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ZINCO E Azospirillum brasilense PARA BIOFORTIFICACAO AGRONOMICA DE
FEIJAO-CAUPI
por
LETICIA ALMEIDA SORANO
Sob orientacdo do Professor Dr. Aurélio Rubio Neto, IF Goiano - Campus Rio Verde e do
Professor Dr. Elcio Ferreira dos Santos, IFMS — Campus Nova Andradina
RESUMO
A biofortificagdo de zinco (Zn) refere-se ao enriquecimento desse nutriente em alimentos por
meio de préticas agronémicas. Programas de biofortificacdo agrondmica tém focado em
alimentos de facil acesso como o feijdo-caupi. Recentemente, surgiram evidéncias que 0 uso
de bactérias promotoras de crescimento (e.g Azospirillum brasilense) podem estimular o
processo de acimulo de Zn em grdos. Desta maneira, 0 objetivo com este estudo foi explorar
o potencial de biofortificacdo do feijao-caupi em fungdo da adubacdo de Zn e da inoculagao
de Azospirillum brasilense. O experimento foi realizado no Campus do Instituto Federal de
Mato Grosso do Sul, Nova Andradina, utilizando um delineamento em blocos ao acaso no
esquema fatorial (2 x 5), sendo duas formas de inoculacdo e cinco doses de Zn. A associa¢ao
de Zn com Azospirillum brasilense indica resultados significativos na produtividade do feijdo-
caupi, nos teores de Zn nos graos e nas folhas, bem como incremento nos teores de proteinas e
nos teores de sacarose e de acUcar total. Portanto, esses achados destacam o potencial
promissor da préatica de inoculacdo com Azospirillum brasilense na biofortificacdo do feijdo-
caupi, oferecendo beneficios nutricionais significativos sem afetar negativamente os teores de

acucares.

PALAVRAS-CHAVE: Enriquecimento nutricional, rizobactérias, Vigna unguiculata, Graos.



ZINC AND Azospirillum brasilense FOR AGRONOMIC BIOFORTIFICATION OF
COWPE BEANS
por
LETICIA ALMEIDA SORANO
Sob orientacéo do Professor Dr. Aurélio Rubio Neto, IF Goiano - Campus Rio Verde e do

Professor Dr. Elcio Ferreira dos Santos, IFMS — Campus Nova Andradina

ABSTRACT

Zinc (Zn) biofortification refers to the enrichment of this nutrient in foods through agronomic
practices. Agronomic biofortification programs have focused on widely accessible foods such
as cowpea. Recent evidence suggests that the use of plant growth-promoting bacteria (e.g.,
Azospirillum brasilense) can enhance Zn accumulation in grains. Therefore, this study aimed
to explore the potential of biofortifying cowpea through Zn fertilization and Azospirillum
brasilense inoculation. The experiment was carried out at the Federal Institute of Mato Grosso
do Sul, Nova Andradina campus, using a randomized block design with a factorial scheme (2
x 5), which included one cultivar (Tumucumaque), two inoculation methods, and five Zn
doses. The Zn combination with Azospirillum brasilense resulted in significant improvements
in cowpea productivity, Zn concentrations in grains and leaves, as well as increases in protein
content and total saccharose and sugar levels. These findings highlight the promising potential
of Azospirillum brasilense inoculation for cowpea biofortification, offering substantial

nutritional benefits without adversely affecting sugar levels.

KEYWORDS: Nutritional enrichment, rhizobacteria, Vigna unguiculata, Grains.
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1. INTRODUCAO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata), conhecido popularmente no Brasil como feijéo-
de-corda, € um alimento basico, especialmente, em populacGes de baixa renda ndo s6 no
Brasil, mas em outros paises em desenvolvimento, principalmente, os da Africa Subsaariana,
como Angola, Guiné, Gana e Gabao etc. (MAKONNEN et al., 2022). Essa Fabaceae por ser
uma leguminosa considerada de facil cultivo e altamente nutritiva tem grande importancia
social, uma vez que é fonte de proteinas na dieta humana, sobretudo daquelas de baixa renda,
que por sua vez, sdo mais afetadas por deficiéncias nutricionais (WELCH, 2001; ALFTHAN
etal., 2015).

Com base no levantamento anual realizado pelo Ministério da Agricultura, por meio
da Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB (2024), o Brasil tem a estimativa de
producdo de feijdo-caupi de 462,8 mil toneladas, com parte significativa de producdo nos
estados de Mato Grosso, Goias e Mato Grosso do Sul. A adaptabilidade do feijdo-caupi em
condigdes adversas, como clima seco e solos pobres, torna-o uma boa saida de produgéo por
pequenos produtores com escassez econdmica ou alimentar (TOGOLA et al., 2023). Nesse
contexto, estimativas indicam que a inseguranca alimentar € um desafio global. Segundo o
relatdrio "State of Food Security and Nutrition in the World" de 2023, aproximadamente, 735
milhdes de pessoas enfrentaram a fome no mundo ou 2,4 bilhGes de pessoas lidaram com a
inseguranca alimentar severa ou moderada em 2022 (FAO, 2023). Quanto a composi¢do
nutricional do feijao-caupi, destaca-se, principalmente, por ser rico em proteinas, carboidratos,
fibras e minerais, como ferro, zinco, manganés, fésforo e potassio, além de &cidos graxos
(FROTA et al., 2008). O consumo desta cultura ocorre de vérias formas, como sementes
secas, verdes, vagens e folhas (GERRANO et al., 2017). Estudos apontam gque 0 consumo
adequado de zinco (Zn) estd associado a reducdo da incidéncia de céancer, distdrbios
neuroldgicos e de doengas autoimunes em humanos (CHASAPIS et al., 2012). Em criangas, a
deficiéncia de Zn manifesta-se como retardo no crescimento, anorexia e hipogeusia (BROWN
et al., 2002). Por este motivo, sdo conduzidas diversas pesquisas com o0 objetivo de aumentar
o teor de Zn em alimentos, por meio da aplicacdo de técnicas de biofortificagdo agrondmica
(GONGALVES et al., 2015; CAMBRAIA et al., 2019; CARMONA et al., 2020). No entanto,
a absorc¢do de Zn pelas plantas e seu subsequente acumulo em partes vegetais consumidas pela
populacdo humana sdo processos complexos. Assim sendo, € crucial identificar espécies e/ou
genotipos de plantas com potencial para acumular Zn em partes comestiveis, além de avaliar a

