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APLICAÇÃO CONJUNTA DE SUBSTÂNCIAS HÚMICAS E CO-
INOCULAÇÃO DE RIZÓBIOS E Azospirillum brasilense EM 

LEGUMINOSAS E GRAMÍNEAS1 
 

Autor: Juan Guillermo Cubillos Hinojosa   
Orientador: Prof. Enilson Luiz Saccol de Sá 

 
RESUMO 

 
A necessidade de se minimizar os impactos causados ao meio ambiente pela 
agricultura e os questionamentos sobre a eficácia de tal maneira de produzir, 
têm levado a se buscar a integração de estratégias sustentáveis que permitam 
manter ou incrementar a produção. As substâncias húmicas (SH) e a co-
inoculação de rizobactérias diazotróficas são métodos que possuem bioatividade 
que facilitam o crescimento e desenvolvimento das plantas, sendo de interesse 
crescente a integração destes na produção sustentável. Nesse contexto, a 
principal hipótese desta pesquisa é que aplicação conjunta de SH extraídas de 
leonardita, e de rizóbios co-inoculados com Azospirillum brasilense em 
leguminosas e gramíneas promovem maior crescimento das plantas. O objetivo 
geral deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicação conjunta de SH e rizóbios 
em co-inoculação com A. brasilense na promoção de crescimento de 
leguminosas e gramíneas. Para isso, foram realizados experimentos em 
laboratório e casa de vegetação com plantas leguminosas, feijão-fava e leucena, 
e gramíneas, milho e aveia preta, inoculadas ou co-inoculadas com rizóbios e A. 
brasilense em conjunto com SH (ácidos húmicos (AH) e ácidos fúlvicos (AF). As 
plantas de milho e aveia preta foram cultivadas com a metade da dose de 
nitrogênio recomendada para cada cultivo. Os resultados mostraram que nas 
leguminosas, feijão-fava e leucena, houve um aumento maior da massa seca da 
parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), e o nitrogênio acumulado (Nac) 
nos tratamentos que receberam SH e conjuntamente co-inoculados com rizóbios 
e A. brasilense, seguido pelos tratamentos que foram inoculados somente com 
rizóbios e SH e os tratamentos co-inoculados com rizóbios e A. brasilense em 
relação ao tratamento controle e ao tratamento que foi somente inoculado com 
os rizóbios. Também foi evidenciado que a aplicação conjunta de SH e rizóbios 
em co-inoculação com A. brasilense aumentou a massa dos nódulos secos em 
feijão-fava e o número de nódulos em leucena, seguido pelos tratamentos onde 
foram inoculados com rizóbios e SH, e os tratamentos co-inoculados com 
rizóbios e A. brasilense. Em plantas de milho e aveia preta os resultados 
mostraram que houve maior aumento da MSPA, MSR e Nac nos tratamentos 
com adição de SH e  co-inoculados com rizóbios e A. brasilense, seguido pelos 
tratamentos com adição de SH e inoculados somente com os rizóbios, em 
comparação com a dose completa de N. Esses  resultados indicaram que a 
adição de SH com a co-inoculação de rizóbios e A.brasilense, embora 
necessitem ser avaliados em testes futuros no solo e no campo, possuem um 
potencial promissor para a produção de cultivos agrícolas e pecuários 
sustentáveis.  

Palavras-chave: rizóbios, co-inoculação, Azospirillum, sustentabilidade.

                                                           
1 Tese de Doutorado em Ciência do Solo. Programa de Pós-Graduação em Ciência do Solo, 

Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. (137 p.). 
Junho, 2020.  
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COMBINED APPLICATION OF HUMIC SUBSTANCES AND CO-
INOCULATION RHIZOBIA AND Azospirillum brasilense IN LEGUMES AND 

GRASSES2 
 

Author: Juan Guillermo Cubillos Hinojosa   
Adviser: Enilson Luiz Saccol de Sá  
 
ABSTRACT 

 
The need to minimize the impacts caused to the environment by agriculture and 
questions about the effectiveness of such a way of production, have led to the 
search for the integration of sustainable strategies that allow to maintain or 
increase production. Humic substances (HS) and the co-inoculation of 
diazotrophic rhizobacteria are methods that have bioactivity that facilitate the 
growth and development of plants, and their integration in sustainable production 
is of increasing interest. In this context, the main hypothesis of this research is 
that combined application of SH extracted from leonardite and rhizobia co-
inoculated with Azospirillum brasilense in legumes and grasses promote greater 
plant growth. The general objective of this work was to evaluate the effect of the 
combined application of SH and rhizobia in co-inoculation with A. brasilense in 
the promotion of growth of legumes and grasses. For this, experiments were 
carried out in the laboratory and greenhouse with leguminous plants, lima beans 
and leucena, grasses plants corn and black oats, inoculated or co-inoculated with 
rhizobia and A. brasilense together with HS (humic acids (HA) and fulvic acids 
(FA). Corn and black oat plants were grown at half the recommended dose for 
each crop. The results showed that in the legumes, lima beans and leucena, there 
was a greater increase in the shot dry mass (SDM), dry mass root (DMR) and 
accumulated nitrogen (Nac) in treatments that received HS and jointly co-
inoculated with rhizobia and A. brasilense, followed by treatments that were 
inoculated only with rhizobia and HS and treatments co-inoculated with rhizobia 
and A.brasilense in relation to the control treatment that received only the dose 
of N and to the treatment that was only inoculated with rhizobia. It was also 
evidenced that the combined application of HS and rhizobia in co-inoculation with 
A. brasilense there was a greater increase in the mass of dry nodules in lima 
beans and the number of nodules in leucena, followed by treatments where they 
were inoculated with rhizobia and HS, and treatments co-inoculated with rhizobia 
and A. brasilense. In corn and black oat plants the results showed that there was 
a greater increase in SDM, DMR and Nac in treatments with addition of HS and 
co-inoculated with rhizobia and A. brasilense, followed by treatments with 
addition of HS and inoculated only with rhizobia, in comparison with the complete 
dose of N. These results indicated that the addition of HS with the co-inoculation 
of rhizobia and A. brasilense, although its need to be evaluated in future test in 
the soil and in the field, have a promising potential for production of sustainable 
agricultural and livestock crops. 
 
Keywords: rhizobia, co-inoculation, Azospirillum, sustainability. 
 

 

                                                           
2 Doctoral thesis in Soil Science – Graduate Program in Soil Science, Faculty of Agronomy, 

Federal University of Rio Grande do Sul. Porto Alegre (137 p.). June, 2020.  
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CAPÍTULO I – Introdução Geral 

 

O crescimento da população mundial deverá desacelerar ainda mais 

no futuro, e a população deverá atingir cerca de 9,7 bilhões em 2050 segundo 

Nações Unidas (WILMOTH et al., 2019). A manutenção da produção de 

alimentos para garantir a segurança alimentaria para a população mundial cada 

vez mais crescente sem comprometer os recursos naturais, e ao mesmo tempo 

proteger o meio ambiente e produzir fontes renováveis de energia, para as 

gerações futuras representa um dos maiores desafios para a ciência do solo. 

Dentro dos grãos de importância para alimentação da população 

mundial e brasileira, além do fornecimento de forragens para alimentação de 

animais se encontram as culturas do milho (segunda mais produzida na safra 

2019/2020), aveia preta, feijão, entre outras. Entretanto, o cultivo de leucena 

(Leucaena leucocephala (Lam.) De Wit.), é uma leguminosa arbórea tropical, 

entre outras leguminosas promissoras, que é considerada uma alternativa para 

a escassez de forragem para alimentação do gado em tempos de seca, devido 

a seu alto rendimento de biomassa, alta concentração de proteína, energia e 

digestibilidade pelo gado (PEDRAZA et al., 2001; MAHECHA, 2002; REY et al., 

2005; DIOUF et al., 2008), além de seu uso em sistemas de agrofloresta. 

A aplicação de fertilizantes químicos é uma das práticas mais 

custosas na produção das culturas tanto para alimentação humana como animal, 

além das taxas de aplicação, raramente são limitadas para refletir ou controlar 

seu uso excessivo ou perda permanente. Além disso, menos do 50% de N 

aplicado é absorvido pelas plantas devido à fatores como lixiviação, volatilização 

de amônia, desnitrificação, erosão e imobilização microbiana (HALVORSON et 

al., 2002), o que contribui à contaminação do solo e as águas subsuperficiais 

com o N, levando a danos na saúde e comprometendo a sustentabilidade 

agrícola (TILMAN, 1998; ADESMOYE e KLOEPPER, 2009). 
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A agricultura agroecológica tenta evitar estes impactos na base do 

manejo da adubação nas lavouras utilizando resíduos orgânicos como fonte de 

nutrientes e substâncias húmicas (SH) como: vermicompostos, lodo de esgoto, 

turfas, composto de dejetos de animais, carvão mineral tipo leonardita e linhito. 

Estes últimos vêm sendo estudados os efeitos na ciclagem dos nutrientes, na 

promoção de crescimento de plantas e no solo (SILVA et al., 2000; NARDI et al., 

2002; CANELLAS e FAÇANHA, 2004; RODDA et al., 2006; ROSA et al., 2009; 

CUBILLOS et al., 2015, VALERO et al., 2016).  

A bioatividade das SH estimulando o crescimento, desenvolvimento 

das plantas, e a indução de proliferação de raízes modificando a arquitetura do 

sistema radicular, tem sido demostrada em diversos trabalhos (CHEN e AVAID, 

1990; FAÇANHA et al., 2002; ZANDONADI et al., 2007; TREVISAN et al., 2010, 

BARROS et al., 2010; SHAH et al., 2018). Os efeitos das SH sobre o 

desenvolvimento vegetal são dependentes da fonte, da dose das SH empregada 

e do genótipo da planta (VAUGHAN e MALCOLM, 1985; RODDA et al., 2006). 

Além disso, outros estudos realizados por MUSCOLO et al., (2007) e NARDI et 

al., (2002) sugerem que a ação das SH sobre as plantas seria "efeito semelhante 

à auxina" e que está relacionada com um teor mais elevado de grupos 

nitrogenados na sua estrutura e aos domínios hidrofílicos.  

A interação entre material húmico e sistema radicular na rizosfera 

verifica-se com a entrada das estruturas húmicas de menor tamanho como os 

AF no apoplasto, atingindo assim as membranas celulares (CANELLAS et al., 

2002). Da mesma maneira, foi relatado que os AH promoveram o 

desenvolvimento radicular de plântulas de milho e café e a ativação da H+-

ATPase de membrana plasmática (FAÇANHA et al., 2002), como também foi 

detectada a presença de auxinas em SH isoladas de vermicomposto que 

aumentaram a síntese e atividade da H+-ATPase da membrana plasmática 

isolada de raízes de milho (CANELLAS et al., 2002) que é induzida através da 

modulação de genes Mha2 (FRIAS et al., 1996). Esta modulação de expressão 

dos genes envolvidos na sínteses e atividade da H+-ATPase tem sido 

evidenciada com SH extraídas de vermicomposto (QUAGGIOTTI et al., 2004), 

como também em um experimento usando plantas mutantes insensíveis a 

auxinas, comprovou-se a ação hormonal tipo auxina promovida por SH isoladas 

de diferentes fontes de matéria orgânica (ZANDONADI, 2006).  
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A aplicação de SH em cultivos agrícolas de interesse comercial já foi 

estudada principalmente para a promoção de crescimento (BALDOTTO et al., 

2009), arroz (TEJADA e GONZÁLES, 2004), videira (FERRARA E BRUNETTI, 

2008), cana-de-açúcar e milho testados em casa de vegetação (MARQUES 

JUNIOR et al., 2008; CONCEIÇÃO et al., 2009), entre outros. Da mesma 

maneira tem sido demostrado os efeitos da aplicação de AH com potássio (K) no 

aumento do crescimento de pepino (KAZEMI, 2013). ROSA et al., (2009) estudou 

a adição de diferentes doses SH extraídas de carvão mineral em plantas de feijão 

observando um aumento na produção de massa seca da parte aérea e as 

concentrações de P, K, Ca, Mg, sendo observado esse mesmo efeito em 

tomateiro (BERNARDES et al., 2011) utilizando produto comercial a base de SH. 

Também foi evidenciado estimulo no crescimento das plantas de alface e 

cebolinha com o uso de um produto comercial à base de SH extraídas de 

leonardita (LÜDTKE, 2014). 

Outra forma que tem sido estudada para promoção de crescimento 

vegetal é o emprego de Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas 

(RPCP), contribuem para aumentar o crescimento das plantas (KLOEPPER e 

SCHROTH, 1978). Entre os principais mecanismos de promoção de crescimento 

estão a fixação biológica de N (FBN) (INIGUEZ et al., 2004; MONTAÑEZ et al., 

2009), a produção de auxinas, citocininas, giberelinas e inibição de etileno 

(ARSHAD e FRANKENBERGER, 1992), o antagonismo contra fitopatógenos 

pela produção de sideróforos (SCHER e BAKER, 1982) a competição por 

nutrientes, a indução de resistência sistêmica adquirida (PIETERSE et al., 2003), 

ou o aumento da disponibilidade de nutrientes como fósforo (SESSITSCH et al., 

2002; STURZ et al., 2000). 

Os rizóbios estão entre os micro-organismos mais bem estudados, 

sendo muito utilizados na inoculação de plantas e, em simbiose com 

leguminosas, mostram capacidade de fixar de nitrogênio atmosférico. Vários 

estudos têm sido desenvolvidos para selecionar estirpes de bactérias que 

apresentem alta eficiência na FBN em feijão comum e feijão caupi, como em 

outras culturas, com a finalidade de aumentar os níveis de produtividade dessas 

culturas. Isto tem revelado uma grande diversidade de estirpes com potencial 

para uso como inoculantes (FERREIRA et al., 2000; LACERDA et al.,2004, 

SOARES et al., 2006).  
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Além disso, nos últimos anos se tem demostrado que os rizóbios 

também são capazes de promover o crescimento de plantas não-leguminosas 

por meio de outros mecanismos, entre os quais a produção de hormônios (YANII 

et al., 2001; CHEN et al., 2005; SCHLINDWEIN et al., 2008). A síntese de 

hormônios tipo ácido indol-acético (AIA), promove o crescimento das raízes e a 

proliferação de pêlos radiculares, melhorando a absorção de água e nutrientes 

do solo, e consequentemente, melhorando o desenvolvimento da planta 

infectada (CABALLERO-MELLADO et al., 2006). Neste sentido, em cultivos em 

sucessão ou em consorciação, a gramínea pode também ter o crescimento 

favorecido pela produção de hormônios, entre eles o AIA, pelas bactérias 

simbiontes de leguminosas. Alguns desses efeitos têm sido comprovados em 

trabalhos conduzidos com alface (NOEL et al., 1996), canola (NOEL et al., 1996), 

azevém (HAHN, 2013), trigo (WEBSTER et al., 1997; SANTOS, 2018), rabanete 

(ANTOUN et al., 1998), sorgo, milheto, capim áries, capim sudão (MACHADO, 

2015), milho (CHABOT, 1996; GUTIERREZ-ZAMORA, 2001; HAHN, 2013; 

SANTOS, 2018) e arroz (WEBSTER et al., 1997; OSÓRIO FILHO, 2009; HAHN, 

2013; SANTOS, 2018). 

Entretanto, nos últimos anos tem se explorado no Brasil a mistura de 

RPCP como rizóbios e A. brasilense conhecida como técnica de co-inoculação 

(HUNGRIA et al., 2013), sendo recomendada oficialmente pela RELARE (Rede 

de Laboratórios para Recomendação, Padronização e Difusão de tecnologia de 

Inoculantes Microbianos de Interesse Agrícola) desde o ano 2016 para espécies 

leguminosas. Em alguns trabalhos de pesquisa desenvolvidos em leguminosas 

como feijão comum e soja (HUNGRIA et al., 2013), e em gramíneas como milho, 

trigo e arroz (HAHN et al., 2013; SANTOS, 2018) tem demostrado os benefícios 

no aumento da produtividade do cultivo com uso desta técnica, havendo a 

necessidade de conduzir estudos em outros cultivos.   

As vantagens tanto das SH e as RPCP na promoção de crescimento 

de plantas nos últimos anos tem crescido o interesse no estudo da integração 

destes para produção agropecuária sustentável. Em alguns trabalhos tem sido 

evidenciado aumentos na promoção de crescimento pelo uso conjunto de ácidos 

húmicos e Herbaspirillum seropedicae em toletes de cana tratados termicamente 

em condições de casa de vegetação (MARQUES JUNIOR et al., 2008), além do 

efeito na produtividade de cultivos de cana e milho em campo (MARQUES 
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JUNIOR, 2010). Em leguminosas, como a soja, foram avaliadas a inoculação de 

sementes com estirpes de Bradyrhizobium sp. em conjunto com humato de 

sódio, molibdato de amônio e humato de sódio nas folhas, sendo relatados 

aumentos na fixação biológica de nitrogênio e número de nódulos incrementando 

a produtividade do cultivo em 22% a mais do que o controle (TILBA e 

SINEGOVSKAYA, 2012). Enquanto no feijão comum, tem sido avaliado o efeito 

da co-inoculação de rizóbios e Herbaspirillum seropedicae em conjunto com AH 

extraídos de vermicomposto nas plantas submetidas a estresse hídrico, os 

autores demostraram que a recuperação das plantas após condições de 

estresse (MELO et al., 2017). No cultivo de batata tem sido avaliada a aplicação 

de AH comercial extraído de leonardita em conjunto com RPCP (Bacillus 

megatorium e Bacillus subtilis), sendo relatado maior aumento no rendimento do 

cultivo (EKIN, 2019).     

Os benefícios relatados pela de SH de diversas fontes e a inoculação 

ou co-inoculação de RPCP para a promoção de crescimento em algumas 

plantas, mostram um caminho que deve ser explorado conduzindo estudos tanto 

em gramíneas como em leguminosas e outras não leguminosas, de maneira que 

possam ser utilizadas como estratégia de produção sustentável.  

No contexto do exposto acima, a principal hipótese desta pesquisa é 

que aplicação conjunta de Substâncias Húmicas (SH) extraídas de leonardita e 

de rizóbios co-inoculados com Azospirillum brasilense em leguminosas e 

gramíneas promovem o crescimento das plantas; contribuindo em leguminosas 

na estimulação da nodulação e em gramíneas no crescimento e 

desenvolvimento à aplicação isolada nas culturas. Como segunda hipótese 

planteou-se que existem rizóbios autóctones nos solos do Rio Grande do Sul 

eficientes na fixação biológica de nitrogênio em associação com leucena e feijão 

fava.  

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicação 

conjunta de SH e rizóbios em co-inoculação com A. brasilense na promoção de 

crescimento de leguminosas e gramíneas. Os objetivos específicos foram: (a) 

Selecionar rizóbios autóctones do solo do Rio Grande do Sul eficientes na 

fixação biológica de nitrogênio em associação com leucena (Leucaena 

leucocephala) e feijão-fava (Phaseolus lunatus). (b) Avaliar o efeito da aplicação 

conjunta de SH e rizóbios em co-inoculação com A. brasilense na promoção de 
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crescimento das leguminosas: leucena e feijão fava. (c) Avaliar o efeito da 

aplicação conjunta de SH e rizóbios em co-inoculação com A. brasilense na 

promoção de crescimento das gramíneas: milho (Zea mays) e aveia preta (Avena 

strigosa).  

Este trabalho de pesquisa apresenta-se em forma de capítulos: no 

segundo capítulo encontra-se a revisão bibliográfica; no terceiro capítulo 

encontra-se o primeiro artigo em inglês intitulado “Selection of native rhizobia in 

Rio Grande do Sul, Brazil efficient in biological nitrogen fixation in lima bean 

(Phaseolus lunatus L.)”; no quarto capítulo apresenta-se o segundo artigo em 

espanhol intitulado “Rizóbios nativos eficientes en la fijación de nitrógeno en 

Leucaena leucocephala en Rio Grande do Sul, Brasil”; no quinto capítulo 

encontra-se o terceiro artigo intitulado: Aplicação conjunta de substâncias 

húmicas e rizobactérias promotoras de crescimento inoculadas e co-inoculadas 

em plantas de  Phaseolus lunatus L. e Leucaena leucocephala (Lam) de Wit”; no 

sexto capítulo apresenta-se o  quarto artigo intitulado: Potencial da co-inoculação 

de rizobácterias em aplicação conjunta de substancias húmicas para promoção 

de crescimento de plantas de milho e aveia preta; e no sétimo capítulo as 

conclusões gerais.  
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CAPÍTULO II – Revisão Bibliográfica 

 

2.1. Substâncias húmicas como bioestimulantes no crescimento e 

desenvolvimento de plantas.   

 

As substâncias húmicas (SH) são grandes arranjos supramoleculares 

resultantes da automontagem de moléculas húmicas heterogêneas e 

relativamente pequenas, resultantes da degradação de materiais biológicos 

residuais; essas associações supramoleculares são estabilizadas pelas ligações 

de hidrogênio e ligações hidrofóbicas fracas, como as forças de Van der Waals, 

π-π, e CH-π, posicionando-se hidrofobicamente para o interior da micela e as 

estruturas contendo grupos hidrofílicos para a parte externa (PICCOLO, 2002; 

THENG et al., 2012).  

As SH solúveis, constituem a fração coloidal da matéria orgânica do 

solo, contribuindo com 85 a 90 % do teor total de carbono orgânico (DICK et al., 

2009) e de acordo com a sua solubilidade em função do pH, podem ser 

distribuídas em duas frações: ácidos fúlvicos (AF) que são a fração alcalino-

solúvel que é solúvel em meio ácido, contendo uma grande quantidade de 

grupamentos funcionais oxigenados; e ácidos húmicos (AH) que são solúveis em 

meio alcalino, e insolúveis em meio ácido devido a que com a protonação dos 

grupamentos funcionais ocorre o colapso da estrutura e precipitação das 

macromoléculas. Também há uma fração insolúvel em meio alcalino e ácido, 

que representam a matéria orgânica intimamente ligada à fração mineral do solo 

conhecida como humina (Hu) (KONONOVA, 1982; STEVENSON, 1994; 

GUERRA, 2008; CANELLAS et al., 2001).  
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Dentre as fontes mais utilizadas para extração de SH encontram-se a 

leonardita (ADANI et al.,1998; AGUIRRE et al., 2009; GIANOULLI et al., 2009; 

MORA et al., 2010), lignite (GIANOULLI et al., 2009; VALERO et al., 2018) e a 

turfa (SILVA et al., 2011), que são carvões de baixa qualidade para produzir 

energia, encontrados geralmente na parte superior do perfil de depósitos de 

carvão próximo a outros carvões como linhito e turfa. Estes tipos de carvões, 

ricos em ácidos húmicos (AH) e ácidos fúlvicos (AF), não são utilizados 

comercialmente para produção de energia pelo fato de ter um baixo poder 

energético, porém são considerados fonte de SH obtidas pelo método clássico 

de extração com soluções alcalinas (SILVA FILHO e SILVA, 2002; SENESI et 

al., 2007; CHASSAPIS e ROULIA, 2008; GIANOULLI et al., 2009). Da mesma 

maneira, para extração de SH são utilizado o solo (MALIK e AZAM, 1985; 

BALDOTTO et al., 2011), os resíduos de animais (BALDOTTO et al., 2007) e os 

compostos orgânicos feitos de húmus de minhoca (vermicompostos) (ATIYEH et 

al., 2002; ARANCON et al., 2003; GARCIA et al., 2012; BALDOTTO e 

BALDOTTO, 2014; GARCIA et al., 2014), de torta de filtro (BALDOTTO et al., 

2009), de esterco bovino (ARANCON et al., 2003; BALDOTTO e BALDOTTO, 

2014b), de cama-de-frango (BALDOTTO e BALDOTTO, 2014b), de resíduos de 

alimentos (ARANCON et al., 2003), de lixo urbano (CANELLAS et al., 2000; 

JINDO et al., 2012) e de lodo de esgoto (CANELLAS et al., 2000; JINDO et al., 

2012). Na composição elementar de diferentes SH tem sido relatado que os 

principais elementos na composição são: C, H, O, N e S; estes estão sempre 

presentes independentemente de sua origem (THAN, 2003).  

Dentre os efeitos das SH no estimulo da promoção de crescimento de 

plantas existem inúmeros de trabalhos que mostram que estes podem ser de 

forma indireta ou direta (CHEN e AVIAD, 1990; STEVENSON, 1994; VARANINI 

e PINTON, 2000; NARDI et al., 2002; CHEN et al., 2004; CANELLAS e 

OLIVARES, 2014; CANELLAS et al., 2015). Os diretos atuam sob os processos 

metabólicos e fisiológicos das plantas envolvidos na promoção de crescimento, 

modificação da arquitetura radicular e a captação de nutrientes (CHEN e AVIAD, 

1990; FAÇANHA et al., 2002; ZANDONADI et al., 2007; ROSA et al., 2009; 

TREVISAN et al., 2010, BARROS et al., 2010), enquanto os efeitos indiretos 

atuam sob as propriedades do solo físicas, químicas e biológicas influenciando 

a fertilidade como a complexação de metais que facilita a absorção 
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principalmente de micronutrientes, o aumento da capacidade de troca catiônica 

(CHEN e AVIAD, 1990; CHEN et al., 2003; PINTON et al.,1999; GARCIA-MINA, 

2005), o fornecimento de nutrientes e retenção de humidade (ROCHA e ROSA, 

2003) refletindo-se  esses posteriormente na fisiologia vegetal das plantas 

(CANELLAS et al., 2011). No entanto, a maioria dos efeitos benéficos relatados 

das SH no crescimento das plantas parece estar relacionada à sua influência 

positiva nas mudanças na arquitetura das raízes, pois a vegetação com sua 

comunidade microbiana associada, promove a alteração dos componentes 

inorgânicos do solo e, consequentemente, influencia diretamente a química da 

solução do solo (CANELLAS et al., 2015). As plantas alteram a taxa de 

intemperismo mineral, gerando mudanças no pH, liberando agentes de 

complexação de metal e o potencial redox no solo (LUCAS, 2001).  

Um dos efeitos das SH na fisiologia das plantas é “como auxina”, que 

têm sido relatados em trabalhos publicados entre 1914 e 1920 mostraram que 

as SH melhoraram o crescimento das plantas ao fornecer substâncias chamadas 

"Auximones" (BOTTOMLEY, 1914a,b, 1917, 1920), que logo depois foi 

corroborado por HILLITZER (1932) e CHAMINADE e BOUCHER (1940). Em 

seguida, em plantas de ervilha, nas pontas de raízes foi encontrando que as SH 

possuem uma atividade semelhante à auxina, sendo comprovado por 

O'DONNELL (1973), o que permitiu que partir desse momento abrir o caminho 

para estudar as frações húmicas e verificar que estas possuíam uma alta 

atividade hormonal (CACCO e DELL'AGNOLA, 1984; DELL'AGNOLA e NARDI, 

1987; NARDI et al., 1988; PICCOLO et al., 1992). Seguidamente foi demostrado 

que apenas as SH de baixo peso molecular como os AF induzem alterações 

semelhantes às causadas por indole-3-acético ácido (AIA) (MUSCOLO et al., 

1993), como também o aumento tanto a atividade peroxidasse quanto a atividade 

da AIA oxidase. MUSCOLO e NARDI (1999) avaliaram a possível interação das 

SH com as membranas plasmáticas em células de cenoura com isotiocianato de 

fluoresceína. Outros estudos realizados relataram que essa atividade “como 

auxina” está relacionada com um teor mais elevado de grupos nitrogenados na 

sua estrutura e os domínios hidrofílicos (CHEN e AVAID, 1990; CANELLAS et 

al., 2002; FACANHA et al., 2002; NARDI et al., 2002; MUSCOLO et al., 2007). 

Outros dos efeitos importantes que desempenham as SH é a regulação 

de enzimas envolvidas no metabolismo vegetal, como por exemplo a                     
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H+-ATPase, VTP-ase, nitrato redutase, e auxínico (PINTON et al., 1992; 

FAÇANHA et al., 2002; NARDI et al., 2005; ZANDONADI e BUSATO, 2012; 

ZANDONADI et al., 2013, ZANDONATI et al., 2014, CANELLAS et al., 2015, 

SHAH et al.,2018).  

