BR 3267)estes dados corroboram 

com os encontrados por Figueiredo et al. (2008b) e Pereira (2008). As plantas atingiram uma 

altura máxima de 184,50 cm, valor este bem superior ao descrito por Silva (2003), em estudo 

semelhante de co-inoculação de Bradyrhizobium sp. (BR-2001) com BPCPs. Neste trabalho a 

maior média apresentada foi de 156,70 cm aos 45 dias de plantio. Este dado indica que a 

estirpe de Bradyrhizobium sp. (BR 3267), tem maior eficiência simbiótica com a cultura do 
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caupi. O tratamento com a estirpe B. pumilus – 448 (122,6 cm) reduziu em 42,6% a altura das 

plantas. 

Com relação ao comprimento da raiz (CR) (Tabela 1), não houve diferença 

significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey entre os tratamentos. Duas hipóteses podem ser 

lançadas para explicar este resultado. A primeira é que a unidade experimental (vaso) é 

limitada, afetando CR em profundidade e a segunda seria devido a não produção de AIA pelas 

estirpes co-inoculadas, já que este hormônio atua principalmente no crescimento radicular. 

Quando o tratamento foi co-inoculado com Paenibacillus brasilensis  (24), P.  

brasilensis  (177),  P. durus (RBN4)  e B. megaterium  (462) as plantas apresentaram maiores 

médias de MSPA em relação ao controle Bradyrhizobium sp. (9,55 g) (Tabela 1). Esse 

incremento sugere maior efeito sinérgico destas bactérias junto à estirpe de Bradyrhizobium 

sp. (BR 3267) nas plantas de caupi. Entretanto, o mesmo não ocorreu com o tratamento co-

inoculado com B. pumilus – 444 (5,56 g), evidenciando que o uso dessa bactéria inibiu a 

eficiência simbiótica. Mantovanello & Mello (1994), utilizando rizobactérias do gênero 

Pseudomonas obtiveram aumentos de matéria seca da parte aérea (138,5%) e raízes (119%) 

de plântulas de tomateiro, em solo autoclavado. 

Em relação à matéria seca da parte aérea/raiz (MSPA/MSR) e número de nódulos 

(Tabela 1), não houve diferença significativa (p<0,05) entre os tratamentos.  Entretanto 

podem-se observar um aumento superior a 23% dos tratamentos co-inoculados com Bacillus 

subtilis  (455) na relação MSPA/MSR e Brevibacillus brevis (447) no número de nódulos em 

relação ao controle Bradyrhizobium sp. (BR 3267). 

Para a matéria seca dos nódulos (MSN) nas plantas de caupi (Tabela 1), os tratamentos 

co-inoculados com Paenibacillus brasilensis (24), P. graminis (MC 22.13)  e Bacillus subtilis  

(438), superou em quase 22% o tratamento inoculado apenas com Bradyrhizobium sp., 

corroborando com o resultado encontrado por Araújo & Hungria (1999) e Miranda (2001). 

Zhang e colaboradores (1996) observaram que algumas BPCPs podem diminuir a MSN, como 

ocorreu com o tratamento co-inoculado com Bacillus sp. (449), evidenciando assim que 

algumas BPCPs podem proporcionar competição na colonização das raízes da planta 

hospedeira em busca dos sítios de infecção, restringindo o acesso para o rizóbio.  

Em relação ao tamanho do nódulo (Tabela 2) os resultados revelaram diferença 

significativa (p<0,05) entre os tratamentos co-inoculados com Bacillus sp. - 449 (2,57) e B. 

subtilis – 441 (9,20). Silveira et al. (2001), mostram que efeitos ambientais nos nódulos, após 

sua formação, podem também levar à redução no tamanho e número de nódulos como ocorreu 
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com tratamentos co-inoculados com Bacillus sp. (449) e Bacillus cereus (440)  

respectivamente. 

Segundo Dobereiner (1966) há correlação positiva entre a massa nodular e a 

quantidade de N acumulado em leguminosas, e essa correlação positiva foi encontrada por 

Wadisirisuk & Weaver (1985) em feijão-caupi. Isso sugere que plantas com maior número de 

nódulos fixam mais N, embora, de acordo com Hansen et al. (1983), essa correlação não seja 

linear e, portanto, é necessário não só muitos nódulos, mas nódulos grandes, com maior 

eficiência relativa. 

Na Tabela 2 pode-se observar que o teor de nitrogênio nas plantas de caupi inoculadas 

apenas com Bradyrhizobium sp. e co-inoculadas com Bacillus, Brevibacillus e/ou 

Paenibacillus não apresentaram diferença significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. Estes 

dados corroboram com os achados de Silva (2003).  Segundo Silva et al. (2007) existem 

limitações dependentes de BPCPs para fixação do N2. Trabalhos conduzidos por Zhang et al. 

(1996) relatam que a inoculação com Pseudomonas putida em soja aumentou em até 25% 

estes teores de nitrogênio em plantas. 

Em relação ao nitrogênio acumulado na MSPA do caupi (Tabela 2), a co-inoculação 

Bradyrhizobium – BR 3267 e Paenibacillus brasilensis (24) apresentou a maior média 

(423,40 mg N vaso-1), superando em até 11,5% o tratamento inoculado apenas com 

Bradyrhizobium sp. BR 3267 (379,66 mg N vaso-1) e em mais de 75% para o tratamento co-

inoculado com Bacillus pumilus – 444 (241,98 mg N vaso-1).  

No que se refere à eficiência da fixação do N2 (EFN2) (Tabela 2) a co-inoculação 

Bradyrhizobium sp. e Bacillus sp. – 449 (818,24 mg N g MSN-1) superaram em mais de 100% 

o tratamento inoculado apenas com Bradyrhizobium sp. – BR 3267 (403,39 mg N g MSN-1).  

Quanto à nodulação especifica (NE) (Tabela 2) não houve diferença significativa 

(p<0,05) entre os tratamentos, entretanto o tratamento inoculado apenas com Bradyrhizobium 

sp. (BR 3267) quando comparado ao co-inoculado com Bacillus cereus  (440) diminuiu 

95,30% a nodulação específica enquanto o B. subtilis (455)aumentou em 35% a média desta 

variável.  