eficdcia da biofortificacdo por meio da adubacdo (LOUREIRO et al., 2018). A escolha de
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culturas como a do feijao-caupi, que é uma fonte essencial de proteina, acontece pela cultura
ser amplamente consumidos pela populacéo brasileira, principalmente a de baixa renda. Isto
pode tornar a biofortificacdo mais eficaz, j& que ao melhorar o valor nutricional de um
alimento ja presente na dieta diaria, € possivel alcancar maior parcela da populacéo,
promovendo beneficios nutricionais de forma acessivel e sustentavel. Desta forma, a
biofortificacdo do feijao-caupi pode contribuir significativamente para a melhoria da satde da
populacdo que o consome e a reducdo da desnutricdo, possibilitando maior sucesso nos
programas de biofortificacdo (RIBEIRO et al., 2008).

A Dbiofortificagdo agrondmica de culturas agricolas com Zn visa aumentar a
concentracdo desse elemento nos alimentos basicos, especialmente nas culturas de gréos. Isso
é realizado através da integracdo em programas de fertilizacdo e do aprimoramento genético
de variedades, com o objetivo de atender as necessidades nutricionais da populacao,
especialmente daquelas de baixa renda (VERGUTZ et al., 2016). Estudo desenvolvido por
Oliveira et al., (2024) evidencia 0 aumento na producgéo e na qualidade dos graos do feijao-
caupi apo6s a fertilizacdo foliar com Zn. Além disso, essa estratégia proporcionou, também,
aumento da disponibilidade de Zn no grdo, aumento de sacarose, de aminoacidos e de
proteinas, demonstrando, portanto, ser importante para a biofortificacdo agrondmica e
consequentemente para a seguranca alimentar.

Vale destacar que biofortificacdo agronémica é realizada de varias formas, como
adubacdo do solo, da semente, por meio de fertirrigacdo, de aplicacdo foliar ou através do
proprio mergulho das plantulas em solucédo fertilizante (LOUREIRO et al., 2018). Aliado a
isto, uma alternativa promissora para enfrentar ndo apenas os desafios de uma agricultura
mais sustentavel, mas também auxiliar na biofortificacdo é a utilizacdo de inoculantes
microbianos, com o objetivo de aumentar a produtividade, o retorno econémico e minimizar
os impactos ambientais (FLORENCIO et al., 2022). Nesse contexto, as bactérias do género
Azospirillum destacam-se como excelentes candidatas pelas capacidades de fixagdo de
nitrogénio atmosférico e de promocéo do crescimento das plantas, demonstrando resultados
positivos em monoculturas (FERNANDES et al., 2023; SANTOS et al., 2023).

A bactéria A. brasilense tem capacidade de promover o aumento na absor¢do de
nutrientes, como o0 Zn, nas partes comestiveis da planta, isso € especialmente relevante para
melhorar a nutricdo humana. Varios estudos tém evidenciados em diferentes culturas, como
trigo, cana-de-agUcar, arroz, gramineas de pastagens e milho que o uso de A. brasilense traz
inimeros beneficios para as plantas, como melhora na absor¢do de Zn, crescimento,
produtividade, resisténcia as secas e a patogenos (BASEN et al., 2020; SANTOS et al., 2021).
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Portanto, objetivou-se com a pesquisa demonstrar o potencial de exploragédo do uso
de A. brasilense na biofortificagédo agrondmica de Zn via adubacéo foliar em feijao-caupi.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A cultura do feijao-caupi

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata) é conhecido também como feijao fradinho, feijdo-de-
corda ou catador esté classificado na ordem Fabales, na familia Fabaceae, na subfamilia
Faboideae, na tribo Phaseolae, na subtribo Phaseolinae e no género Vigna e na espécie Vigna
unguiculata L. (FREIRE FILHO et al., 2011).

Essa leguminosa, originaria do sudeste Asiatico, demonstra grande capacidade de
adaptacdo a climas tropicais e subtropicais, sendo cultivada em diversas areas da Africa,
América Latina, sul dos Estados Unidos e, evidentemente, no préprio sudeste da Asia. Devido
ao elevado teor de proteinas, resisténcia a seca e altas temperaturas, além de habilidade para
prosperar em solos com baixa fertilidade, este tipo de leguminosa, como o feijdo-caupi,
assume importancia particularmente significativa (TOGOLA et al., 2023).

No Nordeste, o caupi € amplamente cultivado em termos de area, mas a contribuicdo
para a producgdo regional é relativamente modesta, por causa da baixa produtividade. Essa
cultura é predominantemente mantida por agricultores familiares que ainda seguem praticas
tradicionais de cultivo (FREIRE FILHO et al, 2011).

