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COINOCULACAO DE BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO COM A
APLICACAO DE COBALTO E MOLIBDENIO NA CULTURA DO AMENDOIM
por
ANNA PAULLA GONCALVES DE AMORIM

(Sob Orientacdo do Professor Dr. Sihélio Julio Silva Cruz — IF Goiano)

RESUMO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) ¢ uma cultura oleaginosa de grande relevancia
alimentar e socioecondmica no Brasil e no mundo. Sendo a segunda oleaginosa mais cultivada
no Brasil. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Fazenda Escola do IF Goiano,
de modo a avaliar os efeitos da coinoculagdo e/ou inoculagdo das sementes com
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense e da aplicacdo de cobalto e molibdénio
na nodulacao na cultura do amendoim. O delineamento empregado € o inteiramente ao acaso,
com quatro repeti¢des, € uma combinagao fatorial (2 x 4) com a aplica¢do ou nao de molibdénio
e cobalto associado a quatro tratamentos com inocula¢do. Com o objetivo de avaliar os efeitos
da coinoculacao das sementes e da aplicacdo de Cobalto e Molibdénio na nodulacdo, no
crescimento e na particdo de matéria seca das plantas de amendoim. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e comparados pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. A
aplicagdo de inoculantes e os micronutrientes, molibdénio e cobalto, mostrou-se uma boa

estratégia para melhorar o desenvolvimento de cultivar.

PALAVRAS-CHAVE: Nodulagdo; leguminosa; Arachis hypogea L.; rizobactérias; nutrientes.



COINOCULACAO DE BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO COM A
APLICACAO DE COBALTO E MOLIBDENIO NA CULTURA DO AMENDOIM
by
ANNA PAULLA GONCALVES DE AMORIM

(Under the advising of Professor Dr. Sihélio Julio Silva Cruz — IF Goiano)

Peanut (Arachis hypogaea L.) is an oilseed crop of great food and socioeconomic
relevance in Brazil and the world. Being the second most cultivated oilseed in Brazil. The
experiment was conducted in a greenhouse at the Fazenda Escola do IF Goiano, in order to
evaluate the effects of coinoculating seeds with Bradyrhizobium japonicum and Azospirillum
brasilense and the application of cobalt and molybdenum on nodulation in peanut crops. The
design used is a randomized block, with four replications, and a factorial combination (2 x 4)
with the application or not of mo and co associated with four inoculation treatments. With the
objective of evaluating the effects of seed coinoculation and the application of Co and Mo on
nodulation, growth and dry matter partitioning of peanut plants. The data obtained were
subjected to analysis of variance and compared using the Tukey test, at 5% probability. The
application of inoculants and micronutrients, molybdenum and cobalt, proved to be a good

strategy to improve cultivar development.

KEYWORDS: Nodulation; legumes; Arachis hypogea L.; rhizobacteria; nutrients
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1. INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) ¢ uma cultura oleaginosa de grande relevancia
alimentar e socioecondmica no Brasil e no mundo (ARRUDA et al., 2017). Sendo a segunda
oleaginosa mais cultivada no Brasil, atingindo uma producgdo de 893 mil toneladas na safra
2022/2023 (CONAB, 2023).

A producao brasileira de amendoim (Arachis hypogaea L.), saltou de 346,8 mil toneladas
na safra 2014/15 para uma estimativa de 746,7 mil toneladas no ciclo 2021/22, um aumento de
115% (CONAB, 2022). O bom resultado ¢ reflexo do aumento da area destinada para a cultura
e do investimento em tecnologias de nutri¢do e biotecnologia. Contudo, a eficiéncia da Fixagao
Biologica de Nitrogénio (FBN) esta diretamente ligada a cofatores metalicos. O Molibdénio
(Mo) atua diretamente na enzima nitrogenase, enquanto o Cobalto (Co) é o elemento central da
cobalamina, fundamental para a sintese de leghemoglobina. Embora usados em pequenas
quantidades, quando nao disponibilizados esses micronutrientes podem acabar comprometendo
a inoculagdo e dessa forma acabar perdendo seu potencial produtivo.

No Brasil, a utilizagdo de tecnologias sustentaveis, como ¢ o caso da inoculacdo com
bactérias do género Bradyrhizobium que sdo capazes de fornecer grande parte do nitrogénio (N)
necessario para o crescimento e desenvolvimento de leguminosas (Hungria ef al. 2005). Outras
bactérias também sao estudadas na espécie como o Azospirillum que ¢é utilizado no processo de
co-inoculacao juntamente com o Bradyrhizobium. O Azospirillum além de realizar fixagdo
bioldgica de nitrogénio (FBN), produz fitohormonios como auxinas, giberelinas e citocininas,
induz a resisténcia a doengas e estresses ambientais, e solubiliza fosfato que auxiliam no
crescimento e desenvolvimento das plantas. Contudo, para a realizacao eficiente da FBN pelas
bactérias alguns nutrientes sao necessarios como ¢ o caso do cobalto (Co) e molibdénio (Mo).