A co-inoculação Bradyrhizobium sp. + Bacillus sp. (449), apresentou menores médias 

de biomassa e tamanho do nódulo, entretanto foi o tratamento com melhor eficiência na 

fixação de N2 (Tabela 2) indicando assim a importância da eficiência relativa, descrita por 

Xavier (2007). O número, a biomassa e o tamanho dos nódulos (Tabela 1 e 2) são indicadores 

usuais de nodulação (Ferreira & Castro, 1995), e constituem critérios frequentemente 

utilizados para avaliação da simbiose rizóbios-leguminosas, fazendo parte, inclusive, do 
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protocolo para avaliação da eficiência agronômica de estirpes no Brasil pela RELARE (Rede 

de Laboratórios para recomendação, padronização e difusão de tecnologia de inoculantes 

microbiológicos de interesse agrícola) (Xavier et al., 2006). 

Como exemplos dos efeitos de BPCPs na produção podemos citar aumento de até 37% 

na produção e nodulação do amendoim com a inoculação de Bacillus subtilis (Turner & 

Backman, 1991). Li & Alexander (1988) conseguiram incrementar a colonização e a 

nodulação de soja, através da co-inoculação de Bradyrhizobium. japonicum com bactérias do 

gênero Bacillus spp., produtoras de antibióticos. Outros relatos demonstram efeitos positivos 

na nodulação pela co-inoculação de rizóbio com diversas espécies de bactérias (Stamford et 

al., 2003; Silva et al., 2007; Figueiredo et al., 2008a; 2008b). Essa contribuição foi 

relacionada com a produção de fitohormônios, pectinase ou sinais moleculares por Bacillus 

cereus (Halverson & Handelsman, 1991) e outras espécies de microrganismos (Dakora, 

2003).  

 Segundo Catellan (1999) existe um sinergismo entre bactérias promotoras de 

crescimento em plantas e bactérias fixadoras de nitrogênio em leguminosas, corroborando 

assim com os resultados apresentados neste trabalho, observando-se efeito positivo da co-

inoculação Bradyrhizobium sp. vs BPCPs na MSPA, MSN, Nac, EFN2 e tamanho de nódulo 

em relação ao controle. Sindhu et al. (2002) estudando a interação entre microrganismos 

relatam que Bacillus sp. co-inoculado com Bradyrhizobium sp. melhora a nodulação e o 

crescimento das plantas de grama verde (Vigna radiate [L.] Wilzeck.). A simbiose entre 

Bradyrhizobium e caupi, juntamente com as RPCP (Loutit (L) e LBF-410, estimula a 

nodulação e pode promover melhor eficiência na fixação do N2 (Silva, 2007). 

 Gomes et al. (2003) testando inoculação de Bacillus pumillus e B. thuringiensis 

subvar, kenya em mudas de alface, observaram incremento na matéria fresca da parte aérea e 

raiz por estas bactérias. E em estudo in vitro, não encontrou nenhuma bactéria capaz de 

produzir AIA ou solubilizar fosfato, sugerindo que esses mecanismos não foram responsáveis 

pela promoção de crescimento nas plantas. 

Estudos desenvolvidos por Cardoso (1999), mostram que para um microrganismo ser 

denominado de BPCP só precisa ter atuação positiva no desenvolvimento e produção vegetal, 

que pode ser resultado de vários mecanismos fisiológicos, tais como produção de hormônios. 

Segundo Min-Ryu et al. (2005) e Araújo (2008), o modo de ação e a própria ocorrência do 

benefício de BPCPs  variam com a espécie de planta e/ou bactéria. Por isso, se fazem 

necessários estudos para o reconhecimento de mecanismos de ação das bactérias promotoras 
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de crescimento em plantas, os quais definirão a melhor utilização dos isolados para cada 

interação planta-bactéria. 

 

CONCLUSÕES  

1. As estirpes de Paenibacillus, Brevibacillus e Bacillus nas condições testadas não 

apresentaram capacidade para produzir ácido indol acético (AIA) e nem solubilizar 

fosfato. 

2. Ocorreu sinergismo entre as estirpes de Bacillus e Paenibacillus co-inoculados com a 

estirpe de Bradyrhizobium sp. (BR 3267) no caupi. 

3. A estirpe de Paenibacillus brasilensis (24) foi superior em relação às demais estirpes 

avaliadas na produção de nitrogênio acumulado na matéria seca da parte aérea do 

caupi proporcionando uma melhor peformance simbiótica. 

4. A co-inoculação das estirpes de  Bradyrhizobium sp. e Bacillus cereus  (440) inibiu a 

nodulação específica no caupi. 

5. A co-inoculação das estirpes de  Bradyrhizobium sp. e B. pumilus (444) inibiu a 

promoção do crescimento no caupi. 
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Tabela 1 – Altura da planta (AP), comprimento da raiz (CR), matéria seca da parte aérea 
(MSPA), raiz (MSR) e nódulo (MSN) e relação MSPA/MSR e número de nódulos (Nº nód.) 
de plantas de caupi co-inoculadas com Bacillus, Brevibacillus e/ou Paenibacillus vs. 
Bradyrhizobium sp. 

Tratamentos* AP 
(cm) 

CR  
(cm) 

MSPA 
(g vaso-1) 

MSR 
(g vaso-1) 

MSN 
(g vaso-1) 

MSPA/ 
MSR 

Nºnód.  
(vaso-1) 

BR 3267 174,00 a 23,00 a 9,55 a 1,25 a 1,02 ab 7,90 a 206 a 
BR 3267 + ANBE 31 159,00 a 19,66 a 9,53 a 1,29 a 1,08 ab 8,49 a 188 a 

BR 3267 + 24 161,00 a 18,00 a 10,73 a 1,45 a 1,23 a 7,42 a 226 a 
BR 3267 + 172 177,00 a 18,00 a 8,30 ab 1,30 a 1,10 ab 6,35 a 195 a 
BR 3267 + 177 142,00 a 17,83 a 9,80 a 1,33 a 1,05 ab 7,44 a 131 a 

BR 3267 + MC 04.21 173,33 a 15,66 a 7,39 ab 1,07 a 1,10 ab 6,92 a 176 a 
BR 3267 + MC 22.13 148,33 a 18,50 a 7,97 ab 1,21 a 1,23 a 6,54 a 246 a 
BR 3267 + BR 60106 170,00 a 17,50 a 9,14 ab 1,33 a 0,75 ab 6,90 a 242 a 