Essa espécie € uma planta herbacea anual, caracterizada por seu habito de crescimento
determinado e indeterminado arbustivo. Em condi¢des ideais de &gua, luz e temperatura, a
germinacdo ocorre aproximadamente entre 2 e 3 dias apds a semeadura (VALE, et al., 2017).
As raizes sdo do tipo fasciculadas e adventicias. O caule pode atingir até quatro metros de
altura e apresenta formas angulares ou cilindricas. As folhas sdo compostas por trés foliolos
ligados a uma haste, apresentando formas subglobosas, sublanceoladas, globosas e
lanceoladas (POTTORFF et al., 2012). Além disso, a cultura ndo demanda muita agua, sendo
necessario o0 minimo de 300 mm de precipitacdo para uma producdo satisfatoria, sem a
necessidade de irrigacdo adicional. Regifes com precipitagcdo anual entre 250 e 500 mm sdo
consideradas ideais para o cultivo dessa cultura (FREIRE FILHO, 2020). A faixa de
temperatura ideal para o desenvolvimento do feijdo-caupi situa-se entre 18 e 34°C.
Temperaturas elevadas podem causar 0 aborto de flores, a queda de vagens imaturas e a
reducdo do numero de sementes por vagem. Por outro lado, temperaturas muito baixas
retardam o surgimento de flores, prolongando o ciclo da planta (COSTA et al., 2020).

Entédo, Silva et al. (2018), considera a cultura como fonte de proteinas rica em lisina, que
complementa as proteinas encontradas nos cereais, proporcionando uma alternativa essencial

para populacdes de baixa renda em termos de alimentagéo e nutrigéo.
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2.2 Biofortificagdo agronémica

Existem duas formas de biofortificacdo, € uma técnica empregada para enriquecer
nutricionalmente os alimentos cultivados no campo. Este processo ocorre de duas maneiras:
através do melhoramento genético das culturas, seja de forma convencional ou por meio da
transgenia, conhecida como biofortificacdo genética; ou por meio de técnicas e estratégias de
adubacdo, denominada biofortificacdo agrondmica (VERGUTZ, 2016). Seu objetivo é
aumentar os teores de micronutrientes, como vitamina A, Zn, ferro, iodo, entre outros, em
alimentos basicos como milho, arroz, feijdo, feijdo-caupi, mandioca, batata-doce, trigo e
abobora (TOGOLA et al., 2023).

No Brasil, a biofortificacdo iniciou em 2003 por meio de uma parceria firmada entre o
programa Harvestplus e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), e a
principal finalidade foi amenizar a fome oculta. Acredita-se que a producéo e distribuicdo de
alimentos biofortificados € uma maneira de contribuir para o desenvolvimento agricola e para
seguranga alimentar nutricional (DUARTE, 2021).

A caréncia de elementos minerais essenciais para o desenvolvimento e funcionamento do
corpo humano pode desencadear distlrbios no sistema imunolégico. Algumas doencas ou
sintomas relacionados com a falta de ferro, de Zn, de vitamina A e outros micronutrientes
podem incluir: anemia, fraqueza, sonoléncia e letargia, comprometendo a capacidade de
trabalho e cognicdo do individuo. Essas deficiéncias representam sério problema de salde
gue, em casos mais graves, podem até levar a morte (PEDRAZA & QUEIROZ, 2011).

Sabendo que a alimentacdo é crucial para a vida e sobrevivéncia humana, e considerando
que parte dos problemas de salde estéa ligada ao ambiente em que se vive, torna-se inevitavel
associar saude a producdo de alimentos ou a um modelo agroalimentar capaz de suprir as
deficiéncias de nutrientes essenciais para o funcionamento adequado do organismo. Esse
modelo também precisa lidar com o aumento populacional e enfrentar os desafios
relacionados a desnutricdo e a seguranca alimentar (MENEGASSI et al., 2018).

As técnicas envolvidas na aplicacdo da biofortificagdo agrondmica incluem a adubacao
via solo, o tratamento de sementes e a aplicacdo foliar. Além disso, outras praticas como a
utilizacdo de biofertilizantes (por exemplo, inoculagdo com fungos micorrizicos), rotagdo de
culturas e irrigacao sdo adotadas com o objetivo de aumentar o teor de minerais nas culturas
(MORAES et al., 2009).

Neste cenario, a biofortificacdo para aumentar os micronutrientes atraves das plantas

torna-se a opgéo mais recomendada. 1sso se deve a maior acessibilidade dos consumidores aos
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vegetais, custos reduzidos e menor risco de toxicidade (BOUIS et al., 2011; MEENAKSHI et
al., 2007; NESTEL et al., 2006).

2.3 Azospirillum brasilense

O Azospirillum brasilense é uma bactéria diazotrofica que contribui para a fixacéo de
nitrogénio atmosférico quando inoculada em plantas, também auxilia na reducéo de estresses
bidticos e abidticos (FUKAMI et al., 2018). O género Azospirillum consiste em bactérias
Gram-negativas de vida livre, que ndo formam esporos, ndo fermentam e sdo capazes de fixar
nitrogénio (FERREIRA et al., 2020). Esse género coloniza a rizosfera e 0s espacos radiculares
intercelulares de vérias espécies de plantas, preferindo condi¢des microaerofilicas e
apresentando células em forma de bast&o ou espiral (CASSAN et al., 2020; FERREIRA et al.,
2020).