A utilizacdo dos micronutrientes sdao de suma importancia mesmo em pequenas
quantidades, quando se pensa nos macronutrientes, pois elas desempenham um papel

importantissimo no desenvolvimento da planta. Uma vez que se encontre deficiéncia desses



12

nutrientes, acarreta redugdo de crescimento e desenvolvimento das plantas, e consequentemente
efeitos negativos na producao (CARMO FILHO, 2022). O cobalto e o molibdénio sdo
micronutrientes benéficos, isso se deve a sua participagdo em diversos processos € reagoes
bioquimicas que contribuem para a fixagdo bioldgica de nitrogénio. Deste modo, na auséncia
ou na baixa disponibilidade de cobalto e molibdénio no solo, podem acabar ocasionando
deficiéncia de nitrogénio (DALL’AGNOL; NOGUEIRA, 2021).

A disponibilidade do N em forma assimilavel pela planta ocorre por meio da enzima
nitrogenase presente em ambas as bactérias. O Mo faz parte dessa enzima na forma de Fe-Mo
proteina, recebendo os elétrons da Fe-proteina e ligando-se ao N2, fazendo com que ocorra a
quebra da ligacdo tripla do N> e o tornando disponivel para a assimilagcdo da planta. Ja o Co
determina a atividade dos nddulos, pois faz parte da estrutura das vitaminas B12, sendo
importante na formagdo da co-enzima cobalamida que ¢ precursora da legmoglobina. Esses
micronutrientes fazem parte das indicagdes técnicas para a cultura da soja no Rio Grande do
Sul (SALVADORI et al. 2016).

Os micronutrientes formam complexos enzimaticos que ligam a enzima ao substrato e
participam também de reagdes redox, pois sua presenga em grupos proteicos permite que eles
catalisem essas reagdes por meio da transferéncia de elétrons (HILLE, 2013). Portanto, qualquer
alteragao na disponibilidade destes micronutrientes para a planta pode resultar em interferéncias
no processo de FBN (STECCA et al. 2019) e por consequéncia na produtividade de graos da

cultura.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Amendoim

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma planta dicotiledonea, Magnoliopsida
(Dicotiledoneae) herbacea pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae) e ao género Arachis
e encontra-se entre as oleaginosas mais cultivadas em todo mundo (FAO, 2023). E uma cultura
agricola originaria da América do Sul, e existem mais de 80 espécies silvestres de amendoim
dispersas no continente sul-americano e pela quantidade e diversidade de espécies presentes no
Brasil, ele ¢ tido centro de origem e dispersdo. Paises como Paraguai, Bolivia, Argentina e
Uruguai sdo centros secundarios de origem e dispersdo. No Brasil, entre os principais Estados
produtores estdo Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul (CONAB, 2022).

Cultivada em regides de clima temperado e tropical, a cultura e considerada uma das
oleaginosas mais produzidas mundialmente, ocupando a quinta colocacao na producao mundial
(SILVEIRA et al., 2011; VASCONCELOS et al.; 2015). E a semente da familia leguminosa
mais disseminada no mundo.

Atualmente, o Brasil apresenta area plantada de amendoim em torno de 175,4 mil hectares
com produgdo estimada em 746,7 mil toneladas no ciclo 2021/22, onde se pode observar um
novo cenario, deixando de ser uma cultura secundaria e passando a ocupar novas areas, sendo
utilizada como primeira op¢ao pelos produtores e também corriqueiramente na rotacao de
cultura com a cana-de-agucar (CONAB, 2022).

Grande parte do produto cultivado no pais € exportada. Em torno de 70% da produgao ¢
destinada ao mercado internacional, a Unido Europeia os principais paises compradores, com
énfase na Holanda, Polonia, Australia e Itdlia (CONAB, 2022). Seu cultivo tem como principal
distingdo a producdo de sementes destinadas a extragao de dleo, industria, como forrageiras na
alimentacdo animal e o consumo in natura (CONAB, 2022).

2.2 Nutrientes

Os solos brasileiros apresentam caracteristicas distintas, de modo que se diferenciam em
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virtude da capacidade de fornecimento e suas propriedades quimicas, fisicas e biologicas, desse
modo os solos sdo as principais fontes desse fornecimento de agua e de nutrientes as plantas
(CONCEICAO et al., 2022). Para o pleno desenvolvimento da cultura, a aplicagdo de elementos
minerais ¢ uma das técnicas mais utilizadas, com o intuito de atender as demandas da planta
conforme a necessidade do solo (BEZERRA, 2019).