Em relação as H+-ATPases, são enzimas transmembranais com 

capacidade de hidrolisar ATP (HAGER et al., 1991; FRIAS et al., 1996; 

BALDOTO e BALDOTTO, 2014), gerando energia e um gradiente eletroquímico 

que está diretamente envolvido em dois mecanismos fundamentais para o 

desenvolvimento vegetal: o primeiro é a energização do sistema secundário de 

translocação de íons, que é fundamental para absorção de macro e 

micronutrientes; esse mecanismo, pode ser explicado pela ação das H+-

ATPases na despolarização da membrana plasmática e, consequentemente, na 

ativação de transportadores (SONDERGAARD et al., 2004; MORSOMME e 

BOUTRY, 2000). O segundo é a promoção do aumento da plasticidade da 

parede celular por acidificação do apoplasto pelo bombeamento de H+ que gera 

aumento do pH, fator fundamental para o processo de crescimento e 

alongamento da célula vegetal (COSGROVE, 1997), sendo a base da teoria do 

crescimento ácido (HAGER, 2003) que é induzido pela auxina que gera o 

aumento de extrusão de prótons mediado pela H+-ATPase da membrana 

plasmática que induz a ação de enzimas específicas que atuam sobre a parede 

celular, o que facilita a plasticidade e, consequentemente o alongamento da 

célula (RAYLE e CLELAND, 1992). 

O efeito das SH sobre a estimulação da atividade e sínteses das 

enzimas H+-ATPases da membrana plasmática, possui um efeito semelhante ao 

auxínico “como auxina” (NARDI et al., 1991; FAÇANHA et al., 2002; CANELLAS 

et al., 2002; JINDO et al., 2012). Além disso, as SH podem estimular a H+-

ATPase das vesículas da membrana de raízes de várias plantas (NARDI et al., 

1991; VARANINI et al., 1993; PINTON et al., 1999; NARDI et al., 2000). AH 

isolados de vermicomposto e de lodo de esgoto, promoveram o desenvolvimento 

radicular de plântulas de milho e de café e a ativação da H+-ATPase de 

membrana plasmática (FAÇANHA et al., 2002). Estudos realizados por 

CANELLAS et al., (2002) detectaram a presença de auxinas em SH isoladas de 

vermicomposto e observaram aumento na atividade e na síntese da H+-ATPase 

da membrana plasmática isolada de raízes de milho. A síntese de H+-ATPase de 
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membrana plasmática é induzida através da modulação de genes Mha2 (FRIAS 

et al., 1996). De acordo com QUAGGIOTTI et al., (2004), as SH isoladas de 

vermicomposto também podem modular a expressão destes genes. 

ZANDONADI (2006), usando plantas mutantes insensíveis a auxinas, 

comprovou a ação hormonal tipo auxina promovida por SH isoladas de diferentes 

fontes de matéria orgânica. BARROS et al., (2010) descreveu os efeitos de 

materiais húmicos transformados sobre a fisiologia das plantas, demonstrando 

bioatividade no desenvolvimento radicular, pelas fracções de AH que possuem 

uma característica hidrofílica e a presença de grupos nitrogenados. Por tanto, o 

conteúdo de grupos nitrogenados e o caráter mais hidrofílico dos AH da 

leonardita é uma característica que na teoria poderia favorecer a atividade 

fitoestimuladora destes AH sobre as raízes das plantas. 

Entretanto, também se tem reportado os efeitos das SH na 

contribuição da absorção de nutrientes das plantas, como consequência da 

atividade da H+-ATPase energizando os transportadores de íons que contribui 

na absorção de nutrientes secundários e promove a absorção de nutrientes 

como no caso do nitrato por meio de canais iônicos estabelecidos na membrana 

plasmática, sendo transportado de maneira assimétrica por prótons                         

(2: 1H+:NO3
-) (CANELLAS et al., 2015), havendo alguns relatos sobre o aumento 

no transporte de nitratos pela atividade de SH em plantas de milho (NARDI et 

al., 2000a,b), que induzem a codificação dos genes Mha2 que é considerado um 

dos principais tipos de H+-ATPase expressado nas células das raízes 

(QUAGGIOTTI et al., 2004).   

Dentre os fatores principais que podem influenciar decisivamente na 

bioatividade das substâncias húmicas encontram-se: a espécie, o órgão e a 

idade da planta; a dose recomendada para cada espécie ou cultivar; a fonte de 

material orgânico, de onde foi extraída e; as características físico-químicas 

específicas das substâncias húmicas a serem utilizadas (VAUGHAN e 

MALCOLM, 1985; RODDA et al., 2006; ZANDONADI et al., 2014).  

A aplicação de SH na produtividade de culturas agrícolas e pecuárias 

de interesse comercial vem sendo estudada e confirmando seu uso para a 

promoção de crescimento de diversas culturas, como abacaxi (BALDOTTO et 

al., 2009), arroz (TEJADA e GONZÁLES, 2004), videira (FERRARA e 

BRUNETTI, 2008), cana-de-açúcar e milho testados em casa de vegetação 
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(MARQUES JUNIOR et al., 2008; CONCEIÇÃO et al., 2009; OLIVARES et al., 

2017). Outros estudos demostram o efeito da aplicação de AH  com potássio (K) 

no crescimento de pepino,  ROSA et al., (2009) estudou a adição de diferentes 

doses SH extraídas de carvão mineral, em plantas de feijão observando um 

aumento na produção de massa seca da parte aérea e as concentrações de P, 

K, Ca, Mg, em tomateiro BERNARDES et al., ( 2011) utilizando produto comercial 

a base de SH e LÜDTKE (2014) avaliou SH extraídas de leonardita no 

rendimento de alface e cebolinha encontrando um estimulo no crescimento das 

plantas.  

   

2.2. Rizóbios como fixadores de nitrogênio em associação simbiótica 

com plantas leguminosas. 

 

As bactérias denominadas rizóbios pertencem ao grupo de 

Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCP) e são 

consideradas o principal grupo de diazotróficos simbióticos, pela sua capacidade 

de estabelecer associação simbiótica com plantas leguminosas de importância 

agrícola e fixar de nitrogênio (N), sendo fixadas anualmente de 44 a 66 milhões 

de toneladas de N, o que representa aproximadamente metade do N utilizado na 

agricultura (GRAHAM e VANCE, 2003). O processo simbiótico com as plantas 

pertencentes à família Leguminoseae caracteriza-se pela formação de estruturas 

hipertróficas, nas raízes e, excepcionalmente, no caule, denominadas nódulos. 

A palavra rizóbio tem origem do gênero Rhizobium, significa “rhizo” = 

raiz e “bium” = vida: a vida da raiz. Estas bactérias possuem como características 

em comum que são bacilos Gram negativos, não produzem esporas, aeróbicas 

e pertencentes ao filo Proteobácteria (ZAKHIA e LAUJUDIE, 2001).    

Dentre os rizóbios são conhecidas mais de 100 espécies distribuídas 

em 16 gêneros, dentre eles encontram-se: Rhizobium, Mezorhizobium, Ensifer 

(anteriormente Sinorhizobium), Bradyrhizobium, Phyllobacterium, Microvirga, 

Azorhizobium, Ocrhobactrum, Methylobacterium, Devosia, Shinella, 

Neorhizorium, Pararhizobium (Classe de α-proteobactérias), Burkholderia, 

Paraburkholderia (anteriormente Burkholderia), Cupriavidus (anteriormente 

Ralstonia) (Classe de β-proteobactérias) (VELÁZQUEZ et al., 2017).  
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O processo de interação rizóbio-planta inicia pela carência nutricional 

de nitrogênio (N) da planta que sinaliza aos rizóbios através dos compostos 

flavonoides exsudados nas raízes. Estes flavonoides, a sua vez encarregam-se 

de ativar os genes Nod dos rizóbios, que logo vão produzir a sinal de simbiose 

conhecido como fator Nod que contém diversas sustância químicas e variam 

estruturalmente dependendo da espécie do rizóbio; o que é considerado um fator 

chave que determina a amplitude de plantas hospedeiras (PERRET et al., 2000; 

MULDER et al., 2005). 

    Uma vez ocorre a interação inicial planta-rizóbio com as 

sinalizações e o encurvamento dos pelos radiculares, as bactérias atuam na 

divisão celular nas células do interior do córtex radicular, sendo estimulada a 

formação do meristema nodular (CAMARA 2014; GONZALEZ e MARKETON, 

2003). Em seguida, as bactérias retidas no pelo radicular encurvado induz a 

formação do cordão de infecção de origem vegetal, que logo penetra as células 

radiculares e as bactérias colonizam no interior atingindo os espaços 

intracelulares (GONZALEZ e MARKETON, 2003).   

Essa capacidade de fixar N biologicamente ocorre devido ao 

complexo enzimático nitrogenase, que converte o N2 em amônio e assim 

disponibiliza nitrogênio para as plantas (NUNES et al., 2003). Quando os rizóbios 

não estão em associação com leguminosas encontram-se no solo de vida livre, 

com nutrição saprofítica.   

 

2.2.1. Associação simbiótica de Leucena (Leucaena leucocephala) 

com rizóbios.  

 

A planta de Leucena é considerada uma hospedeira promíscua 

devido a que pode ser infectada e produzir nódulos por mais de três gêneros de 

bactérias, dentre Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium e 

Cupriavidus (MOREIRA et al., 1998; WANG et al., 1999; WANG et al., 2006; 

HERNÁNDEZ et al., 2012; SILVA et al., 2012; XU et al., 2013; BUENO e 

CAMARGO, 2015).  

Diversas pesquisas realizadas indicam que a nodulação desta planta 

ocorre preferencialmente com rizóbios de crescimento rápido nos gêneros 

Rhizobium e Mesorhizobium (MOREIRA et al., 1998; WANG et al., 1999; BALA 
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e GILLER, 2001; BALA et al., 2003; WANG et al., 2003; WANG et al., 2006; 

HERNANDEZ e MILIAN, 2010; SILVA et al., 2012; HERNANDEZ et al., 2012; XU 

et al., 2013), sendo avaliada a eficiência na fixação biológica de nitrogênio.  

 

2.2.2. Associação simbiótica de feijão-fava (Phaseolus lunatus) 

com rizóbios.  

 

O estudo da diversidade e associação simbiótica de rizóbios com 

plantas de Phaseolus lunatus se limava a seu lugar de origem no Peru e México 

onde se tem reportado que estas plantas podem ser infestadas por rizóbios dos 

géneros Rhizobium e Sinorhizobium, formando nódulos (ORMEÑO-ORRILLO et 

al., 2007). Logo depois, em outro trabalho foi reportado que P. lunatus também 

pode ser infectado e formar nódulos com rizóbios do gênero Bradyrhizobium, 

sendo reportadas duas novas espécies de B. paxllaeri e B. icense em Peru 

(DURAN et al., 2014). 

Entre tanto, no Brasil os estudos de rizóbios simbiontes de P. lunatus 

são escassos devido a que P. lunatus não é uma leguminosa nativa, que logo foi 

introduzida no nordeste brasileiro, sendo conduzidos os primeiros trabalhos 

nessa região onde foi observado que a infecção pelo rizóbio e nodulação de 

plantas de feijão-fava ocorre antes dos 30 dias após, enquanto o período de 

maior nodulação e massa dos nódulos ocorre na floração entre 45 e 60 dias após 

a emergência (SANTOS et al., 2009). Além disso, foi encontrada a grande 

diversidade morfológica e fisiológica entre os rizóbios simbiontes de P. lunatus 

no Estado do Piauí, nordeste do Brasil, sendo reportados os géneros 

Sinorhizobium, Rhizobium e Bradyrhizobium (SANTOS et al., 2011).  

Em relação a estudos da avaliação da eficiência de rizóbios na fixação 

biológica de nitrogenio (FBN), ANTUNES et al., (2011) avaliaram a eficiência de 

alguns isolados de rizóbios simbiontes de P. lunatus coletados e descritos por 

SANTOS (2008), comparado com estirpes CIAT 899 e NGR 234 recomendadas 

para feijão comum, encontrando que 8 isolados foram eficientes na FBN e 

contribuíram à maior acumulação de N nas plantas que a estirpes.   

Em outro estudo foi relatada a efetividade da inoculação de sementes 

de feijão-fava variedade Boca de Moça e Branca com rizóbios isolados de solos 

da microrregião do Médio Parnaíba Piauiense (COSTA NETO, 2016).  
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2.3. Rizóbios como promotores de crescimento em gramíneas.  

 

Os rizóbios sempre foram estudados como rizobactérias fixadoras de 

nitrogênio em simbiose com leguminosas até as décadas de 1990 e 2000, onde 

foram conduzidos os primeiros estudos em plantas não leguminosas de 

importância agrícola (NOEL et al., 1996; WEBSTER et al.,1997; YANNI et al., 

1997; ANTOUN, 1998), que eram motivados por observações no campo, onde 

as plantas de arroz cultivadas nas mesmas condições agronômicas de solo, 

manejo e adubação em sucessão com a leguminosa de trevo, produziam mais 

que aquelas que não estavam em sucessão (YANNI et al., 2001). 

Posteriormente, foi relatada que a colonização de rizóbios nas 

gramíneas acontece bem diferente do que nas leguminosas, onde as bactérias 

penetram o interior do tecido vegetal por meio das raízes, caules e folhas da 

gramínea ocasionando fissuras e inserções radiculares sem gerar danos que 

possam desenvolver doenças (REDDY et al., 1997; WEBSTER et al., 1997; 

YANNI et al., 1997; CHI et al., 2005). Nas gramíneas, os mecanismos de 

promoção de crescimentos utilizados por rizóbios encontram-se a produção de 

substâncias fito-estimuladoras como auxinas (BISWAS et al., 2000; ERUM e 

BANO, 2008), citocininas (PERSELLO-CARTIEAUX et al., 2003) e giberelinas 

(YANNI et al., 2001; ERUM e BANO, 2008), que influencia o aumento do 

rendimento da produtividade dos cultivos.   

Existem diversos estudos que demostram os benefícios da inoculação 

de rizóbios na promoção de crescimento de gramíneas como o milho (HAHN et 

al., 2014; SANTOS, 2018), arroz (YANNI et al., 1997; BISWAS et al., 2000; 

OSÓRIO FILHO et al., 2014; SANTOS, 2018), cevada (MIRANSARI e SMITH, 

2009), capim Tanzânia e a pensacola (MACHADO et al., 2011), o milheto e sorgo 

(MACHADO, 2015).  

 

2.4. Azospirillum sp como promotor de crescimento de plantas  

 

 

O gênero Azospirillum é um gênero de Rizobactérias Promotoras de 

Crescimento de Plantas (RPCP), pertencentes ao filo Proteobactéria, de 

morfologia bacilar e curvada, Gram negativas, aeróbicas, não fermentativas, 

(REIS et al., 2007), com capacidade de colonizar mais de cem espécies de 

plantas e contribuir no seu desenvolvimento e produtividade em campo 
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(BASHAN e DE-BASHAN, 2010); principalmente da família Poaceae 

(gramíneas) de importância agrícola e econômica (POVINELI, 2012), fixando 

nitrogenio endofiticamente (HUNGRIA, 2011). 

Além disso, também podem atuar endofiticamente em outras famílias 

vegetais, como em diversas espécies de monocotiledôneas, dicotiledôneas 

herbáceas, arbustivas e arbóreas (LANGE e MOREIRA, 2002). Quando 

Azospirillum sp. não estão em associação com alguma espécie vegetal, atuam 

como micro-organismos de vida livre no solo, podendo efetuar a fixação de N 

(HUNGRIA, 2011), sendo assim consideradas fixadoras de nitrogênio 

associativas facultativas (BALDANI et al., 1997). 

No gênero Azospirillum encontram-se quinze espécies identificadas: 

A. lipoferum e A. brasilense (TARRAND et al., 1978), A. amazonense 

(MAGALHÃES et al., 1983), A. halopraeferens (REINHOLD et al., 1987), A. 

irakense (KHAMMAS et al., 1989), A. largomobile (DEKHILL et al., 1997), A. 

doebereinerae (ECKERT et al., 2001), A. oryzae (XIE e YOKOTA, 2005), A. 

melinis (PENG et al., 2006), A. canadense (MEHNAZ et al., 2007a), A. zeae 

(MEHNAZ et al., 2007b), A. rugosum (YOUNG et al., 2008), A. palatum (ZHOU 

et al., 2009), A. picis (LIN et al., 2009) e A. thiophilum (LAVRINENKO et al., 

2010), sendo A. brasilense em termos de fisiologia e genética a mais estudada 

e produzida como inoculante (REIS et al., 2007; CASSAN e DIAZ-ZORITA, 

2016). 

Estas rizobactérias são reconhecidas por fixarem nitrogênio 

endofiticamente no tecido das gramíneas, sendo descoberto este mecanismo na 

década de 1970 pela pesquisadora Johanna Döbereiner e proposto como o 

primeiro mecanismo de promoção de crescimento (OKON et al., 1983). Em 

associações de gramíneas não há formação de nódulos como acontece nas 

leguminosas; o que ocorre é a colonização da superfície ou interior das raízes e 

parte aérea das plantas. Nesse sentido, a contribuição da FBN por Azospirillum 

sp. na nutrição de plantas não é tão significativa, pois bactérias associativas 

excretam uma parte do N fixado para planta, suprindo assim uma parte da 

necessidade do N das plantas, contrastando com o que ocorre na simbiose entre 

leguminosas e rizóbios onde a FBN é significativa (HUNGRIA et al., 2010).  

 Outros dos mecanismos de promoção de crescimento de plantas 

efetuados por bactérias do gênero Azospirillum, amplamente reconhecidos,  são 
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a produção de substâncias fitoestimuladoras, como o ácido indol-acético, o ácido 

giberélico, o ácido abscísico e o etileno (PERRIG et al., 2007), as quais 

proporcionam melhor crescimento radicular (OKON e VANDERLEYDEN, 1997); 

aumentando a superfície de absorção das raízes da planta, o volume de 

substrato do solo explorado, facilitando maior absorção de água e nutrientes 

(BASHAN et al., 2004; CORREA et al., 2008; HUNGRIA, 2011). 

Em relação à inoculação de Azospirillum sp., os estudos mostram que 

esse gênero promove o crescimento, o desenvolvendo e a produtividade de 

diversos cultivos agrícolas (BASHAN e DE-BASHAN, 2010; DARTORA, 2016). 

Porém, a resposta da inoculação com Azospirillum sp. depende do genótipo da 

planta, da concentração e qualidade das células bacterianas utilizadas, das 

condições ambientais e as boas práticas agrícolas (MATSUMURA et al., 2015). 

Dentre deste gênero, há no mercado de produtos comerciais à base 

da espécie Azospirillum brasilense (CASSAN e DIAZ-ZORITA, 2016), com 

bactérias recomendadas para o milho (QUADROS, 2009; HUNGRIA et al., 2010; 

MARINI et al., 2015; MULLER et al., 2016), trigo (HUNGRIA, 2011), cana de 

açúcar (REIS et al., 2009), arroz (PEDRAZA et al., 2009; REICHEMBACK et al., 

2011, HAHN, 2013), sorgo, algodão, fumo, aveia branca e alface (CASSAN e 

DIAZ-ZORITA, 2016). 

 

2.5. Técnica de co-inoculação de rizóbios e Azospirillum brasilense 

 

A técnica de co-inoculação de rizóbios e A. brasilense começou no 

ano 2016 a ser recomendada para espécies leguminosas pela Rede de 

Laboratórios para Recomendação, Padronização e Difusão de Tecnologia de 

Inoculantes Microbianos de Interesse Agrícola – RELARE. Essa técnica 

promissora que vinha sendo explorada no Brasil, consiste na mistura de 

inoculantes comerciais que contem essas RPCP. Os benefícios pelo uso desta 

técnica foram evidenciados nos primeiros estudos conduzidos em soja e feijão-

comum, onde evidenciou-se aumentos no crescimento, desenvolvimento e 

produtividade dos cultivos, quando comparada com a inoculação isolada das 

rizobactérias (HUNGRIA et al., 2013).  

Nas leguminosas, quando é utilizada essa técnica, os rizóbios utilizam 

o mecanismo de fixação biológica de nitrogênio, enquanto A. brasilense utiliza 
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como mecanismo de promoção de crescimento a produção de fitohormônios, 

como o ácido indol-acético, ácido giberélico e ácido abscísico (PERRIG et al., 

2007). 

Nas gramíneas, a técnica de co-inoculação rizóbios e A. brasilense 

também tem sido utilizada, onde não há formação de nódulos e os rizóbios em 

associação tem a capacidade na maior parte de produzir fitohormônios entre 

outros mecanismos das RPCP, enquanto A. brasilense supre a necessidade de 

N parcialmente para o desenvolvimento da planta (HUNGRIA et al., 2007), 

obtendo-se maior crescimento, modificação da cinética da absorção de N e 

aumentos na produtividade (HAHN et al., 2013; SANTOS, 2018). 

 

2.6. Plantas leguminosas avaliadas no presente estudo: leucena e 

feijão-fava   

 

A leucena (Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit) é uma leguminosa 

arbórea, nativa da América Central, encontrada amplamente distribuída nas 

regiões tropicais e considerada uma das forrageiras mais promissoras para a 

região semiárida, por se adaptar as condições edafoclimáticas da região do 

Nordeste brasileiro (SOUSA et al., 2005). O crescimento desta planta pode 

ocorrer naturalmente em uma grande variedade de solos, incluindo solos 

ligeiramente ácidos (SHELTON e BREWBAKER, 1994). 

Esta leguminosa forrageira pertencente à subfamília Mimosoideae, 

eficiente na fixação biológica de nitrogênio pelo aporte na média de 177 - 247 

kg.ha-1 de nitrogênio, além de apresentar alto teor de N nas folhas (1,3 %) e alta 

produção de biomassa no redor de 5 t.ha-1 (SZOTT et al., 1991; TIAN et al., 1992; 

NASCIMENTO e SILVA, 2004). Apesar de ser considerada uma planta invasora 

pela sua ocorrência natural nos ecossistemas (COSTA e DURIGAN, 2010), é 

utilizada para recuperação da cobertura vegetal, sistemas agroflorestais ou 

agrosilvipastoris, forragem, alimentação humana, lenha, madeira, adubo verde, 

sombra, apoio para espécies escandentes, quebra-ventos e controle de erosão 

(SHELTON e BREWBAKER, 1994; ALMEIDA et al., 2006; COSTA e DURIGAN, 

2010).  

A espécie Phaseolus lunatus L. é conhecida popularmente por 

diversos nomes comuns, entre eles fava, feijão-fava, feijão-de-lima, feijol, 
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mangalô-amargo, fava-belém, fava-terra, feijão espadinho, feijão-farinha, feijão-

favona e feijão-figado-de-galinha (ANTUNES, 2010). Sua origem é andina, 

possuindo três grupos genéticos distribuídos geograficamente, sendo um andino 

restrito ao Equador e Peru, e dois mesoamericanos que são largamente 

distribuídos numa área que vai do México até a Argentina e o Caribe, 

principalmente em altitudes do nível do mar até 1600 metros (SERRANO-

SERRANO et al., 2010). Estes materiais, se diferenciam pelas características 

das sementes, onde as mesoamericanas são pequenas e o andino grandes 

(BAUDOIN et al., 2004).  

O cultivo do feijão-fava tem melhor desenvolvimento em solos areno-

argilosos, férteis e bem drenados, tendo bom rendimento com pH entre 5,6 e 6,8 

No Brasil, é cultivado em todas as regiões brasileiras, principalmente na região 

Nordeste, destacando-se os estados da Paraíba, Ceará, Pernambuco, Rio 

Grande do Norte e Piauí (VIEIRA, 1992; SANTOS, 2008; ANTUNES, 2010; 

ARAUJO et al., 2015). 

No Rio Grande do Sul, a espécie apresenta diversidade de genótipos, 

o cultivar olho de cabra preto, olho de cabra vermelho e branco, porém, seu 

cultivo é limitado e realizado por pequenos produtores devido à tradição do 

consumo do feijão-comum e à falta de cultivares recomendadas para as 

condições climáticas da região (DUARTE, 2012). 

 

2.7. Plantas gramíneas avaliadas no presente estudo: milho e aveia 

preta  

O milho (Zea mays L.) é um dos grãos importância e de maior volume 

de produção mundial, havendo sido produzidos na safra 2019/20 mais de 1,1 

bilhões de toneladas (USDA, 2020). No Brasil, estima-se uma produção recorde 

de 101 milhões de toneladas na temporada 2019/20 (CONAB, 2020), sendo 

considerado o terceiro país maior produtor e o segundo maior exportador 

mundial de milho.  

A produção de altos rendimentos de grãos na cultura do milho assim 

como as demais gramíneas, é dependente de diversos fatores, das 

características intrínsecas à planta e das condições climáticas da região de 

cultivo, o manejo dado à cultura também interfere na produção da lavoura 

(ARGENTA et al., 2001).  
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Em relação à fertilidade do solo para gramíneas, o nitrogênio é o 

nutriente requerido em maior quantidade sendo um fator limitante do teor tanto 

do rendimento de grãos refletido na proteína dos grãos, como também na 

qualidade do produto (AMARAL FILHO et al., 2005). Portanto, o milho é 

dependente nutricional de nitrogênio (CANCELLIER, 2011), o que faz necessário 

a suplementação mineral com fontes de adubação nitrogenada para conseguir 

altos rendimentos na produtividade do cultivo (AMADO, 2002; SCALCO et al., 

2002). 

Entretanto, aveia preta (Avena strigosa Schreb) é uma gramínea que 

produz alta quantidade fitomassa e abundante sistema radical (CALEGARI et al., 

1992), amplamente utilizada para produção de pastagem hibernal, como 

forragem conservada na forma de ensilagem e feno, com produção em grão 

reduzida (FOTANELLI e PIOVEZAN, 1991).  

A importância da aveia preta está nos sistemas de produção agrícola, 

na rotação de cultura durante o inverno no Estado do Rio Grande do Sul, onde 

encontram-se consorciada com o cultivo da soja (LOPES et al., 2009), ocupando 

no Brasil 2 milhões de hectares de área cultivada e interação lavoura-pecuária 

(EMBRAPA, 2018).
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CAPÍTULO III – Selection of native rhizobia in Rio Grande do 
Sul, Brazil efficient in biological nitrogen fixation in lima bean 

(Phaseolus lunatus L.) 
 

1. Abstract  

 

The aim of this research was to evaluate the capacity of symbiotic efficiency of 
native rhizobia from soils of the state of Rio Grande do Sul in Phaseolus lunatus 
plants. Soil and nodule samples from predominant legume plants such as 
Desmodium sp. in seven locations in the state of RS were collected. For the 
isolation of the rhizobia from the soil samples, lima bean “olho de cabra preto” 
variety and “leucena” (Leucena leucocephala) and plants were used as baits. 
Subsequently, the symbiotic characterization of the isolates was performed by 
inoculation on lima bean plants in vitro conditions. The selected bacterial isolates 
were evaluated for biological nitrogen fixation efficiency in a greenhouse 
experiment, being determined after: shoot dry mass, root dry mass, nodule dry 
mass, nitrogen (N) accumulated shoot and calculated the N fixation relative 
efficiency index. Among the 28 isolated rhizobia tested, 11 induced nodule 
formation in lima bean. The rhizobia Plu03 and Plu14 stimulated a greater 
increase of plant dry mass, nodule dry mass and nitrogen accumulation in the 
shoot, reflecting in a higher relative efficiency index. The isolates Plu03 and Plu14 
are more efficient in promoting growth of lima bean, which can be recommended 
for future agronomic efficiency studies. 
 
Keywords: Rhizobia, lima bean, biological nitrogen fixation 
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2. Introduction 

 

Lima bean (Phaseolus lunatus), also known in Brazil as “feijão-fava” 

or “espadinho” beans in Brazil are considered the second most important 

species of the genera Phaseolus, after common beans (Phaseolus vulgaris L.), 

due to its characteristics as drought and excess moisture resistance and 

protein potential, representing a source of food and income for small farmers 

(FOFANA et al., 1997; SANTOS et al., 2009; VIEIRA et al., 1992). 

In Brazil, it is cultivated in all Brazilian regions, mainly in the 

Northeast region, especially the states of Paraíba, Ceará, Pernambuco, Rio 

Grande do Norte and Piauí (VIEIRA, 1992; SANTOS, 2008; ANTUNES, 2011; 

ARAUJO et al., 2015; ARAUJO et al., 2016). In the state of Rio Grande do Sul, 

the species has a diversity of genotypes, the variety “olho de cabra preto”, 

“olho de cabra vermelho” and “Branco”, however, its cultivation is limited and 

carried out by small producers due to the tradition of consuming common bean 

and the lack of cultivars recommended for the subtropical climatic conditions 

of the region (DUARTE, 2012).  