Os beneficios da inoculacdo da bactéria A. brasilense no crescimento e
desenvolvimento das plantas sdo principalmente atribuidos a habilidade de fixar nitrogénio
atmosférico e produzir fitohorménios como auxinas, citocininas e giberelinas (CASSAN et
al., 2020).

A inoculacdo de rizobactérias visa estabelecer simbiose entre bactéria e planta. Essa
pratica pode ser aplicada na semeadura, nos sulcos, nas sementes ou por via foliar apds o
plantio, buscando estimular o desenvolvimento e crescimento da cultura (OLIVEIRA et al.,
2014). Na cultura do feijdo-caupi, observou-se aumento na produtividade de 24,9% com a
inoculacdo em comparacao com a cultura ndo inoculada (SOUSA et al., 2018).

As bactérias pertencentes ao género Azospirillum demonstram a habilidade de
colonizar uma variedade de tecidos nas plantas, incluindo caules, raizes, folhas, flores, frutos
e até mesmo sementes. Uma vez estabelecidas no interior da planta, essas bactérias séo
capazes de realizar a fixacdo do nitrogénio atmosférico e, por meio de processos bioquimicos,
transforma-lo em formas de nitrogénio assimilaveis, como aménio ou aminoacidos.
Adicionalmente, podem também sintetizar horménios de crescimento, como auxinas e
giberelinas (PURI et al., 2018; NONG et al., 2023). Portanto, a inoculacdo de Azospirillum
estd associada a diversos beneficios, incluindo o estimulo ao crescimento das plantas, a
fixacdo de nitrogénio, a solubilizacdo de fosfato, o aumento na absor¢do de &gua, a
competicdo com patdgenos e a reducdo de custos com fertilizantes nitrogenados. Esses
beneficios sdo particularmente relevantes dada a extensa area de producéo agricola no Brasil
(CASSAN et al., 2020).
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Nesse contexto, existe uma lacuna na literatura envolvendo a biofortificagdo
agronémica de Zn do feijdo-caupi associada ao uso de A. brasilense. Porém, pesquisas
envolvendo outras espécies de feijdo, como o feijdo comum (Phaseolus vulgaris) foram
desenvolvidas por Jalal et al., (2021), que verificaram resultados positivos na capacidade do
feijoeiro em absorver, acumular e utilizar o Zn, com o auxilio de A. brasilense.
Especificamente, os resultados indicaram que essas combinagdes de microrganismos podem
melhorar ndo apenas a absorcao e o acumulo de Zinco no feijdo comum (parte aérea e graos),

mas também aumentou a produtividade.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Caracterizacdo da area experimental

O experimento foi realizado no campus do Instituto Federal de Mato Grosso do Sul,
localizado no municipio de Nova Andradina, latitude: 22° 14’ 6” Sul, longitude 53°19’ 54"
Oeste, cerca de 346,5 metros acima do nivel do mar. Possui clima tropical, com menos
chuvas no inverno do que no verdo e a temperatura media anual e a precipitacdo
pluviométrica variam entre 20-22°C e 1500-1700 mm respectivamente (SEMADE, 2015).

3.2 Instalacdo e conducdo do experimento

O experimento foi conduzido no ano de 2023, utilizando o cultivar BRS
Tumucumaque do feijdo-caupi. O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso
no esquema fatorial (2 x 5): (duas formas de inoculacdo [com e sem inoculacdo de
Azospirilum brasilense]) x 5 (doses de Zn: 0, 300, 600, 900 e 1200 g ha), com 3 repeticdes.

Inicialmente foi realizado o preparo do solo visando a descompactacgéo, revolvimento
de material vegetal e controle de plantas daninhas. Apds o preparo do solo foi realizado a
adubacdo da area com semeadora adubadora, distribuindo apenas o adubo no sulco de
semeadura na profundidade de 0,13 m, utilizando a formulacdo 05-30-10 de N, P20s e K20
respectivamente na dose de 395 kg ha. Apds o estagueamento, a area do experimento foi de
8 m x 30 m que compreende 240 m?, dividida em 30 parcelas experimentais, cada parcela tem
2,4 mx 2,00 m =48 mz2 com 6 fileiras por parcela, com espacamento de 0,40 m entre as
fileiras com 3 linhas.

A semeadura do feijdo-caupi foi realizada com sementes do BRS Tumucumaque,
sendo abertos covas nas linhas em que foi realizada adubacéo com a semeadora, distribuindo a
semente de forma manual, com densidade de 10 sementes por metro linear, visando o desbaste
futuro, permanecendo oito plantas por metro linear, com populagéo aproximada de 200 mil
plantas ha*. O cultivar apresenta ciclo médio de 60 a 70 dias, crescimento indeterminado, tem
ramos relativamente curtos e apresentam resisténcia a0 acamamento, essa caracteristica a
torna adaptada a colheita mecénica com o uso do dessecamento (HAMMES, 2020).

Apos a semeadura foi instalada a irrigacdo na area que perdurou durante todo ciclo do
feijdo-caupi, além disso, devido ao desenvolvimento das plantas foi realizado o desbaste.
Também foi realizado a adubacéo de cobertura com ureia e cloreto de potassio de acordo com

as recomendac0es para a cultura.
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A fonte de nitrogénio aplicada foi a ureia na dose de 60 kg ha® quando as plantas
apresentaram de 3 a 4 trifélios (entre 10 e 14 dias ap6s a emergéncia - DAE) e totalmente
desenvolvidos na haste principal. Ja o cloreto de potassio foi aplicado uma semana apés a
aplicacdo da ureia na dose de 60 kg ha?, sendo que ambos foram distribuidos de forma
manual e homogénea em todas as parcelas.