BR 3267 + S21 175,66 a 20,00 a 8,22 ab 1,09 a 1,04 ab 7,73 a 171 a 
BR 3267 + RBN4 184,50 a 20,16 a 10,00 a 1,15 a 0,86 ab 9,10 a 178 a 

BR 3267 + 438 152,00 a 16,50 a 9,29 ab 1,62 a 1,24 a 6,43 a 176 a 
BR 3267 + 440 145,33 a 20,83 a 7,85 ab 1,18 a 0,63 ab 7,00 a 97 a  
BR 3267 + 441 157,50 a 19,33 a 8,99 ab 0,98 a 1,12 ab 9,36 a 139 a 
BR 3267 + 444 127,00 a 19,83 a 5,56 b 0,74 a 0,59 ab 7,71 a 159 a 
BR 3267 + 445 152,66 a 19,66 a 7,71 ab 1,14 a 0,92 ab 6,83 a 185 a 
BR 3267 + 447 167,33 a 20,00 a 8,08 ab 1,34 a 0,81 ab 6,39 a 255 a 
BR 3267 + 448 122,66 a 16,00 a 8,53 ab 1,17 a 1,08 ab 8,12 a 182 a 
BR 3267 + 449 147,50 a 17,00 a 7,12 ab 1,19 a 0,44 b 6,11 a 178 a 
BR 3267 + 450 157,00 a 17,83 a 8,28 ab 1,30 a 1,08 ab 6,26 a 193 a 
BR 3267 + 451 176,00 a 17,16 a 8,79 ab 1,29 a 0,92 ab 6,83 a 160 a 
BR 3267 + 454 156,00 a 17,66 a 9,23 ab 1,30 a 1,14 ab 7,39 a 185 a 
BR 3267 + 455 136,00 a 16,16 a 7,46 ab 0,85 a 1,04 ab 9,91 a 199 a 
BR 3267 + 459 144,00 a 18,66 a 8,83 ab 1,26 a 1,02 ab 7,17 a 145 a 
BR 3267 + 461 167,66 a 16,50 a 7,92 ab 1,10 a 1,05 ab 7,39 a 143 a 
BR 3267 + 462 171,66 a 21,50 a 9,61 a 1,30 a 1,10 ab 7,36 a 205 a 

CV (%) 18,04 16,22 13,89 27,54 22,88 25,71 17,71 
Na coluna, médias seguidas da mesma letra, não diferem estatisticamente entre si, ao nível de 5% de 
probabilidade pelo teste de Tukey.  
*Bradyrhizobium sp. (BR 3267), Bacillus sp. (ANBE 31, 449, 450, 451 e 461), B. cereus (440), B. subtilis (438, 
441, 454, 455 e 459), B. pumilus (444, 445 e 448), B. megaterium (462); Brevibacillus brevis (447); 
Paenibacillus brasilensis  (24, 172 e 177), P. graminis (MC 04.21, MC 22.13 e BR 60106), P. polymyxa (S21) e 
P. durus (RBN4). 
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Tabela 2 – Tamanho de nódulo (T nód), teor de nitrogênio na matéria seca da parte aérea 
(Teor N), nitrogênio acumulado na MSPA (N ac),  eficiência da fixação de N2 (EFN2) e 
nodulação especifica (NE) de plantas de caupi co-inoculadas com Bacillus, Brevibacillus e/ou 
Paenibacilus vs Bradyrhizobium sp.  

Tratamentos* T nód. 
(g nódulo-1) 

Teor N  
(mg g-1 vaso-1) 

Nac 
(mg N vaso-1) 

EFN2  
(mg N g MSN-1) 

NE (nº nod  
g MSR-1) 

BR 3267 5,10 ab 39,74 a 379,66 ab 403,39 b 168,41 a 
BR 3267 + ANBE 31 5,60 ab 38,65 a 385,09 ab 415,73 b 157,35 a 

BR 3267 + 24 5,60 ab 39,43 a 423,40 a 343,19 b 155,22 a 
BR 3267 + 172 5,77 ab 37,17 a 311,83 ab 280,98 b 153,25 a 
BR 3267 + 177 8,53 ab 33,67 a 331,82 ab 315,66 b 96,49 a 

BR 3267 + MC 04.21 6,23 ab 39,51 a 294,08 ab 266,44 b 167,35 a 
BR 3267 + MC 22.13 5,13 ab 37,49 a 300,61 ab 246,89 b 202,39 a 
BR 3267 + BR 60106 3,63 ab 36,86 a 332,78 ab 460,00 ab 180,29 a 

BR 3267 + S21 6,03 ab 40,44 a 333,47 ab 329,88 b 163,18 a 
BR 3267 + RBN4 6,60 ab 37,57 a 376,68 ab 454,66 ab 175,09 a 

BR 3267 + 438 7,00 ab 41,07 a 382,27 ab 323,51 b 122,43 a 
BR 3267 + 440 6,33 ab 38,26 a 299,10 ab 519,20 ab 86,23 a 
BR 3267 + 441 9,20 a 39,51 a 354,04 ab 318,41 b 142,59 a 
BR 3267 + 444 4,73 ab 43,16 a 241,98 b 409,96 b 222,91 a 
BR 3267 + 445 5,10 ab 42,31 a 326,13 ab 321,97 b 161,29 a 
BR 3267 + 447 3,43 ab 39,97 a 322,77 ab 403,55 b 201,41 a 
BR 3267 + 448 6,10 ab 38,89 a 333,48 ab 303,89 b 189,82 a 
BR 3267 + 449 2,57 b 39,12 a 278,59 ab 818,24 a 144,95 a 
BR 3267 + 450 5,90 ab 40,29 a 333,63 ab 310,73 b 148,13 a 
BR 3267 + 451 5,90 ab 37,41 a 331,41 ab 370,93 b 128,91 a 
BR 3267 + 454 6,73 ab 39,20 a 362,00 ab 318,93 b 157,26 a 
BR 3267 + 455 6,30 ab 39,04 a 291,30 ab 279,92 b 227,52 a 
BR 3267 + 459 7,10 ab 36,94 a 326,94 ab 319,86 b 120,37 a 
BR 3267 + 461 7,53 ab 40,29 a 317,03 ab 308,68 b 133,58 a 
BR 3267 + 462 5,57 ab 39,04 a 375,17 ab 340,62 b 158,88 a 