This crop has the ability to establish symbiosis with rhizobia, where 

biological nitrogen fixation (BNF) occurs, which is considered one of the forms 

of sustainable increase in legume productivity and allows the replacement of 

mineral nitrogen fertilizers (FRANCO et al., 2002). The study of the diversity 

and symbiotic association of rhizobia with P. lunatus was limited to countries 

with research centers such as Peru and Mexico, where it has been reported 

that P. lunatus forms symbiosis mainly with Bradyrhizobium sp. (ORMEÑO-

ORRILLO et al., 2006; LÓPEZ-LÓPEZ et al., 2013; DURAN et al., 2014), being 

reported by DURAN et al., (2014) two new species of Bradyrhizobium (B. 

paxllaeri and B. icense) in Peru. In addition, ORMEÑO-ORRILLO et al. (2007) 

reported that strains of the genera Rhizobium and Sinorhizobium also induced 

lima bean nodules. 

However, in Brazil, studies with lima bean symbiotic rhizobia are 

limited because P. lunatus is not a native legume, but a great morphological 

and physiological diversity has been found among native nodulant rhizobia of 

P. lunatus in the northeast of Brazil, being reported the genera 

Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium and Rhizobium (ARAUJO et 
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al., 2015; SANTOS et al., 2011). Many studies demonstrate that although 

some rhizobia have a restricted host range (SANTAMARÍA et al., 2014), in P. 

lunatus low host specificity is observed and symbiosis with rhizobia strains of 

more than four genera is established. 

The selection of rhizobia isolates efficient in BNF in P. lunatus are 

scarce in Brazil, with only a few studies performed in the northeast region of 

Brazil. Among these studies, the efficiency BNF of rhizobia isolates in P. 

lunatus genotype UFPI-468 “fava-miuda” variety compared to strain SEMIA 

4077 - CIAT 899 (strains recommended for common bean - P. vulgaris 

inoculant production) and SEMIA 6357 (NGR 234) symbiont of diversity 

legumes has been evaluated. The authors observed that eight of the rhizobia 

isolates contributed to the increase in shoot dry mass, higher N accumulation, 

reflecting a higher efficiency of these isolated in BNF, compared to the 

reference strains (ANTUNES et al., 2011). Similarly, in another study, four 

isolated of the genera Bradyrhizobium and Rhizobium were evaluated for their 

symbiotic performance in “boca de moça” and “branca” varieties. The authors 

reported that plants inoculated with isolated of the genera Bradyrhizobium 

showed higher growth, nodulation and nitrogen content, reflecting higher 

photosynthetic efficiency compared to plants inoculated with Rhizobium 

isolated (COSTA NETO et al., 2017). 

Currently, in the state of Rio Grande do Sul, Brazil there are not 

native isolates or strains released like inoculants for P. lunatus. Therefore, 

there is a need to isolate and select P. lunatus natives nodulant rhizobia, 

efficient in BNF that contribute to increased sustainable productivity. In this 

sense, the objective of this research was to evaluate the capacity of symbiotic 

efficiency of native rhizobia from soils of the state of Rio Grande do Sul in P. 

lunatus plants 

 

3. Materials and Methods 

 

Study site 

 

The study was conducted at the Soil Microbiology Laboratory and in 

the greenhouse of the Soil Department of the Federal University of Rio Grande 
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do Sul (UFRGS). Soil samples were collected from different locations in rural 

area of Rio Grande do Sul (Table 1). The soil samples were collected at a depth 

of 0-20 cm, considering the presence of native or introduced leguminous plants. 

Root nodules were also collected from Desmodium sp plants at the UFRGS 

Agronomic Experimental Station (EEA), in Eldorado do Sul – RS, Brazil. 

 

Table 1. Locations and georeferencing of soil and nodule samples. 

Sample 
of soil 

Location  Latitude (S) Longitude (O) Predominant legume on 
location 

1 Eldorado do Sul - RS 30°5’19.03” 51°40’28.21” Desmodium sp. 

2 Eldorado do Sul – RS 30°5’16.75” 51°40’29.24” Desmodium sp. 

3 Eldorado do Sul – RS 30°6’58.50” 51°39’57.98” Bracatinga (Mimosa scabrella) 

4 Porto Alegre – RS 30°4’15.87” 51°8’20.55” Leucena (Leucena leucocephala)  

5 Viamão – RS 30°7’43.57” 51°4’4.44” Maricá (Mimosa bimucronata) 

6 Viamão – RS 30°7’51.18” 51°3’58.67” Inga (Inga marginta) 

7 Viamão – RS 30°7’50.46” 51°4’0.46” Unidentified tree 

 

Isolation and characterization of rhizobia colonies from soil 

samples and nodules collected in the field 

 

The soil samples were taken to the Soil Microbiology Laboratory 

where a suspension of 10 g of soil in 90 mL of sterile saline solution (NaCl 

0.85%) was performed on horizontal shaker for three hours. In the installation 

of the experiment were used lima bean seeds “olho de cabra preto” variety 

provided by the producer and “leucena” (Leucaena leucocephala) collected at 

the EEA-UFRGS as bait plants to obtain nodules. The seeds were disinfected 

by successive immersion in alcohol (70%) for 30 seconds, sodium hypochlorite 

(2.5%) for 30 seconds and immediately received six consecutive washes with 

sterile distilled water (VINCENT, 1970). Then, seeds of leucena and lima bean 

were seeded separately in plastic pots with a mixture of vermiculite and sand 

(2:1) and inoculated immediately with addition of 2 mL of the suspensions of the 

soil samples in each pot, with 5 replications for each soil sample. The plants of 

leucena was irrigated with SARRUGE (1975) nutrient solution and lima beans 

with HOAGLAND & ARNON (1950) nutrient solution modified by SILVEIRA et 

al., (1998) during the experiment and cultivated under laboratory conditions. 

After 45 days from inoculation, the root of the leucena and lima bean 
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plants were removed and nodules with alcohol (70%) for 30s, followed by 

sodium hypochlorite solution (1%) for 30s and seven washes with sterile distilled 

water. Then, in laminar flow chamber each nodule was placed in sterile test 

tubes and macerated with sterile glass rod. The suspension of the macerated 

nodules was inoculated on plates with Yeast Mannitol Agar with Congo Red 

(YMA+CR) (VINCENT, 1970) in laminar flow chamber using either the drop 

method (MILES & MISRA, 1988) or streak scattering method separately (BUCK 

& CLEVERDON, 1960). After the plates were incubated in an incubator at 28 ± 

2 ºC for 10 days. The nodules of Desmodium sp. collected in the field were 

disinfected and processed in the same way as the leucena and lima bean 

nodules described before. 

All bacterial isolates were transferred to other plates with YMA+CR 

to obtain colonies with persistent morphology, and daily evaluation of bacterial 

colony growth in order to analyses the colony morphology. The colony diameter 

and color, border type, opacity and consistency, growth time were also 

observed. In addition, the pH change of the YMA with bromothymol blue 

(YMA+BB) was evaluated. All isolated obtained were maintained in LMA 

medium test tubes (VINCENT, 1970) in refrigerator. 

 

Evaluation of rhizobia isolates symbiotic capacity in lima bean 

plants. 

 

Rhizobia isolates obtained from nodules of lima bean and 

Desmodium sp., in addition to the rhizobia isolates from leucena nodules were 

evaluated for their ability to induce nodulation in lima bean plants growing on 

laboratory conditions. For this, each isolate was inoculated into falcon tubes with 

30mL of yeast mannitol (YM) broth (VINCENT, 1970) and kept in an orbital 

incubator at 28 °C±2 with agitation of 120 rpm to achieve a concentration of 108 

cells.mL-1. 

The seeds previously disinfected was placed in 700 mL plastic pots 

containing a mixture of vermiculite and sand (2:1) and then inoculated with 1 mL 

of broth from each bacterial isolate with three replications. During the 

experiment the plants were irrigated with HOAGLAND & ARNON (1950) nutrient 

solution modified by SILVEIRA et al., (1998) diluted to 50% without nitrogen. 
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Also, an uninoculated control treatment was conducted to ensure there was no 

cross contamination. After a period of 45 days the experiment was finished, 

being observed the root nodules formed and the presence of red color, 

indicating symbiotic nitrogen fixation. 

 

Evaluation of symbiotic efficiency in nitrogen fixation of rhizobia 

isolates in lima bean plants. 

 

This experiment was conducted under greenhouse conditions. The 

rhizobia tested, 11 isolates from lima bean (Plu01, Plu02, Plu03, Plu05, Plu06, 

Plu08, Plu08, Plu09, Plu11, Plu13 and Plu14) and the strains SEMIA 4077 

(Rhizobium tropici CIAT 899) and SEMIA 6357 (NGR 234) were evaluated. The 

strain SEMIA 4077 (Rhizobium tropici CIAT 899) is released by the Ministry of 

Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA) from Brazil for the production 

of commercial inoculants to common bean (Phaseolus vulgaris) and SEMIA 

6357 has been included in the experiment due to BNF efficiency in cowpea 

(genotype “UFPI-468” – “Fava miúda” variety) (ANTUNES et al., 2011). These 

strains were obtained from the rhizobia collection SEMIA of the Department of 

Diagnostic and Agricultural Research (DDPA) from Brazil. The inoculum from 

each of the isolates and strains were incubated to a concentration of 108 

cells.mL-1 in YM broth, the same way as previously described in the evaluation 

of the symbiotic capacity of the isolates. 

In this experiment seeds of lima bean were used, which were 

previously disinfected by the method described before. After disinfection, the 

seeds were planted in 1.5 L plastic pots, containing a mixture of vermiculite and 

sand (2:1) and then inoculated with 2 mL of broth from each isolated studied. 

One week later roughing was done leaving one plant per pot and put a sterile 

iron stand to help the plant curl up and stand up.  

The experimental design was randomized blocks with 14 inoculated 

treatments and two controls non-inoculated, one without nitrogen (Control-N) 

and the second with addition of nitrogen (Control+N) at a dose of N equivalent 

to 100 kg.ha-1 receiving NH4NO3, being divided into 5 applications of 10 mL of 

a solution of (4,28 g.L-1) NH4NO3 during the experiment. After the 45 days of 

cultivation period, the plants were collected by separating the shoot from the 
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root system. Shoot dry mass (SDM), root dry mass (RDM), nodule dry mass 

(NDM) were evaluated, and then the nitrogen accumulated N (Nac) in the shoot. 

For this, the shoot was packed in paper bags and dried in oven with 

forced air circulation at 65°C for three days and then ground for the 

quantification of nitrogen by the method described by TEDESCO et al., (1995). 

The roots were washed to remove adhered substrate particles and the nodules 

were removed and dried separately from the bag roots under the same 

conditions as before and weighed in the balance. The relative efficiency index 

(REI) was determined according to BROCKWELL et al., (1966) of BNF of 

rhizobia isolates and strains. 

The REI was calculated using the formula REI = ((NT - NT-N) / (NT 

+ N - NT-N)) x 100 where: NT = total nitrogen of plant of inoculated treatment; 

NT-N = total nitrogen of control uninoculated and without nitrogen; NT + N = 

total nitrogen of control uninoculated and receiving nitrogen supplementation 

(BROCKWELL et al., 1966). 

 

Statistical analysis 

 

The data obtained were submitted to the analysis of variance, being 

the comparison of averages performed by the test of Tukey (p<0,05) using the 

statistical program SPSS 15. 

 

4. RESULTS 

 

Rhizobia isolates obtained. 

 

With the sampling and isolation studies, 28 bacterial isolates were 

obtained from soil samples and nodules: 14 isolates were obtained from soil 

samples (6 and 7) using lima bean as bait; 12 were isolated of nodules of 

Desmodium sp. collected in the field at location Eldorado do Sul; and 2 isolates 

were obtained from soil sample 4 using leucena as bait (Table 2).  
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Table 2. Origin, phenotypic characteristics, growth time in YMA+RC, acidic or alkaline reaction in YMA+BB, and authentication of 
rhizobia isolates obtained from Rio Grande do Sul soils and nodules, evaluated as symbiont of lima bean.  

Isolated  
Origin/ 
Sample 
number 

Form Margin Elevation Color Opacity Consistency 
Growth 

time (days) 
Diameter 

(mm) 

Nodules 
Fix (+) in 

lima 
bean* 

Reaction 
acid/alkaline 

YMA+BB 

Des01 
Eldorado 

do Sul city/ 
1 

Circular Entire Convex Pink Opaque Gummy  4 5 - Acid 

Des04 
Eldorado 

do Sul city/ 
1 

Circular Entire Convex White Opaque Gummy 4 7 - Acid 

Des05 
Eldorado 

do Sul city/ 
1 

Circular Entire Convex White Opaque Gummy 3 7 - Acid 

Des06 
Eldorado 

do Sul city/ 
1 

Circular Entire Convex White Bright  Gummy 4 5 - Acid 

Des08 
Eldorado 

do Sul 
city/1 

Circular Entire Convex White Opaque Gummy 3 6 - Acid 

Des09 
Eldorado 

do Sul city/ 
1 

Circular Entire Convex White Opaque Gummy 4 5 - Alkaline 

Des14 
Eldorado 

do Sul city/ 
2 

Circular Entire Convex White Opaque Gummy 4 5 - Acid 

Des15 
Eldorado 

do Sul city / 
2 

Circular Entire Convex White Opaque Gummy 3 4 - Acid 

Des21 
Eldorado 

do Sul city/ 
3 

Circular Entire Convex White Opaque Gummy 3 4 - Acid 

Des22 
Eldorado 

do Sul city/ 
3 

Circular Entire Convex Pink Opaque Gummy 4 4 - Acid 
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Des: Desmodium sp; Plu: Phaseolus lunatus; YMA+BB: Yeast Mannitol Agar+ Blue de Bromothymol.    * The authentication of the isolates was determined by the leg 
hemoglobin activity evidenced in the lima bean nodules being considered active.

Des23 
Eldorado 

do Sul city/ 
3 

Circular Entire Convex Pink Opaque Gummy 4 5 - Acid 

Des26 
Eldorado 

do Sul city/ 
3 

Circular Entire Convex Pink Bright Gummy 4 9 - Acid 

Leu01 
Porto 

Alegre city/ 
4 

Circular Entire Convex White Opaque Gummy 3 4 - Acid 

Leu02 
Porto 

Alegre city/ 
4 

Circular Entire Convex White Opaque Gummy 3 3 - Acid 

Plu01 
Viamão 
city/ 7 

Circular Entire Convex Pink Bright Gummy 2 2 + Acid 

Plu02 
Viamão 
city/ 7 

Circular Entire Convex Pink Bright Gummy 2 3 + Acid 

Plu03 
Viamão 
city/ 7 

Punctiform Entire Convex Pink Bright Aqueous 8 1 + Alkaline 

Plu04 
Viamão 
city/ 7 

Circular Entire Convex White Bright Gummy 3 4 - Acid 

Plu05 
Viamão 
city/ 7 

Punctiform Entire Convex Pink Opaque Aqueous 7 1 + Alkaline 

Plu06 
Viamão 
city/ 7 

Punctiform Entire Convex Pink Bright Aqueous 7 1 + Alkaline 

Plu07 
Viamão 
city/ 7 

Circular Entire Convex Pink Opaque Aqueous 3 1 + Acid 

Plu08 
Viamão 
city/ 7 

Punctiform Entire Convex Pink Bright Gummy 5 1 + Alkaline 

Plu09 
Viamão 
city/ 7 

Circular Entire Convex Pink Bright Aqueous 5 ≤ 1 + Acid 

Plu10 
Viamão 
city/ 7 

Punctiform Entire Convex Pink Opaque Aqueous 5 1,5 - Alkaline 

Plu11 
Viamão 
city/ 7 

Punctiform Entire Convex Pink Opaque Aqueous 5 ≤ 1 + Alkaline 

Plu12 
Viamão 
city/ 6 

Punctiform Entire Convex Pink Bright Aqueous 5 ≤ 1 - Alkaline 

Plu13 
Viamão 
city/ 7 

Circular Entire Convex Pink Opaque Aqueous 5 1 + Acid 

Plu14 
Viamão 
city/ 7 

Punctiform Entire Convex Pink Opaque Aqueous 5 ≤ 1 + Alkaline 
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Figure 1. Characteristics of rhizobia isolates obtained from soil and nodules 

samples collected in the field. 
 

All isolates showed colony morphology with convex elevation and 

entire border, in addition to the characteristics such as: surface form (circular or 

punctiform), color (white or pink), opacity (opaque or bright), consistency 

(gummy or aqueous), time of first colony onset (between 2 - 8 days) and 

diameter (≤ 1mm or more) could be presumptive of rhizobia (Figure 1).  

The production of acid alkali Related to the reaction in YMA+BB 

medium it was observed that 14 isolates of lima bean six produced acid reaction 

(Plu01, Plu02, Plu04, Plu07, Plu09, Plu13) and eight isolates produced alkaline 

reaction (Plu03, Plu05, Plu06, Plu08, Plu11, Plu12, Plu14). Some bacterial 

isolates such as Plu03, Plu05, Plu06, besides having growth 7-8 days, 

generated alkali production in YMA+BB medium, characteristics that could be 

presumptive of Bradyrhizobium genera (SOMASEGARAN & HOBEN, 1994). 

Among the rhizobia isolate of nodule of Desmodium sp., 11 produced acid 

reaction (Des01, Des04, Des05, Des06, Des08, Des14, Des15, Des21, Des22, 

Des22, Des26) and one (Des09) produced alkaline reaction. The leucena 

rhizobia isolates Leu01 and Leu02 produced acid reaction. 

The production of acid alkali Related to the reaction in YMA+BB 

medium it was observed that 14 isolates of lima bean six produced acid reaction 

(Plu01, Plu02, Plu04, Plu07, Plu09, Plu13) and eight isolates produced alkaline 

reaction (Plu03, Plu05, Plu06, Plu08, Plu11, Plu12, Plu14). Some bacterial 

isolates such as Plu03, Plu05, Plu06, besides having growth 7-8 days, 

generated alkali production in YMA+BB medium, characteristics that could be 

B
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g

h
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presumptive of Bradyrhizobium genera (SOMASEGARAN & HOBEN, 1994). 

Among the rhizobia isolate of nodule of Desmodium sp., 11 produced acid 

reaction (Des01, Des04, Des05, Des06, Des08, Des14, Des15, Des21, Des22, 

Des22, Des26) and one (Des09) produced alkaline reaction. The leucena 

rhizobia isolates Leu01 and Leu02 produced acid reaction. 

In the rhizobia authentication, the isolates Plu01, Plu02, Plu03, 

Plu06, Plu07, Plu08, Plu09, Plu11, Plu13 and Plu14 induced nodules and 

produce leghemoglobin activity in plants of lima bean, being selected to be 

evaluated in a greenhouse experiment to evaluate the BNF efficiency (Table 2) 

 

Symbiotic efficiency of rhizobia isolates in plants of lima bean. 

 

The values of production of shoot dry mass (SDM), root dry mass 

(RDM), dry nodule mass (DNM), accumulated nitrogen (Nac) in shoot and 

Relative Efficiency Index (REI) (BROCKWELL et al., 1966) obtained from lima 

bean cultivate in a greenhouse, are shown in Table 3. A higher shoot dry mass 

in treatments inoculated with isolate Plu14 was observed, followed by Plu03 and 

SEMIA 4077 compared to treatment control with addition of nitrogen 

(Control+N). Plants inoculated with SEMIA 4077 strain produced similar SDM to 

Control+N while those inoculated with strain SEMIA 6357 was lower. The other 

treatments obtained values below the Control+N.  

In the variable root dry mass (RDM) was found that the plants 

inoculated with Plu14 and SEMIA 4077 showed higher RDM compared with 

Control+N. The other treatments were similar to the Control+N with exception 

of control non-inoculated without N (Control-N). 

The nodules dry mass (NDM) were varied between inoculated 

treatments. The highest values in plant inoculated with isolates Plu14, Plu03, 

Plu13 and the strain SEMIA 4077 were obtained, being the isolates Plu14 and 

Plu03 superior to strain SEMIA 4077 (p<0.05). The plants inoculated with strain 

SEMIA 6357, followed by inoculated treatments Plu01, Plu02, Plu05, Plu06, 

Plu07, Plu08, Plu09, Plu11 and Plu13 have low NDM values was found, 

compared to strain SEMIA 4077 recommended by MAPA for common bean 

(Table 3).  
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Table 3. Production of plant. Shoot dry mass (SDM), root dry mass (RDM), 
nodule dry mass (NDM), accumulated nitrogen (Nac) in shoot, Relative Efficiency 
Index (REI) (BROCKWELL et al., 1966) on fava bean (Phaseolus lunatus L.) 
cultivated in a greenhouse conditions. 
 

Treatments  SDM (g) RDM (g) NDM (mg) Nac (mg) REI % 

Control+N  4,74 c 1,33 cde 0 g 186 c 100 

SEMIA 4077 4,65 c 1,69 a 600 b 182 c 97 

SEMIA 6357 2,64 e 1,38 cde 256 c 42 gh 16 

Plu01 2,53 e 1,21 e 200 cde 99 e 54 

Plu02 2,12 f 1,20 e 188 de 67 f 31 

Plu03 5,79 b 1,36 cde 730 a 259 b 146 

Plu05 2,52 e 1,38 cde 220 cd 49 g 20 

Plu06 3,89 d 1,43 bcd 254 c 99 e 58 

Plu07 1,84 fg 1,49 abc 96 f 18 j 2 

Plu08 1,51 g 1,23 de 102 f 26 ij 7 

Plu09 1,66 g 1,26 de 140 ef 33 hi 25 

Plu11 2,77 e 1,50 abc 142 ef 64 f 44 

Plu13 4,23 d 1,19 e 554 b 164 d 82 

Plu14 6,68 a 1,63 ab 754 a 297 a 164 

Control-N 1,84 fg 0,83 f 0 g 14 j 0 
Control-N: non-inoculated control treatment without nitrogen; Control+N: non-inoculated control 
treatment with addition of nitrogen; Plu: isolate of rhizobia, symbiont of lima bean olho de cabra 
preto variety; SEMIA: strain of rhizobia SEMIA collection. Averages followed by the same letter 
in the column do not differ among themselves by Tukey test p<0.05 (n = 5). 

 

Related to the nitrogen fixation capacity, the isolates Plu14 and Plu03 

contributed to a greater accumulation of N in the shoot of plants compared to the 

plants non-inoculated with addition of N (Control+N) and strain SEMIA 4077 with 

significant differences (p<0.05), being the isolate Plu14 superior to all treatments 

(Table 2). In addition, treatment with strain SEMIA 4077 was observed to be 

similar to non-inoculated control treatment Control+N, while treatment with 

SEMIA 6357 had a low N accumulation compared to Control + N. The other 

isolates and Control-N were inferior to the non-inoculated treatment (Control + 

N). 

In this study, the Relative Efficiency Index (REI) according to 

BROCKWELL et al., (1966), the isolates Plu14 and Plu03 stood out as the most 

efficient in biological nitrogen fixation, obtaining an REI of 164 and 146 

respectively, exceeding 100% of control treatment non-inoculated with addition 

of N (control+N). The treatment with strain SEMIA 4077 obtained an REI of 97%, 

followed by treatment with Plu13 isolate of 82%, values close to 100% obtained 
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by Control+N. However, a low REI was observed in the treatment with strain 

SEMIA 6357 equivalent to 16% and 2-58% in the other isolates treatments.  

 

5. DISCUSSION 

 

Isolation, selection and diversity studies of rhizobia with ability to 

perform symbiosis with lima bean still few in Brazil, possibly due to the fact that 

lima bean (P. lunatus L.) is not a native legume in the country (Araujo et al., 

2015). Some studies developed in Peru, where it is considered native, Mexico 

and in the northeast of Brazil, have shown that lima beans can be considered 

promiscuous because they have low host specificity and form symbiosis with 

isolates of four rhizobia genera: Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium 

and Sinorhizobium (ORMEÑO-ORRILLO et al., 2006; ORMEÑO-ORRILLO et 

al., 2007; SANTOS et al., 2011; ANTUNES et al. 2011; LÓPEZ-LÓPEZ et al., 

2013; SANTAMARIA et al., 2014; DURAN et al., 2014; ARAUJO et al., 2015; 

SERVIN-GARCIDUEÑAS et al., 2014; ORMEÑO-ORRILLO et al., 2017). 

In this study was possible to obtain several bacterial isolates on 

YMA+RC medium of soil samples collected from different location of the state 

of Rio Grande do Sul and from root nodules of Desmodium sp., being the highest 

number of rhizobia symbiont of lima bean from soil samples using the same 

plants as bait. Furthermore, the results showed that the rhizobia obtained from 

Desmodium sp and L. leucocephala nodules as bait in soil sample, do not able 

to form nodules in fava bean olho de cabra preto variety in the symbiotic 

evaluation test. This is possible because the symbiotic association and nodule 

formation are dependent on both plant genotype as inoculated isolate and 

environmental conditions (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). 

Among the rhizobia isolates obtained as lima bean symbionts in this 

study, some have characteristics that distinguish the genera Bradyrhizobium. 

Similar results were observed in isolates obtained from nodules of lima bean 

crops in Peru soils, where the genera Bradyrhizobium was the predominant 

symbiont (ORMEÑO-ORRILLO et al., 2006). However, other rhizobia obtained 

in this study showed rapid growth and acid production, similar to characteristics 

found in isolates identified as Rhizobium sp obtained from lima bean variety 

“fava miúda” (SANTOS et al., 2011), but the identification of the genera and 
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species of rhizobia of these isolates obtained in this study requires molecular 

identification by 16S. 

In the evaluation of symbiotic efficiency of isolates of rhizobia, the 

shot dry mass (SDM) of plants besides being considered an indicator of 

nutritional status variable in the production of plant cultivation, allows the 

selection of new isolates to be suggested as strains for the production of 

inoculants (XAVIER et al., 2006; ZILLI et al, 2006; SOUZA et al., 2008). In this 

study, the results showed that Plu03 and Plu14 isolates provided a higher 

production of SDM compared to non-inoculated control treatments (Control-N 

and Control+N) and the strain recommended for common bean SEMIA 4077. 

Similar results were found by ANTUNES et al., (2011) in northeastern of Brazil, 

in the state of Piauí, where they evaluated the efficiency of some isolates 

symbiont of UFPI-468 genotype, collected and described by SANTOS (2008), 

using as criteria the SDM of plants, SEMIA 4077 and SEMIA 6357 (NGR 234) 

strains and an absolute non-inoculated nitrogen free control (Control-N) as 

controls. The authors found that 12 isolates evaluated generated in plants a 

SDM similar to the two strains SEMIA 4077 and SEMIA 6357, which were 

efficient and higher than the absolute control (Control-N). However, these 

results also contrast with those obtained in the study in lima bean (Table 3) with 

strain SEMIA 6357, where low SDM of plants was found under both strain 

SEMIA 4077, Plu03 and Plu14 isolates and non-inoculated treatment control 

(Control-N). 

Other similar result was found in one study from the state of Piauí, 

Brazilian northeast, where native isolates of genera Rhizobium and 

Bradyrhizobium were evaluated in lima bean plants of “Boca de Moça” and 

“Branca” varieties in three evaluation periods (37 days after germination, 50 

days after pod emission and 63 days in the declining nitrogen fixation period). 

The authors reported that plants inoculated with Bradyrhizobium (ISOL18) 

showed a higher continuous increase of SDM of plants during the three periods 

(COSTA NETO et al., 2017). 

In the variable root dry mass (RDM) of plants, the results showed that 

the plants inoculated with Plu14 isolated and the SEMIA 4077 strain influenced 

a higher increase of root growth of lima bean plants, being superior to the non-

inoculated control treatments (Control + N and Control N). Similar results were 
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found by COSTA NETO et al., (2017) in the “Boca de Moça” and “Branca” 

varieties of lima bean inoculated with Rhizobium and Bradyrhizobium isolates, 

where they showed that Bradyrhizobium isolate (ISOL18) increased the RDM of 

plants during the three periods of evaluation. Contrary to the results obtained by 

ANTUNES et al. (2011) in lima bean genotype UFPI-468, where rhizobia 

isolates had no influence on root growth compared to control (Control-N). 