Durante o desenvolvimento da cultura foram adotadas diversas estratégias para o
controle de plantas daninhas, pragas e doencas. Para o controle das plantas daninhas foram
realizadas capinas, utilizando de ferramentas adequadas, como enxadas e rocadeiras.

No que se refere ao controle de pragas, foram adotadas diversas medidas, como o
tratamento de sementes no momento da semeadura com defensivos agricolas, bem como a
aplicacdo de Fipronil para o controle de formigas cortadeiras. Além disso, foram utilizados
inseticidas especificos para o controle de lagartas e percevejos. Para o controle de doencas,
foram realizadas apenas duas aplicagdes de fungicida durante o periodo vegetativo, proximo
do florescimento (40 a 50 DAE).

3.3 Aplicacdo de Zn e Azospirillum brasilense

A adubacdo foliar de Zn ocorreu aos 14 DAE e a inoculacdo com Azospirillum
brasilense ocorreu as 21 DAE, uma Unica vez antes da floragdo (plantas com 5 a 6 trifolios
totalmente desenvolvidos), antecipando o pico de absorcdo e uso nutricional da cultura
(OLIVEIRA et al., 2024). Para a dosagem do sulfato de zinco foi utilizado uma balanca de
precisdo para pesagem, posteriormente a dose foi diluida em 500 mL de &gua e adicionado ao
pulverizador costal. Para a inoculagdo com Azospirillum brasilense foram utilizadas as
estirpes Ab-V5e Ab-V6, na concentracio de 2x10® células vidveis por grama do produto
comercial, sendo aplicado a dose de 200 mL ha do inoculante liquido. Para a aplicagdo de Zn

e da bactéria foi utilizado um pulverizador costal do tipo Jacto PJH 20L, com bico cone.
3.4 Analise do tecido vegetal

Para a analise quimica do tecido vegetal foi coletada a folha diagnostica, no terco
médio do ramo principal, no inicio do florescimento (SOUZA et al., 2011). Em laboratorio as
amostras vegetais foram lavadas, secas em estufa de circulacdo forgada a 60°C (+5°C) até
peso constante, posteriormente foram moidas em moinho tipo Willey e armazenadas em sacos
plasticos etiquetados. No tecido vegetal foram determinadas as concentraces de Zn (Zn).
Para a determinacéo de Zn, foi obtido extrato via digestdo nitrico-perclorica a partir do qual

determinou-se o elemento usando a visualizagdo radial do espectrdometro de emissdo Optica



21

com plasma acoplado (ICP-OES) equipado com camara de nebulizagdo. Em relacdo aos
gréos, foi realizada a colheita de duas linhas homogéneas de cada parcela, com todas as
vagens sendo coletadas manualmente. Em seguida, os grdos foram retirados das vagens
manualmente. Apo6s a remocéo, os graos foram secos em estufa a 60°C até atingirem massa

constante e, posteriormente, moidos em moinho Wiley, utilizando uma peneira de 1 mm.
3.5 Caracteres agrondmicos

A produtividade e a peso dos graos foram determinadas pela colheita da area util de
cada unidade amostral. Apds a colheita, as vagens foram levadas para estufa de ventilacéo
forcada a 65°C, e permaneceram por 72 horas, com objetivo de retirar a umidade. Apos a
secagem, as vagens foram debulhadas e coletado os grdos para pesagem, na sequéncia 0S
dados de produtividade foram extrapolados para kg ha. Com esse mesmo material coletado,
foi realizada a contagem e a afericdo da massa de 1000 grdos. Todos os graos coletados no

tratamento foram levados a uma bancada para que fosse separado 1000 gréos para pesagem.

Outros parametros finais analisados no experimento foram: comprimento de vagens
(COMPV), comprimento de 5 vagens (COM5V), numeros de grdos por vagem (NGV),
nimero de grdos de 5 vagens (NG5V), peso de grdos de 5 vagens (PG5V) e peso de 100
grdos. A produtividade de grdos (kg/ha?) foi calculada a partir das vagens das plantas
coletadas, dentro das parcelas, e foi realizada a debulha manual, posteriormente, os gréos
foram pesados e realizado o seguinte calculo [PG (g/area da parcela util/ 0,5)]. Adaptado de
Silva & Neves (2011).

3.6 Analise de Nutrientes Minerais

Amostras de folhas e gréos, previamente secas e moidas, com 0,25 g de peso cada,
foram pesadas com precisdo e submetidas a digestdo em tubos de material perfluoroalcoxi
(PFA). Cada tubo recebeu 2 mL de acido nitrico (HNOs) grau analitico (70%), 1 mL de 4dgua
Milli-Q e 1 mL de perdxido de hidrogénio (H20:). Para a analise dos minerais fosforo (P),
potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe),
manganés (Mn) e zinco (Zn), as amostras digeridas foram diluidas na proporcéo de 1:10 com
agua Milli-Q. A andlise dos dados foi realizada utilizando o software Qtegra™ versdo 7.1
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), conforme os métodos descritos por Silva et
al, 2018.
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3.7 Determinacéo de AgUcares Totais e Sacarose nos Graos