A necessidade nutricional das culturas se difere segundo o seu desenvolvimento, por essa
razao a adubagdo mineral e de suma importancia para que as cultivares consigam expressar seu
potencial, esses elementos sdao divididos em macronutrientes e micronutrientes, diferindo-se um
do outro pela quantidade exigida (Ronquim, 2020). Para a utilizagdo das doses recomendadas
no momento da adubagdo, a andlise da fertilidade do solo ¢ uma ferramenta no manejo da
nutricao das lavouras. Outros parametros a serem observados sdo a avaliagdo do histérico de
fertilidade da area e o histérico de produtividade, permitindo assim uma melhor anélise (Bettiol,
2023).

Os micronutrientes sdao fundamentais para o desenvolvimento das plantas, sendo
absorvidos em quantidades minimas. Eles sdo essenciais para a formacdo de enzimas e atuam
como seus ativadores (EMBRAPA,2020). Quaisquer deficiéncias de micronutrientes podem
causar problemas no crescimento e desenvolvimento das plantas, afetando a qualidade e a
quantidade da producdo (Dechen; Nachtigall, 2006). Alguns fatores afetam a disponibilidade
dos micronutrientes no solo, sendo o pH, o teor de MOS e a textura do solo.

2.3 Cobalto e Molibdénio

Os solos brasileiros na sua maioria sdo pobres em cobalto e molibdénio, principalmente
os solos com teor de acidez, principalmente aqueles explorados ha muito tempo para a producao
agricola, diminuindo assim os teores desses nutrientes, devido a exportagdo pelas colheitas
(DALL’AGNOLA; NOGUEIRA, 2021).

Os micronutrientes cobalto (Co) e molibdénio (Mo) sdo essenciais para o
desenvolvimento da cultura, pois desempenham um papel importante na realizagdo de reagdes
bioquimicas que permitem a fixagao biologica do N> (FBN) no ar. Embora sejam necessarios

em pequenas quantidades, sdo cruciais para a nutrigao, participam da reducao do N> atmosférico
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em nitrogénio amoniacal (NH4+), que as leguminosas absorvem. Reduzindo assim a
necessidade de adubagao mineral de nitrogénio (DALL’AGNOLA; NOGUEIRA, 2021).

A fixagao biologica ¢ seriamente afetada quando ocorre deficiéncia de molibdénio (Mo),
tendo em vista que este nutriente faz parte da enzima nitrogenase, responsavel pelo processo da
fixacdo (MARSCHNER, 1995). O mesmo ocorre com a deficiéncia do cobalto (Co), que
influencia a absor¢do de nitrogénio, porque participa da estrutura da vitamina B12, necessaria
a sintese de leghemoglobina, que determina a atividade dos nddulos (MENGEL & KIRKBY,
2001). Além disso, os micronutrientes estdo envolvidos nos principais processos fisioldgicos
da fotossintese e da respiracdo (MENGEL & KIRKBY, 2001) e sua deficiéncia pode impedir
esses processos fisiologicos vitais, limitando assim o ganho de produtividade das culturas.
Porém, agricultores ainda deixam de realizé-la, por desconhecimento dos beneficios do Co e do
Mo e/ou por incerteza da compatibilidade das bactérias presentes na inoculagdo com os
nutrientes.

2.4 Inoculac¢ao

O amendoim por ser uma espécie leguminosa, apresenta a caracteristica de associagao
com bactérias fixadoras de nitrogénio (FBN), o que lhe permite eficiéncia no processo de
absorc¢do desse nutriente. No entanto, a pratica de inoculagdo com Bradyrhizobium (rizdbio)
nos cultivos comerciais de amendoim no Brasil ndo tem sido muito comum, principalmente,
devido a ampla faixa de rizobios nativos presentes nos solos tropicais com capacidade de
colonizar as raizes de amendoim (Thies ef al. 1991). Apesar dessa constatagdo, em algumas
situacdes, como em areas de primeiro cultivo de plantas leguminosas, onde nio existem
populagdes consideraveis de rizdbio no solo, a pratica de inoculagdo tem sido recomendada com
a finalidade de aumentar o rendimento de graos da cultura, como evidenciado por Crusciol e
Soratto (2007). Essas bactérias associadas realizam a fixagcdo biologica de nutrientes, dessa
forma sdo indispensaveis no cultivo do amendoim, pois produzem fitohormonios (CASSAN et
al.,2014), solubilizam fosfato (TAHIR et al., 2019) e instigam a resisténcia a doengas ¢ a
estresses (FUKAMI et al., 2017). Acarretando assim em semente com maior vigor e qualidade,

pois possibilita a planta uma maior disponibilidade de nutrientes que auxiliam de maneira
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satisfatoria no crescimento e desenvolvimento das raizes permitindo assim que a mesma abranja
um maior volume de solo e consecutivamente um maior acesso € contato a agua e aos nutrientes
presentes no solo, tornando a planta mais resistente aos fatores adversos, reduzindo assim em
gastos operacionais.

