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RESUMO 
 

A cultura do feijão possui grande importância econômica e social em todo o país. 
O uso de fertilizantes químicos, em especial os nitrogenados, são os maiores 
responsáveis pelos incrementos aos custos de produção e podem ser danosos ao 
meio ambiente. Uma alternativa para diminuição do uso de insumos é a utilização 
das bactérias diazotróficas, capazes de realizar simbiose com leguminosas, dentre 
as quais se destacam os rizóbios, que são, atualmente, os gêneros mais estudados. 
Neste contexto, objetivou-se testar dois isolados de rizóbios da Coleção de 
Rizobactérias da UFSC campus Curitibanos. O experimento foi realizado em casa 
de vegetação da UFSC campus Curitibanos, sendo conduzido em Delineamento 
em Blocos Casualizados (DBC), contendo sete tratamentos e oito repetições. Os 
tratamentos utilizados foram inoculação dos isolados de rizóbios RBZ14, RBZ15, a 
estirpe padrão CIAT 899, associação entre CIAT899 e RBZ14, associação entre 
CIAT899 e RZB15, associação entre RBZ14 e RBZ15 e testemunha sem adubação 
e inoculação. Os parâmetros avaliados foram massas fresca e seca da parte aérea 
(g), massas fresca e seca das raízes (g), massas fresca e seca de nódulos (g) e o 
teor de nitrogênio foliar (g.kg-1). Todos apresentaram diferenças estatísticas 
significativas. De modo geral, resultados mais expressivos foram obtidos com a 
inoculação da estirpe padrão CIAT899.   
 
Palavras-chave: Feijão. Simbiose. Inoculação. 

  



ABSTRACT 
 

The bean crop has great economic and social importance throughout the country. 
The use of chemical fertilizers, especially nitrogen fertilizers, are the largest 
responsible for increases in production costs and can be harmful to the environment. 
An alternative for reducing the use of inputs is the use of diazotrophic bacteria, 
capable of symbiosis with legumes, among which the rhizobia, which are currently 
the most studied genera, stand out. In this context, the objective was to test two 
rhizobial isolates from the UFSC campus Curitibanos Rhizobacteria Collection. The 
experiment was conducted at the vegetation house of UFSC campus Curitibanos 
and was conducted in a randomized block design (RBD), containing seven 
treatments and eight replications. The treatments used were inoculation of rhizobia 
isolates RBZ14, RBZ15, the standard strain CIAT 899, association between 
CIAT899 and RBZ14, association between CIAT899 and RZB15, association 
between RBZ14 and RBZ15 and control without fertilization and inoculation. The 
evaluated parameters were fresh and dry shoot mass (g), fresh and dry root mass 
(g), fresh and dry nodule mass (g) and leaf nitrogen content (g.kg-1). All showed 
significant statistical differences. In general, more expressive results were obtained 
by inoculating the standard strain CIAT899. 
 
Key words: Bean. Symbiosis. Inoculation. 
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1 INTRODUÇÃO 

O feijão (Phaseolus vulgaris L.) é considerado um grão de grande 

importância na alimentação humana. Possui alto potencial nutritivo e é uma fonte 

básica de proteínas e carboidratos, além de outros nutrientes e minerais como o 

ferro (BROUGHTON, 2003). É uma alternativa de alimento, que combinado ao 

arroz formam a base da alimentação da população brasileira (STONE; PEREIRA, 

1994; XAVIER et al., 2008).  

A produção da cultura se concentra, essencialmente, nas pequenas 

propriedades agrícolas do país (IBGE, 2006; CONAB, 2019). O cultivo da 

leguminosa nas grandes propriedades se dá, ocasionalmente, como uma 

possibilidade de ganho a curto prazo, em razão do seu ciclo reduzido e de acordo 

com as variantes do mercado (EPAGRI, 2010). A produção dessa cultura, 

entretanto, se torna oscilante pois requer alto investimento, para formação 

adequada (VIEIRA et al., 2013).  

Em virtude do seu ciclo rápido de produção, a cultura se torna grande 

dependente do uso de fertilizantes, pois absorve mais rapidamente os nutrientes 

do solo. (GERLACH et al., 2013; MALAVOLTA, 1979). De acordo com Amado et al. 