A quantificagdo da sacarose foi realizada segundo o método de van Handel, 1968.
Nesse procedimento, foram adicionados 20 uL da porc¢éo hidrofilica do extrato MCW, 500 pL
de KOH a 30% e 2 mL de acido sulfurico concentrado (H2SO4) a um tubo de vidro. A mistura
foi agitada em vortice e aquecida a 100°C por 10 minutos. Apos resfriamento a temperatura
ambiente, a absorbancia foi medida a 490 nm utilizando um espectrofotometro (SP-220,
Bioespectro™, Sao Paulo, Brasil). O teor de sacarose foi expresso em mg g' de massa seca
(DW). A quantificacdo dos agucares totais seguiu o protocolo descrito por DuBois et al. 1956.
Nesse procedimento, 20 uL da porcdo hidrofilica do extrato MCW, 500 pL de fenol a 5% e 2
mL de H2SOa4 concentrado foram combinados em um tubo de vidro. Apos agitagdo em vortice,
a mistura foi resfriada a temperatura ambiente e a absorbancia foi medida a 490 nm no
espectrofotémetro (SP-220, Bioespectro™). Os resultados foram expressos em mg g de
massa seca (DW). Uma curva padrdo de sacarose foi utilizada para quantificar tanto a

sacarose quanto os agUcares totais.
3.8 Determinacdo de Aminoacidos Totais e Proteinas de Armazenamento

A quantificacdo dos aminodcidos livres totais nos grdos foi realizada conforme o
método de Yemm et al. 1955. Para isso, foram misturados 250 pL da por¢do hidrofilica do
extrato MCW, 500 uL de citrato de s6dio a 0,2 M, 200 pL de ninidrina a 5% em etilenoglicol
e 1 mL de KCN a 0,0002 M em um tubo de vidro. A mistura foi agitada em vortice e aquecida
a 100°C por 15 minutos. Apos resfriamento com agua corrente por 10 minutos, adicionou-se 1
mL de etanol a 60%, e a solucdo foi novamente agitada em vortice. A absorbancia foi medida
a 570 nm utilizando um espectrofotometro (SP-220, Bioespectro™). A concentracdo de
aminoéacidos nos graos foi calculada com base em uma curva padrdo de metionina, com 0s
resultados expressos em mg g' de massa seca (DW). Para a extragdo das proteinas de
armazenamento, 0,20 g de gréos secos e moidos foram extraidos sequencialmente com 12 mL
de agua deionizada (para determinacdo de albumina), 5 mL de NaCl 5,0% (para globulina), 5
mL de etanol 60% (para prolamina) e 3 mL de NaOH 0,4% (para glutelina). A concentragédo
de proteina foi determinada pelo método de Bradford 1976, utilizando BSA (albumina sérica

bovina) como padréo.



23

3.9 Analise estatistica

Para o fator qualitativo (com e sem) a inoculacdo de Azospirillum brasilense foi
utilizado analise de variancia e teste de comparacdo multipla. Para o fator quantitativo (dose),
foi utilizado analise de regressao. O modelo de regressédo foi escolhido baseado no coeficiente
de determinacéo (R?), significancia dos coeficientes e no fendmeno bioldgico, considerando
um nivel de significancia de 5 ou 1%. Utilizou-se o programa SAS para as analises e 0

SigmaPlot para as confec¢des dos gréaficos.



24

4. RESULTADOS

Os caracteres agrondmicos avaliados no cultivar BRS Tumucumaque do feijdo-caupi,
como altura (m), massa seca da parte aérea (g), comprimento de vagens (cm), comprimento de
cinco vagens (cm), numero de grdos por vagens, numero de grdos em cinco vagens, peso de
gréos de cinco vagens (g) e peso de cem grdos (g) ndo foram influenciados de maneira
significativa (P< 0,05) pelos tratamentos (Tabela 1). Essa auséncia de resposta pode ser
atribuida a alta adaptabilidade dos cultivares as condi¢des locais de cultivo, demonstrando
uma estabilidade de resposta mesmo em condicdes variadas de adubacdo e inoculacéo.
Estudos anteriores sugerem que essa estabilidade é um traco desejavel, pois indica resisténcia

a variacGes ambientais, e pode ser vantajoso em sistemas de producdo com manejo variavel.

Tabela 1. Médias dos resultados de altura, massa seca da parte aérea (MSPA), comprimento
de vagens (COMPV), comprimento de cinco vagens (COM5V), numero de graos por vagens
(NGV), nimero de graos em cinco vagens (NG5V), peso de grdos de cinco vagens (PG5V) e
peso de cem gréos (P100).

Altura MSPA COMPV COM5V NGV NG5V PG5V P100

DosedeZn = v" () (cm) (cm) @ (9

0-Azo 1,08 44,03 19,37 96,87 10,80 54,00 13,17 25,03
30 -Azo 1,07 50,91 19,30 96,50 10,60 53,00 13,47 23,33
60 -Azo 1,13 48,90 19,33 96,63 11,27 56,33 14,20 24,57
90 -Azo 1,08 43,35 20,47 102,33 11,20 56,00 13,87 24,77
120 -Azo 1,07 44,88 20,40 102,00 12,27 61,33 13,97 23,37
0 +Azo 1,72 46,64 17,77 88,83 9,93 4967 11,23 24,13
30 +Azo 1,89 46,27 19,37 96,83 10,67 53,33 12,30 23,97
60 +Azo 159 52,63 17,40 87,00 9,07 4533 11,23 24,80
90 +Azo0 1,63 47,77 19,03 9517 10,27 51,33 11,73 25,23
120 +Azo0 1,74 46,80 19,70 9850 11,47 57,33 13,30 23,13

A produtividade do feijdo-caupi foi significativamente influenciada pela dose de Zn
aplicada, com tendéncia crescente observada conforme as doses aumentaram. O tratamento
que combinou o cultivar Tumucumaque com a inoculacdo de Azospirillum brasilense

apresentou as maiores medias de produtividade (Figura 1).
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Figura 1. Valores médios de produtividade do cultivar BRS Tumucumaque de feijao-caupi
submetida as doses de 0, 300, 600, 900 e 1200 mg ha?l de zinco associadas ou nio a
inoculagdo com Azospirillum brasilense no municipio de Nova Andradina — MS.