Considerando as limitacdes da FBN do amendoim inoculado com Bradyrhizobium, a
utilizacao de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP), capazes de promover
efeito sinergistico na nodulacao e no crescimento das plantas, pode representar uma alternativa
para maximizar a eficiéncia da fixacdo de N e incrementar a produtividade da cultura. Dentre
as rizobactérias utilizadas na inoculacdo de outras espécies leguminosas, se destacam as
bactérias do género Azospirillum (FIPKE ef al., 2016; HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO,
2013). Além disso, aumentos na produgdo dos compostos promotores de crescimento podem
auxiliar no desenvolvimento e produtividade das plantas (ARAUJO ef al., 2012). Um dos
principais beneficios da utilizagdo dessas bactérias ¢ o maior desenvolvimento do sistema
radicular das plantas, possibilitando explorar mais volume de solo e, portanto, promovendo
vantagens em relacdo a demanda de nutrientes e dgua (deak et al. 2019; pérez-montafio et al.
2014).

Neste contexto, iniciou-se, nos ultimos anos no Brasil, os estudos com coinoculacao de
Bradyrhizobium sp. e Azospirillum brasilense nas culturas de soja e de feijdo, buscando ganhos
em nodulagdo, suprimento de N e maior produtividade de graos (Hungria et al. 2013). No
entanto, ndo ha estudos que comprovam os efeitos benéficos da coinoculagdo de bactéria dos

géneros Bradyrhizobium e Azospirillum na cultura do amendoim.

A pratica da aplicagdo de Co e Mo juntamente com as bactérias fixadoras de N vém sendo
estudada por diversos autores em cultivos de soja e feijdo, porém até o momento sem registro
na cultura do amendoim (Pereira et al. 2016; Teixeira filho et al. 2017). Em diversas culturas
como ja destacada a pratica da coinoculacdo e o uso e micronutrientes e bem satisfatorios, entao
dessa forma estudos voltados para a cultura do amendoim vao auxiliar os produtores a buscar

alternativas mais viaveis para o desenvolvimento da cultura acarretando num maior
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desempenho e lucratividade.

Todavia, devido as sementes serem preconizadas como veiculo de tecnologias de protecao
e nutri¢do de plantas pela facilidade e menor custo de operacgdo, alternativas para manutengao e
viabilidade destes processos no tratamento de sementes tém sido pesquisadas (ARAUJO et al.
2017; STECCA et al. 2019).

Levando em consideragdo que as bactérias utilizadas na co-inoculacao (Bradyrhizobium
+ Azospirillum) ndo formam esporos, portanto, sdo mais suscetiveis a fatores deletérios que
ocorrem durante o processo de inoculacdo e apos no solo (BERNINGER ef al. 2018;
CALLAGHAN, 2016), e que sua utilizacdo ¢ indispensavel para a cultura de leguminosas, pois
reduzem o custo de producao da lavoura e ndo causam danos ao meio ambiente, sao necessarios
manejos e tecnologias combinadas que visem a eficiéncia da multiplicagdo, inoculacdo,
simbiose e fixa¢do bioldgica de N no ambiente de produgao.
3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na Fazenda Escola do Instituto Federal
Goiano — IF Goiano, em Ipord, GO (16° 25”297 S, 51° 09” 04” W e altitude de 584 m). Foram
utilizados vasos plésticos com 7,0 L de capacidade, preenchidos com 6,5 L de solo peneirado
em malha de 5 mm, proveniente da camada superficial de 0,0-0,20 m de um Neossolo
Quartzarénico, com baixos teores de cobalto e molibdénio.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso, em esquema fatorial
(2 x 4), onde o fator um foi constituido da aplicacdo ou ndo de Mo e Co na propor¢ao de 10
2/50 kg de semente, e o fator dois foi composto por quatro formas de inocula¢do das sementes
[1) controle (sem inoculagdo); ii) inoculacdo com Bradyrhizobium japonicum; iii) inoculagao
com Azospirillum brasilense; e, iv) coinoculagdo com B. japonicum e A. Brasilense]. A cultura
utilizada no experimento foi o amendoim (4Arachis hypogaea), cultivar IAC OL3 de ciclo longo
130 dias (Aguiar et al., 2014).

A coinoculagdo foi realizada misturando as duas rizobactérias, nas mesmas proporgdes

utilizadas quando inoculadas isoladamente, ou seja, 150 mL do inoculante contendo B.



18

japonicum + 200 mL de inoculante contendo A. brasilense para 50 kg de sementes de amendoim
no laboratorio de Tecnologia de sementes na Fazenda Escola do IFGoiano, Campus Ipora.
Foram semeadas 10 sementes por vaso, e aos oito dias apds a semeadura, foi realizado o
desbaste deixando-se uma planta por vaso. O teor de d4gua do solo foi monitorado diariamente
e mantido proximo da capacidade de retencdo de dgua com irrigagdes diarias pelo sistema de
microaspersao.