CV (%) 34,29 8,09 15,15 32,11 44,80 
Na coluna, médias seguidas da mesma letra, não diferem estatisticamente entre si, ao nível de 5% de 
probabilidade pelo teste de Tukey. 
*Bradyrhizobium sp. (BR 3267), Bacillus sp. (ANBE 31, 449, 450, 451 e 461), B. cereus (440), B. subtilis (438, 
441, 454, 455 e 459), B. pumilus (444, 445 e 448), B. megaterium (462); Brevibacillus brevis (447);  
Paenibacillus brasilensis  (24, 172 e 177), P. graminis (MC 04.21, MC 22.13 e BR 60106), P. polymyxa (S21) e 
P. durus (RBN4). 
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CAPITULO 2 – RESPONSE OF THE TRIPLE INOCULATION OF 

BRADYRHIZOBIUM X GLOMUS X PAENIBACILLUS IN THE SYMBIOTIC 

EFFICIENCY AND COWPEA DEVELOPMENT 
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RESPONSE OF THE TRIPLE INOCULATION OF BRADYRHIZOBIUM  x GLOMUS 

x PAENIBACILLUS  IN THE SYMBIOTIC EFFICIENCY AND COWPEA 

DEVELOPMENT(1)2 

 

André Suêldo Tavares de Lima(2), Terezinha Ferreira Xavier(3), José de Paula 

Oliveira(4) Hélio Almeida Burity(5),  Adália Cavalcanti do Espírito Santo 

Mergulhão(6), Márcia do Vale Barreto Figueiredo(7) 

 

ABSTRACT 

The use of microorganisms with the aim of improving the availability of nutrients for 

plants is a practice of great importance and necessary for agriculture. Among the biological 

systems involving plants and microorganisms, rhizobia-legume symbioses present with more 

economical expression, and the arbuscula mycorrhizal fungi-legume (AMF). In this context, 

the soil microbiology and its related areas take strategic role in the construction of alternative 

models of agricultural production requiring development of technologies and processes to 

increase sustainable crop production. This study aimed to evaluate the response of the triple 

inoculation (Glomus Bradyrhizobium x Paenibacillus) in promoting the cowpea growth, as 

well as maximizing the biological nitrogen fixation (BNF). The experiment was conducted in 

a greenhouse of the Agronomic Institute of Pernambuco (IPA), using the cowpea (Vigna 

unguiculata L. Walp.) cv."IPA  206”.  The treatments were the following: strains of 

Bradyrhizobium sp. (BR 3267 and EI – 6) inoculated singly; inoculation in mixture with the 

strains (BR 3267 + EI - 6); absolute control (TA) and nitrogen (TN), combined with the 

presence and absence of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF - Glomus etunicatum) and plants 

growth-promoting bacteria (PGPB - Paenibacillus brasilensis-24) in a 5x2x2 factorial. 

Contrasts were performed to study the treatment of variables. The results showed that 

inoculation with Bradyrhizobium sp. (BR3267 and EI 6) x Glomus etunicatum  favored the 

nitrogen acquisition and phosphorus availability to the cowpea plant and inoculation with 

Paenibacillus brasilensis (24), increased the process of infection by Bradyrhizobium sp. and 
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Glomus etunicatum, and increased the promotion of cowpea growth. It is important to report 

that the nitrogen from symbiosis was sufficient to supply the needs of the plants.  

 

Keywords: Symbiosis, Vigna unguiculata [L.] Walp., AMF, PGPB, co-inoculation, rhizobia. 
 

INTRODUCTION 

The cowpea (Vigna unguiculata [L.] Walp.) is a very rustic culture adapted to the 

Northeast region of Brazil, food source rich in nutrients, planted mainly by small and medium 

farmers, who sell their surplus production to generate family income (Rumjanek et al., 2006). 

However, the low productivity of this culture is linked to the low technological level used in 

its production, especially the low water availability, seeds with low genetics quality and low 

use of inputs such as fertilizers and rhizobian inoculants (Costa, 1989).   

The use of microorganisms with the aim of improving nutrients availability for plants 

is a great important practice and very necessary for agriculture (Freitas et al., 2007). 

Nowadays there is an emerging demand to decrease the dependence on chemical fertilizers 

and search for sustainable agriculture (Moreira and Siqueira, 2006). Arbuscular mycorrhizal 

fungi (AMF), plant growth promoting bacteria (PGPB) and the association of rhizobia with 

leguminous plants are mutualistic symbioses of great economic importance for increasing 

agricultural production.  

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are obligatory biotrophic, only multiplying in 

metabolically active roots, which makes that their large-scale use in agriculture is limited by 

the lack of commercially accepted inoculant and an official standard for their quality control 

(Monteiro, 1990). Their hyphae can be compared to roots extensions of the host plant, 

because they absorb water and nutrients supplied to the plant through arbuscules, 

ramifications formed by the hyphae internal to the host’s cells (Cardoso and Hoffmann, 

2001). 

Phosphorus is the most important nutrient obtained, due to its scarcity and low 

mobility in soil (Barea et al., 1992 and Silveira, 1992). Also according to Barea et al. (1992), 

the process of nitrogen biological fixation (BNF) is highly demanding in ATP energy, in such 

way that the adequate P supply offered by the AMF benefits the nodules formation. 

Concerning the nitrogen, it is one of the most limiting nutrients for agricultural production in 

tropical regions of Brazil. Therefore, the BNF has great economic and environmental 

importance for crop production (Zilli et al., 2006). The rhizobia, when in symbiotic 

association with leguminous plants, convert atmospheric N2 to NH3, which is incorporated in 
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various forms of organic N to be used by the plant (Freire, 1992 and Moreira and Siqueira, 

2006). Thus, this combination may represent an alternative to chemical nitrogen fertilizers, 

with the advantage of being more economically viable and does not pollute the environment 

(Santos, et al. 2008). Santos et al., 2005 report that the plant  growth promoting bacteria 

(PGPB), colonize different organs of plants and exert beneficial effects on them. These 

bacteria act indirectly by suppression of diseases and directly by production or modification 

of the phytohormones concentration, nitrogen fixation, solubilization  of minerals phosphate 

or other nutrients from soil, S oxidation, increasing the roots permeability, and production of 

siderophores (Cattelan, 1999 and Mariano and Kloepper, 2000). Thus, the phosphate 

solubilizing bacteria can act as "mycorrhiza helper bacteria”, improving the establishment of 

mycorrhizal fungi (Toro et al., 1997 and Lima et al., 2007). 