(2002), o principal e mais limitante macronutriente para o desenvolvimento da 

cultura é o nitrogênio. O suprimento adequado desse nutriente favorece a alta 

atividade fotossintética, o expressivo crescimento vegetativo e a folhas verde-

escuras vigorosas (VIEIRA et al., 2013). Os solos brasileiros, entretanto, 

apresentam teores baixos de nitrogênio, variando de 0,05 a 0,30%, sendo assim 

insuficientes para suprir a demanda da cultura (BIZARRO, 2008; FRANCO et al., 

2002).  

O incremento ou reposição deste macronutriente ao solo tem ocorrido, 

principalmente, por meio da adubação mineral (BIZARRO, 2008; SILVA et al., 

2014). Esta forma de adubação, além de ser uma fonte de N de custo elevado, pode 

sofrer perdas por lixiviação e volatilização (OSINAME et al., 1983). As perdas 

ocasionadas por esses eventos, frequentemente causam deficiências nas plantas 

por falta do nutriente e até mesmo, problemas como poluição, como a eutrofização 

de rios e lagos e implicações na camada de ozônio (FARIAS, 2000; WIEGAND et 

al., 2016). A eutrofização causa impactos como o aumento da contaminação dos 

corpos hídricos por metais e substâncias tóxicas, o esgotamento do oxigênio 
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dissolvido e a morte da fauna e flora aquática (MORAES, 2009; VIEIRA et al., 

2013). 

Para evitar tais gastos e consequências, tem-se optado pelo uso de 

bactérias fixadoras de N2 (diazotróficas) que ao realizar a simbiose absorvem este 

elemento do ar e são capazes de transformar em NH3. A amônia gerada através 

desse processo será utilizada como suprimento à planta, para que esta transforme 

em aminoácidos ou outros compostos que serão utilizados na nutrição nitrogenada 

(RUFINI, 2010). O uso das bactérias diazotróficas através da inoculação, além da 

economia com a redução de fertilizantes nitrogenados, tem promovido o aumento 

da matéria orgânica do solo (GUALTER, 2007; BIZARRO, 2008; SANTANA et al., 

2018). 

Na região sul do país, essa prática ainda não tem seu uso difundido, pelo 

fato da simbiose apresentar grande sensibilidade aos fatores ambientais (EPAGRI, 

1992; SOUZA, 2018). Pouco são os produtos com comprovada eficácia nas 

condições edáficas presentes na região (EPAGRI, 2010). Considerável esforço tem 

sido despendido pela pesquisa no sentido de conhecer esses fatores para poder 

permitir ao produtor usufruir dos benefícios da FBN (EPAGRI, 1992; BASTOS, 

2016).  

Neste sentido, supõe-se que a utilização de isolados de rizóbios da região 

de Curitibanos possa favorecer a fixação biológica de nitrogênio e com isso, reduzir 

custos de produção, diminuindo a quantidade de fertilizantes químicos ou até, 

substituindo totalmente sua utilização. Isto ocorre, pois a fixação biológica do 

nitrogênio favorece o desenvolvimento de toda a estrutura da planta e 

consequentemente, propicia o incremento na produtividade. 
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1.1 JUSTIFICATIVA 

A prática da inoculação, ainda pouco utilizada para a cultura na região sul 

do país, busca tornar a planta autossuficiente na obtenção de nitrogênio (BIZARRO, 

2008; EPAGRI, 2010). Para cada cultura são encontradas diferentes bactérias 

simbióticas. No caso do feijão, as bactérias que comumente realizam simbiose são 

do gênero Rhizobium (HUNGRIA et al., 2001; MEYER et al., 2015). Entretanto, há 

uma enorme quantidade de espécies, fato que torna necessário pesquisas na área 

para a obtenção de materiais adaptados a cada região (EPAGRI, 1992; CHAGAS 

JUNIOR et al., 2010). Estudos realizados em torno desse assunto demonstram que 

a simbiose entre Rhizobium e feijão pode ter resultados muito variáveis (BASSAN 

et al., 2001; EPAGRI, 2010; VIEIRA et al., 2013; XAVIER et al., 2008). 