Aos 40 dias ap6s a semeadura, amostras de plantas de amendoim foram colhidas e as
seguintes varidveis mensuradas: altura de planta (AP), medindo-se a haste principal do colo até
o meristema apical com o auxilio de régua graduada em centimetro (cm); nimero de nddulos
(NN), obtido pela contagem do niimero de nddulos presentes nas raizes.

Em seguida, foi avaliado: A massa seca dos noddulos, para isto, os nddulos foram
destacados e colocados em estufa por 48 horas a 65 °C com pesagem do material seco em
balanga analitica com precisdo de 0,0001 g e, entdo, foi calculado a razdo entre a massa de
matéria seca dos nédulos e o nimero de nddulos para obter-se a massa de matéria seca média
por nodulo.

Apos as andlises morfologicas serdo realizadas as andlises de crescimento, conforme
preconizado por Benincasa (2003), onde serdo determinados a area foliar (AF), a matéria seca
da parte aérea das plantas (MSPA), das raizes (MSR), matéria seca total (MST). A area foliar
total (AF) foi determinada a partir da separacdo de todas as folhas das plantas, onde se retirou
10 discos foliares, considerada assim a area foliar da amostra (AFAmostra). A seguir, foram
levados a estufa, a temperatura de 65 °C, até atingirem massa constante, foi determinada a
massa seca da amostra (MSAmostra) e a massa de matéria seca das folhas (MSF). A érea
foliar total (AF) foi obtida através da seguinte equagdo: AF = [(AFAmostrax MSF)
/MSAmostra].

Para a mensura¢do da massa de matéria seca da parte aérea das plantas (M.S.P.A), das
raizes (MSR), as plantas foram secionadas em folha, caule e raiz e, em seguida, acondicionadas
em sacos de papel, colocadas para secar em estufa de circulagdo de ar forcada com temperatura

de 65 °C até obter massa constante e, posteriormente, pesadas em balanga analitica com precisao
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de 0,0001 g, sendo os resultados expressos em g/planta; a massa seca da parte aérea foi obtida
com a soma da massa seca das folhas com a massa seca do caule, e a massa seca total foi obtido
com a somatoria de todas as partes da planta (folhas, caule e raizes). O indice de clorofila foi
avaliado por meio da leitura SPAD (Soil Plant Analysis Development) utilizando o Chorophyll
Meter Spad — 502. O indice de clorofila SPAD foi avaliado aos 40 dias apos a emergéncia das
plantas.

Ao final, os dados obtidos serdo submetidos a analise de varidncia e os efeitos se
significativos serdo comparados pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as variaveis nimero de nddulo ¢ massa seca de ndédulos por planta, analisando a
interacdo "aplicagdo de Mo e Co" x "inoculacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio" através
da comparagdo de médias pelo teste de Tukey (< 0,05), foram observados efeitos significativos
(Tabela 1). A aplicacdo de Mo e Co juntamente com a inoculagdo de B. Japonicum e/ou
coinoculagdo com B. Japonicum e A. Brasilense aumentou o nimero e massa seca de nodulos
por planta de amendoim. No entanto, os tratamentos ndo alteraram a massa seca média de cada
nddulo.

Verifica-se na tabela 1 que no tratamento de inoculantes a inoculagao de Bradyrhizobium
japonicum apresentou diferenga significativa em relagdo ao controle ao nivel de 5% de
probabilidade, diferente do tratamento com Azospirillum brasilense que ndo diferiu
estatisticamente do controle, ja o tratamento de coinoculacdo também apresentou diferenca
significativa em rela¢@o ao controle, no entanto, observa-se que ndo houve diferenca significativa
entre o Bradyrhizobium japonicum e a coinoculacdo entre Bradyrhizobium japonicum e
Azospirillum brasilense. Portanto, sugere-se que a inoculagdo do Azospirillum brasilense nao
causa incremento significativo nas varidveis numero de nddulos por planta, massa seca por
nddulos de plantas e na massa seca media por nddulo.

De acordo com as variaveis de nodulagdo analisadas (Tabela 1), podemos observar uma
interagao significativa entre a aplicagao de CO e MO e a inoculagdo com as bactérias fixadoras

de nitrogénio. A aplicacdo desses micronutrientes otimizou o efeito do B. Japonicum, tanto
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isoladamente quanto na coinoculagao, apresentando um nimero ¢ massa seca de nodulos maior.
Podemos ressaltar que, apesar do aumento do nimero de ndédulos, a massa seca média por nodulo
permaneceu constante, sugerindo que o tratamento propiciou a formagao de novos sitios de
infec¢do e ndo somente o crescimento de novos nodulos.