The objective of this study was to evaluate the response of the triple inoculation 

(Glomus x Bradyrhizobium x Paenibacillus) in promoting the cowpea growth, as well as 

maximizing the biological nitrogen fixation (BNF). 

 

MATERIAL AND METHODS 

The soil used for conducting the experiment was classified as Yellow Argisol 

(Embrapa, 1999) being from the Experimental Station of the Agronomic Institute of Itapirema 

Pernambuco – IPA, located in the BR 101 Norte, km 53, latitude 07°34'00'', longitude 

35º00'00" and 14m height. 

The soil was collected in the surface layer (0-20cm), after drying in air it was sieved 

(2.0 mm diameter mesh sieve) and homogenized. Samples were separated for determination 

of chemical characteristics, fertility and soil physics (Embrapa, 1997) (Tables 1 and 2) as well 

as the native population of rhizobia (Hungria and Araújo, 1994) and the number of native 

spores of Glomus etunicatum Becker & Gerdemann (Gerdemann and Nicolson, 1963) were 

also evaluated, presenting 1.5. 103 UFC.mL-1 and 9 spores. 50 g of soil-1, respectively. The 

leguminous  used was the cowpea (Vigna unguiculata [L.] Walp.) cv. "IPA - 206" from the 

seed laboratory of the IPA. The seeds were disinfected by immersion in alcohol 70% for 30 

seconds, which acts as a surfactant, altering the surface tension, in 2% sodium hypochlorite 

for 1 minute and then rinsed with sterile distilled water for 7 times (Vincent, 1970). 

The strains of Bradyrhizobium sp. used were BR 3267 (recommended by RELARE, 

from the CNPAB (National Center for Research in Agrobiology (km 47 - Seropédica - RJ) 

and EI - 6 from the IPA - Laboratory of Soil Biology, and mixture of strains (BR 3267 + EI - 

6) grown separately. The bacteria were purified in YMA medium (agar, mannitol and yeast 
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extract) using the congo red indicator (Vincent, 1970). Afterwards, the strain was replated in 

duplicate for 250 mL Erlenmeyer flasks with YM medium (mannitol - extract of yeast), using 

a rotator shaker at 28 ºC during 3 to 6 days according to the bacteria growth. The strain of 

Paenibacillus brasilensis (24 - isolated from maize’s rhizosphere from Cerrado’s soil) used 

was provided by the Institute of Microbiology, UFRJ being replated in duplicate for 250 mL 

Erlenmeyer flasks with TSB medium (Trypticase soy Broth), using a rotator shaker at 28 ºC 

for 24 hours. The spores of Glomus etunicatum Becker & Gerdemann were multiplied in pots 

containing vermiculite + ground (in 1:1 proportion), autoclaved for 1 hour at 120 °C and 101 

kPa, with intervals of 24 hours for 3 consecutive days, using the panic as host plant (Panicum 

miliaceum). The experiment was conducted in a greenhouse at the IPA, in 8 kg pots being 

used 6 kg soil. pot-1. A total of 7 seeds.pot-1 were used in the planting. At the sowing, each 

seed was inoculated with 2 mL of the YM medium containing 108 CFU mL-1 for each strain 

of Rhizobium and 2 mL of the TSB medium containing 107 CFU mL-1 for the PGPR and 1.0 

mL seed -1 of each liquid culture of strains of Bradyrhizobium sp. (BR 3267 and EI - 6) 

providing the mixture (Bangel et al., 2001). In the inoculation with G. etunicatum,  120 

spores.pot-1 were used.  

After the thinning at the 7 days, 2 plants per pot were kept and the application of 

nutrient solution of Hoagland and Arnon (1950) without N and P were weekly performed 

using 2 mL kg soil-1. In the nitrogen treatment, ammonium sulfate was used in the 

concentration of 20 kg ha-1 distributed in 3 applications: 10, 20 and 30 days after germination. 

The pots were irrigated with distilled water until obtaining the pot capacity. The harvest was 

performed 40 days after sowing.  

The following variables were evaluated: plant height at 10, 20, 30 and 40 days after 

sowing, root length (RL), shoot dry matter (SDM), root dry matter (RDM) and nodule dry 

matter (NDM), SDM/RDM ratio, nitrogen content by the Kjeldahl method according to 

Bremner (1965), nitrogen accumulation (Nac) in the SDM, specific nodulation, N2 efficiency 

(N2FE), phosphorus content in the SDM by the vanadate colorimetric method according to 

Malavolta et al. (1989), leghemoglobin conten (LHb) measured by spectrophotometer 

(540nm) according to Wilson and Reisenauer (1963), number of spores by the method of 

Gerdemann and Nicolson (1963) and easily extractable glomalin (EEG) according to the 

method of Wright and Upadhyay (1996).   

The experimental design with randomized blocks and treatments in 5x2x2 factorial 

present the following levels in the first factor: inoculation with the strains Bradyrhizobium sp. 

(BR 3267), and Bradyrhizobium sp. (EI - 6) inoculated separately and in combination (BR 
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3267 + EI - 6), absolute and nitrogen controls (TA and TN), without inoculation and without 

nitrogen (TA) and without inoculation and with mineral nitrogen (TN). The second and third 

factor comprises a combination of absence and presence of AMF - Glomus etunicatum Becker 

& Gerdemann and PGPB - Paenibacillus brasilensis (24), a total of 20 treatments (Table 3) 

with 3 replications, totaling 60 pots. 

The data were submitted to the analysis of variance, for each variable were performed 

contrasts, using the statistical program SANEST (Zonta et al., 1984), with levels of 

significance of 5% by F test, and the means were compared using the Tukey test (p <0.05). 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 Statistical analysis by the F test revealed significance for the isolated effects of the 1st 

factor (strains of Bradyrhizobium sp. BR 3267, EI - 6 inoculated separately and in 

combination (BR 3267 + EI - 6), TA and TN, the 2nd factor (presence and absence of 

inoculation with G. etunicatum) and 3rd factor (presence and absence of inoculation with P. 

brasilensis (24). Only the shoot dry matter (SDM) of cowpea showed interaction between 

factors 1 and 2.  