Regarding the nodules dry mass (NDM) is a widely used variable as 

an indication of nodulation, which allows to determine the best performance of 

symbiotic association (DÖBEREINER, 1966; BOHRER & HUNGRIA, 1998; 

HUNGRIA & BOHRER, 2000 FERREIRA & CASTRO, 1995; ARAÚJO et al., 

2007), being evidenced in this study the highest performance in the isolates 

Plu14, Plu03 and Plu13, and strain SEMIA 4077, standing out the isolates Plu14 

and Plu03 as superior to strain SEMIA 4077. Similar results were found by 

COSTA NETO et al., (2017) where the isolate ISOL18 (Bradyrhizobium sp) 

induced a higher NDM in lima bean plants Boca de Moça and Branca varieties. 

In the same way, ANTUNES et al. (2011) reported that seven isolates of lima 

bean genotype UFPI-468 showed the best nodulation performance, similar to 

the SEMIA 4077 and SEMIA 6357 strains used as control. Although in our study 

with lima bean plants inoculated with the SEMIA 6357 strain showed low 

nodulation, as did the other isolates, (Table 3) and these results can be 

explained by the fact that nodule formation is dependent on plant genotype, 

isolate or inoculated strains and environmental conditions (MOREIRA & 

SIQUEIRA, 2006). varieties compared to Rhizobium sp. which showed a low 

nodulation. 

In relation to the nitrogen accumulated (Nac) in shoot of the plants 

the results indicate that the treatments with the isolates Plu14 and Plu03 

presented higher ability to fix N atmospheric by symbiotic association and supply 

it to the lima bean plant in conditions of this experiment, being superior to the 

non-inoculated control treatment without N (Control-N), non-inoculated control 

with N addition (Control + N) and SEMIA 4077 strain. These results are similar 

and agreement with those found by ANTUNES et al. (2011), where showed that 

eight of the isolates tested in lima bean genotype UFPI-468 also had higher 

ability to fix N atmospheric. Likewise, the results agree with that found by 
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COSTA NETO et al. (2017), where the isolate ISOL18 stood out for increasing 

Nac in lima bean Boca de Moça and Branca varieties.  

In addition, the strain SEMIA 4077 that had not been evaluated on 

lima bean olho de cabra preto variety plants facilitated a higher nitrogen 

accumulation in the shoots similar to non-inoculated control treatment with 

addition of N (Control + N). This open the possibility of being recommended for 

this variety of lima bean in addition to the genotype UFPI-468 where this same 

strain had higher ability to fix nitrogen (ANTUNES et al., 2011). However, SEMIA 

6357 induced a lower accumulation of N in the shoot compared to the control 

(Control + N), differing from that found by ANTUNES et al., (2011) in the 

genotype UFPI- 468, where strain SEMIA 6357 showed higher Nac. 

The relative efficiency index – REI (BROCKWELL et al., 1966) 

indicate the percentage efficiency of bacteria on nitrogen fixation in symbiotic 

association with legumes. The results in this study showed that Plu03 and Plu14 

isolates were the most efficient, due to the REI values exceeded 100%, above 

the minimum efficiency of 70% expected from rhizobia potentially efficient 

(MIRANDA, 1995). These isolates were the same ones that also presented 

higher SDM, RDM, DNM and Nac. Likewise, in a study with lima bean genotype 

UFPI-468, the authors found eight isolates efficient in biological nitrogen fixation 

(ANTUNES et al., (2011) using the efficiency index according to FARIA & 

FRANCO (2002). 

In case of SEMIA 4077 and SEMIA 6357 strains, the results showed 

that only SEMIA 4077 strain showed a REI above 70% minimum, differing from 

that found by ANTUNES et al., (2011) in the lima bean UFPI-468 genotype 

where SEMIA 6357 was efficient. 

 

6. Conclusion 

 

The rhizobia isolates Plu03 and Plu14 rhizobia are efficient in 

biological nitrogen fixation in fava bean plants, and may be recommended for 

future agronomic efficiency studies with strain SEMIA 4077 in different soils, 

both in the greenhouse and in the field for lima bean olho de cabra preto variety. 
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CAPÍTULO IV – Rizobios nativos eficientes en la fijación de 
nitrógeno en Leucaena leucocephala en Rio Grande do Sul, 

Brasil3

 

 

1. RESUMO  

A seleção de rizóbios autóctones promissores, fixadores de nitrogênio 

(N) é importante para a produção de leucena utilizada para a produção pecuária. 

No Rio Grande do Sul (RS), Brasil, existem poucas informações sobre isolados 

de rizóbios autóctones com capacidade simbiótica com plantas de leucena. O 

objetivo deste trabalho foi selecionar isolados de rizóbios autóctones, eficientes 

na fixação biológica de nitrogênio em plantas de leucena no estado do Rio 

Grande do Sul. Foram coletadas amostras de solo e nódulos em diferentes locais 

do Estado do Rio Grande do Sul e, logo foram utilizadas sementes de leucena 

para obter os nódulos que em seguida foram processados em meios de cultura 

para a obtenção dos isolados. Foi conduzido um experimento em casa de 

vegetação para avaliar a eficiência dos isolados de rizóbios, determinando-se a 

massa seca da parte aérea, massa seca da raiz, número de nódulos e nitrogênio 

acumulado nas planta.s Foram selecionados os isolados de rizóbios Leu01 e 

Leu02 como eficientes na fixação de N por proporcionaraem o aumento da 

MSPA e acumulo de N nas plantas de leucaena, semelhante ao tratamento 

controle não inoculado que recebeu fertilização nitrogenada, sendo estes 

isolados considerados como promissores que poderiam ser utilizados em outros 

estudos em casa de vegetação e campo desta leguminosa. 

 
Palavras-chave: Simbioses, leguminosas, promoção de crescimento vegetal. 

                                                           
3 Artigo submetido à revista Biotecnología en el Sector Agropecuario y Agroindustrial  
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2. Introducción 

 

La producción animal, principalmente la ganadería es una de las 

actividades más importante en el estado de Rio Grande do Sul, Brasil, siendo los 

pastos nativos la base para la alimentación animal. La necesidad de incrementar 

la producción de alimentos para la producción animal ha permitido el estudio de 

leguminosas como Leucaena leucocephala por su versatilidad, siendo utilizada 

como forraje, integrada con pastos y otros cultivos anuales, el desarrollo de 

sistemas silvopastoriles y agroforestales, el control de maleza por alelopatía, la 

recuperación de áreas degradadas y reforestación en suelos tropicales 

(KAMINSKI et al., 2005; BUENO & CAMARGO, 2015; JETANA, 2016; 

NICODEMO et al., 2018; CONRAD et al., 2018; ESCALANTE, 2019; KANT et 

al., 2019; RIBEIRO et al., 2019).  

En el Estado de Rio Grande do Sul, debido a las condiciones 

subtropicales como las bajas temperaturas en el invierno y la acidez de los 

suelos, se han realizado estudios sobre el crecimiento y supervivencia de 

especies y accesiones de leucaena, dentro de las cuales se encuentra Leucaena 

leucocephala; determinándose una tasa alta de crecimiento y sobrevivencia a las 

condiciones edafoclimáticas del sur de Brasil, siendo reportada como una de las 

especies de mayor potencial para ser cultivada (KAMINSKI, 2005). 

Por otra parte, algunos estudios demuestran que L. leucocephala 

posee la capacidad de establecer asociación simbiótica con diversos géneros de 

rizobios como Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium y Mesorhizobium con 

capacidad de fijar N (BUENO & CAMARGO, 2015; KANG et al., 2018;  

CUBILLOS-HINOJOSA et al., 2019; RAMIREZ et al., 2020) a través de la 

formación de estructuras conocidas como nódulos que facilitan la captación de 

N atmosférico por medio de la fijación biológica de N.  

En Brasil, existen cepas de rizobios que se encuentran en la colección 

SEMIA del Departamento de Diagnóstico e Investigación Agropecuaria (DDPA), 

recomendadas para leucaena y liberadas para la producción de inoculantes por 

el Ministerio de Agricultura, Pesca y Abastecimiento (MAPA) de Brasil. Sin 

embargo, en el estado de Rio Grande do Sul no se han desarrollado estudios de 

aislamiento y selección de rizobios nativos, adaptadas a las condiciones 

subtropicales y capaces de establecer asociación simbiótica con leucaena.  
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Por tanto, el objetivo de esta investigación fue seleccionar rizobios 

nativos en el estado de Rio Grande do Sul simbiontes de leucaena, eficientes en 

la fijación biológica de nitrógeno que puedan ser utilizados como inoculantes en 

los sistemas de producción agropecuaria.  

 
 

3. Método  

 

Este estudio se realizó en el Laboratorio de Microbiología de Suelos y 

en el invernadero del Departamento de Suelos de la Universidad Federal do Rio 

Grande do Sul (UFRGS). Se tomaron muestras de suelo en diferentes lugares 

de las zonas rurales del estado de Rio Grande do Sul, Brasil (Tabla 1). El 

muestreo se realizó a juicio a una profundidad de 0-20 cm, considerándose la 

presencia de plantas leguminosas nativas o introducidas. Adicionalmente, fueron 

recolectados nódulos de plantas de Desmodium sp en la Estación Experimental 

Agronómica (EEA) de la UFRGS en el municipio Eldorado do Sul. 

 

Tabla 1. Localización de las muestras recolectadas.   

 

Muestra Lugar  Latitud (S) Longitud (O) Leguminosa predominante en el área 

1 Eldorado do Sul - RS 30°5’19.03” 51°40’28.21” Desmodium sp. 

2 Eldorado do Sul – RS 30°5’16.75” 51°40’29.24” Desmodium sp. 

3 Eldorado do Sul – RS 30°6’58.50” 51°39’57.98” Bracatinga (Mimosa sp) 

4 Porto Alegre – RS 30°4’15.87” 51°8’20.55” Leucaena (Leucaena leucocephala)  

5 Viamão – RS 30°7’43.57” 51°4’4.44” Maricá (Mimosa bimucronata) 

6 Viamão – RS 30°7’51.18” 51°3’58.67” Inga (Inga marginta) 

7 Viamão – RS 30°7’50.46” 51°4’0.46” Arbórea sem identificar  

 
 

Aislamiento y caracterización de rizobios 

 

Las muestras de suelo fueron recolectadas y transportadas al 

Laboratorio de Microbiología del Suelo y posteriormente se colocaron 10 g de 

cada muestra en 90 ml de solución salina al 0,85%, manteniéndose en agitación 

durante tres horas. 

Para el aislamiento de rizobios a partir del extracto de suelo se instaló 

un experimento, utilizando como trampa semillas de plantas de leucaena 

recolectadas en campo para obtener nódulos. Estas semillas fueron 

escarificadas con papel de lija No. 100 durante 1 minuto y posteriormente 



40 
 

 
 

desinfectadas por inmersión sucesiva en alcohol al 70% durante 30 segundos, 

hipoclorito de sodio al 2,5% durante 30 segundos e inmediatamente se enjugaron 

seis veces consecutivas con agua destilada estéril (VINCENT, 1970). Luego, las 

semillas se sembraron por separado en vasos plásticos que contenían una 

mezcla de vermiculita y arena (2:1) e inmediatamente se realizó la adición de 2 

mL de la suspensión liquida de las muestras de suelo en cada vaso, utilizándose 

5 repeticiones para cada muestra. Los vasos fueron regados con la solución 

nutritiva Sarruge (SARRUGE, 1975), para mantener a las plántulas durante el 

experimento en condiciones de laboratorio. 

Transcurridos 45 días después de adición de la suspensión de suelo, 

se realizó la separación de los nódulos de las raíces de las plántulas de leucaena 

y posteriormente se desinfectaron, utilizándose la misma metodología descrita 

anteriormente (VINCENT, 1970). Posteriormente, en cabina de flujo laminar los 

nódulos fueron macerados por separado con un bastón de vidrio en tubos de 

ensayo estériles. La suspensión obtenida de los nódulos macerados se inoculó 

en placas de Petri con medio de cultivo de levadura manitol con rojo congo (LMR) 

en cabina de flujo laminar utilizando el método de la gota y dispersión por estrías 

(MACHADO et al, 2016). Seguidamente, las placas fueron incubadas a 28 ºC ± 

2 durante 10 días. Los nódulos recogidos en campo de Desmodium sp. fueron 

desinfectados y procesados de la misma manera que fue descrita anteriormente. 

Todos los aislamientos bacterianos fueron transferidos a otras cajas 

de Petri con medio LMR con el propósito de obtener colonias con morfología 

persistente. Se realizó una evaluación diaria del crecimiento bacteriano de cada 

placa y con la ayuda de un microscopio estereoscópico, se determinó la 

morfología colonial, observándose el diámetro y color de la colonia, tipo de borde, 

opacidad, consistencia y tiempo de crecimiento (TZEC-GAMBOA et al., 2020). 

Además, se evaluó el cambio de pH en el medio de cultivo de levadura manitol 

con adición de azul de bromotimol (LMA+AB). Los aislamientos puros se 

mantuvieron en tubos de ensayo de medio LMA en refrigeración a 4 °C. 
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Evaluación de la capacidad simbiótica in vitro de los aislamientos 

obtenidos.  

 

Los aislamientos obtenidos a partir de nódulos generados por la 

adición de la suspensión de las muestras de suelos en plantas de leucaena y los 

aislamientos obtenidos a partir de nódulos de Desmodium sp. recolectados en 

campo, además de tres cepas de rizobios Vp16, Lc348, Din3 del banco de cepas 

de rizobios del Laboratorio de Microbiología de Suelos de la UFRGS, fueron 

evaluados en cuanto a su capacidad para inducir la formación de nódulos en 

plantas de leucaena en condiciones in vitro. Para esto, se usaron tubos de 

ensayo que contenían 30 mL de solución nutritiva de Sarruge 25% (SARRUGE, 

1975) semisólida, previamente esterilizado en autoclave. 

Los aislamientos obtenidos fueron transferidos para obtener los 

inóculos en tubos falcon que contenían 30 mL de medio de cultivo líquido de 

levadura manitol (LM) y se mantuvieron en una incubadora orbital a 28 °C ± 2 

con agitación a 120 rpm según el tiempo de crecimiento de cada aislamiento, 

hasta alcanzar una concentración de 108 células.mL-1 verificada por medio de 

recuento en placa. 

En cabina de flujo, en cada tubo fue colocado una semilla de leucaena 

pre-germinada en cabina de flujo laminar, realizándose 3 repeticiones por cada 

aislamiento bacteriano. Luego, se inoculó 1 mL de caldo de cada aislamiento en 

cada tubo. Después de la inoculación, los tubos se mantuvieron en un 

lampadario con 8 h luz por día a temperatura ambiente. Se utilizó como control 

un tubo no inoculado. Transcurrido un período de 40 días, fue observada la 

formación de nódulos en las raíces de las plantas y verificado si estos se 

encontraban activos por la coloración rojiza que genera la actividad de la leg-

hemoglobina, que indica fijación biológica de N. 

 

Evaluación de la eficiencia simbiótica en la fijación de nitrógeno por 

los rizobios. 

 

Los aislamientos de rizobios fueron seleccionados del experimento in 

vitro anteriormente descrito, por su capacidad de inducir la formación de nódulos 

en plantas de leucaena. Estos aislamientos, fueron evaluados en cuanto a su 
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eficiencia en la fijación biológica de N en condiciones de invernadero. Para esto, 

cinco semillas de leucaena previamente escarificadas y desinfectadas fueron 

sembradas en vasos Leonard, que contenían una mezcla de vermiculita y arena 

(2:1) en la superior y en la parte inferior solución nutritiva Sarrugue (SARRUGE, 

1975) exenta de N. Seguidamente, se realizó la inoculación de las semillas con 

los aislamientos de rizobios seleccionados, adicionando 2 mL de inóculo en 

concentración de 10-8 células.mL-1. Se utilizaron como tratamiento control las 

cepas de la colección SEMIA: 6361 (Bradyrhizobium sp), 6097 (Bradyrhizobium 

sp), 4077 (Rhizobium tropici CIAT 899) recomendadas para leucaena y liberadas 

por el Ministerio Agricultura, Pecuaria y Abastecimiento (MAPA) de Brasil para la 

industria de inoculantes. Una semana después, se hizo el raleo de las plantas 

dejando solo una planta por vaso. 

Se siguió un diseño experimental de bloques al azar con 17 

tratamientos y cinco repeticiones, donde fueron evaluados 11 aislamientos, 2 

cepas recomendadas de la colección de cepas “SEMIA” de rizobios y dos 

controles sin inoculación. Uno de estos controles sin inocular fue sin adición de 

N (Control-N) y el otro con adición de N (Control+N), utilizándose una dosis de N 

de 100 kg.ha-1 en la forma de nitrato de amonio (NH4NO3). Esta dosis de N se 

adicionó fraccionada, semanalmente en 6 aplicaciones de 10 mL de una solución 

(1,2 g.L-1) de NH4NO3.  

Transcurrido un periodo de 60 días de cultivo, las plantas fueron 

retiradas de los vasos, separando la parte aérea del sistema radicular. Se 

determinó la masa seca de la parte aérea (MSPA), la masa seca de la raíz 

(MSR), el número de nódulos (NN) y el nitrógeno total acumulado (Nac) de la 

parte área y posteriormente el índice de eficiencia relativa (IER) (BROCKWELL 

et al., 1966) de la fijación biológica de N de los aislamientos de rizobios. Para 

esto, la parte aérea de las plantas se colocó en bolsas de papel y se dejó 

secando en un horno de circulación forzada a 65 °C durante tres días, luego se 

procedió a molerlas para la posterior determinación de N (MENEGHETTI, 2018). 

Las raíces fueron lavadas con el fin de eliminar las partículas del sustrato 

adheridas, los nódulos se separaron para su cuantificación y lass raíces se 

secaron en el horno y se pesaron en la balanza. 
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El IER se calculó utilizando la fórmula (Ec.1) (BROCKWELL et al., 1966): 

 

𝐸𝐹𝑅 =  ((𝑁𝑇 −  𝑁𝑇 − 𝑁) / (𝑁𝑇 +  𝑁 −  𝑁𝑇 − 𝑁)) 𝑥 100          (Ec.1) 

 

Donde: 

NT = nitrógeno total de la planta con tratamiento inoculado. 

 

NT-N = nitrógeno total del tratamiento control no inoculado y sin adición de 

nitrógeno, que en este caso fue considerado como 0 mg debido a que la masa 

seca de este tratamiento fue poca, lo que no permitió su análisis. Sin embargo, 

las plantas tienen una baja cantidad de nitrógeno que proviene de la reserva de 

la semilla (EL KADER et al., 2008). 

 

NT+N = nitrógeno total del tratamiento control no inoculado con adición de 

nitrógeno. 

 

Los datos obtenidos se sometieron a análisis de varianza y a la prueba 

de comparación de medias de Tukey (p<0,05), utilizando el paquete estadístico 

SPSS 15. 

 

4. Resultados 

 

Aislamientos obtenidos a partir de muestras de suelo.  

 

En el aislamiento a partir de muestras de suelo utilizando plantas de 

leucaena como trampa para obtener nódulos, se obtuvieron 17 aislamientos, 

siendo 2 a partir de la muestra 1 (Leu09, Leu10), 2 de la muestra 2 (Leu11, 

Leu12), 1 de la muestra 3 (Leu13), 8 de la muestra de 4 (Leu01, Leu02, Leu03, 

Leu04, Leu05, Leu06, Leu07, Leu08), 1 a partir de la muestra 5 (Leu14), 1 de la 

muestra 6 (Leu15) y 2 de la muestra 7 (Leu16, Leu17). Resultados similares 

fueron encontrados en un estudio de caracterización de rizobios simbiontes de 

leucaena en diferentes locales en Mérida (México), donde se obtuvieron 23 

aislamientos de rizobios (TZET-GAMBOA, 2020).  
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Se observó una escasa nodulación a partir de las muestras de suelo 

de algunos puntos de muestreo y esto puede deberse a que no existían cultivos 

o plantas de leucaena en estas localidades, con excepción de la muestra 4 donde 

se obtuvo el mayor número de aislamientos con 47 % (Figura 1) que fue tomada 

de suelo rizósferico de una planta de leucaena. Las plantas de leucaena se 

caracterizan por presentar una alta especificidad para establecer asociación 

simbiótica con rizobios, lo que limita la fijación biológica de N con los rizobios 

que forman nódulos (HERNANDEZ et al., 2012; CUBILLOS-HINOJOSA et al, 

2019). En un estudio de aislamientos de rizobios en diferentes puntos de 

muestreo en campo, fueron encontrados también una baja nodulación, 

atribuyendo esto a la inexistencia de cultivos de leucaena (HERNANDEZ et al., 

2012). 

 
 

 
 
Figura 1. Porcetaje de aislamientos obtenidos de muestras de suelo por 

localidades en el Estado de Rio Grande do Sul, Brasil.  
 

A partir de los nódulos de plantas de Desmodium sp recolectadas en el campo 
se obtuvieron 12 aislamientos, que posteriormente fue determinado si tenían la 
capacidad de formar nódulos en las plantas de leucaena (Cuadro 2).  
 

Evaluación de la capacidad simbiótica in vitro de los aislamientos 

obtenidos. 

 

En la prueba de evaluación de la capacidad simbiótica in vitro de los 

aislamientos obtenidos, fue evidenciada por la producción de la coloración rojiza 
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al interior del nódulo por actividad de la leg-hemoglobina, siendo determinados 

como rizobios simbiontes de leucaena los aislamientos Leu01, Leu02, Des04, 

Des05, Des06, Des09, Des15 y Des23 (Tabla 2), los cuales fueron seleccionados 

para el experimento de eficiencia en la fijación biológica de nitrógeno. Las tres 

cepas Vp16, Lc348, Din3 del banco de aislamientos de rizobios del Laboratorio 

de Microbiología de Suelos de la UFRGS, que fueron incluidas en este 

experimento no tuvieron la capacidad para inducir la formación de nódulos, a 

pesar de su capacidad de establecer simbiosis con otras leguminosas (SANTOS, 

2018).  

 

Evaluación de la eficiencia en la fijación biológica de nitrógeno de 

los rizobios 

  

Los resultados de MSPA, MSR, NN, Nac y el índice IER determinados 

en las plantas de leucaena inoculadas con los aislamientos y las cepas SEMIA 

de rizobios son presentados en la Tabla 3.  

Se encontró una mayor masa seca en los tratamientos con los 

aislamientos de rizobios Leu01, Leu02, las tres cepas SEMIA 6361, SEMIA 6097 

y SEMIA 4077, presentando diferencias con el tratamiento control no inoculado 

y sin adicion de N (Control-N), como tampoco hubo diferencias con el tratamiento 

control no inoculado, que recibió adición de nitrógeno (Control+N) según la 

prueba de Tukey. Estos resultados indican que tanto los aislamientos de rizobios 

Leu01 y Leu02 como las cepas SEMIA promueven el crecimiento de las plantas 

de leucaena. Resultados similares fueron obtenidos en un estudio con cepas 

nativas de Rhizobium sp inoculadas en plantas de leucaena, donde las cepas 

contribuyeron en el aumento la masa seca de las plantas (CUBILLOS-

HINOJOSA et al., 2019). En contraste, difieren de los resultados encontrados en 

un estudio realizado por RAMOS & SOUZA (2013) con cepas de la colección de 

rizobios del Instituto Nacional de Investigaciones de la Amazonia (INPA) de 

Brasil, que fueron inoculadas en plantulas de leucaena, evaluando el efecto 

sobre la masa seca y comparadas con el control sin inocular y que recibió 

fertilizacion nitrogenada, no encontrando diferencias entre los tratamientos.  
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Tabla 2. Origen, características fenotípicas, tiempo de crecimiento en medio LMV, prueba de reacción acida o alcalina en medio LMA+AB, verificación de nódulos activos de los 
aislamientos obtenidos de suelos de Rio Grande do Sul y de nódulos de plantas de Desmodium sp, evaluados como simbiontes de leucaena.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La evaluación de la capacidad simbiótica de los aislamientos con leucaena fue determinada por la actividad de la leghemoglobina evidenciada nos nódulos siendo considerados fix (+) 
activos, fix (-) negativo. Des: Desmodium sp.; Leu: Leucaena leucocephala; LMA+AB: Levedura manitol agar+ azul de bromotimol

Aislamiento 
Lugar/ 

Muestra 
Forma Borde Elevación Color Opacidad Consistencia 

Tiempo de 
crecimiento 

(días) 

Tamaño 
(mm) 

Nódulos 
activos 

Leucaena 
Fix* 

Reacción 
acida/alcalina 

LMA+AB 

Des01 

Eldorado 
do Sul / 1 

Circular 

Entero Convexa 

Rosada Opaca Gomosa 4 5 - Acida 

Des04 Blanca Opaca Gomosa 4 7 + Acida 

Des05 Branca Opaca Gomosa 3 7 + Acida 

Des06 Blanca Brillante Gomosa 4 5 + Acida 

Des08 Blanca Opaca Gomosa 3 6 - Acida 

Des09 Blanca Opaca Gomosa 4 5 + Alcalina  

Des14 Eldorado 
do Sul / 2 

Blanca Opaca Gomosa 4 5 - Acida 

Des15 Blanca Opaca Gomosa 3 4 + Acida 

Des21 

Eldorado 
do Sul / 3 

Blanca Opaca Gomosa 3 4 - Acida 

Des22 Rosada Opaca Gomosa 4 4 - Acida 

Des23 Rosada Opaca Gomosa 4 5 + Acida 

Des26 Rosada Brillante Gomosa 4 9 - Acida 

Leu01 

Porto 
Alegre / 4 

Blanca Opaca Gomosa 3 4 + Acida 

Leu02 Blanca Opaca Gomosa 3 3 + Acida 

Leu03 

Puntiforme  

Blanca Brillante Gomosa 3 2 - Acida 

Leu04 Rosada Opaca Acuosa  5 1 - Alcalina 

Leu05 Rosada Brillante Acuosa 3 3  - Alcalina 

Leu06 Blanca Brillante Gomosa 3 2  - Acida  

Leu07 

Circular  

Blanca Opaca Acuosa 3 3  - Alcalina 

Leu08 Blanca Brillante Gomosa  4 1  - Alcalina 

Leu09 Eldorado 
do Sul/ 1 

Rosada Opaca Gomosa  4 1  - Alcalina 

Leu10 Rosada Opaca Gomosa 5 1  - Alcalina 

Leu11 Eldorado 
do Sul / 2 

Rosada Opaca Acuosa 5 ≤ 1  - Alcalina 

Leu12 

Puntiforme 

Rosada Brillante  Gomosa  5 1,5  - Alcalina  

Leu13 Eldorado 
do Sul/ 3 

Rosada Opaco Gomosa 5 ≤ 1  - Alcalina 

Leu14 Viamão/ 
5 

Rosada Opaca Acuosa 5 ≤ 1  - Alcalina 

Leu15 Viamão/ 
6 Circular 

Rosada Opaco Acuosa 5 1  - Alcalina 

Leu16 Viamão/ 
7 

Rosada Opaco Acuosa 5 ≤ 1 mm - Alcalina 

Leu17 Rosada Brillante Gomosa 5 1 - Alcalina 
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Tabla 3. Valores promedio de masa seca de la parte aérea (MSPA), masa seca 
de la raíz (MSR), número de nódulos (NN), nitrógeno acumulado (Nac) de las 
plantas inoculadas con rizobios y el índice de eficiencia relativa (IER).  
  

Tratamientos 
MSPA MSR  NN  Nac IER  

g  - mg % 

Control+N 0,35 a 0,24 a   0 d   6,32 a 100 

SEMIA 6361 0,41 a 0,24 a 30 b 10,78 a 141 

SEMIA 6097 0,33 a 0,24 a 32 b   7,69 a 113 

SEMIA 4077 0,43 a 0,20 a 35 ab 10,83 a 148 

Leu01 0,37 a 0,21 a 40 a   9,31 a 129 

Leu02 0,37 a 0,21 a 34 b   8,00 a 127 

Des04 0,14 b 0,09 a   6 c 0,00* 0 

Des05 0,14 b 0,11 a   8 c 0,00* 0 

Des06 0,16 b 0,11 a   8 c 0,00* 0 

Des09 0,12 b 0,13 a   9 c 0,00* 0 

Des15 0,15 b 0,10 a   9 c 0,00* 0 

Des23 0,16 b 0,12 a   9 c 0,00* 0 

Control-N  0,10 b 0,09 a   0 d 0,00* 0 

* No determinado en este tratamiento por la poca cantidad de muestra. Letras distintas indican diferencias significativas 
entre tratamientos, según prueba de tukey al 5%. 