Tabela 1 — Efeito da aplicagcdo de molibdénio (Mo), de Cobalto (Co) e da inoculagdo das sementes
com Bradyrhizobium japonicum e/ou Azospirillum brasilense, no nimero de nodulos por planta,

na massa seca de nodulos por planta e na massa seca média de nodulo de plantas de amendoim
(cv. IAC OL3), cultivadas em condi¢des de casa de vegetagao.

Nodulos
N°de nédulos  Massa seca nodulo™ (mg) Massa seca média ~' (mg)
Aplicagao de Mo e Co ndo sim nao sim nao sim
Inoculagao
Controle 98 Bb 122 Ab 44 Bb 71 Ab 0.396 a 0412 a
Bradyrhizobium japonicum 114 Ba 141 Aa 59 Ba 80 Aa 0.385a 0.399 a
Azospirillum brasilense 105Bb 116 Ab 41 Bb 67 Ab 0.401 a 0.383 a
B. japonicum + A. brasilense 118 Ba 149 Aa 63 Ba 86 Aa 0.411 a 0.418 a
CV (%) 6.8 8.9 5.8

"Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na linha nao diferem segundo o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nio
diferem segundo o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Nesse estudo, o aumento do nimero de nodulos por planta, e consequentemente da
massa seca de nodulos por planta, estd relacionado principalmente ao uso de Mo e Co no
tratamento de sementes, esses micronutrientes além de essenciais e benéficos, estido diretamente
ligados com a eficiéncia da nodulacdo e da fixacdo do nitrogénio da atmosfera (Dall’agnol;
Nogueira, 2021; Carmo Filho, 2022).

As bactérias fixadoras de nitrogénio, como as do género Rhizobium, precisam de cobalto
(Co) para seu crescimento e fun¢do. A presenga adequada de Co no solo promove populacdes
saudaveis dessas bactérias, essenciais para uma nodulacdo eficaz. Além disso, o Co ¢ um
componente crucial da vitamina B12 (cobalamina), que ¢ produzida por algumas bactérias,
incluindo as envolvidas na nodulagdo. A vitamina B12 ¢ necessaria para vdarias reagdes
metabolicas dentro das bactérias e das plantas, facilitando a fixacdo eficiente do nitrogénio

(Floss 2022; Inukai; Sato; Shimizu, 2023; Bursakov et al. 2023).

A deficiéncia de Mo pode levar a uma reducdo na formagao e eficiéncia dos ndédulos em

plantas leguminosas, plantas com deficiéncia de Mo apresentam ndédulos menos desenvolvidos
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e com menor capacidade de fixacdo de nitrogénio. A suplementacdo com Mo, aumenta
significativamente a atividade de fixacao de nitrogénio e a eficiéncia dos nodulos, resultando
em maior crescimento e rendimento das plantas (Floss 2022; Bursakov et al. 2023).

Corroborando com os resultados apresentados na Tabela 1, Steiner et al. (2018),
estudando o efeito da aplicacdo de Mo e inoculagdo e/ou coinoculagao com B. Japonicum e A.
Brasilense no tratamento de sementes de amendoim cv RUNNER IAC 886, também registraram
aumento no nimero e na massa seca de nodulos por planta, quando do tratamento de sementes
com Mo, independente dos processos de inoculagdo e coinoculagao.

Resultados positivos também foram observados por Lauschner ez al. (2023), em estudo
com tratamento de sementes de soja com Mo e Co, esses autores registraram uma quantidade
significativamente maior de nddulos nas plantas oriundas de sementes tratadas, com uma média
de 4,3 nédulos a mais em comparagdo com a testemunha. Além disso, as plantas provenientes
de sementes tratadas apresentaram nodulos com formatos variados e, ao comparar o peso de
nodulos frescos de plantas tratadas e nao tratadas, houve um incremento médio de 30% no peso
dos nodulos frescos nas plantas tratadas.

Analisando a interagdo "aplicacdo de Mo e Co" x "inoculagdo com bactérias fixadoras
de nitrogénio" através da comparacao de médias pelo teste de Tukey (< 0,05), foram observados
efeitos significativos paras as varidveis morfofisioldgicas altura de planta, area foliar e indice
SPAD de clorofila (Tabela 2). Neste caso, a aplicagdo de Mo e Co e a inoculacdo e/ou
coinoculacdo com B. Japonicum e A. Brasilense no tratamento de sementes, aumentaram a
altura e a area foliar das plantas de amendoim. Para a varidvel indice SPAD de clorofila, os
tratamentos com os inoculantes nao apresentaram diferenca significativa nas médias, bem como
a aplicacdo dos micronutrientes, possivelmente nao foi a Unica responsavel pela diferencga
significativa na média, ja que para o tratamento com o Azospirillum brasilense ¢ a aplicacao
dos micronutrientes, ndo apresentou diferenga significativa, o que sugere que o incremento na
média dos demais tratamentos ocorreram devido a interacdo de Mo e Co com inoculagdo e
coinoculacdo de B. Japonicum e A. Brasilense.