Treatments inoculated with Bradyrhizobium sp. (strains BR 3267 and EI - 6; 

combination (BR 3267 + EI - 6), control without inoculation and without nitrogen (TA) and 

control without inoculation and with nitrogen (TN), showed significant differences (p <0.05) 

by Tukey test for variables SDM and accumulation nitrogen (N ac) in cowpea plants and 

glomalin easily extractable in soil (Table 3). The results showed that inoculation of cowpea 

with strains of Bradyrhizobium sp. either applied separately or in mixture, provided a SDM 

similar to the control nitrogen (TN).   

The treatment in mixture (BR 3267 + EI - 6), provided an increase on the N ac when 

compared to the absolute control (TA). The inoculation with the strain of Bradyrhizobium sp. 

EI - 6 did not favor the production of glomalin obtaining lower mean (0.4595 mg glomalin g-

1 aggregates 1-2 mm). 

The inoculation of cowpea plants with G. etunicatum provided higher mean for SDM 

treatments inoculated only with rhizobia EI - 6 and/or in mixture (BR 3267 + EI - 6). These 

results corroborate with those found by Jesus et al. (2005) that testing the co-inoculation 

Rhizobia x AMF in Piptadenia gonoacantha obtained significant differences. The absolute 

control was also aided by the presence of the fungus (Table 4). Results cited in the paper 

report that the treatments inoculated with G. etunicatum did not differ significantly (p <0.05), 

however the inoculation with AMF favored the increase on SDM on cowpea plants. 
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Results cited in the literature report that the dual inoculation of AMF x rhizobia 

provide significantly the increase on SDM, nitrogen and phosphorus content in the SDM, as 

well as favored the root length, nodulation, root colonization by AMF and improvement in 

height and diameter of plants’ growth (Della-Cruz et al., 1988 and Manjunath et al., 1984 and 

Marques et al., 1997 and Herrera et al., 1993). 

 The effect of mycorrhizal association and the symbiosis with Bradyrhizobium sp. can 

be autocatalytic and synergistic, since the processes contribute to increase the photosynthetic 

rate of the microsimbiont, reducing the risk of photosintates drain, led by microsimbionts that 

can cause reduction in crop productivity (Mergulhão et al., 2001). According Burity et al. 

(2000) and Moreira and Siqueira (2006), dual inoculation is capable of reducing the costs of 

nitrogenous and phosphate fertilizers, and give the plants greater ability to absorb nutrients, 

leading to increase in productivity. 

 The inoculation of G. etunicatum favored the cowpea growth, with differences being 

significant (p <0.05) by the Tukey test for the variables: shoot dry matter (SDM) and root 

(RDM), SDM/RDM ratio, nitrogen  accumulation  (Nac) N2 efficiency (N2FE) in cowpea 

plants and number of spores in soil (Table 5). The plant height over time (10, 20, 30 and 40 

days), root length and glomalin did not differ significantly (p <0.05) for treatments inoculated 

with and without G. etunicatum. 

 Probably, this fact was due to the cowpea crop has not completed its cycle, since the 

sporulation of AMF occurs more at the end of the plant cycle (Moltocaro, 2007). Bever et al. 

(1996) mention that the host plant can be one of the main factors regulating the composition 

and structure of the AMF communities, as each phase of development, and spores 

germination, hyphae growth, root colonization and sporulation are influenced by the roots of 

plants. The SDM and the SDM/RDM ratio were higher for the treatment inoculated with G. 

etunicatum. This result is in agreement with Tilke et al. (1991) which state that the presence 

of AMF increases SDM. 

The treatments with the presence and absence of G. etunicatum not differ on NDM 

and LHb. Mergulhão et al. (2001) tested G. etunicatum x Rhizobium co-inoculation in sabiá 

(Mimosa caesalpiniaefolia Benth.) plants in a sandy soil, also found no significant differences 

(p <0.05) in the NDM. The Nac and N2FE were higher when inoculated with G. etunicatum. 

Plants when inoculated usually have higher metabolism than the non mycorrhizal being able 

to provide greater amount of carbohydrates to the rhizobia consequently presenting more 

efficient nodulation. Thus, the results show that inoculation with G. etunicatum, despite not 

having made a significant difference for NDM and LHb, increased nitrogen accumulation in 
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the SDM and improved the N2 efficiency in cowpea plants, suggesting effect of the AMF in 

the N acquisition by rhizobia and consequently greater symbiotic efficiency.   

The inoculation with G. etunicatum increased the number of spores in the soil and in 

the phosphorus content of the SDM, however the latter variable showed no significant 

difference (p <0.05) by Tukey test. Decrease or increase in phosphorus concentrations is 

reported by different researchers, according to gender, variety and plant cultivar. Thus, 

Bhivare and Nimbalkar (1984) observed increases in P concentrations in the shoots of the 

bean cv. Vaghia. Joshi (1984) reported reduction of this element in pigeonpea var. C-11, 

while Flores-Aylas (2003) observed no significant difference (p <0.05) in the aroeira (Schinus 

terebinthifolius) and trema (Trema micrantha) cultivations. The results of this study 

corroborate with those found by Moltocaro (2007) which evaluating the pea culture 

inoculated with the same fungus, observed no significant difference in phosphorus 

concentrations in the SDM. According to the author, probably the AMF natives from soil 

were as efficient as the G. etunicatum inoculated in using the P soil available to plant. 

Brundrett (1991) describes that fungi form complex communities in the roots of plants in the 

field.   

Thus, experiments involving soils with diversity of AMF in a single host will probably 

reflect better those processes that naturally occur (Sturmer, 2004). Interspecific competition 

has been measured as a function of sporulation differentiated by these fungi (Daft, 1983 and 

Daft and Hogarth, 1983) and the formation of entry points into roots being colonized (Wilson, 

1984). Despite these interactions, a combination of fungal isolates (native + tested) has been 

shown to provide a greater benefit in growth than when only a single fungus colonizes the 

roots of the plant (Daft, 1983), thus,  this study is closer to field reality.  