 

Por otra parte, fue evidenciado en las plantas de leucaena inoculadas 

con los aislamientos de rizobios obtenidos de nodulos de Desmodium sp. una 

baja MSPA, semejante al tratamiento control no inoculado sin adicion de N 

(Controle-N). Estos resultados pueden estar asociado a la baja nodulación 

presentada, a pesar de que estos aislamientos de rizobios fueron determinados 

como simbiontes de leucena en la prueba de capacidad simbiótica, concordando 

con un trabajo similar (HERNANDEZ et al., 2012), donde fue reportado que no 

todos los rizobios que establecen simbiosis con leguminosas son eficientes en la 

fijacion biologica de N.   

En la masa seca de la raíz no fueron observadas diferencias entre los 

tratamientos, lo que indica que los rizobios no estimularon el crecimiento 

radicular de plantas de leucaena.  

En cuanto al número de nódulos (NN) se evidenció que los 

aislamientos de rizobios Leu01, Leu02 y las tres cepas (SEMIA 6361, SEMIA 

6097 y SEMIA 4077) fueron los que tuvieron mayor capacidad de formar nódulos 

en comparación con los aislamientos de nódulos de Desmodium sp. simbiontes 

de leucaena que presentaron una baja nodulación. Estos resultados coinciden 

con los observados en un estudio de establecimiento de sistemas silvopastoriles 

en campo, donde semillas de leucaena fueron inoculadas con el producto 

comercial Ferbiol que contenía la cepa Rhizobium loti, cultivadas en vivero y 
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posteriormente sembradas en campo durante ocho semanas, donde no 

evidenciaron diferencias en el número de nódulos entre las plantas inoculadas y 

no inoculadas, sin embargo encontraron que los nódulos de las plantas no 

inoculadas se encontraban inactivos, ya que son nódulos establecidos por 

rizobios autóctonos del suelo (BUENO & CAMARGO, 2015). Otros resultados 

similares fueron evidenciados en una investigación realizada en invernadero con 

aislamientos Rhizobium sp. nativos y una cepa comercial inoculados en semillas 

y plántulas de leucaena, que estimularon la nodulación de las plantas 

favoreciendo la fijación de N (CUBILLOS-HINOJOSA et al, 2019).  

En el N acumulado por las plantas (Nac), los resultados obtenidos 

muestran que los aislamientos de rizobios Leu01, Leu02 y las tres cepas (SEMIA 

6361, SEMIA 6097 y SEMIA 4077) proporcionaron una acumulación de N similar 

al tratamiento control no inoculado que recibió fertilización nitrogenada 

(Controle+N) según la prueba de Tukey, con la diferencia de que nitrógeno 

acumulado por las plantas inoculadas con rizobios es proveniente de la fijación 

biológica de N y de la reserva que poseen las semillas (EL KADER et al., 2008). 

Resultados similares fueron encontrados en un estudio, donde los aislamientos 

de Rhizobium sp. y las cepas comerciales incrementaron el porcentaje de 

nitrógeno en las plantas de leucaena inoculadas favoreciendo el crecimiento 

vegetal en condiciones de invernadero (CUBILLOS et al.,2019).  

Además, el índice de eficiencia relativa (IER) (BROCKWELL et al., 

1966) que muestra el porcentaje de eficiencia de una bacteria en asociación 

simbiótica con leguminosas en fijar N, permitió evidenciar que tanto los 

aislamientos Leu01 y Leu02 como las tres cepas (SEMIA 6361, SEMIA 6097 y 

SEMIA 4077) presentaron porcentaje de eficiencia similar o superior al control 

no inoculado y que recibió fertilización nitrogenada (Control+N), lo que permite 

inferir que estos aislamientos y cepas son eficientes en la fijación biológica de N.  

 

5. CONCLUSIONES 

 

Los aislamientos de rizobios Leu01 y Leu02 obtenidos en este estudio 

son eficientes en fijar nitrógeno en asociación simbiótica con plantas de 

leucaena. Por tanto, pueden ser utilizados en próximas etapas de estudios de 
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invernadero y campo para su evaluación agronómica que comprueben su 

potencial como futuras cepas de inoculantes.  

Los aislamientos de rizobios obtenidos de nódulos de Desmodium sp. 

no son eficientes en la fijación biológica de nitrógeno en plantas de leucaena.  
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CAPÍTULO V – Aplicação conjunta de substâncias húmicas e 

rizobactérias promotoras de crescimento inoculadas e co-

inoculadas em plantas de Phaseolus lunatus L. e Leucaena 

leucocephala (Lam) de Wit.  

 

 

1. Resumo  

 

Dentre as estratégias de produção sustentável encontram-se a co-

inoculação de rizóbios e Azospirillum e o uso de substâncias húmicas (SH) na 

promoção de crescimento de plantas. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o 

efeito da inoculação ou co-inoculação de rizóbios e Azospirillum brasilense em 

conjunto com SH na promoção de crescimento e nodulação em feijão-fava e 

leucena. Para isto, foram instalados em casa de vegetação experimentos com o 

cultivo de cada espécie de planta. O desenho experimental foi o de blocos 

casualizados com cinco repetições. Foram utilizados vasos plásticos contendo 

mistura estéril de vermiculita e areia (2:1). Em seguida, realizou-se a semeadura 

com sementes seguida da inoculação de rizóbios, e da co-inoculação com            

A. brasilense. Posteriormente, foram adicionadas as SH: ácidos húmicos e 

fúlvicos na dose recomendada pelo fabricante de 4L.ha-1. Tanto para os 

experimentos com leucena como feijão-fava foram conduzidos tratamentos 

controles sem inoculação, com adição de uma dose de nitrogênio (N) equivalente 

a 100 kg.ha-1, na forma de NH4NO3 com ou sem as SH. Após 45 dias de cultivo, 

os experimentos foram colhidos, sendo determinada a massa seca da parte 

aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), o N acumulado na parte aérea (Nac) 

e o índice de eficiência relativa (Ef). Além disso, em plantas de feijão-fava foi 

determinada a massa dos nódulos secos (MNS) enquanto em leucena foi o  
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número de nódulos (NN). Os resultados mostraram que em plantas de feijão-

fava e leucena houve um aumento maior da MSPA, MSR e Nac nos tratamentos 

que receberam SH e co-inoculação com rizóbios e A. brasilense, seguido pelos 

tratamentos que foram inoculados somente com rizóbios e SH, e os tratamentos 

que receberam N e SH em comparação adição de N e a inoculação isolada dos 

rizóbios. A aplicação conjunta de SH e rizóbios em co-inoculação com                    

A. brasilense teve maior efeito no aumento da MNS em feijão-fava e no NN em 

leucena, seguido pelos tratamentos onde foram adicionados somente os rizóbios 

com SH. Esses resultados indicam a existência de interação potencial do uso de 

SH com a co-inoculação de rizóbios e A. brasilense mostrando-se promissor para 

a produção de cultivos agrícolas sustentáveis. 

 

Palavras chave: substâncias húmicas, co-inoculação, rizóbios, Azospirillum, 

bioestimulantes, sustentabilidade.   

 

 

2. Introdução 

 

Feijão-fava (Phaseolus lunatus L.) é segunda espécie de maior 

importância do gênero Phaseolus, depois do feijão comum (P. vulgaris L.). 

Destaca-se a importância deste cultivo no Brasil pelo seu conteúdo proteico, 

sendo uma fonte de alimento para população brasileira (SANTOS et al., 2009; 

ARAUJO et al., 2015). Além disso este cultivo é uma fonte de renda para 

pequenos produtores da região do nordeste do pais e do estado do Rio Grande 

do Sul (FRANCO et al., 2002). Já Leucaena leucocephala, embora exista 

discordância na sua utilização na agricultura (COSTA e DURIGAN, 2010),  é uma 

leguminosa rica em proteína utilizada para produção animal, no desenvolvimento 

de sistemas silvipastoris e agroflorestais em diversos países de américa latina 

como Colômbia, Panamá, Costa Rica, México, entre outros (MURGUEITO et al., 

2016), assim como também na recuperação de áreas degradadas e 

reflorestação em solos tropicais (DIAS, 2005; BARRETO et al., 2010; BUENO e 

CAMARGO, 2015; NICODEMO et al., 2018; KANT et al., 2019). 

Nos últimos anos tem crescido o interesse na produção de alimentos 

para alimentação humana e a produção animal de maneira sustentável, de 
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menor impacto ambiental, e com maior segurança alimentar, principalmente no 

que se refere ao desenvolvimento de estratégias de intensificação ecológica, 

como o uso eficiente dos nutrientes, de produtos bioestimulantes de crescimento 

de plantas, a redução da necessidade de controle de doenças e pragas, entre 

outras (TITTONEL, 2014; CANELLAS et al., 2015). Considera-se bioestimulante 

de crescimento de plantas qualquer substância ou micro-organismo que aplicado 

ou inoculado na rizosfera ou nas plantas melhoraram a absorção dos nutrientes, 

a eficiência nutricional, a tolerância a estresse abiótico e qualidade do cultivo, 

como as substâncias húmicas (SH) e as rizobácterias promotoras de 

crescimento (RPCP) (DU JARDIM, 2015; YAKHIN et al., 2017).  

As SH constituem a fração coloidal da matéria orgânica do solo, sendo 

classificadas em ácidos húmicos (AH), ácidos fúlvicos (AF) e huminas pela 

solubilidade em pH ácido ou alcalino. Dentre as fontes de SH encontram-se 

vermicompostos, esgotos, turfa, resíduos de lignocelulose da refinaria para 

produção de etanol e resíduos da produção de carvão como linhito e leonardita 

(SILVA et al., 2000; CANELLAS et al., 2000; CANELLAS e FAÇANHA 2004; 

AGUIRRE et al., 2009; GIANOULLI et al., 2009; CUBILLOS-HINOJOSA et al., 

2015; VALERO et al., 2016; CANELLAS et al., 2018; CANELLAS e OLIVARES, 

2014; SPACCINI et al., 2019). Estes últimos são considerados ricos em ácidos 

húmicos (AH) e ácidos fúlvicos (AF), onde sua obtenção leva-se a cabo mediante 

o método clássico de extração com soluções alcalinas (SENESI et al., 2007; 

CHASSAPIS e ROULIA, 2008; GIANOULLI et al., 2009), sendo a leonardita de 

maior uso para extração de SH na indústria de fabricantes de produtos à base 

SH.   

A bioatividade das SH na promoção de crescimento de plantas tem 

sido amplamente relatada em diversas pesquisas que mostram que as SH que 

estimulam o crescimento e desenvolvimento das plantas, indução de proliferação 

de raízes modificando a arquitetura do sistema radicular,  desenvolvimento foliar, 

aumento na absorção de nutrientes e regulação de enzimas importantes para o 

metabolismo vegetal, como por exemplo a H+-ATPase, VTP-ase, nitrato 

redutase, e auxínico (CHEN E AVAID, 1990; PINTON et al., 1992; FAÇANHA et 

al., 2002; NARDI et al., 2002; CHEN et al., 2004; NARDI et al., 2005; 

ZANDONADI et al., 2007; BARROS et al., 2010; TREVISAN et al., 2010; 

ZANDONADI e BUSATO, 2012; ZANDONADI et al., 2013, ZANDONATI et al., 



53 
 

 
 

2014, CANELLAS e OLIVARES., 2014; CANELLAS et al., 2015; SHAH et al., 

2018).  

Estes efeitos das SH sobre o desenvolvimento vegetal são 

dependentes da fonte, da dose e do genótipo da planta (VAUGHAN e 

MALCOLM, 1985; RODDA et al., 2006; ZANDONADI et al., 2014). Nesse 

sentido, em plantas de feijão, somente se tem relatos dos efeitos das SH na 

modificação da cinética de absorção de potássio, assimilação de elementos 

minerais como fosforo e nitrogênio, crescimento das plantas e a concentração 

de nutrientes no feijão comum (P. vulgaris) (ROSA et al., 2009; AYDIN et al., 

2012), não havendo relatos em P. lunatus e Leucaena leucocephala.  

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP), são 

um grupo muito diverso de bactérias que possuem capacidade de promover o 

crescimento de plantas (KLOEPPER e SCHROTH, 1978) por médio de diversos 

mecanismos como: a fixação biológica de N (FBN) (INIGUEZ et al., 2004; 

MONTAÑEZ et al., 2009), a produção de auxinas, citocininas, giberelinas e 

inibição de etileno (ARSHAD e FRANKENBERGER, 1992), o antagonismo 

contra fitopatógenos pela produção de sideróforos (SCHER e BAKER, 1982) a 

indução de resistência sistêmica adquirida (PIETERSE et al., 2003), ou o 

aumento da disponibilidade de nutrientes como fósforo (SESSITSCH et al., 2002; 

STURZ et al.,2000). Esses efeitos das RPCP no crescimento de plantas de 

feijão-comum e leucena têm sido documentados em vários trabalhos, sendo 

algumas utilizadas na formulação de inoculantes comerciais (RINCON et al., 

2000; HUNGRIA et al., 2000; HUNGRIA et al., 2003; YADEGARI et al., 2008; 

BUENO e CAMARGO 2015; AGUIRRE-MEDINA et al., 2015; CUBILLOS-

HINOJOSA et al., 2019). Além disso no feijão-comum se tem recomendado a co-

inoculação de rizóbios e Azospirillum brasilense que tem gerado um aumento na 

nodulação e na produtividade do cultivo (HUNGRIA et al., 2013).  

Em feijão-fava, estudos mostram que diversos cultivares deste feijão 

possuem a capacidade de estabelecer associação simbiótica com rizóbios 

eficientes em realizar o processo de fixação biológica de nitrogênio (ORMEÑO-

CARILLO et al., 2007; SANTOS et al., 2009; ANTUNES et al., 2011; SANTOS et 

al., 2011; SERVIN-GARCIDUEÑAS et al., 2014; DURAN et al., 2014; ORMEÑO-

CARILLO et al., 2017). Porém não existem relatos do emprego da co-inoculação 

rizóbios e A. brasilense tanto em plantas de feijão-fava como leucena.       
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O uso combinado de PGPB e substâncias húmicas (SH) é relatado 

em poucos estudos, alguns têm sido desenvolvidos em cultivos milho, tomate, 

abacaxi e batata, sendo evidenciados aumentos na produtividade dos cultivos e 

a mitigação do estresse nas plantas quando comparado com a aplicação isolada 

(MELO et al., 2017; EKIN, 2019), não havendo relatos ainda para feijão-fava e 

leucena.  No entanto, em plantas do feijão-comum (Phaseolus vulgaris) 

observou-se diminuição do estresse hídrico nas plantas pela aplicação conjunta 

de SH extraídas de vermicomposto e co-inoculação de Rhizobium tropici estirpes 

BR322, BR520 e BR534 e Herbaspirillum seropedicae (MELO et al., 2017). 

Nesse sentido, ainda faltam trabalhos que demostrem os efeitos da aplicação 

conjunta de SH e rizóbios eficientes na fixação biológica de nitrogênio co-

inoculados com A. brasilense em plantas de feijão-fava e leucena.  

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inoculação ou co-

inoculação de rizóbios e A. brasilense em aplicação conjunta com substancias 

húmicas (ácidos húmicos (AH) e ácidos fúlvicos (AF) extraídos de leonardita) na 

promoção de crescimento de plantas de feijão-fava e leucena.  

 

3. Material e métodos 

 

Foram estabelecidos durante o verão nos meses de janeiro e fevereiro 

dois experimentos com plantas de Phaseolus lunatus e Leucaena leucocephala 

na casa de vegetação do Departamento de Solos, da Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul (UFRGS). As sementes e os cultivos bacterianos foram 

processados no Laboratório de Microbiologia do Solo da Faculdade de 

Agronomia da UFRGS 

 

Desinfestação das sementes  

 

No experimento com plantas de feijão-fava (P. lunatus) foram 

utilizadas sementes da variedade olho de cabra preto, fornecidas por produtores 

do nordeste brasileiro. Essas sementes foram desinfestadas por imersão 

sucessiva em álcool (70%) por 30 segundos, hipoclorito de sódio (2,5%) por 30 

segundos e, logo após, seis lavagens consecutivas com água destilada 

esterilizada (VINCENT, 1970). Em seguida, as sementes foram semeadas em 
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vasos plásticos com capacidade de 1,5 L que tinham sido lavados e flambados 

com álcool etílico 99% previamente e enchidos com uma mistura esterilizada em 

autoclave, de vermiculita e areia na proporção (2:1).  

Para o experimento com plantas de leucena (Leucaena leucocephala 

(Lam.) De Wit), utilizou-se sementes que foram coletadas de uma mesma planta 

na Estação Experimental Agronômica (EEA) da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (UFRGS). Estas sementes foram escarificadas com papel lixa 

Nº100 por 1 min, desinfestadas pelo método de VINCENT (1970) utilizado e 

descrito anteriormente em feijão-fava. Neste experimento utilizaram-se vasos 

plásticos com capacidade de 700 mL que tinham sido previamente desinfestados 

com álcool etílico 99%, enxaguados sucessivamente com agua destilada estéril 

e enchidos com uma mistura de vermiculita e areia na proporção (2:1) 

esterilizada em autoclave, onde foram semeadas três sementes em cada vaso.  

 

Produção dos inoculos dos isolados e estirpes das Rizobactérias 

promotoras de crescimento 

 

Para o experimento com plantas de feijão-fava foram avaliados os 

isolados de rizóbios Plu03 e Plu14 e uma estirpe SEMIA 4077 (Rhizobium tropici 

CIAT 899), liberada pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA) do Brasil para produção de inoculantes comerciais para feijão-comum 

(Phaseolus vulgaris) e foram obtidas da coleção SEMIA de rizóbios do 

Departamento de Diagnóstico e Pesquisa Agropecuária (DDPA). Esse isolados 

e estirpe foram selecionadas pela capacidade de estabelecer simbioses e fixar 

nitrogênio em experimento prévio em plantas de feijão-fava variedade olho de 

cabra preto.  

No experimento com plantas de leucena os rizóbios estudados foram 

o isolado Leu01 e as estirpes SEMIA 4081 e SEMIA 6361 obtidas a partir de 

plantas de leucena como hospedeira da coleção de rizóbios do Departamento 

de Diagnóstico e Pesquisa Agropecuária (DDPA). Tanto o Isolado Leu01 como 

as estirpes SEMIA 4081 e 6361 foram selecionados pela sua eficiência na 

fixação biológica de nitrogênio em experimento prévio.   

Na produção dos inoculos bacterianos, as bactérias foram inoculadas 

separadamente em tubos falcon com 30 mL de meio de cultura levedura manitol 
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liquido (VINCENT, 1970) e, mantidos em incubador orbital a 28°C±2 com 

agitação de 120 rpm até conseguir uma concentração de 108 celulas.mL-1. 

No caso de Azospirillum brasilense, foi utilizado produto comercial 

contendo as estirpes AbV5 e AbV6 de A. brasilense.  

 

Substâncias húmicas. 

 

Foram utilizados dois bioestimuladores comerciais ricos em 

substâncias húmicas (SH) extraídas de carvão tipo leonardita: um dos produtos 

foi Growmate Plant, à base de ácidos fúlvicos em concentração de 1,35 %, que 

daqui em diante será referido como AF. O outro produto foi Growmate Soil, à 

base de ácidos húmicos em concentração de 1,44 % que daqui em diante será 

referido como AH. As SH foram aplicadas na dose recomendada pelo fabricante 

4L.ha-1, sendo adicionados 10 mL de uma solução (7,5 mL.L-1).   

    

Desenho do experimento de feijão-fava em casa de vegetação.  

 

Foi estabelecido um desenho em blocos completos casualizados com 

23 tratamento e cinco repetições, com dois isolados (Plu03 e Plu14) e a estirpe 

(SEMIA 4077) inoculados ou co-inoculados com Azospirillum brasilense, adição 

mineral de N (controle) e a aplicação conjunta de ácidos húmicos (AH) e ácidos 

fúlvicos (AF), apresentados na Tabela 1.   

Um dos tratamentos controle não inoculados recebeu nitrogênio (N) 

na forma de NH4NO3 em uma dose equivalente à adição de 100 kg.ha-1 

(Controle+N) e dois tratamentos com adição de N em conjunto com as 

substancias húmicas (Controle+N+AH e Controle+N+AF) (Tabela 1). O 

nitrogênio foi adicionado parceladamente em 5 aplicações, sendo colocados nos 

vasos 10 mL semanalmente de uma solução (0,015 g.L-1) de NH4NO3. 

Os vasos dos tratamentos que foram inoculados com os rizóbios 

receberam 2 mL de caldo bacteriano na semeadura. Tanto os vasos dos 

tratamentos co-inoculados com rizóbios e A. brasilense como os inoculados 

unicamente A. brasilense receberam 1 mL do produto comercial, contendo as 

estirpes AbV5 e AbV6 de A. brasilense, na semeadura. 
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Tabela 1. Identificação e descrição dos tratamentos experimento em plantas de 
feijão-fava.    
 

Tratamento  Descrição  

Controle-N Não inoculado, sem N 

Controle+N Não inoculado, com N 

N+AH Não inoculado, com N + ácidos húmicos  

N+AF Não inoculado, 100% N + ácidos fúlvicos  

Az Inoculação A. brasilense   

Plu03 Inoculação rizóbio Plu03   

Plu03+Az Co-inoculação rizóbio Plu03 e A. brasilense   

Plu03+AF Inoculação rizóbio Plu03 + ácidos fúlvicos. 

Plu03+AH Inoculação rizóbio Plu03 + ácidos húmicos.  

Plu03+Az+AF Co-inoculação rizóbio Plu03 + A. brasilense + ácidos fúlvicos. 

Plu03+Az+AH Co-inoculação rizóbio Plu03 + A. brasilense + ácidos húmicos. 

Plu14 Inoculação rizóbio Plu14   

Plu14+Az Co-inoculação rizóbio Plu14 e A. brasilense.  

Plu14+AF Inoculação rizóbio Plu14 + ácidos fúlvicos. 

Plu14+AH Inoculação rizóbio Plu14 + ácidos húmicos.  

Plu14+Az+AF Co-inoculação rizóbio Plu14 + A. brasilense + ácidos fúlvicos. 

Plu14+Az+AH Co-inoculação rizóbio Plu14 + A. brasilense + ácidos húmicos. 

SEMIA 4077 Inoculação rizóbio SEMIA 4077   

SEMIA 4077+Az Co-inoculação rizóbio SEMIA 4077 e A. brasilense.  

SEMIA 4077+AF Inoculação rizóbio SEMIA 4077 + ácidos fúlvicos. 

SEMIA 4077+AH Inoculação rizóbio SEMIA 4077 + ácidos húmicos.  

SEMIA 4077+Az+AF Co-inoculação rizóbio SEMIA 4077+A.brasilense + ácidos fúlvicos. 

SEMIA 4077+Az+AH Co-inoculação rizóbio SEMIA 4077+A.brasilense + ácidos húmicos. 

AH: ácidos húmicos; AF: ácidos fúlvicos; Az: Azospirillum brasilense; N: nitrogênio; Plu03 e Plu14: isolados 
de rizóbios; SEMIA 4077: estirpe de rizóbio.  

 

As substâncias húmicas AH e AF foram adicionadas um dia antes e o 

nitrogênio na forma de NH4NO3 foi adicionado 3 dias após da semeadura das 

sementes.  Todas as plantas foram irrigadas com solução nutritiva de 

HOAGLAND e ARNON (1950) modificada por SILVEIRA (1998). Uma semana 

após foi realizado o desbaste deixando-se uma planta por vaso. 

 

Desenho do experimento de leucena em casa de vegetação.  

 

O delineamento experimental conduzido foi em blocos ao acaso com 

cinco repetições. Foram estabelecidos 23 tratamentos, com um isolado (Leu01) 
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e duas estirpes (SEMIA 4081 e SEMIA 6361) separadamente o co-inoculados, 

adição de N (controle) em aplicação conjunta com ácidos húmicos (AH) e ácidos 

fúlvicos (AF) (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Identificação e descrição dos tratamentos do experimento com plantas 
de leucena.   
  

Tratamento  Descrição  

Controle-N Não inoculado, sem N 

Controle+N Não inoculado, com N 

N+AH Não inoculado, com N + ácidos húmicos  

N+AF Não inoculado, com N + ácidos fúlvicos   

Az Inoculação Azospirillum brasilense 

Leu01 Inoculação rizóbio Leu01   

Leu01+Az Co-inoculação rizóbio Leu01 e A.brasilense   

Leu01+AF Inoculação rizóbio Leu01 + ácidos fúlvicos  

Leu01+AH Inoculação rizóbio Leu01 + ácidos húmicos  

Leu01+Az+AF Co-inoculação rizóbio Leu01 + A.brasilense + ácidos fúlvicos 

Leu01+Az+AH Co-inoculação rizóbio Leu01 + A.brasilense + ácidos húmicos  

SEMIA 4081 Inoculação rizóbio SEMIA 4081   

SEMIA 4081+Az Co-inoculação rizóbio SEMIA 4081 e A.brasilense   

SEMIA 4081+AF Inoculação rizóbio SEMIA 4081 + ácidos fúlvicos 

SEMIA 4081+AH Inoculação rizóbio SEMIA 4081 + ácidos húmicos.  

SEMIA 4081+Az+AF Co-inoculação rizóbio SEMIA 4081 + A.brasilense + ácidos fúlvicos  

SEMIA 4081+Az+AH Co-inoculação rizóbio SEMIA 4081 + A.brasilense + ácidos húmicos 

SEMIA 6361 Inoculação rizóbio SEMIA 6361   

SEMIA 6361+Az Co-inoculação rizóbio SEMIA 6361 e A.brasilense  

SEMIA 6361+AF Inoculação rizóbio SEMIA 6361 + ácidos fúlvicos  

SEMIA 6361+AH Inoculação rizóbio SEMIA 6361 + ácidos húmicos  

SEMIA 6361+Az+AF Co-inoculação rizóbio SEMIA 6361 + A.brasilense + ácidos fúlvicos  

SEMIA 6361+Az+AH Co-inoculação rizóbio SEMIA 6361 + A.brasilense + ácidos húmicos 

AH: ácidos húmicos; AF: ácidos fúlvicos; Az: Azospirillum brasilense; N: nitrogênio; SEMIA 4081: estirpe de 

rizóbio; SEMIA 6361: estirpe de rizóbio. 

 

Um dos tratamentos controle não inoculados recebeu nitrogênio (N) 

na forma de NH4NO3 em uma dose equivalente à adição de 100 kg.ha-1 

(Controle+N) e dois tratamentos com adição de N em conjunto com as 

substâncias húmicas (Controle+N+AH e Controle+N+AF) (Tabela 2). O 

nitrogênio foi adicionado parceladamente em 6 aplicações, sendo colocados nos 

vasos 10 mL semanalmente de uma solução (1,43 g.L-1) de NH4NO3. 
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Os tratamentos que foram inoculados com rizóbios receberam 2 mL 

de caldo bacteriano na semeadura das sementes. Os tratamentos co-inoculados 

rizóbios e Azospirillum como o tratamento somente com A. brasilense receberam 

1 mL do produto comercial contendo as estirpes AbV5 e AbV6 de A. brasilense 

na semeadura. As substâncias húmicas AH e AF foram adicionadas um dia antes 

e o nitrogênio na forma de NH4NO3 foi adicionado 3 dias após da semeadura das 

sementes. Todas as plantas foram irrigadas com solução nutritiva de SARRUGE 

(1975). Uma semana após foi realizado o desbaste deixando-se uma planta por 

vaso.  