Adicionalmente, a concentracdo de Zn nos graos e nas folhas do feijao-caupi também
aumentou em resposta as doses de Zn testadas, com as maiores concentracdes na combinacao
do cultivar Tumucumaque com Azospirillum brasilense. Esse aumento pode ser explicado
pela capacidade do A. brasilense de melhorar a absor¢do de nutrientes, possivelmente pela
solubilizacdo de minerais como o Zn e pela promo¢do de um sistema radicular mais
desenvolvido, que facilita a absor¢éo de nutrientes do solo (Figura 2 A e B). Por outro lado, 0s
tratamentos com doses de 0 e 300 mg de Zn nédo apresentaram diferencas significativas em
relacdo a concentragdo de Zn, sugerindo que estas doses podem ndo ser suficientes para
provocar acumulo detectavel de Zn nas plantas. Isso aponta para um possivel ponto de
saturacdo do solo ou da planta, em que doses abaixo desse nivel minimo néo sdo eficazes para

a biofortificacéo.
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Figura 2. Concentracdo de zinco no grdo (A) e na folha (B) do cultivar Tumucumaque de
feijdo-caupi submetidas as doses de 0, 300, 600, 900 e 1200 mg ha de zinco associadas ou
ndo a inoculacdo com Azospirillum brasilense no municipio de Nova Andradina — MS.

Em relacdo a concentracdo de sacarose no grdo e ao acucar total na folha ndo foram

observadas diferencas significativas entre os tratamentos, para cada dose de zinco (P>0,05).

Isso indica que, independentemente inoculacdo com Azospirillum, essas variaveis ndo foram

afetadas pelos niveis de Zn e inoculacéo utilizadas no experimento (Figura 3 A e B).
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Figura 3. Concentracdo de sacarose no grdo (A) e acUcar total na folha (B) do cultivar
Tumucumaque de feijdo-caupi submetidas as doses de 0, 300, 600, 900 e 1200 mg ha* de
zinco associadas ou ndo a inoculacdo com Azospirillum brasilense no municipio de Nova
Andradina — MS.

As concentragbes de proteinas (albumina, globulina, gluteina e prolamina)
aumentaram significativamente em decorréncia do acréscimo da dose de Zn, especialmente
quando associadas a inoculacdo com A. brasilense. As maiores concentragdes foram

observadas no cultivar Tumucumaque com inoculacéo (Figura 4).
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Figura 4. Concentracfes de proteinas albumina (A), globulina (B), gluteina (C) e prolamina
(D) provenientes do cultivar Tumucumaque de feijdo-caupi submetidas as doses de 0, 300,
600, 900 e 1200 mg ha* de zinco associadas ou n&o a inoculagio com Azospirillum brasilense
no municipio de Nova Andradina — MS.
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo indicam que a biofortificagdo agrondmica com Zn,
combinada com a inoculacdo de A. brasilense, pode ser uma estratégia promissora para
aumentar a produtividade e a qualidade nutricional do feijao-caupi. No entanto, € fundamental
considerar as propriedades do solo e as condi¢cdes ambientais ao aplicar essas técnicas, pois
fatores como pH, matéria organica e capacidade de troca catidnica podem influenciar
significativamente os resultados obtidos (BOUAIN et al., 2014; CAKMAK & KUTMAN,
2018).

Estudos prévios demonstraram que o feijdo-caupi tem alto potencial genético para
produtividade quando cultivado sob condigdes de biofortificacdo agrondmica com Zn (SILVA
et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2024). Contudo, nesta pesquisa, 0s caracteres agronémicos
avaliados, como altura, massa seca da parte aérea, comprimento de vagens e nimero de grédos
por vagem ndo apresentaram influéncia significativa dos tratamentos testados. 1sso pode estar
relacionado ao fato do cultivar estar adaptado aos locais de estudo, respondendo de maneira
semelhante as condi¢Ges com resposta estavel (GONCALVES et al., 2017).

A produtividade do cultivar Tumucumaque foi influenciada pela inoculacdo da
bactéria do género Azospirillum brasilense nas diferentes doses de Zn. Vale destacar que tanto
0 mineral Zn quanto o A. brasilense agiram de forma sinérgica na produtividade do feijdo-
caupi. Portanto, este resultado sugere que o Zn desempenha papel crucial no metabolismo das
plantas, contribuindo para processos essenciais como a sintese de proteinas e de carboidratos,
que impactam diretamente no rendimento de grdos (CAKMAK & KUTMAN, 2018).

Por outro lado, bactérias rizotréficas como A. brasilense promovem o crescimento das
plantas por meio da fixacdo biologica de nitrogénio, producdo de fitohormdnios e pela
capacidade de solubilizar minerais como o Zn, tornando-o mais disponivel para a planta e,
consequentemente, melhorando a nutricdo e capacidade fotossintética, resultando em maior
produtividade (DINESH et al., 2018; ESHAGHI et al., 2019).