The co-inoculation with Paenibacillus brasilensis (24) favored the cowpea 

development (Table 6). Significant difference was observed (p <0.05) by Tukey test for the 

variables plant height at 10, 20, 30 and 40 days; SDM; RDM and NDM, ratio SDM/RDM 

ratio, Nac and N content in cowpea plants. 

The plant height over time (10, 20, 30 and 40 days) was higher for the treatments 

inoculated with P. brasilensis (24). Sivaramaiah et al. (2007) studying the inoculation with 

different strains of Bacillus sp. in chickpea noted that these bacteria provide stimulatory effect 

on shoots’ growth at 10 days of observation if compared to the control. The fact that a strain 

isolated from maize’s rhizosphere from a Cerrado’ soil has promoted growth in cowpea plants 

suggests the non-specificity, as reported by Quadt-Hallmann and Kloepper (1996) and Santos 

et al. (2005), who described that original isolates from a host can easily colonize other hosts 
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of different species, even with greater intensity. Thus, the authors report that when the 

endophytic bacterium Enterobacter asburiae, isolated from cotton JM22, was inoculated on 

bean and cucumber, and the endophytic bacteria isolated ENF1 from bean was inoculated on 

plants of helicon, respectively, larger populations were detected when compared to their 

original host. Similarly, Shish and Chanway (1998) observed that growth promotion in silver 

firs (Abies sp.), resulting from the application of bacteria from the same ecosystem was low 

and being not therefore necessary to combine other isolates such as Pseudomonas with the fir 

ecotypes (Abies sp.) and soil types, for an effective promotion of seedlings growth, thus 

confirming the non-specificity, as found in this work.   

However, some authors emphasize the need for isolated homologous or adapted to the 

host, justifying a greater colonization capacity, lower risk of introducing exogenous 

organisms (Khalid et al., 2004) and specificity between the host and isolated PGPR (Enebak 

et al., 1998). 

The root length (RL) showed no difference between treatments co-inoculated with or 

without P. brasilensis (24). This should probably have happened because the experimental 

unit (pot) was limited, affecting the RL. However the co-inoculated treatment provided 

greater RDM mean, assuming that the roots grew laterally. The co-inoculation with P. 

brasilensis (24) favored the biomasses of SDM, NDM and RDM in cowpea plants. The Nac 

was higher for the treatment co-inoculated with P. brasilensis (24). The N2FE, LHb and 

phosphorus content, showed no significant difference (p <0.05) provided by the co-

inoculation of P. brasilensis (24), although presenting the highest means. According to 

Triplett (1990), the co-inoculation of rhizobia with other bacteria such as Bacillus, 

Azospirillum and Agrobacterium can promote symbiosis with legumes in many ways, being 

highlighted the influence in increasing competitiveness of the rhizobia inoculated. 

The inoculation of P. brasilensis (24) showed no significant difference (p <0.05), 

concerning the number of spores in soil and glomalin. According Treseder et al. (2004), the 

external hyphae, spores and colonized roots are responsible for the glomalin synthesis. This 

glicoconjungated is positively related to the extraradicular mycelium production. 

 

CONCLUSIONS 

• The nitrogen from symbiosis was sufficient to supply the needs of cowpea plants; 

• The N accumulated in cowpea plants inoculated with mixture of strains of 

Bradyrhizobium sp. (BR 3267 + EI 6) was higher in relation to the inoculation 

performed separately with the strain  BR 3267. 
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• The dual inoculation Bradyrhizobium sp. and Glomus etunicatum provided greater 

increase of nitrogen in cowpea plants. 

• The inoculation with G. etunicatum increased in shoot dry matter of cowpea plants 

being higher than the treatments inoculated only with AMF native from soil. 

• The inoculation with Paenibacillus brasilensis (24) promoted higher growth to 

cowpea plants. 
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Table 1 – Chemical characteristics of the Yellow Argisol soil. 

Ca+2 Mg+2 Na+ K+ Al+3 H+ S CTC  V mpH 
(water) 

P 
mg dm-3 cmolc dm-3  % 

6,00 10,0 1,10 0,65 0,0 0,05 0,0 1,56 1,80 3,4  54 0 
 
 
Table 2 – Physical characteristics of the Yellow Argisol soil concerning granulometry, class 
textural, bulk density (Db), particle density (Dp), total porosity (Pt), field capacity (CF) and 
the permanent wilting point (PWP). 

Concerning granulometry (%) Db Dp  Pt CF PWP 
Sand Silt Clay 

Class 
textural (g cm-3)  (%) 

87,0 1,0 12,0 Sand loam 1,32 2,65  50,2 5,5 3,5 
 
 
Table 3 – Shoot dry matter (SDM), nitrogen accumulation (N ac.) in cowpea plants and easily 
extractable glomalin (EEG) from soil in treatments with strains of Bradyrhizobium sp. BR 
3267 and EI – 6 inoculated separately and in combination (BR 3267 + EI - 6), control without 
inoculation and without nitrogen (TA) and control without inoculation and with nitrogen 
(TN). 

Treatment SDM 
(g pots-1) 

N ac. 
(mg N pots-1) 

EEG  
(mg g-1 aggregate 1-2 mm) 

TN 7,80 a 234,53 a 0,64 a 
BR 3267 + EI – 6 7,73 a 227,49 ab 0,51 ab 

BR 3267 7,72 a 202,78 bc 0,48 ab 
EI – 6 7,40 ab 212,62 abc 0,46 b 

TA 6,62 b 193,47 c 0,57 ab 
(%) CV 9,92 10,29 28,81 

In each column, means (12 replicates) followed by the same letter do not differ statistically from each other at 
p<0.05 according to Tukey´s test. 

 
 

Table 4 – Shoot dry matter (SDM) of cowpea plants inoculated with strains of 
Bradyrhizobium sp. BR 3267, EI – 6 separately and in mixture (BR 3267 + EI - 6), absolute 
control (TA) without inoculation and without nitrogen and nitrogen control (TN) without 
inoculation and with nitrogen, combined with or without inoculation of AMF - Glomus 
etunicatum Becker & Gerdemann. 