Tabela 2 — Efeito da aplicacao de molibdénio (Mo), de Cobalto (Co) e da inoculagdo das sementes
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com Bradyrhizobium japonicum e/ou Azospirillum brasilense, na altura de plantas, aréa foliar e
indice SPAD de clorofila de plantas de amendoim (cv. IAC OL3), cultivadas em condi¢des de casa
de vegetacao.

Plantas de amendoim
Altura de plantas (cm) Area foliar (dni planta™) fndice SPAD de Clorofila

Aplicagdo de Mo e Co nao sim nao sim nao sim
Inoculagao
Controle 10,2Bb 11,9 Ab 0.463 Bb  0.544 Ab 32 Ba 37 Ab
Bradyrhizobium japonicum 11,7Ba 13,5 Aa 0.554Ba 0.641 Aa 34 Ba 42 Aa
Azospirillum brasilense 11,1 Ba 12,8 Aa 0.513Ba 0.629 Aa 32 Ba 40 Ab
B. japonicum + A. brasilense 122Ba 13,3 Aa 0.572Ba 0.662 Aa 33 Ba 44 Aa
CV (%) 3,7 12,1 2.8

"Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na linha ndo diferem segundo o teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna nio diferem
segundo o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O aumento do crescimento das plantas de amendoim ocorreu devido a participagao de
Mo e Co no processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio. O Mo é um componente chave da
enzima nitrogenase, responsavel por converter o nitrogénio atmosférico em amonia, utilizavel
pelas plantas. Além disso, o Mo ¢ vital para a redutase de nitrato, enzima que converte nitrato
em nitrito durante a assimilagdo de nitrogénio, e ¢ essencial para a sintese de aminodcidos e
proteinas, fundamentais para o crescimento vegetal (Brent ef al. 2005). O Co ¢ crucial para o
crescimento das bactérias fixadoras de nitrogénio, e de suma importancia para varias reagdes
metabolicas. A presenga adequada de Co promove a formagao eficiente de nédulos, melhorando
a capacidade da planta de fixar nitrogénio e crescer. A deficiéncia de Mo ou Co pode resultar em
nodulagdo deficiente, menor fixacdo de nitrogénio e crescimento comprometido, tornando a
suplementacdo desses nutrientes essencial para o crescimento sauddvel e produtivo das
leguminosas (Floss 2022; Bursakov et al. 2023).

A maior oferta de nitrogénio promovida pela aplicagdo de Mo e Co e inoculagdo e/ou
coinoculagdo com B. Japonicum e A. Brasilense no tratamento de sementes, também foi
responsavel pelo aumento dos indices SPAD de clorofilas nas plantas de amendoim. Segundo
Muhammad et al. (2022), o nitrogénio ¢ um elemento essencial para a producdo de clorofila, a
molécula que permite as plantas realizarem a fotossintese ao capturar a energia da luz solar para
produzir alimentos. Além disso, o nitrogénio ¢ um componente fundamental dos aminodcidos,

que s3o os blocos de constru¢do das proteinas, incluindo aquelas envolvidas na sintese de
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clorofila e nos processos fotossintéticos (Swoczyna et al. 2022). A disponibilidade de nitrogénio
afeta diretamente a taxa de fotossintese e, consequentemente, o crescimento e a produtividade
das plantas (Li et al. 2018).

No estudo de Santos et al. (2017), os autores nao observaram efeitos significativos na
altura e area foliar de plantas de amendoim quando as sementes foram tratadas somente com Mo.
Porém, quando as mesmas sementes foram coinoculadas com B. Japonicum e A. Brasilense,
observou-se aumentos nas médias de altura e area foliar. Nesse caso, a falta de Co no tratamento
de sementes pode ser a causa da auséncia de crescimento quando dos tratamentos somente com
a aplicacao de Mo.

Para Roychoudhury & Chakrabort (2022), a interacdo entre Mo e Co ocorre
principalmente na fixacdo e na assimilacdo de nitrogénio, onde a presenca adequada de
molibdénio e cobalto nas plantas pode melhorar significativamente sua capacidade de utilizar
eficientemente o nitrogénio disponivel no solo, promovendo um crescimento mais vigoroso e
uma maior produgao.

Nesse sentido, a interacao entre Mo e Co e inoculagdo e/ou coinoculacdo também foi
observada para a producdo de massa seca pelas plantas de amendoim (Tabela 3). Somente com
os processos de inoculacdo e coinoculacdo com B. Japonicum e A. Brasilense, ja foi possivel
aumentar as médias de acimulo de massa seca, porém com a aplicacdo de Mo e Co no tratamento
de sementes, os incrementos foram significativamente maiores, principalmente para os
tratamentos com B. Japonicum.