 

Medição das variáveis  

 

Após 45 dias de cultivo de cada experimento, as plantas de feijão-fava 

e leucena foram coletadas, separando a parte aérea do sistema radicular. Foram 

avaliadas a massa seca da parte aérea (MSPA), a massa seca da raiz (MSR), a 

massa dos nódulos secos (MNS), e posteriormente foi determinado o N total 

acumulado (Nac) na parte aérea e a eficiência relativa (Ef), segundo 

BROCKWELL et al., (1966), da fixação biológica de nitrogênio dos rizóbios. Para 

isto, a parte aérea foi acondicionada em sacos de papel e submetida a secagem 

na estufa de circulação forçada a 65°C, durante três dias e logo foi moída para 

a quantificação de N pelo método descrito por TEDESCO et al., (1995). Todas 

as raízes foram lavadas para se retirar partículas de substrato aderidas, sendo 

secas com papel toalha absorvente para retirar o excesso de agua. Em seguida, 

os nódulos dos tratamentos inoculados com rizóbios em feijão-fava foram 

retirados das raízes e secos em sacos de papel nas mesmas condições 

anteriores e após pesados, determinando-se a MNS. Enquanto os nódulos das 

plantas de leucena dos tratamentos inoculados com rizóbios foram retirados e 

quantificados.  

 

O índice de eficiência relativa (Ef) na fixação biológica de nitrogênio foi 
calculado usando-se a fórmula (BROCKWELL et al., 1966): 

 
Ef (%) = ((NT – NT-N) / (NT+N – NT-N)) x 100 
 
Onde: 
NT = nitrogênio total da planta do tratamento inoculado 
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NT-N = nitrogênio total do controle não inoculado e sem nitrogênio 
NT+N = nitrogênio total do controle não inoculado e que recebeu suplementação 
nitrogenada. 
 

  

Analises dos dados 

 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância, sendo a 

comparação de medias realizada pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o 

programa estatístico SPSS 15.  

 

4. Resultados e Discussão 

 

Efeito da aplicação conjunta de SH e rizóbios inoculados e co-

inoculados com A. brasilense em plantas de feijão-fava 

   

Os resultados das variáveis avaliadas na promoção de crescimento 

de plantas de feijão-fava em resposta ao tratamento com rizóbios inoculado e 

co-inoculados com A. brasilense em conjunto com SH são apresentados na 

Tabela 3. 

Na massa seca das plantas destacaram-se os tratamentos 

Plu14+Az+AF e Plu14+Az+AH que obtiveram os maiores aumentos (8,49 g e 

8,61 g respetivamente), comparado com os outros tratamentos e o tratamento 

controle (Controle+N) que obteve 4,68 g (Tabela 3). Em seguida, os maiores 

aumentos foram quando plantas foram co-inoculadas com rizóbios e                       

A. brasilense em aplicação conjunta com SH (tratamentos Plu03+Az+AF; 

Plu03+Az+AH; SEMIA 4077+Az+AF e SEMIA 4077+Az+AH), seguido das 

plantas inoculadas com rizóbios com SH (Plu03+AH; Plu03+AF; Plu14+AH; 

Plu14+AF; SEMIA 4077+AH; SEMIA 4077+AF) que não houve diferenças com 

às plantas co-inoculadas com rizóbios e A. brasilense, e as plantas tratadas com 

N com SH (N+AH e N+AF). Todos estes tratamentos foram superiores ao 

tratamento controle+N e a inoculação isolada dos rizóbios com exceção dos 

tratamentos N+AH e N+AF que foram semelhantes ao tratamento inoculado com 

rizóbio Plu03, mas superiores ao tratamento controle+N. 
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Tabela 3. Efeito da inoculação e co-inoculação de rizóbios (Plu03, Plu14 e 
SEMIA 4077) e A. brasilense (Az) em conjunto com ácidos húmicos (AH) e 
ácidos fúlvicos (AF), na promoção de crescimento de plantas de feijão-fava.  
 

TRATAMENTOS   MSPA        MSR           MNS  Nac 

 --------------  g -------------   ------------ mg ------------- 

Controle+N 4,68 f 1,20 f 0 h 174,30 h 

Plu14 + Az+ AH 8,61 a 2,18 a 1298 a 461,97 a 

Plu14 + Az+ AF 8,49 a 2,06 a 1276 a 429,92 b 

SEMIA 4077 + Az+ AH 7,90 b 1,87 b 984 c 385,66 c 

Plu03 + Az+ AH 7,85 b 2,07 a 1140 b 422,66 b 

SEMIA 4077 + Az+ AF 7,85 b 1,89 b 980 c 383,09 c 

Plu03 + Az+ AF 7,71 b 2,06 a 1100 b 383,43 c 

Plu14 + AH 7,22 c 1,86 b 1106 b 341,53 d 

Plu14 + Az 7,13 c 1,69 c 884 d 339,19 d 

Plu14 + AF 7,04 c 1,65 cd 1088 b 330,14 d 

Plu14 6,53 d 1,41 e 762 e 292,76 d 

Plu03 + AH 6,49 d 1,88 b 996 c 299,27 d 

Plu03 + Az 6,48 d 1,66 cd 850 d 300,83 d 

Plu03 + AF 6,46 d 1,83 b 970 c 288,14 d 

SEMIA 4077 + Az 6,29 d 1,63 cd 652 f 276,87 d 

SEMIA 4077 + AH 6,18 d 1,61 cd 876 d 252,19 e 

SEMIA 4077 + AF 6,17 d 1,57 cd 854 d 247,55 ef 

N+AH 5,64 e 1,66 cd 0 h 226,04 fg 

Plu03 5,60 e 1,40 e 724 ef 225,98 efg 

N + AF 5,39 e 1,56 d 0 h 211,92 g 

SEMIA 4077 4,52 f 1,26 F 570 g 174,15 h 

Az 1,69 g 0,81 g 0 h 19,70 i 

Controle-N  1,84 g 0,78 g 0 h 15,47 i 

N: nitrogênio; MSPA: Massa seca da parte aérea; MSR: Massa seca da raiz; Massa dos nódulos secos; 
Nac: nitrogênio acumulado na parte aérea. *Letras iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente 
(p<0,05) segundo o teste de Tukey (n=5).  

   

Com base nos resultados obtidos ficou evidenciado os benefícios 

potenciais da combinação dos efeitos benéficos da co-inoculação rizóbios e         

A. brasilense e SH no crescimento das plantas de feijão-fava. A bioatividade da 

aplicação de SH para a promoção de crescimento de plantas têm sido relatados, 

como o estimulo da fotossíntese por mecanismos similares aos fitohormônios, a 

proliferação e alongamento das raízes devido à atividade H+-ATPase que induz 

a divisão celular (TREVISAN et al., 2010; TREVISAN et al., 2011; NARDI et al., 

2002, BARROS et al., 2010, CANELLAS et al., 2011), a assimilação dos 

nutrientes graças à presença de hidroxila (OH) em grupos carboxílicos e 
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fenólicos (MUSCOLO et al., 2013). Em um estudo realizado com plantas de feijão 

faba (Vicia faba) em campo tratadas com AH comerciais aplicados nas folias 

obtiveram aumentos no crescimento das plantas (EL-GHAMRY et al., 2009), 

enquanto no feijão-comum têm sido relatados estímulos de AH e AF sobre a 

atividade peroxidasse estimulando o crescimento e desenvolvimento das folias.  

Em plantas de feijão-comum também se tem relatado os benefícios da co-

inoculação de rizóbios e Azospirillum no aumento do crescimento e 

produtividade do cultivo (BURDMAN et al., 1997; HUNGRIA et al., 2013), 

enquanto no feijão-fava os aumentos na MSPA foram observados neste estudo 

(Tabela 3).  

Resultados semelhantes de aplicação conjunta de SH em conjunto 

com RPCP, no caso de feijão comum (Phaseolus vulgaris), foram utilizados AH 

extraídos de vermicomposto em co-inoculação com as estirpes de Rhizobium 

tropici BR322, BR520 e BR534 e Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54 em 

plantas de Phaseolus vulgaris cv. Grafite e cv. Bônus, originário do Brasil e 

Moçambique) submetidas a déficit hídrico, evidenciaram aumentos na MSPA das 

plantas tanto submetidas ou não ao estresse hídrico comparado com o 

tratamento controle não inoculado que recebeu adubação nitrogenada (MELO, 

et al., 2017). 

 

Na massa seca da raiz (MSR) das plantas de feijão-fava observaram-

se os maiores valores nas plantas co-inoculadas com rizóbios e A. brasilense 

utilizando os rizóbios Plu14 e Plu03 em aplicação conjunta com os AH e AF 

(tratamentos Plu14+Az+AH e Plu14+Az+AF), seguido dos tratamentos SEMIA 

4077+Az+AH e SEMIA 4077+Az+AF. Em seguida, os maiores aumentos foram 

nas plantas co-inoculadas com rizóbios e A. brasilense (Plu03+Az; Plu14+Az; 

SEMIA4077+Az) e  as plantas inoculadas dos rizóbios e SH (Plu03+AH; 

Plu03+AF; Plu14+AH; Plu14+AF; SEMIA4077+AH; SEMIA 4077+AF) não 

havendo diferenças entre estes tratamentos, comparado com a inoculação 

isolada dos rizóbios e o tratamento controle+N. Além disso, foram observados 

aumentos nos tratamentos não inoculados que receberam N com SH (N+AH e 

N+AF) comparados com controle+N e a inoculação isolada dos rizóbios.   

Esses resultados mostram que co-inoculação dos isolados de rizóbios 

(Plu14 e Plu03) e A. brasilense em conjunto com SH se obteve maiores 
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aumentos d a MSR nas plantas de leucena. Ao respeito, já existem relatos da 

bioatividade das SH que induzem alongamento e proliferação de raízes que 

modificam a arquitetura do sistema radicular pelo aumento da atividade H+-

ATPase que induz à elongação e divisão celular das plantas (NARDI et al., 2002; 

BARROS et al., 2010; CANELLAS et al., 2011; CHEN e AVAID, 1990; FAÇANHA 

et al., 2002; ZANDONADI et al., 2007; TREVISAN et al., 2010; CANELLAS e 

OLIVARES, 2014; CANELLAS et al., 2015), sendo evidenciado esses efeitos em 

plantas da mesma família do feijão-fava  (Phaseolus lunatus) como o feijão 

comum (Phaseolus vulgaris) (AYDIN et al., 2012; MELO et al., 2017).  

Resultados similares da co-inoculação de rizóbios e A. brasilense tem 

sido reportados em feijão-comum (BURDMAN et al.,1997; HUNGRIA et al., 

2013). Assim como também da aplicação conjunta de AH e RPCP empregando 

AH extraídos de vermicomposto em co-inoculação com as estirpes de Rhizobium 

tropici BR322, BR520 e BR534 e Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54 em 

plantas de Phaseolus vulgaris cv. Grafite e cv. Bônus submetidas a déficit 

hídrico. Os autores evidenciaram aumentos significativos na MSR tanto 

submetidas ou não ao estresse hídrico comparado com o tratamento controle 

não inoculado que recebeu adubação nitrogenada (MELO et al., 2017). 

Em relação a massa dos nódulos secos MNS nas plantas de feijão-

fava evidenciou-se que os maiores aumentos de MNS foram os tratamentos 

Plu14+Az+AH; Plu14+Az+AF, seguido dos tratamentos Plu14+AH; Plu14+AF; 

Plu03+Az+AH e Plu03+Az+AF que obtiveram valores, comparado com o 

tratamento inoculado somente com rizóbios Plu14 e Plu03. Também foi 

evidenciado que tanto os tratamentos de co-inoculação rizóbios e A. brasilense 

(tratamentos Plu03+Az; Plu14+Az e SEMIA 4077+Az) como a inoculação de 

rizóbios com SH (tratamentos Plu03+AH; Plu03+AF; Plu14+AH; Plu14+AF; 

SEMIA 4077+AH e SEMIA 4077+AF), quando comparada com a inoculação do 

rizóbios isoladamente.  

Esses resultados evidenciam o potencial que exerce tanto a aplicação 

conjunta das SH em co-inoculação com rizóbios e A. brasilense como a 

aplicação dos rizóbios com SH no aumento da MNS em plantas de feijão-fava. 

Respeito a isso há relatos sobre a bioatividade das SH em leguminosas como a 

soja obtendo aumento no número de nódulos (TILBA e SINEGOVSKAYA, 2012) 

e a eficácia no desencadeamento da expressão de genes nod em plantas de 
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feijão mungo (Vigna radiata) (AHMAD et al., 2012), enquanto a co-inoculação de 

rizóbios e A. brasilense tem sido relados sua influência nos nódulos em feijão-

comum (HUNGRIA et al., 2013).  

Em relação ao uso combinado de SH e RPCP, relatos semelhantes 

em soja mostraram que a inoculação com rizóbios em conjunto com humate de 

sódio, molibdato de amônio em campo aumenta significativamente o número de 

nódulos (TILBA e SINEGOVSKAYA, 2012). Porém, em um trabalho em plantas 

de feijão-comum onde que foram co-inoculadas com as estirpes de Rhizobium 

tropici BR322, BR520 e BR534 e H. seropedicae estirpe HRC 54 em conjunto 

com AH extraídos de vermicomposto, não evidenciaram aumentos na MNS 

(MELO et al., 2017), contrastando com o evidenciado nas plantas de soja e no 

experimento com feijão-fava (Tabela 3) 

Nos tratamentos não inoculados que receberam adubação 

nitrogenada, com o sem adição conjunta de SH (Controle+N; N+AH; N+AF) e no 

Controle-N não foram observados nódulos, o que garantiu que o experimento no 

sofreu contaminação cruzada com os rizóbios utilizados nos outros tratamentos. 

Evidenciou-se que o maior acumulo de N (Nac) das plantas de feijão-

fava (Tabela 3) e maior eficiência relativa (Ef) da FBN (Figura 1) nas plantas que 

foram co-inoculadas com os rizóbios e A. brasilense em aplicação conjunta com 

SH (Plu14+Az+AH; Plu14+Az+AF; Plu03+Az+AH; Plu03+Az+AF; SEMIA 

4077+Az+AH; SEMIA 4077+Az+AF), sendo superior quando foram empregados 

AH. Além disso, foram observados aumentos no Nac e Ef das plantas tanto por 

co-inoculação dos rizóbios e A. brasilense como na inoculação dos rizóbios em 

aplicação conjunta com SH.  

Esses resultados sugerem que a co-inoculação de rizóbios e                  

A. brasilense em aplicação conjunta com SH exercem maior potencial no 

acumulo de N na parte aérea das plantas de feijão-fava, embora a quantidade 

de N contido nas SH aplicadas não sería causador do aumento de N das plantas 

pela quantidade adicionada que é baixa. Em trabalhos semelhantes de 

inoculação de rizóbios, tem relatado as contribuições no acumulo de N nas 

plantas de feijão-fava pela fixação biológica de nitrogênio (ORMEÑO-CARILLO 

et al., 2007; SANTOS et al., 2009; ANTUNES et al., 2011; SANTOS et al., 2011; 

SERVIN-GARCIDUEÑAS et al., 2014; DURAN et al., 2014; ORMEÑO-CARILLO 

et al., 2017). 
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Figura 1. Eficiência relativa da fixação biológica de nitrogênio pela inoculação 

ou co-inoculação de rizóbios e A. brasilense em conjunto com 
substâncias húmicas em plantas de feijão-fava. 
  

     

Em relação à co-inoculação rizóbios e Azospirillum alguns trabalhos 

com leguminosas como feijão-comum, soja (HUNGRIA et al., 2013) e lentilhas 

(KUMAR e CHANDRA, 2008) relataram aumentos do Nac nas plantas. Da 

mesma maneira têm sido relatados os efeitos das SH como moduladoras dos 

processos metabólicos nas plantas, como o aumento da atividade H+-ATPase, 

alteração do metabolismo do nitrogênio, e a fotossínteses (CANELLAS et al., 

2013).  

Resultados similares de aplicação conjunta de SH em co-inoculação 

com rizóbios A. brasilense obtidos neste estudo no Nac nas plantas de feijão-

fava (Tabela 3) foram observados em soja, onde a inoculação com rizóbios em 

presença humate de sódio (ácidos húmicos com sódio), molibdato de amônio em 

campo aumentou significativamente o Nac nas plantas (TILBA e 

SINEGOVSKAYA, 2012).  

Nos tratamentos não inoculados que receberam N com SH (N+AH; 

N+AF) aumentou o Nac nas plantas, quando comparado com o tratamento 

controle com N (Controle-N) (Figura 1). A contribuição das SH no acumulo de N 

nas plantas, provavelmente pode ter acontecido pela indução das SH na 
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modulação de processos metabólicos como absorção de N através da 

permeabilidade da membrana pela atividade H+-ATPase (CANELLAS et al., 

2013). 

 

4.1. Efeito da aplicação conjunta de SH e co-inoculação de rizóbios 

e A. brasilense em plantas de leucena.   

 

Os resultados das variáveis avaliadas na promoção de crescimento 

de plantas de leucena em resposta ao tratamento com rizóbios inoculado, ou co-

inoculados com A. brasilense em conjunto com SH são apresentados na Tabela 

4. 

 
Tabela 4. Efeito da inoculação e co-inoculação de rizóbios (Leu01, SEMIA 4081, 
SEMIA 6361) e A. brasilense (Az) em conjunto com ácidos húmicos (AH) e 
ácidos fúlvicos (AF), na promoção de crescimento de plantas de leucena. 
 

TRATAMENTOS  MSPA MSR NN Nac 

 -------------------- g --------------------   ----- mg ----- 
Controle+N 1,61 l 0,22 f 0 f 29,35 h 

N + AH 2,00 ij 0,44 cd 0 f 42,55 f 

N + AF 1,94 jk 0,37 de 0 f 40,52 f 

Leu01 + Az+ AH 3,00 a 0,63 ab 57 a 73,13 ab 

SEMIA 6361 + Az+ AH 2,93 ab 0,67 ab 67 a 74,93 a 

Leu01 + Az+ AF 2,92 ab 0,60 b 56 a 69,82 bc 

SEMIA 4081 + Az+ AH 2,81 bc 0,69 a 56 a 71,02 ab 

SEMIA 6361 + Az+ AF 2,73 cd 0,61 ab 61 a 66,48 c 

SEMIA 4081 + Az+ AF 2,61 d 0,64 ab 59 a 61,84 d 

Leu01 + AF 2,37 e 0,42 cde 42 bc 51,48 e 

Leu01 + Az 2,36 ef 0,46 c 42 bc 51,59 e 

Leu01 + AH 2,35 ef 0,46 c 46 b 51,93 e 

SEMIA 4081 + Az 2,27 efg 0,45 c 40 c 52,59 e 

SEMIA 4081 + AH 2,23 fgh 0,42 cde 43 bc 50,48 e 

SEMIA 6361 + Az 2,18 gh 0,44 cd 40 bc 48,99 e 

SEMIA 6361 + AH 2,14 hi 0,44 cd 41 bc 48,68 e 

SEMIA 4081 + AF 1,91 jk 0,37 de 38 c 43,06 f 

SEMIA 6361 + AF 1,86 k 0,35 e 41 bc 40,37 f 

Leu01 1,67 l 0,26 f 28 d 35,44 g 

SEMIA 4081 1,63 l 0,25 f 24 d 35,42 g 

SEMIA 6361 1,58 l 0,25 f 27 d 31,10 h 

Az 0,31 m 0,07 g 0 f 0,44 i 

Controle-N 0,31 m 0,06 g 0 f 0,43 i 

N: nitrogênio; MSPA: Massa seca da parte aérea; MSR: Massa seca da raiz; Massa dos nódulos secos; 
Nac: nitrogênio acumulado na parte aérea. *Letras iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente 
(p<0,05) segundo o teste de Tukey (n=5).  
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Neste experimento evidenciou-se o maior aumento da MSPA nas 

plantas de leucena quando foram co-inoculadas com rizóbios e A. brasilense em 

aplicação conjunta com SH (tratamentos Leu01+Az+AH; Leu01+Az+AF; SEMIA 

4081+Az+AH; SEMIA 4081+Az+AF; SEMIA 6361+Az+AH e SEMIA 

6361+Az+AF), seguida da inoculação dos rizóbios com SH (tratamentos 

Plu03+AH; Plu03+AF; Plu14+AH; Plu14+AF; SEMIA 4077+AH e SEMIA 

4077+AF) e a co-inoculação rizóbios e A.brasilense (Leu01+Az; SEMIA 

4081+Az; SEMIA 6361+Az), a adição de N com SH (N+AH; N+AF), quando 

comparado com o controle+N (Tabela 4). 

Esses resultados evidenciam o potencial da combinação dos efeitos 

benéficos da co-inoculação rizóbios e A. brasilense e a bioatividade das SH no 

crescimento das plantas de leucena, que podem ser explicados pelos benefícios 

da aplicação tanto das SH como das RPCP que têm sido relatadas em diversas 

pesquisas. Em relação aos efeitos das SH, há relatos que mostram que 

promovem o crescimento de plantas pelo estimulo da fotossíntese por 

mecanismos similares aos fitohormônios, à proliferação e alongamento das 

raízes devido à atividade H+-ATPase que induz a divisão celular (TREVISAN et 

al., 2010; TREVISAN et al., 2011; NARDI et al., 2002, BARROS et al., 2010, 

CANELLAS et al., 2011), a assimilação dos nutrientes graças à presença de OH 

nos grupos carboxílicos e fenólicos (MUSCOLO et al., 2013).  

Em plantas de leucena, foi relatado que a aplicação AH extraídos de 

linhito contribuíram no aumento da MSPA das plantas (MURGAS e FALLA, 

2016). Assim como também alguns trabalhos mostram a eficiência de rizóbios 

da fixação biológica de nitrogênio e seus benefícios na promoção de crescimento 

em plantas de leucena (RINCON et al., 2000; BUENO e CAMARGO 2015; 

AGUIRRE-MEDINA et al., 2015). Nos resultados do experimento (Tabela 4), 

também se evidenciaram aumentos da MSPA das plantas de leucena por co-

inoculação de rizóbios e A. brasilense quando comparado com a inoculação 

isolada dos rizóbios e o Controle+N sendo similar aos aumentos relatado em 

trabalhos em plantas de soja e feijão co-inoculadas com rizóbios e A. brasilense 

(HUNGRIA et al., 2013). 

Em relação à aplicação conjunta de SH e RPCP têm sido relatados 

resultados similares em outras leguminosas, no caso de feijão-comum feijão 

comum (Phaseolus vulgaris), onde foram testados AH extraídos de 
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vermicomposto em co-inoculação com RPCP em plantas de Phaseolus vulgaris 

submetidas a déficit hídrico. Os autores evidenciaram aumentos na MSPA das 

plantas tanto submetidas ou não ao estresse hídrico comparado com o 

tratamento controle não inoculado que recebeu adubação nitrogenada (MELO et 

al., 2017). Em soja foi aplicado humato de sódio em conjunto com rizóbios na 

semente evidenciando aumentos no crescimento das plantas comparado com o 

controle (TILBA e SINEGOVSKAYA, 2012)  

Em relação a massa seca da raiz das plantas de leucena foram 

observados os maiores aumentos nos tratamentos co-inoculados com rizóbios e 

A. brasilense  em aplicação conjunta com as SH (AH e AF) (Leu01+Az+AH; 

Leu01+Az+AF; SEMIA 4081+Az+AH; SEMIA 4081+Az+AF; SEMIA 

6361+Az+AH; SEMIA 6361+Az+AF), seguido dos tratamentos co-inoculados 

com rizóbios e A. brasilense, seguido dos tratamentos inoculados com rizóbios 

com as SH (AH e AF), os tratamentos que receberam N com SH (N+AH e N+AF), 

em comparação com o tratamento controle não inoculado que recebeu N 

(Controle+N) e os tratamentos inoculados isoladamente com rizóbios.  

Estes resultados mostram os efeitos benéficos que exerceram a co-

inoculação rizóbios e A. brasilense em aplicação conjunta com SH (AH e AF) 

sobre o crescimento das raízes de plantas de leucena. Os efeitos das SH 

relatados mostram que a bioatividade das SH induz o alongamento e proliferação 

de raízes que modificam a arquitetura do sistema radicular pelo aumento da 

atividade H+-ATPase que induz à elongação e divisão celular (NARDI et al., 

2002, BARROS et al., 2010, CANELLAS et al., 2011 CHEN e AVAID, 1990; 

FAÇANHA et al., 2002; ZANDONADI et al., 2007; TREVISAN et al., 2010; 

CANELLAS e OLIVARES, 2014; CANELLAS et al., 2015). Alguns trabalhos 

similares de aplicação conjunta de SH e RPCP foram relatados em leguminosas 

como o feijão comum (Phaseolus vulgaris), onde foram testados AH em co-

inoculação com as estirpes de Rhizobium tropici BR322, BR520 e BR534 e 

Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54, mostrando aumentos da MSR tanto 

nas plantas submetidas ou não ao estresse hídrico (MELO et al., 2017). 

Em plantas de leucena, o maior número de nódulos (NN) foi 

observado nas plantas que foram co-inoculadas com rizóbios e A. brasilense em 

aplicação conjunta com SH (Leu01+Az+AH; Leu01+Az+AF; SEMIA 

4081+Az+AH; SEMIA 4081+Az+AF; SEMIA 6361+Az+AH; SEMIA 
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6361+Az+AF), seguido das plantas que foram co-inoculação rizóbio-A.brasilense 

(Leu01+Az; SEMIA 4081+Az; SEMIA 6361+Az) e as plantas inoculadas com 

rizóbios em aplicação conjunta com as SH (Leu01+AH; Leu01+AF; SEMIA 

4081+AH; SEMIA 4081+AF; SEMIA 6361+AH; SEMIA 6361+AF), comparadas 

com as plantas inoculadas com rizóbios isoladamente. Em alguns trabalhos 

similares em leguminosas como a soja onde foram aplicados somente AH 

relataram aumentos do número de nódulos (TILBA e SINEGOVSKAYA, 2012) e 

em Vigna radiata L foi relatada a eficácia dos AH no desencadeamento da 

expressão de genes nod (AHMAD et al., 2012). Em relação a co-inoculação de 

rizóbios e A. brasilense em plantas de leucena (Tabela 4) observou-se aumentos 

no número de nódulos, semelhante ao relatado em alguns trabalhos em feijão-

comum, soja (HUGRIA et al., 2013), e lentilhas (KUMAR e CHANDRA, 2008). 

Além disso, resultados semelhantes obtidos pela inoculação ou co-inoculação 

de RPCP em presença de SH foram relatados em soja (TILBA e 

SINEGOVSKAYA, 2012). Em contrapartida, os resultados obtidos neste estudo 

(Tabela 4) diferem dos encontrados em feijão comum onde não evidenciaram 

aumentos no NN por co-inoculação de rizóbios e Herbaspirillum seropedicae 

(MELO et al., 2017). 

Os resultados do nitrogênio acumulado (Nac) determinado na parte 

aérea das plantas de leucena mostraram que o maior acumulo de N (Tabela 4) 

refletido na maior eficiência relativa (Ef) da FBN (Figura 2) nas plantas que foram 

co-inoculadas com os rizóbios e A. brasilense em aplicação conjunta com SH 

(tratamentos Plu14+Az+AH; Plu14+Az+AF; Plu03+Az+AH; Plu03+Az+AF; 

SEMIA 4077+Az+AH e SEMIA 4077+Az+AF). Seguido das plantas que foram 

co-inoculadas com rizóbios e A. brasilense, seguido das plantas inoculadas com 

rizóbios com SH, as plantas inoculadas com rizóbios em conjunto com SH que 

aumentaram o Nac e obtiveram maior Ef (não havendo diferenças entres estes 

tratamentos), comparadas com as plantas inoculadas com rizóbios isoladamente 

e o controle não inoculado que recebeu N (controle+N).    
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Figura 2. Eficiência relativa da fixação biológica de nitrogênio pela inoculação 
ou co-inoculação de rizóbios e A. brasilense em conjunto com 
substâncias húmicas em plantas de leucena. 
 

Esses resultados obtidos evidenciam a eficiência da combinação dos 

efeitos da co-inoculação de rizóbios e A. brasilense, e as SH que contribuíram 

ao maior estimulo do acumulo de N na parte aérea das plantas de leucena e 

maior eficiência relativa da FBN. Sobre estes efeitos, há relatos das 

contribuições da inoculação isolada dos rizóbios no acumulo de N e eficiência 

relativa da fixação biológica de nitrogênio em plantas de leucena (RINCON et al., 

2000; BUENO e CAMARGO 2015; AGUIRRE-MEDINA et al., 2015). Também há 

relatos que mostram os efeitos das SH como moduladoras dos processos 

metabólicos nas plantas, como o aumento da atividade H+-ATPase, alteração do 

metabolismo do nitrogênio, e a fotossínteses (CANELLAS et al., 2013). 