SDM (g pots-1) 
Treatment 

BR 3267 EI - 6 BR 3267  
+ EI - 6 TA TN 

With G. etunicatum 7,85 a A 7,86 a A 8,28 a A 7,75 a A 8,21 a A 
  Without G. etunicatum 7,60 a A 6,95 b A 7,17 b A 5,49 b B 7,40 a A 

(%) CV 9,92     
In each column, means (6 replicates) followed by the same letter do not differ statistically from each other at 
p<0.05 according to Tukey´s test. 
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Table 5 – Plant height at 10, 20, 30 and 40 days; root length (RL), shoot dry matter (SDM), 
root (RDM) and nodule (NDM), SDM/RDM ratio, nitrogen accumulation (N ac.) N content, 
N2 efficiency (N2FE), leghemoglobin (LHb), phosphorus content (P) in the cowpea plants and 
number of spores (Nº esp) and easily extractable glomalin (EEG) in soil with or without 
inoculation with AMF - Glomus etunicatum Becker & Gerdemann. 

Plant height (cm) Treatment 
10 days 20 days 30 days 40 days 

RL  
(cm) 

With G. etunicatum  18,80 a 28,56 a 54,03 a 148,60 a 42,90 a 
Without G. etunicatum 18,73 a 28,00 a 47,23 a 143,46 a 42,20 a 

(%) CV 8,98 8,42 33,20 18,40 19,82 
 

Treatment SDM  
(g pots-1) 

RDM  
(g pots-1) 

NDM  
(mg pots-1) SDM/RDM 

With G. etunicatum 7,99 a 1,90 b 194,06 a 4,31 a 
Without G. etunicatum 6,92 b 2,30 a 183,33 a 3,19 b 

(%) CV 9,92 33,54 18,29 23,84 
 

Treatment N ac. 
(mg N pots-1) 

N Content  
(mg g-1 pots-1) 

N2FE 
(g N g NDM-1) 

With G. etunicatum 231,22 a 29,28 a 1,22 a 
Without G. etunicatum 197,09 b 29,34 a 1,10 b 

(%) CV 10,29 11,92 17,38 
 

Treatment LHb  
(mg g-1 NFM) 

P Content 
(mg g-1) 

Nº spo* 
(g-1 solo) 

EEG (mg g-1  

aggregate 1-2 mm) 
With G. etunicatum 0,50 a 1,47 a 2,28 a 0,54 a 

Without G. etunicatum 0,47 a 1,39 a 1,20 b 0,53 a 
(%) CV 24,25 17,41 17,03 28,81 

In each column, means (30 replicates) followed by the same letter do not differ statistically from each other at 
p<0.05 according to Tukey´s test. 
*Original medium processed to √ (x + 0).  
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Table 6 - Plant height at 10, 20, 30 and 40 days, root length (RL), shoot dry matter (SDM), 
root (RDM) and node (NDM), SDM/RDM ratio, nitrogen accumulation (N ac.) N content, N2 
efficiency (N2FE), leghemoglobin (LHb), phosphorus content (P) in the cowpea plant and 
number of spores (Nº esp) and easily extractable glomalin (EEG) in soil with or without 
inoculation of PGPB - Paenibacillus brasilensis (24). 

Plant height (cm) Treatment 
10 days 20 days 30 days 40 days 

RL  
(cm) 

With P. brasilensis 19,40 a 30,00 a 62,95 a 160,76 a 43,70 a 
Without P. brasilensis 18,13 b 26,56 b 38,31 b 131,30 b 41,50 a 

(%) CV 8,98 8,42 33,20 18,40 19,82 
      

Treatment SDM  
(g pots-1) 

RDM  
(g pots-1) 

NDM  
(mg pots-1) SDM/RDM 

With P. brasilensis 8,82 a 2,38 a 209,20 a 3,99 a 
Without P. brasilensis 6,09 b 1,82 b 168,20 b 3,52 b 

(%) CV 9,92 33,54 18,29 23,84 
     

Treatment N ac. 
(mg N pots-1) 

N Content  
(mg g-1 pots-1) 

N2FE 
(g N g NDM-1) 

With P. brasilensis 239,06 a 27,34 b 1,17 a 
Without P. brasilensis 189,26 b 31,29 a 1,16 a 

(%) CV 10,29 11,92 17,38 
    

Treatment LHb  
(mg g-1 MFN) 

P Content 
(mg g-1) 

Nº spo*  
(g-1 solo) 

EEG (mg g-1  

aggregate 1-2 mm) 
With P. brasilensis 0,50 a 1,46 a 1,80 a 0,51 a 

Without P. brasilensis 0,47 a 1,40 a 1,59 a 0,56 a 
(%) CV 24,25 17,41 17,03 28,21 

In each column, means (30 replicates) followed by the same letter do not differ statistically from each other at 
p<0.05 according to Tukey´s test. 
*Original medium processed to √ (x + 0).  
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

• As estirpes de Paenibacillus, Brevibacillus e Bacillus nas condições testadas não 

apresentaram capacidade para produzir AIA e nem solubilizar fosfato. 

• Ocorreu sinergismo entre as estirpes de Bacillus e Paenibacillus co-inoculados com a 

estirpe de Bradyrhizobium sp. (BR 3267) no caupi. 

• A estirpe de Paenibacillus brasilensis (24) foi superior em relação às demais estirpes 

avaliadas na produção de nitrogênio acumulado na matéria seca da parte aérea 

proporcionando uma melhor peformance simbiótica. 

• A co-inoculação Bradyrhizobium e Bacillus cereus (440) inibiu  a nodulação 

específica no caupi. 

• A co-inoculação Bradyrhizobium e B. pumilus (444) inibiu a promoção do 

crescimento no caupi. 

• O nitrogênio proveniente da simbiose foi suficiente para suprir as necessidades das 

plantas de caupi. 

• O N acumulado das plantas de caupi inoculadas com mistura de estirpes de 

Bradyrhizobium sp. (BR3267 + EI 6) foi superior em relação à inoculação efetuada 

isoladamente com a estirpe BR 3267.  

• A dupla inoculação Bradyrhizobium sp. e Glomus etunicatum proporcionou maior 

incremento de nitrogênio nas plantas de caupi.   

• A inoculação com o G. etunicatum proporcionou aumento na matéria seca da parte 

aérea das plantas de caupi sendo superior aos tratamentos inoculados apenas com 

FMA nativo do solo.   

• A inoculação com Paenibacillus brasilensis (24) promoveu maior crescimento às 

plantas de caupi. 

 

 

 

 

 

 

 