Tabela 3 — Efeito da aplicagdo de molibdénio (Mo), de Cobalto (Co) e da inoculagdo das
sementes com Bradyrhizobium japonicum e/ou Azospirillum brasilense, na massa seca da parte

aérea (M.S.P.A), massa seca das raizes (M.S.R) e massa seca total (M.S.T) de plantas de
amendoim (cv. IAC OL3), cultivadas em condi¢des de casa de vegetagao.

Plantas de amendoim

M.S.P.A planta’1 (2) M.S.R plantai1 (2) M.S.T plantail (2)
Aplicac¢do de Mo ¢ Co nado sim nao sim nao sim
Inoculagao
Controle 4.9 Bb 5.4 Ab 2.0 Bb 2.4 Ab 6.9 Bc 7.8 Ab
Bradyrhizobium japonicum 5.8 Ba 7.1 Aa 2.6 Ba 3,1 Aa 8.4 Bb 10.2 Aa
Azospirillum brasilense 5.7 Ba 6.5 Aa 2.5 Aa 2.6 Ab 8.2 Bb 9.1 Ab
B. japonicum + A. brasilense 6.4 Ba 7.3 Aa 2.8 Ba 34 Aa 9.2 Ba 10.7 Aa
CV (%) 8.3 9.2 5.8

"Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha nio diferem segundo o teste de Tukey ao
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nivel de 5% de probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nio
diferem segundo o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A fixagao biologica de nitrogénio possibilitou que as plantas de amendoim obtivessem
nitrogénio da atmosfera por meio da simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio (B.
Japonicum e A. Brasilense), convertendo-o em compostos organicos vitais para seu crescimento,
como aminoacidos e proteinas. A formacdo de proteinas ¢ dependente da disponibilidade de

nitrogénio (N) para a planta (Ferreira et al. 2016).

A coinoculacdo com B. Japonicum e A. Brasilense mostrou-se uma pratica eficiente nesse
caso. As bactérias Azospirillum também s3o utilizadas com sucesso em conjunto com
Bradyrhizobium, no procedimento denominado coinoculagdo no cultivo de outras culturas (Fipke
et al., 2016; Hungria; Nogueira; Aragjo, 2015). Sdo bactérias associativas que realizam fixa¢ao
bioldgica de nitrogénio (Fukami et al., 2016; Hungria; Nogueira; Araujo, 2013), produzem
fitohormonios (Cassan; Vanderleyden; Spaepen, 2014), solubilizam fosfato (Tahir et al., 2013)
e induzem a resisténcia a doencas e a estresses ambientais (Fukami et al., 2017).

Portanto, a coinoculacdo pode estar relacionada com os aumentos de acimulo de massa
seca pelas plantas de amendoim, devido a maior disponibilidade de nutrientes que fornecem a
planta, e produ¢do de fitohormonios pela Azospirillum, que induzem o crescimento de raizes
permitindo exploragdo de maior volume de solo, e consequentemente maior acesso a nutrientes
e agua (Pérez-Montaiio et al., 2014).

Bastos et al. (2012), avaliando o efeito da fixagdo bioldgica de nitrogénio através da
coinoculagdo com B. Japonicum e A. Brasilense em sementes de feijao-caupi, também registrou
aumentos significativos na produ¢do de matéria seca pelos nodulos, raizes e parte aérea das
plantas. Para feijado-comum também foi observado aumentos significativos de acumulo de matéria
seca no estudo de Moraes et al. (2010). Plantas de milho, algodao e soja também apresentaram
taxas de crescimento maiores quando inoculadas e/ou coinoculadas com B. Japonicum e A.
Brasilense (Alves et al. 2006). No entanto, verifica-se, em todas as tabelas (1, 2 e 3), que a
coinoculagdo para as varidveis analisadas, ndo apresentou diferenca significativa para o

tratamento com Bradirizobium Japonicum.
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5. CONCLUSOES

A aplicacdo de inoculantes e os micronutrientes, molibdénio e cobalto, mostrou-se uma
boa estratégia para melhorar o desenvolvimento de cultivar IAC OL3 de amendoim.

A aplicagao de cobalto e molibdénio de maneira isolada, bem como dos inoculantes
promove incremento na média das varidveis analisadas de numero, massa seca total e média
dos nodulos da cultivar de amendoim.

O inoculante com Bradirizobium Japonicum apresentou diferenca significativa da
inoculagdo com Azospirillum Brasilense, mas nao apresentou diferenga significativa para
coinoculagdo do Bradirizobium Japonicum mais o Azospirillum Brasilense.

A aplicagdo combinada dos micronutrientes Co ¢ Mo juntamente com a inoculagao
promoveu incrementos significativos no desenvolvimento da cultura, aumentando a altura das

plantas, a area foliar, o indice SPAD de clorofila e o acimulo de biomassa seca total.
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