Resultados similares no aumento do Nac e Ef d FBN pela aplicação conjunta de 

SH em co-inoculação com rizóbios foram relatados em cultivos de soja 

inoculados com rizóbios em presença humate de sódio (ácidos húmicos com 

sódio), molibdato de amônio em campo foram relatados aumentos significativos 

Nac nas plantas (TILBA e SINEGOVSKAYA, 2012).  

Os resultados obtidos nestes dois experimentos em plantas de feijão-

fava e leucena mostraram que a co-inoculação de rizóbios e A. brasilense em 

aplicação conjunta com SH poderia ser considerada uma ferramenta potencial 

na promoção de crescimento de plantas na produção agrícola que podem ser 
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exploradas em futuras etapas em campo, não somente como alternativa 

econômica, senão como estratégia de sustentabilidade.     

 

5. Conclusões   

 

A co-inoculação de rizóbios e A. brasilense em aplicação conjunta 

com substancias húmicas (ácidos húmicos e ácidos fúlvicos) em plantas de 

feijão-fava exerce maior promoção de crescimento de plantas de feijão-fava, 

estimulando o aumento da massa seca, a massa seca da raiz, o nitrogênio 

acumulado na parte aérea e na eficiência relativa da fixação biológica de 

nitrogênio das plantas, destacando-se a inoculação do isolado de rizóbio Plu14 

e aplicação de AH.   

A promoção de crescimento de plantas de leucena é maior quando as 

plantas são co-inoculadas com rizóbios e A. brasilense em aplicação conjunta 

com substancias húmicas (ácidos húmicos e ácidos fúlvicos) favorecendo 

aumentos da massa seca, a massa seca da raiz, o nitrogênio acumulado na parte 

aérea evidenciado na eficiência relativa da fixação biológica de nitrogênio.  

A co-inoculação de rizóbios e A. brasilense assim como a inoculação 

de rizóbios com substancias húmicas (ácidos húmicos e ácidos fúlvicos) 

aumentam o crescimento tanto das plantas de feijão-fava como das plantas de 

leucena. 

A aplicação conjunta de substancias húmicas (ácidos húmicos e 

ácidos fúlvicos) e rizóbios em co-inoculação com A. brasilense exerce maior 

aumento da massa seca dos nódulos secos em feijão-fava e maior número de 

nódulos em leucena.  
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CAPÍTULO VII –  Potencial da co-inoculação de rizobácterias 

em aplicação conjunta de substancias húmicas para promoção 

de crescimento de plantas de milho e aveia preta  

 

1. Resumo  

 

Na agricultura sustentável o uso de bioestimulantes como as 

substâncias húmicas (SH) e rizobactérias promotoras de crescimento de plantas 

(RPCP) tem se tornado uma alternativa para otimizar a produção agrícola, 

visando maior eficiência no uso de fertilizantes e menor impacto ambiental. O 

objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicação conjunta de SH e rizóbios 

inoculados ou co-inoculados com A. brasilense na promoção de crescimento de 

milho e aveia preta. Foram conduzidos dois experimentos em casa de vegetação 

com plantas de milho e aveia preta tratadas com ácidos húmicos (AH) e ácidos 

fúlvicos (AF), 50% da dose recomendada de nitrogênio (N50), rizóbios 

inoculados ou co-inoculados com Azospirillum brasilense. Também foram 

incluídos tratamentos controles com co-inoculação com rizóbios e A. brasilense 

com N50 sem SH, um tratamento com 100% da dose de nitrogênio (N100) com 

e sem SH e os controles não inoculados 50N e 100N. Em plantas de milho foram 

avaliados os isolados Vp16 e Lc348, enquanto em aveia preta foram as estirpes 

SEMIA 587 e SEMIA 5080. Nos tratamentos foram determinados a massa seca 

da parte aérea (MSPA), a massa seca da raiz (MSR), o nitrogênio acumulado 

(Nac) das plantas e o índice de eficiência relativa (Ef). Os resultados mostraram, 

tanto para milho como aveia preta que os maiores aumentos de MSPA, MSR, 

Nac e Ef se obtém quando se faz a co-inoculação rizóbios e A. brasilense em 

conjunto com AH e N50, seguido da co-inoculação 
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de rizóbios e A. brasilense em conjunto com AF e N50, a inoculação de rizóbios 

em conjunto com SH e N50, quando comparada com a inoculação isolada e o 

controle N100. Em plantas de milho cultivadas com 50% da dose de N com 

aplicação conjunta de SH em co-inoculação com rizóbios e A. brasilense 

promove maior aumento do crescimento das plantas. A aplicação conjunta de 

SH em co-inoculação com rizóbios e A. brasilense com 50% da dose de N 

recomendada em plantas de aveia preta promove aumentos do crescimento. 

Portanto, a co-inoculação de rizóbios e A. brasilense em aplica o conjunta de SH 

poderia representar um grande potencial para a produção agrícola de milho e 

aveia preta de maneira sustentável.   

 

2. Introdução 

 

Os benefícios para as plantas da inoculação tanto de A. brasilense 

como de rizóbios em leguminosas já são amplamente conhecidos. Nos últimos 

anos tem aumentado o interesse em pesquisas com a inoculação de rizóbios em 

gramíneas, assim como a co-inoculação rizóbios e A. brasilense, o uso de 

bioestimulantes como as substâncias húmicas para a promoção de crescimento 

de plantas. 

O milho (Zea mays L.) é um dos grãos de maior importância e volume 

de produção mundial, havendo sido produzidos na safra 2019/20 mais de 1,1 

bilhões de toneladas (USDA, 2020). Na temporada 2019/20 no Brasil, deverá 

apresentar uma área de 18,5 milhões hectares, e uma produção recorde de 101 

milhões de toneladas. (CONAB, 2020), sendo considerado o terceiro país maior 

produtor e o segundo maior exportador mundial de milho. Já a aveia preta (Avena 

strigosa Schreb) é uma gramínea amplamente utilizada para produção de grão 

quanto para pastagem, sendo relevante em sistemas de produção agrícola na 

rotação de cultivos durante o inverno no Estado do Rio Grande do Sul, 

consorciada com o cultivo da soja (LOPES et al., 2009), ocupando no Brasil 2 

milhões de hectares de área cultivada e em interação lavoura-pecuária 

(EMBRAPA, 2018).   

A aplicação de fertilizantes químicos é uma das práticas mais 

custosas na produção dos cultivos tanto para alimentação humana como animal, 

além das taxas de aplicação, raramente são limitadas para refletir ou controlar 
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seu uso excessivo ou perda permanente. O nitrogênio (N) é o nutriente requerido 

em maior quantidade pelas gramíneas, tornando-se um dos fatores limitantes, 

tanto no rendimento de grãos como na qualidade do produto e 

consequentemente do teor de proteína nos grãos (AMARAL FILHO et al., 2005). 

Além disso, menos de 50% do N aplicado ao solo é absorvido pelas plantas 

devido à fatores como lixiviação, volatilização de amônia, desnitrificação, erosão 

e imobilização microbiana (HALVORSON et al., 2002), o que contribui para a 

contaminação do solo e as águas subsuperficiais com o N, levando a danos na 

saúde e comprometendo a sustentabilidade agrícola (TILMAN, 1998; 

ADESMOYE e KLOEPPER, 2009). 

A utilização de bioestimulantes como as substâncias húmicas (SH) 

(ácidos húmicos e ácidos fúlvicos) representam uma estratégia de produção 

agrícola sustentável, que facilita o aumento do rendimento e produtividade dos 

cultivos (SHAH et al., 2018), existindo inúmeros de trabalhos que relatam como 

as SH podem estimular o crescimento das plantas de forma direta ou indireta 

(CHEN e AVIAD, 1990; STEVESON, 1994; VARANINI e PINTON, 2001;  NARDI 

et al., 2002; CHEN et al., 2004; CANELLAS e OLIVARES, 2014; CANELLAS et 

al., 2015). Os efeitos indiretos atuam sob as propriedades físicas, químicas e 

biológicas do solo determinando a  fertilidade, enquanto os diretos atuam sob os 

processos metabólicos e fisiológicos das plantas como o desenvolvimento 

radicular, desenvolvimento foliar, aumento na absorção de nutrientes e 

regulação de enzimas importantes para o metabolismo vegetal, como por 

exemplo a H+-ATPase, VTP-ase, nitrato redutase, e auxínico (PINTON et al., 

1992; FAÇANHA et al., 2002; NARDI et al., 2005; ZANDONADI e BUSATO, 

2012; ZANDONADI et al., 2013, ZANDONATI et al., 2014, CANELLAS et al., 

2015, SHAH et al.,2018).  

Estes efeitos são dependentes da espécie, o órgão e a idade da planta, a 

dose recomendada para cada espécie ou cultivar, a fonte de material orgânico 

de onde foi extraída e, as características das substâncias húmicas (VAUGHAN 

e MALCOLM, 1985; RODDA et al., 2006; ZANDONADI et al., 2014). Existem 

relatos da bioatividade das SH em plantas de milho: estimulando a promoção do 

desenvolvimento radicular pela ativação da H+-ATPase de membrana plasmática 

(FAÇANHA et al., 2002), gerando divisão celular, proliferação e alongamento das 

raízes (NARDI et al., 2002, BARROS et al., 2010, TREVISAN et al., 2010, 
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CANELLAS et al., 2011). Além disso, tem sido evidenciado mudanças na 

exsudação de ácido orgânico pelas plantas induzidas pela presença de SH, 

aumentando a acidificação e induzindo maior atividade e síntese de H+-ATPase, 

sendo descrita uma relação entre ácidos orgânicos e exsudação de prótons e o 

aumento da exsudação de ácido orgânico em plântulas de milho após o 

tratamento com SH (OHNO et al., 2004; CANELLAS et al., 2008; PUGLISI et al., 

2008). Também tem se relatado que as SH estimulam a fotossínteses por 

mecanismos aparentemente similares às fitohormônios (TREVISAN et al., 2011), 

além de melhorar a assimilação dos nutrientes pelas raízes pela presença de 

OH em grupos carboxílicos y fenólicos (MUSCOLO et al., 2013). Enquanto as 

plantas de aveia preta têm sido avaliadas SH extraídas de diferentes tipos de 

carvões apresentaram diferentes efeitos positivos sobre o crescimento das 

plantas, aumentando a altura, a matéria seca da parte área, o comprimento das 

raízes e diminuíram o rádio médio das raízes, comparados com o tratamento 

controle (SILVA et al., 2000b). 

Entretanto, as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas 

(RPCP) também representam uma estratégia de produção sustentável, devido a 

que podem estimular o crescimento das plantas diversos mecanismos como: a 

fixação biológica de N (FBN) (INIGUEZ et al., 2004; MONTAÑEZ et al., 2009), a 

produção de auxinas, citocininas, giberelinas e a inibição de etileno (ARSHAD e 

FRANKENBERGER, 1992; PERRIG et al., 2007), o antagonismo contra 

fitopatógenos (CORREA et al., 2008), a produção de sideróforos (SCHER e 

BAKER, 1982), a competição por nutrientes, a indução de resistência sistêmica 

adquirida (PIETERSE et al., 2003), ou o aumento da disponibilidade de 

nutrientes como fósforo (SESSITSCH et al., 2002; STURZ et al.,2000). Esses 

mecanismos das RPCP podem interagir de forma combinada em benefício da 

planta (DOBBELAERE et al., 2003).   

A eficiência da inoculação de RPCP tem sido demonstrada na 

promoção de crescimento de milho e aveia preta, estando relacionada no 

aumento da germinação em casa de vegetação e a campo, melhor absorção de 

nutrientes, aumento tanto na biomassa quanto na altura das plantas e maior 

produção de grãos (GUTIERREZ-ZAMORA e ROMERO, 2001, BÉCQUER et al., 

2011, MACHADO, 2011; HAHN et al., 2013; SANTOS, 2018). Dentre as RCPP 

utilizadas como inoculantes encontra-se Azospirillum brasilense, que tem dado 
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boas respostas no cultivo de milho (QUADROS, 2009; HUNGRIA et al., 2010; 

MARINI et al., 2015; MULLER et al., 2016, SANTOS, 2018). Por outra parte, 

também tem havido grande interesse em estudar a capacidade de rizóbios 

noduladores de leguminosas de promover o crescimento do milho (GUTIERREZ-

ZAMORA e ROMERO, 2001; BÉCQUER et al., 2011; HAHN et al., 2013; 

SANTOS, 2018) e outros cultivos. Além disso, nos últimos anos tem se 

desenvolvido e avaliado a técnica de co-inoculação, que consiste na mistura de 

inoculantes contendo RPCP (HUNGRIA et al., 2013), sendo avaliada no milho a 

co-inoculação de rizóbios e Azospirillum brasilense, onde os rizóbio em 

associação tem a capacidade na maior parte de produzir fitohormônios entre 

outros mecanismos, enquanto A.brasilense supre a necessidade de N 

parcialmente para o desenvolvimento da planta (HUNGRIA et al., 2007), 

obtendo-se maior crescimento de N e aumento da produtividade (HAHN et al., 

2013). Em um estudo de inoculação de rizóbios e co-inoculação com                         

A. brasilense foram relatados que os rizóbios contribuem na modificação da 

cinética da absorção de nitrogênio (SANTOS, 2018). Em aveia preta, os efeitos 

desta técnica de co-inoculação ainda não são conhecidos.  

Em relação ao uso combinado de RPCP e SH, existem relatos de 

efeitos positivos da aplicação conjunta de SH extraídas de vermicomposto e 

Herbaspirillum seropedicae em plantas de milho, mostrando aumentos sobre a 

germinação de sementes de milho, da população microbiana, no 

desenvolvimento e crescimento da planta e na produtividade do cultivo e 

rendimento do grão comparada com aplicação isolada (CONCEIÇÃO et al., 

2008, MARQUES JUNIOR, 2010; CANELAS et al., 2012; CANELAS et al., 2013; 

CANELLAS et al., 2015). Também tem sido reportado o uso combinado de 

Rhizobium cellulosilyticum e SH extraídas de estrume de bovino, aumentando o 

estimulo sobre a germinação e desempenho inicial de plantas de milho (MELO 

et al., 2017).  Porém, são poucos os trabalhos que evidenciem os efeitos do uso 

combinado de SH de outras fontes e rizóbios inoculados, como também o uso 

de co-inoculação com rizóbios e A. brasilense tanto em plantas de milho como 

em aveia preta.  

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicação conjunta de 

SH e co-inoculação de rizóbios e A. brasilense na promoção de crescimento de 

milho e aveia preta.   
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3. Material e métodos 

 

Dois experimentos foram conduzidos separadamente na casa de 

vegetação do Departamento de Solos, da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul (UFRGS), sendo o milho estabelecido no verão e aveia preta no inverno. 

As sementes e os cultivos bacterianos foram processados no Laboratório de 

Microbiologia do Solo da Faculdade de Agronomia da UFRGS.  

 

Desinfestação das Sementes  

 

Para o experimento de milho (Zea mays L.) foram utilizadas sementes 

do hibrido Morgan 30A77PW, caracterizado como superprecoce e utilizado para 

produção de grãos. Essas sementes foram desinfestadas por imersão sucessiva 

em álcool (70%) por 30 segundos, hipoclorito de sódio (2,5%) por 30 segundos 

e, logo após, seis lavagens consecutivas com água destilada esterilizada 

(VINCENT, 1970). Em seguida, 3 sementes foram semeadas em vasos plásticos 

com capacidade de 1,5 L previamente lavados e flambados com álcool etílico 

99% e enchidos com uma mistura de vermiculita e areia na proporção (2:1) 

esterilizada em autoclave.  

No experimento de aveia preta (Avena strigosa Schreb) foram 

utilizadas sementes do cultivar IAPAR 61, utilizado amplamente na rotação de 

cultivos no inverno no estado do Rio Grande do Sul. As sementes foram 

desinfestadas pelo método de Vincent (1970) descrito anteriormente 

modificando a imersão em hipoclorito de sódio (1%) por 30 segundos devido à 

sensibilidade da semente. Em seguida, as sementes foram pre-germinadas em 

papel filtro úmido com água destilada estéril, e logo após, semeadas 3 sementes 

em vasos plásticos com capacidade de 1,5 L, previamente lavados e flambados 

com álcool etílico 99%, enchidos com uma mistura de vermiculita e areia na 

proporção (2:1) estéril.  

 

Produção dos inoculos dos isolados e estirpes de RPCP  

 

Para o experimento de milho foi realizado um cultivo bacteriano 

separadamente dos rizóbios UFRGS Vp16 (Burkholderia sp.), isolado de trevo 
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branco (Trifolium repens) por ALVES (2005), e UFRGS Lc348 (Mesorhizobium 

sp.), isolado de plantas de cornichão (Lotus corniculatus) por FRIZZO (2007), 

ambos pertencentes à Coleção de Culturas de Rizóbios da UFRGS. Esses dois 

isolados foram selecionados por serem eficientes na promoção de crescimento 

do hibrido de milho Morgan 30A77PW, além de modificar positivamente a 

cinética de absorção de nitrogênio de forma isolada ou combinada com                   

A. brasilense (SANTOS, 2018).     

Os rizóbios utilizados em aveia preta foram as estirpes SEMIA 587 

(Bradyrhizobium elkanii) e SEMIA 5080 (B. diazoefficiens) da coleção de rizóbios 

SEMIA do Departamento de Diagnóstico e Pesquisa Agropecuária (DDPA). 

Essas estirpes têm sido amplamente estudadas mostrando uma alta eficiência 

simbiótica e competividade, sendo recomendadas pelo Ministério de Agricultura 

Pesca e Abastecimento (MAPA) como inoculantes para o cultivo de soja, que é 

estabelecido em sistema de consorciação com aveia preta.  

Para produzir o inoculo dos rizóbios, cada isolado foi cultivado 

separadamente em tubos falcon com 30 mL de meio de cultura levedura manitol 

liquido (VINCENT, 1970) e, mantidos em incubador orbital a 28°C±2 com 

agitação de 120 rpm até conseguir uma concentração de 108 celulas.mL-1 de 

acordo com o tempo de crescimento de cada isolado.  

No caso de A. brasilense, foi utilizado produto comercial a base das 

estirpes AbV5 e AbV6 de A. brasilense em concentração de 108 celulas.mL-1.  

 

Substâncias húmicas. 

 

Neste estudo foram utilizados dois bioestimuladores comerciais ricos 

em substâncias húmicas (SH) extraídas de carvão tipo leonardita: um dos 

produtos foi Growmate Plant, à base de ácidos fúlvicos em concentração de      

1,35 %, que daqui em diante será referido como AF. O outro produto foi 

Growmate Soil, à base de ácidos húmicos em concentração de 1,44 % que daqui 

em diante será referido como AH. As SH foram aplicadas na dose recomendada 

pelo fabricante 4L.ha-1, sendo adicionados 10 mL de uma solução (7,5 mL.L-1).   
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Nutrição mineral das plantas de milho e aveia-preta. 

 

As plantas de milho foram cultivadas com adição da metade da dose 

de nitrogênio (50%) recomendada (equivalente a 75 kg.ha-1) sendo o N 

adicionado nos vasos semanalmente 10 mL de uma solução NH4NO3 (3 g.L-1).  

Utilizaram-se tratamentos controles com adição de N50% e com 100% 

(equivalente a 150 kg.ha-1), sendo o N adicionado nos vasos semanalmente 10 

mL de uma solução NH4NO3 (6 g.L-1) para 100%.  

Em aveia preta, as plantas foram cultivadas com adição da metade da 

dose de nitrogênio (50%) recomendada (equivalente a 40 kg.ha-1) sendo o N 

adicionado nos vasos semanalmente 10 mL de uma solução NH4NO3 (1,43 g.L-

1). Utilizaram-se tratamentos controles com adição de N50% e com 100% 

(equivalente a 80 kg.ha-1), sendo o N adicionado nos vasos semanalmente 10 

mL de uma solução NH4NO3 (2,86 g.L-1) para 100%.  

Todas as plantas foram irrigadas com solução nutritiva de SARRUGE 

(1975) a 50% da sua força iônica. 

 

Experimento de aplicação de SH em conjunto com rizóbios 

inoculados ou co-inoculados com A. brasilense em plantas de milho em 

casa de vegetação. 

 

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso com 

cinco repetições. Neste estudo foram estabelecidos 18 tratamentos (Tabela 1), 

constituídos por inoculação dos isolados de rizóbios UFRGS Vp16 e UFRGS 

Lc348 ou co-inoculação com as estirpes AbV5 e AbV6 de A. brasilense e adição 

de doses de N (50% e 100%) em conjunto com ácidos húmicos (AH) e ácidos 

fúlvicos (AF). 

Os tratamentos que foram inoculados com os isolados de rizóbios 

UFRGS Vp16 e UFRGS Lc348 receberam 2 mL de caldo bacteriano na 

semeadura das sementes, enquanto os tratamentos inoculados com as estirpes 

AbV5 e AbV6 de A. brasilense, foram inoculados com 1 mL do produto comercial 

na semeadura das sementes. 
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Tabela 1.  Identificação e descrição dos tratamentos no experimento com plantas 
de milho.  
 

Tratamento  Descrição 

Controle N50 Não inoculado, com 50% N 

Controle N100 Não inoculado, com 100% N 

N50+AH Não inoculado, com 50% N + ácidos húmicos   

N50+AF Não inoculado com 50% N + ácidos fúlvicos   

N100+AH Não inoculado, com 100% N + ácidos húmicos   

N100+AF Não inoculado com adubação 100% N + ácidos fúlvicos   

N50+Vp16 50% N + inoculação Vp16 

N50+Vp16+AH 50% N + inoculação Vp16 + ácidos húmicos 

N50+ Vp16+AF 50% N + inoculação Vp16+ ácidos fúlvicos  

N50+ Vp16+Az 50% N + inoculação Vp16 + A.brasilense  

N50+ Vp16+Az+AH 50% N + inoculação Vp16 + A.brasilense + ácidos húmicos 

N50+ Vp16 +Az+AF 50% N + inoculação Vp16 + A.brasilense + ácidos fúlvicos. 

N50+Lc348  50% N + inoculação Lc348 

N50+ Lc348+AH 50% N + inoculação Lc348 + ácidos húmicos  

N50+ Lc348+AF 50% N + inoculação Lc348 + ácidos fúlvicos. 

N50+ Lc348+Az 50% N + inoculação Lc348 + A.brasilense 

N50+ Lc348+Az+AH 50% N + inoculação Lc348 + A.brasilense + ácidos húmicos 

N50+ Lc348+Az+AF 50% N + inoculação Lc348 + A.brasilense + ácidos fúlvicos  

 

As substancias húmicas AH e AF foram adicionadas segundo o 

tratamento um dia antes e o nitrogênio na forma de NH4NO3 foi adicionado 3 dias 

após da semeadura das sementes.  Uma semana após instalação do 

experimento foi realizado o desbaste deixando-se uma planta por vaso.  

 

Experimento de aplicação de SH em conjunto com rizóbios 

inoculados ou co-inoculados com A. brasilense em plantas de aveia preta 

em casa de vegetação  

 

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso com 

cinco repetições. Neste estudo foram estabelecidos 18 tratamentos (Tabela 2), 

constituídos por inoculação das estirpes SEMIA 587 (Bradyrhizobium elkanii) e 

SEMIA 5080 (Bradyrhizobium diazoefficiens) ou co-inoculação com A. brasilense 

e adição de doses de nitrogênio (N50% e N100%) em conjunto com ácidos 

húmicos (AH) e ácidos fúlvicos (AF).  



81 
 

 
 

Tabela 2. Identificação e descrição dos tratamentos experimento em plantas de 
aveia preta.  
 

Tratamento  Descrição 

Controle N50 Não inoculado, com 50% N 

Controle N100 Não inoculado, com 100% N 

N50+AH Não inoculado, com 50% N + ácidos húmicos   

N50+AF Não inoculado com 50% N + ácidos fúlvicos   

N100+AH Não inoculado, com 100% N + ácidos húmicos   

N100+AF Não inoculado com 100% N + ácidos fúlvicos   

N50+SEMIA 587 50% N + inoculação SEMIA 587 

N50+SEMIA 587+AH 50% N + inoculação SEMIA 587 + ácidos húmicos 

N50+SEMIA 587+AF 50% N + inoculação SEMIA 587 + ácidos fúlvicos 

N50+SEMIA 587+Az 50% N + inoculação SEMIA 587 + A.brasilense 

N50+SEMIA 587+Az+AH 50% N + inoculação SEMIA 587 + A.brasilense + ácidos húmicos 

N50+SEMIA 587+Az+AF 50% N + inoculação SEMIA 587 + A.brasilense+ ácidos fúlvicos  

N50+SEMIA 5080 50% N + inoculação SEMIA 5080 

N50+SEMIA 5080+AH 50% N + inoculação SEMIA 5080 + ácidos húmicos   

N50+SEMIA 5080+AF 50% N + inoculação SEMIA 5080 + ácidos fúlvicos  

N50+SEMIA 5080+Az 50% N + inoculação SEMIA 5080 + A.brasilense 

N50+SEMIA 5080+Az+AH 50% N + inoculação SEMIA 5080 + A.brasilense + ácidos húmicos  

N50+SEMIA 5080+Az+AF 50% N + inoculação SEMIA 5080 + A.brasilense + ácidos fúlvicos 

 

Os tratamentos que foram inoculados com as estirpes de rizóbios SEMIA 

587 e SEMIA 5080 receberam 2 mL de caldo bacteriano na semeadura das 

sementes. Os tratamentos inoculados com A. brasilense receberam 1 mL do 

produto comercial a base das estirpes AbV5 e AbV6 na semeadura das 

sementes. As substancias húmicas AH e AF foram adicionadas um dia antes e 

o nitrogênio na forma de NH4NO3 foi adicionado 3 dias após da semeadura das 

sementes. Uma semana após instalação do experimento foi realizado o desbaste 

deixando-se uma planta por vaso.  

  

Avaliações realizadas. 

 

Os experimentos foram encerrados após de 45 dias de cultivo, sendo 

coletadas as plantas. Foi separada a parte aérea do sistema radicular, sendo 

determinada a massa seca da parte aérea (MSPA), a massa seca da raiz (MSR), 

e posteriormente foi verificado o N total acumulado (Nac) na parte aérea e a 
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eficiência relativa (Ef) da inoculação e co-inoculação dos rizóbios e A. brasilense 

em aplicação conjunta com SH na promoção de crescimento das plantas. Para 

isto, a parte aérea foi acondicionada em sacos de papel e submetida a secagem 

em estufa de circulação forçada a 65°C, durante três dias e logo foi moída para 

a quantificação de N pelo método descrito por TEDESCO et al., (1995). Todas 

as raízes foram lavadas para se retirar partículas de substrato aderidas, sendo 

secas com papel toalha absorvente para retirar o excesso de água. Em seguida, 

as raízes foram secas em sacos nas mesmas condições anteriores, sendo 

determinada a massa. A eficiência relativa (Ef) na massa seca das plantas de 

milho e aveia preta foi determinado utilizando-se o método de BROCKWELL et 

al., (1966) modificado. O valor foi calculado, utilizando-se os valores de massa 

seca de acordo com a seguinte formula:  

 

Ef (%) = (TInoc. – TN50) / (TN100 – TN50) x 100 

 

Sendo: 

Tinoc = tratamento inoculado ou co-inoculado.  

TN50 = controle não inoculado que recebeu 50% de N.  

TN100 = controle não inoculado que recebeu 100% de N. 

  

Analises dos dados 

 

Os dados obtidos nos dois experimentos foram submetidos 

separadamente à análise de variância, sendo a comparação de medias realizada 

pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o programa estadístico SPSS 15.  

 

4. Resultados e Discussão 

 

Efeitos da aplicação de SH em conjunto com rizóbios inoculados ou 

co-inoculados com A. brasilense em plantas de milho em casa de 

vegetação  

 

Os resultados obtidos na avaliação da promoção de crescimento de 

plantas de milho em resposta à inoculação e co-inoculação de rizóbios com           



83 
 

 
 

A. brasilense em aplicação conjunta de substâncias húmicas e 50% da dose de 

nitrogênio mineral (N), comparado com os controles que receberam uma dose 

de N (100% e 50%) com e sem SH, são apresentados na Tabela 3.  