O aumento no acimulo de Zn nos graos promovido pela inoculagdo com Azospirillum
brasilense pode ser explicado por diversos mecanismos fisiologicos e moleculares. A fixacado
bioldgica de nitrogénio realizada por A. brasilense contribui para a sintese de aminoacidos e
proteinas que estdo diretamente envolvidos no transporte e mobilizagdo de micronutrientes,
como o Zn, no interior da planta (CAKMAK & KUTMAN, 2018). Portanto, resumidamente,
como as concentragBes de proteinas aumentaram significativamente, esse resultado pode ser

explicado pelo papel do A. brasilense na fixagdo bioldgica de nitrogénio, que é essencial para
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a sintese de aminoacidos e, consequentemente, de proteinas. Adicionalmente, A. brasilense é
conhecido por produzir fitohormonios, como auxinas, que promovem o desenvolvimento do
sistema radicular, aumentando a area de absorcdo de nutrientes do solo, incluindo o Zn
(BOUAIN et al., 2014).

O uso de A. brasilense pode induzir a expresséo de genes relacionados ao transporte de
Zn na planta, como os transportadores da familia ZIP (ZRT, IRT-like Proteins), que séo
responsaveis pela captacdo de Zn das raizes e a translocacdo para outras partes da planta,
como os grdos (BOUAIN et al., 2014). Além disso, a solubilizacdo de fosfatos pela acéo
bacteriana pode liberar Zn adsorvido ao solo, tornando-o mais disponivel para a planta. Esse
processo é potencializado pelo aumento na producdo de sideréforos por A. brasilense, que
complexam e solubilizam metais no solo, facilitando a absor¢éo pelas raizes (XIE et al., 2024;
BOUKHALFA et al., 2023).

Esses processos resultam em maior acumulagdo de Zn nos tecidos vegetais, incluindo
0s grdos, sem causar efeitos adversos na planta. 1sso evidencia o papel multifacetado de A.
brasilense ndo apenas como promotor de crescimento, mas também como agente
biofortificante, potencializando a qualidade nutricional dos cultivos (BOUKHALFA et al.,
2023).

Apesar dos beneficios do A. brasilense no teor de Zn, quanto ao teor de sacarose e de
acucar total, ndo foi constatada nenhuma diferenca significativa. Esse resultado sugere que o
A. brasilense pode ndo ter acdo direta ou substancial no metabolismo de carboidratos do
feijdo-caupi. Além disso, é possivel que a expressao de genes relacionados a producgdo de
sacarose nos cultivares testados ndo seja significativamente influenciada pela presenca desse
microrganismo, 0 que poderia ser uma area interessante para investigacdes futuras,
especialmente em diferentes condi¢cBes ambientais e com outros genotipos de feijdo-caupi
(CASSAN et al., 2020; DI SALVO et al., 2018).
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6. CONCLUSAO

Esta dissertacdo teve como objetivo explorar o potencial de biofortificacdo do feijao-
caupi, visando a melhoria da qualidade da nutricdo humana, bem como descrever as respostas
nutricionais em funcgéo da adubacdo de Zn e da inoculagdo de Azospirillum brasilense. Com
base nos resultados obtidos, é possivel concluir que o uso da inoculagdo de Azospirillum
brasilense na cultura do feijdo-caupi proporciona rendimentos na produtividade, nas

concentracdes de zinco, bem como nas de proteinas nessa cultura.
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7. CONSIDERACOES GERAIS

Os resultados deste estudo evidenciam que a biofortificagdo agrondmica do feijdo-caupi
com zinco (Zn), associada a inoculagdo com Azospirillum brasilense, € uma prética eficaz
para aumentar a qualidade nutricional dos grdos, promovendo elevacGes significativas nas
concentragOes de Zn e proteinas. A interagdo sinérgica entre as doses crescentes de Zn e a
inoculacdo com Azospirillum brasilense demonstrou impacto positivo na produtividade,
corroborando com a importancia dessas praticas para 0 manejo sustentavel de culturas
agricolas.

A cultivar Tumucumaque ao ser submetida a biofortificacdo apresentou potencial de
acumulo de Zn nos grédos e nas folhas quando inoculada com Azospirillum brasilense. No
entanto, ndo foram observadas alteracdes significativas nos teores de sacarose e agucar total,
sugerindo que os efeitos benéficos da inoculacdo e adubagdo concentram-se, principalmente
na absorcéo e acimulo de nutrientes essenciais e na melhoria da composicéo proteica.

Estes achados reforcam a relevancia da utilizagdo de tecnologias bioldgicas, como a
inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento, na intensificacdo de praticas
agrondmicas voltadas para a biofortificacdo de culturas de importancia social e econdmica.
Contudo, é necessario que estudos adicionais sejam realizados para avaliar a eficacia dessas
estratégias em diferentes condi¢es edafoclimaticas e em outras variedades de feijdo-caupi,
visando a otimizacdo das praticas de manejo para alcancar o maximo potencial agronémico e
nutricional. Assim, a combina¢do de adubacdo com Zn e inoculacdo com Azospirillum
brasilense configura-se como ferramenta promissora para o incremento da produtividade e da
qualidade dos gréos de feijdo-caupi, contribuindo para a seguranca alimentar e nutricional,

especialmente em regiGes com populacdes vulneraveis a deficiéncia de micronutrientes.
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