 
Tabela 3. Produção de Massa seca da parte aérea (MSPA), Massa seca da raiz 
(MSR) e Nitrogênio acumulado na parte aérea (Nac) em plantas de milho pela 
inoculação ou co-inoculação de rizóbios e A. brasilense em conjunto com 
substâncias húmicas. 
 

Tratamentos MSPA MSR  Nac 

 -------------- g -------------- mg 
Controle N100 4,98 j 2,31 fg 56,39 k 

N100 + AH 5,87 h 2,91 cd 84,98 g 

N100 + AF 5,36 i 2,61 def 71,04 i 

N50 + Vp16 5,55 i 2,52 def 63,32 j 

N50 + Lc348 5,09 j 2,42 ef 56,16 k 

N50 + Vp16 + Az 6,34 ef 2,63 def 95,07 f 

N50 + Lc348 + Az 6,19 fg 2,34 fg 91,63 f 

N50 + Vp16 + AH 6,49 e 3,20 c 102,05 e 

N50 + Lc348 + AH 6,15 fg 2,85 cde 90,72 f 

N50 + Vp16 + AF 6,08 gh 2,89 cde 80,12 h 

N50 + Lc348 + AF 5,91 h 2,74 cdef 75,08 i 

N50 + Vp16 + Az + AH 8,73 a 3,72 a 158,34 a 

N50 + Lc348 + Az + AH 8,11 b 3,58 ab 141,53 b 

N50 + Vp16 + Az + AF 7,63 c 3,50 ab 128,31 c 

N50 + Lc348 + Az + AF 7,27 d 3,51 ab 115,36 d 

N50 + AF 3,40 l 2,33 def 26,00 l 

N50 + AH 3,67 k 2,30 fg 30,49 l 

Controle N50 2,99 m 1,94 g 17,35 m 

*Letras iguais não diferem estatisticamente (p<0,05) segundo o teste de Tukey (n=5).  

 

Os resultados obtidos no experimento conduzido em casa de 

vegetação com plantas de milho mostram o potencial que tem a combinação dos 

efeitos de promoção de crescimento de plantas das substâncias húmicas (AH e 

AF) e a co-inoculação de rizóbios e A. brasilense. 

Neste experimento, evidenciou-se um aumento da massa seca da 

parte aérea (MSPA), sendo maior quando as plantas foram co-inoculadas com 

rizóbios e A. brasilense em aplicação conjunta com as SH, seguida da co-

inoculação rizóbios e A. brasilense, e da inoculação de rizóbios em aplicação 

conjunta de SH, comparando-se com as plantas que receberam a inoculação 

isolada dos rizóbios, os tratamentos com adubação mineral N100 com SH (AH e 

AF) e os tratamentos controle N100 e controle N50.  
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Esses resultados sugerem que a co-inoculação com rizóbios e             

A. brasilense em aplicação conjunta de SH exerceram maior efeito benéfico na 

produção de massa seca nas plantas de milho. Os efeitos benéficos que podem 

exercer a co-inoculação com rizóbios e A. brasilense na promoção de 

crescimento de plantas de milho têm sido relatados, obtendo-se maior 

crescimento, assimilação dos nutrientes e aumento da produtividade (HAHN et 

al., 2013; SANTOS, 2018). Também se tem relatos da bioatividade das SH na 

promoção de crescimento de plantas de milho, que gera um estimulo na 

fotossíntese por mecanismos aparentemente similares aos fitohormônios 

(TREVISAN et al., 2011), ativação da atividade H+-ATPase da membrana 

plasmática (FAÇANHA et al., 2002), estimulando a divisão celular, proliferação 

e alongamento das raízes (NARDI et al., 2002, BARROS et al., 2010, TREVISAN 

et al., 2010, CANELLAS et al., 2011), além de melhorar a assimilação dos 

nutrientes pelas raízes pela presença de OH em grupos carboxílicos e fenólicos 

(MUSCOLO et al., 2013).  

Os resultados também mostraram que o valor de MSPA foi maior 

quando as plantas foram co-inoculadas com rizóbios e A. brasilense em 

aplicação conjunta com AH, quando comparada com a co-inoculação com 

rizóbios e A. brasilense em aplicação conjunta com AF. Este fato poder ser 

explicado pelas diferenças do tipo de SH empregadas, constituição e sua 

concentração, concordando com o relatado de que os efeitos das SH são 

dependentes da fonte, características e os tipos (VAUGHAN e MALCOLM, 1985; 

RODDA et al., 2006; ZANDONADI et al., 2014).  

Foi evidenciado que os resultados obtidos pela co-inoculação de 

rizóbios e A. brasilense aumentaram a MSPA das plantas de milho, semelhante 

à inoculação dos rizóbios Vp16 e LC348 em conjunto com as SH, e à adição 

conjunta de N100 com SH (AH e AF), em comparação com as plantas inoculadas 

com os rizóbios e os tratamentos controles N100 e N50. Resultados similares 

tem sido relatado do aumento da MSPA, modificação da cinética de absorção e 

assimilação de N em plantas de milho pela inoculação dos rizóbios Vp16 e Lc348 

ou em co-inoculação com A. brasilense (HAHN et al., 2013; SANTOS, 2018). Em 

outro estudo, foi relatado que o tratamento combinado do isolado Rhizobium 

cellulosilyticum e AH extraídos de estrume de bovino em plantas de milho obteve 

maior aumento da MSPA comparada com a aplicação e inoculação isolada 
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destes (MELO et al., 2017). Outros trabalhos utilizando Herbaspirillum 

seropedicae em aplicação conjunta com SH extraídas de vermicomposto em 

plantas de milho, mostraram um aumento sobre a germinação de sementes de 

milho, da população microbiana, desenvolvimento e crescimento da planta e, a 

produtividade do cultivo e rendimento do grão comparada com aplicação isolada 

(CONCEIÇÃO et al., 2008, MARQUES JUNIOR, 2010; CANELAS et al., 2013; 

CANELLAS et al., 2015).  

Em relação à massa seca da raiz das plantas de milho (Tabela 3), os 

maiores aumentos (3,51 - 3,72 g) foram obtidos nos tratamentos co-inoculados 

com os isolados de rizóbios e A. brasilense em aplicação conjunta com as SH 

(AH e AF), mostrando diferenças com os outros tratamentos e o controle N100. 

Esses resultados mostram a interação que há entre os efeitos dos rizóbios e        

A. brasilense conjuntamente com os AH e AF sobre o desenvolvimento da raiz 

das plantas de milho. Esses efeitos de têm sido relatados em alguns trabalhos, 

no caso destas RPCP quando se associam com a planta hospedeira induzem 

alongamento das raízes, maior densidade, comprimento de raízes e aumento de 

pelos radiculares pela produção de fitohormônios, refletindo-se no aumento da 

massa secado sistema radicular (POONGUZHALI et al., 2008; BÁRBARO et al., 

2008; BASHAN e DE-BASHAN 2010; HAHN et al., 2013). No caso das SH se 

tem documentado os efeitos na promoção de emergência de raízes, mudanças 

morfológicas, aumento da densidade e aumento dos pelos radiculares, o efeito 

“como auxina” e o desenvolvimento da arquitetura radicular (NARDI et al., 2017, 

OLIVARES et al., 2017; BALDOTTO et al., 2011; SILVA et al., 2011; CANELLAS 

e OLIVARES, 2014). Além disso, também tem sido reportado que os AH 

aumentam a atividade H+-ATPase gerando uma expansão da raiz facilitando 

sítios de colonização para Herbapirillum seropedicae no milho (MARQUES 

JUNIOR et al., 2008), sendo corroborado por CANELLAS e OLIVARES (2017) a 

modulação que exercem ácidos húmicos sobre a produção de células do córtex 

estimulando maior colonização de H. seropedicae.  

Os aumentos observados na MSR nas plantas de milho pela co-

inoculação de rizóbios e A. brasilense em aplicação conjunta com SH neste 

estudo (Tabela 3), diferem dos observados em um trabalho realizado com 

inoculação de RPCP (Burkholderia gladioli e Rhizobium cellulosilyticum) em 

aplicação conjunta com AH em plantas de milho onde não foram evidenciadas 
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mudanças na MSR comparado com o controle (MELO et al., 2017). Porém, estes 

resultados foram semelhantes aos obtidos nos outros tratamentos onde foram 

somente inoculados os rizóbios com SH, os tratamentos co-inoculados com 

rizóbios e Azospirillum, os tratamentos inoculados com rizóbios isoladamente, os 

tratamentos com N100 mais as SH e os controles N100 que não apresentaram 

diferenças entre eles. 

Em relação ao N acumulado na parte aérea das plantas de milho 

observou-se que os maiores acúmulos de N foram nos tratamentos co-

inoculados com rizóbios e A. brasilense em aplicação conjunta com SH (AH e 

AF), seguido dos tratamentos que foram inoculados com rizóbios em presença 

de SH, dos tratamentos co-inoculados rizóbios e Azospirillum, comparado com 

os tratamentos inoculados isoladamente com rizóbios, os tratamentos com 

adição de N100 em conjunto com SH e o controle N100. Esses resultados 

evidenciam o potencial que tem a aplicação conjunta das SH e a co-inoculação 

de rizóbios e A. brasilense que promovem aumentos de até três vezes o acumulo 

de N na parte aérea da planta. Relatos semelhantes sobre os efeitos no aumento 

na absorção de nutrientes tanto das RCPS avaliadas neste estudo (rizóbios Vp16 

e Lc348 e A. brasilense) como as SH (AH e AF). Em relação aos isolados de 

rizóbios Vp16 e Lc348 contribuem no aumento geral da absorção de macro e 

micronutrientes (HAHN et al., 2013; SANTOS, 2018), havendo evidencias que 

quando inoculados isoladamente o co-inoculados com A. brasilense podem 

modificar a cinética absorção de N-NH4
+ e N-NO3

- (SANTOS, 2018). Da mesma 

maneira, tem sido evidenciada a capacidade de A. brasilense de fixar nitrogênio 

e suprir parcialmente a necessidade das plantas de milho (QUADROS, 2009; 

HUNGRIA et al., 2010; MARINI et al., 2015; MULLER et al., 2016; SANTOS, 

2018).  

Efeitos da bioatividade das SH na absorção de nutrientes pelas 

plantas também tem sido relatados, devido à indução da atividade da                    

H+-ATPase, estimulando a codificação de um dos genes principais como o Mh2 

que é expressado nas células das raízes de milho (QUAGGIOTTI et al., 2004), 

além de energizar transportadores de íons secundários e promover absorção de 

nutrientes como no caso do nitrato por meio de canais iônicos estabelecidos na 

membrana plasmática e, transportado de maneira assimétrica por prótons            

(2:1 H+:NO3-) (CANELLAS et al., 2015). Também, tem sido relatado, o aumento 
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no transporte de nitratos pela atividade de SH em plantas de milho (NARDI et 

al., 2000). Tais evidências poderiam explicar os resultados obtidos neste estudo 

no tratamento de adição de N100+AH e N100+AF onde se observou aumento 

no acumulo de N nas plantas de milho quando comparado com o controle N100 

(Tabela 3). Porem nos tratamentos de aplicação conjunta de SH em co-

inoculação de rizóbios e A. brasilense a quantidade de N foi reduzida em 50% 

obtendo-se maior acumulo de N nas plantas, concordando com o relatado em 

alguns estudos, que afirmam que os resultados positivos de inoculação ou co-

inoculação de RPCP são mais evidentes com a redução e uso de doses medias 

de N aplicado (ROESCH et al., 2006; VERESOGLOU e MENEXES, 2010; LANA 

et al., 2012; SKONIESKI, 2015, SANTOS, 2018).    

Em trabalhos de inoculação de RPCP em conjunto com substâncias 

húmicas tem sido relatado também os efeitos sinérgicos sob o acumulo de N em 

plantas de milho. Foi avaliado o efeito da inoculação de H. seropedicae estirpe 

HRC54 (450L.ha-1) e aplicação foliar de AH (50mg C de AH) extraídos de 

vermicomposto em campo com utilizando diferentes quantidade de fertilidade 

com N (0-200 kg de N.ha-1) em parcelas, obtendo-se um aumento do rendimento 

de grãos até 75 kg N.ha-1, não havendo efeitos da combinação da RPCP e AH 

nas concentrações mais altas (CANELLAS et al, 2015). Outro estudo relatou que 

a combinação de H. seropedicae e diferentes concentrações de AH induziram a 

atividade da enzima nitrato redutase de 120-230 % quando comparado com 

tratamento controle, considerada importante para redução de nitrato a amônio 

(CANELLAS et al., 2013)        

Os efeitos diferenciados da inoculação ou co-inoculação de rizóbios e 

A. brasilense em conjunto com substâncias húmicas (AH e AF) na promoção de 

crescimento de plantas de milho podem ser visualizados pelo índice eficiência 

relativa (Ef) na massa seca da parte aérea (Figura 1).  
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Figura 1. Eficiência relativa da inoculação ou co-inoculação de rizóbios e               

A. brasilense em conjunto com substâncias húmicas na produção de 
massa seca da parte aérea nas plantas de milho. 

 

Verificaram-se os maiores índices com a co-inoculação rizóbios e        

A. brasilense em conjunto com AH, seguido da co-inoculação rizóbios e                 

A. brasilense em conjunto com AF, a inoculação de rizóbios com SH, quando 

comparada com a inoculação isolada e o controle N100. Esses resultados 

comprovam a eficácia da co-inoculação de rizóbios (Vp16 e Lc348) e                       

A. brasilense em conjunto com substâncias húmicas (AH e AF) na promoção de 

crescimento de plantas de milho cultivadas com redução da dose de N em 50%. 

Nesse sentido, os resultados obtidos neste experimento na eficiência relativa, na 

massa seca da parte aérea, na massa seca da raiz e o nitrogênio acumulado na 

parte aérea das plantas de milho sugerem a co-inoculação rizóbios (Vp16 e 

Lc348) e A. brasilense em conjunto com AH em plantas de milho é maior na 

promoção de crescimento de plantas de milho cultivadas com redução em 50% 

de N, do que quando se faz a inoculação ou co-inoculação das RPCP, a adição 

de SH de forma isolada no cultivo em casa de vegetação, assim como também 

com adição da dose 100N.  
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Efeitos da aplicação de SH em conjunto com rizóbios inoculados ou 

co-inoculados com A. brasilense em plantas de aveia preta em casa de 

vegetação 

 

Os resultados obtidos na avaliação da promoção de crescimento de 

plantas de aveia preta em resposta à inoculação e co-inoculação de rizóbios 

(SEMIA 587 e SEMIA 5080) com A. brasilense em aplicação conjunta de 

substâncias húmicas (AH e AF) e cultivadas com 50% da dose de nitrogênio 

mineral (N), comparado com os controles não inoculados que receberam uma 

dose de 100%N e 50%N com e sem SH, são apresentados na Tabela 4.  

 

Tabela 4. Produção de Massa seca da parte aérea (MSPA), Massa seca da raiz 
(MSR) e Nitrogênio acumulado na parte aérea (Nac) em plantas de aveia preta 
pela inoculação ou co-inoculação de rizóbios e A. brasilense em conjunto com 
substâncias húmicas. 

 

Tratamentos MSPA MSR Nac 

 ------------------ g ----------------- -------- mg------- 

Controle N100 2,33 f 1,24 f 49,43 h 

N100 + AH 2,89 cd 1,53 e 72,61 de 

N100 + AF 2,71 e 1,55 de 66,28 fg 

N50 + SEMIA 587 2,29 f 1,32 f 48,64 h 

N50 + SEMIA 5080 2,38 f 1,22 f 52,76 h 

N50 + SEMIA 587 + Az 2,80 de 1,64 cde 63,91 g 

N50 + SEMIA 5080 + Az 2,99 c 1,71 bc 69,49 df 

N50 + SEMIA 587 + AH 3,04 c 1,65 cd 78,05 c 

N50 + SEMIA 5080 + AH 2,95 cd 1,63 cde 74,59 cd 

N50 + SEMIA 587 + AF 2,91 cd 1,68 c 73,57 cde 

N50 + SEMIA 5080 + AF 2,91 cd 1,62 cde 72,30 de 

N50 + SEMIA 587 + Az + AH 4,03 a 1,84 a 114,45 a 

N50 + SEMIA 5080 + Az + AH 4,10 a 1,90 a 115,41 a 

N50 + SEMIA 587 + Az + AF 3,44 b 1,82 ab 92,56 b 

N50 + SEMIA 5080 + Az + AF 3,46 b 1,88 a 94,60 b 

N50 + AH 1,51 g 0,51 g 24,50 i 

N50 + AF 1,42 g 0,50 g 22,18 i 

Controle N50 1,23 h 0,41 g 14,60 j 

*Letras iguais não diferem estatisticamente (p<0,05) segundo o teste de Tukey (n=5).  

 

Observou-se que em plantas de aveia preta cultivadas com 5% da 

dose recomendada de N, a co-inoculação com rizóbios e A.brasilense em 

aplicação conjunta com AH induziu o maior aumento da massa seca da parte 
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aérea (MSPA) das plantas, seguido da co-inoculação com rizóbios e                         

A. brasilense em aplicação conjunta com AF e adubação de N50, a co-

inoculação de rizóbios A.brasilense sem SH, e a inoculação de rizóbios com SH, 

quando comparada com a inoculação isolada dos rizóbios, os tratamentos com 

adição N100 com SH (AH e AF)  e os tratamentos controle N100 e controle N50. 

Esses resultados comprovam o potencial que tem a integração dos efeitos da 

co-inoculação com rizóbios e A. brasilense em aplicação conjunta de SH em 

plantas de aveia preta.  

Resultados dos efeitos benéficos de aumento da massa seca da parte 

aérea de plantas de aveia preta tem sido observado na aplicação das SH (AH e 

AF) isoladamente, como também da inoculação ou co-inoculação de RPCP no 

desenvolvimento na MSPA em plantas de aveia preta. Foram observadas, em 

estudo de diferentes tipos de SH extraídas de diferentes carvões e aplicadas em 

diferentes concentrações comprovou-se que as SH exerceram maior aumento 

até 170% na produção de massa seca em plantas de aveia preta quando a dose 

aplicada foi de 30 mg.L-1 de SH, em comparação com o tratamento controle 

(SILVA et al., 2000b). Também tem sido relatado que os efeitos das SH 

dependem da fonte, do tipo e suas características (VAUGHAN e MALCOLM, 

1985; RODDA et al., 2006; ZANDONADI et al., 2014), o que permite explicar que 

as diferenças em relação ao tipo e concentração das SH comerciais utilizada 

neste experimento refletem nos resultados dos efeitos nas plantas de aveia 

preta, sendo maior os efeitos dos AH do que os AF em co-inoculação rizóbios e 

A. brasilense (Tabela 4). 

No caso das RPCP, a estirpe SEMIA 587 (Bradyrhizobium elkanii) 

simbionte de soja foi reportada sua capacidade de aumentar a MSPA de plantas 

de aveia preta em casa de vegetação. Já a estirpe SEMIA 5080 (Bradyrhizobium 

diazoefficiens) influenciou a produção da MSPA nas plantas de aveia preta 

semelhante ao tratamento controle N100 (CASTILHO, 2019). No caso de A. 

brasilense é conhecido como promotor de crescimento vegetal em gramíneas 

incluindo a aveia preta, influenciando aumento da MSPA pela sua capacidade 

de fixar nitrogênio e de produzir fitohormônios (BALDANI e BALDANI, 2005; 

PERRIG et al., 2007).  

Em relação a massa seca da raiz (MSR) nas plantas de aveia preta 

observou-se que a co-inoculação de rizóbios e A. brasilense em aplicação 



91 
 

 
 

conjunta com SH (AH e AF), a co-inoculação de rizóbios e A. brasilense sem SH, 

a inoculação de rizóbios com aplicação de SH, e a adição de 100%N e SH 

induziram o aumento da MSR, em comparação inoculação dos rizóbios ou 

aplicação de uma dose de 100N isoladamente. Esses resultados sugerem o uso 

potencial que tem a aplicação conjunta das SH (AH e AF) em co-inoculação com 

rizóbios (SEMIA 587 e SEMIA 5080) e A. brasilense. Resultados de aplicação 

isolada de diferentes fontes e doses de SH em plantas de aveia preta 

comprovaram que há maior desenvolvimento das raízes em presença das SH 

sugerindo uma dose de 30 mg.L-1 (SILVA et al., 2000b).     

Observou-se que o acumulo de N nas plantas na aveia preta foi maior 

quando as plantas foram co-inoculadas com rizóbios e A. brasilense em 

aplicação conjunta com AH que quando se faz com AF, o que poderia ser 

atribuída à bioatividade das SH que está relacionada às suas características 

como tipo e composição (VAUGHAN e MALCOLM, 1985; RODDA et al., 2006; 

ZANDONADI et al., 2014), o que diferenciado nas SH (AH e AF) empregadas 

neste experimento. Em seguida, os maiores aumentos no acúmulo de N foram 

evidenciados nas plantas de aveia preta co-inoculadas com rizóbios e A. 

brasilense sem SH, logo nas plantas inoculadas com rizóbios com SH, e as que 

foram tratadas com N100 em presença de SH, quando comparados com as 

plantas inoculadas com rizóbios e as tratadas com N100 isoladamente. 

Resultados sobre o efeito que tem diferentes tipos de SH extraídas de diferentes 

carvões, em uma dose de 30mg.L-1 têm sido relatados que aumentaram o 

acumulo de N nas plantas de aveia preta (SILVA et al., 2000b). Enquanto os 

efeitos pela inoculação de rizóbios tem sido relatado que não aumentam o 

acumulo de N em plantas de aveia preta comparado com o controle 50N 

(CASTILHO, 2019) diferindo dos resultados obtidos neste experimento, 

provavelmente pelas condições do cultivo, a forma de inoculação e semeadura 

da semente, evidenciando-se que as plantas inoculadas com rizóbios 

isoladamente obtiveram um acumulo de N nas plantas, sendo maior em 

presença das SH e semelhante ao obtido pelas plantas adubadas com uma dose 

100 de N (Tabela 4).    

Em plantas de aveia preta, a eficiência relativa da inoculação ou co-

inoculação de rizóbios e A. brasilense em conjunto com substâncias húmicas 

(AH e AF) na produção de massa seca (Figura 2) observou-se que os maiores 
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índices foram obtidos com a co-inoculação rizóbios e A. brasilense em conjunto 

com AH, seguido da co-inoculação rizóbios e A. brasilense em conjunto com AF.  

 

 

Figura 2. Eficiência relativa da inoculação ou co-inoculação de rizóbios e               
A. brasilense em conjunto com substâncias húmicas na produção de 
massa seca em plantas de aveia preta. 

 

Esses resultados também mostram os benefícios da co-inoculação de 

rizóbios simbiontes de soja (SEMIA 587 e SEMIA 5080) e A. brasilense em 

conjunto com substâncias húmicas (AH e AF) na produção de massa seca de 

plantas cultivadas com 50% da dose de N, o que pode ser importante em sistema 

de sucessão do cultivo da soja com aveia preta. 

 

5. Conclusões 

 

A promoção de crescimento de plantas de milho cultivadas com 50% 

da dose de nitrogênio é maior quando as plantas são co-inoculadas com rizóbios 

(Vp16 ou Lc348) e A. brasilense em conjunto com substancias húmicas (ácidos 

húmicos e ácidos fúlvicos), refletindo-se no aumento da massa seca da parte 

aérea, a massa seca da raiz, o acumulo de N e eficiência relativa nas plantas.  

A co-inoculação das plantas de milho com rizóbios e A. brasilense, 

assim como a inoculação de rizóbios em presença das substâncias húmicas 
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(ácidos húmicos e ácidos fúlvicos) aumenta o crescimento de plantas de milho 

cultivadas com 50% da dose de N.  

O aumento da promoção de crescimento de plantas de aveia preta 

cultivadas com 50% da dose de nitrogênio é maior quando as plantas são co-

inoculadas com rizóbios SEMIA 587 ou SEMIA 5080 simbiontes da soja, e             

A. brasilense em aplicação conjunta com substâncias húmicas (ácidos húmicos 

e ácidos fúlvicos), evidenciado na massa seca da parte aérea, a massa seca da 

raiz, o acumulo de N e eficiência relativa nas plantas.  

A co-inoculação dos rizóbios SEMIA 587 ou SEMIA 5080 e                      

A. brasilense estimula o aumento do crescimento das plantas de aveia preta, 

semelhante à inoculação de rizóbios em presença de ácidos húmicos e ácidos 

fúlvicos.   

Os aumentos observados em milho e aveia preta pela co-inoculação 

de rizóbios e A. brasilense em conjunto com substancias húmicas indicam uma 

estratégia promissora para futuros estudos do crescimento de plantas de milho 

e aveia preta em condições de campo. 
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CAPITULO IX – Conclusões gerais 

 

A co-inoculação de rizóbios e Azospirillum brasilense em conjunto 

com substâncias húmicas promovem maior crescimento das leguminosas feijão-

fava e leucena e das gramíneas milho e aveia preta.  

Em plantas de feijão-fava, a co-inoculação de rizóbios e A. brasilense 

em aplicação conjunta com substâncias húmicas (ácidos húmicos e ácidos 

fúlvicos) exercem maior promoção de crescimento das plantas, proporcionando 

o aumento da massa seca, a massa seca da raiz, o nitrogênio acumulado na 

parte aérea e na eficiência relativa da fixação biológica de nitrogênio das plantas. 

Destaca-se a inoculação do isolado de rizóbio Plu14 e aplicação de AH.   

A promoção de crescimento de plantas de leucena é maior quando as 

plantas são co-inoculadas com rizóbios e A. brasilense em aplicação conjunta 

com SH (AH e AF) favorecendo os aumentos da massa seca, a massa seca da 

raiz, o nitrogênio acumulado na parte aérea e na eficiência relativa da fixação 

biológica de nitrogênio.  

Nas leguminosas, feijão fava e leucena a aplicação conjunta de SH e 

rizóbios em co-inoculação com A. brasilense exercem maior aumento da massa 

seca dos nódulos secos em feijão-fava e maior número de nódulos em leucena.  

Em plantas de feijão-fava como leucena a co-inoculação de rizóbios 

e A. brasilense assim como a inoculação de rizóbios com SH aumentam o 

crescimento das plantas.   

A promoção de crescimento de plantas de milho cultivadas com 50% 

da dose de nitrogênio é maior quando as plantas são co-inoculadas com rizóbios 

(Vp16 ou Lc348) e A. brasilense em conjunto com substancias húmicas (ácidos 

húmicos e ácidos fúlvicos), proporcionando maior aumento da massa seca da 

parte aérea, a massa seca da raiz, o acumulo de N e eficiência relativa nas 

plantas.  
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O aumento da promoção de crescimento de plantas de aveia preta 

cultivadas com 50% da dose de nitrogênio é maior quando as plantas são co-

inoculadas com rizóbios (SEMIA 587 ou SEMIA 5080) simbiontes da soja, e A. 

brasilense em aplicação conjunta com substancias húmicas (ácidos húmicos e 

ácidos fúlvicos), evidenciado na massa seca da parte aérea, a massa seca da 

raiz, o acumulo de N e eficiência relativa nas plantas.  

Em plantas de milho, a co-inoculação das plantas com rizóbios (Vp16 

ou Lc348) e A. brasilense, assim como a inoculação de rizóbios em presença 

das substâncias húmicas aumenta o crescimento das plantas cultivadas com 

50% da dose de nitrogênio.  

A co-inoculação dos rizóbios (SEMIA 587 ou SEMIA 5080) e                  

A. brasilense estimula o aumento do crescimento das plantas de aveia preta, 

semelhante à inoculação de rizóbios em presença de ácidos húmicos e ácidos 

fúlvicos.   

Os aumentos observados nas leguminosas feijão-fava e leucena 

como nas leguminosas milho e aveia preta por co-inoculação de rizóbios e             

A. brasilense em conjunto com substancias húmicas indicam que poderia ser 

uma estratégia promissora para futuros estudos em solos em casa de vegetação 

e no campo.  

Os rizóbios obtidos de solos do estado Rio Grande do Sul isolados 

Plu03 e Plu14 são eficientes na fixação biológica de nitrogênio em plantas de 

feijão-fava.    

Os rizóbios isolados no estado do Rio Grande do Sul Leu01 e Leu02 

são simbiontes de plantas de leucaena, com capacidade de formar nódulos y 

eficientemente.  
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