Os trabalhos existentes apresentam resultados contraditórios, divergindo 

entre regiões. Em alguns casos (SANTANA et al., 2018) suprindo completamente a 

demanda de nitrogênio através da FBN, pois foi efetivo na nodulação. Em outros 

casos (BASTOS, 2016) não teve resposta equivalente à adubação nitrogenada, não 

recomendando-se a substituição. Isso pode ser resultado de interferências 

edafoclimáticas, condições de difícil controle. Para isso, há a necessidade de 

fortalecer os estudos correlacionando dois fatores importantes: a capacidade 

adaptativa das bactérias e quais as condições edafoclimáticas da região de 

interesse.  

Esse trabalho busca reforçar a importância da cultura e trazer resultados 

sobre inoculações mais eficazes, trazendo novos isolados da região sul do país, 

podendo ser uma alternativa viável para reduzir custos e ainda aumentar a 

produtividade.  

1.2   OBJETIVOS 

1.2.1 Objetivo Geral 

Avaliar a eficiência da fixação biológia de N de isolados de rizóbios da 

região de Curitibanos para o feijoeiro. 

1.2.2 Objetivos Específicos 

Avaliar a capacidade de nodulação dos isolados; 
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Comparar eficiência dos isolados em relação a estirpe padrão; 

Avaliar a associação dos isolados entre si e com a estirpe padrão; 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 
 
2.1 CARACTERÍSTICAS DO CULTIVO NACIONAL DE FEIJÃO 

          A cultura do feijão tem grande importância no cenário mundial, sobretudo nos 

países em desenvolvimento (FAO, 2017). Sua produção se dá, principalmente, em 

pequenas propriedades, sendo uma produção tipificada familiar. É um alimento rico 

em ferro, podendo ser comparado a carne vermelha. Por isso, é o principal 

responsável por completar a dieta, principalmente, em estrato social mais carente 

(MOURA; CANNIATTI-BRAZACA 2006). 

 Segundo dados da Conab (2019), o feijão representa 1,69% do total de grãos 

produzido no Brasil, e desse total quase 70% é produzido pela agricultura familiar 

(IBGE, 2006; CONAB, 2015). O Brasil, apesar de ser um dos maiores produtores 

agrícolas do mundo, está em segundo lugar na lista dos países que mais importam 

o grão (FAO, 2013). Parte da necessidade de importação se dá devido ao vagaroso 

desenvolvimento e ao baixo nível de investimento na cultura (EPAGRI, 2010). 

 A produtividade de grãos ainda se encontra aquém do potencial produtivo, 

oscilando em torno de 2.000 kg, podendo ser resultante de diversos fatores como, 

adubação deficiente, manejo incorreto do solo, incidência de pragas e doenças, 

baixa qualidade das sementes e procedência desconhecida, manejos culturais 

inadequados para a cultura, adversidades climáticas, entre outros (EPAGRI, 1992; 

CONAB, 2019).  

 
2.2 IMPORTÂNCIA DO NITROGÊNIO PARA A CULTURA DO FEIJOEIRO 

Os solos brasileiros são classificados, em sua maioria, como antigos e 

pobres em fertilidade natural (BIZARRO, 2008). A cultura do feijão é, assim como 

tantas outras, muito responsiva às boas condições de fertilidade, embora seja muito 

cultivada em solos com fertilidade marginal (EPAGRI, 2010). A cultura tem elevada 

extração de nutrientes do solo, principalmente do nitrogênio (VIEIRA et al., 2013). 

A produção de feijão está diretamente relacionada com a quantidade de 

nitrogênio disponível, ressaltando que sua absorção ocorre durante, praticamente, 

todo o ciclo da cultura (AMARO et al., 2002; MALAVOLTA, 1979; VIEIRA et al., 

2013). O feijão absorve aproximadamente 100 kg de N.ha-1 para produzir uma 

média de 2000 kg.ha-1 (EPAGRI, 1992; CONAB 2019). Com isso, a adubação 

nitrogenada da cultura ainda representa um dos seus principais custos de 
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produção, sendo esse um dos possíveis entraves da proporção de área cultivada 

em comparação a outras culturas de grãos (AMADO et al., 2002; CONAB, 2015).  

Atualmente, a utilização de rizóbios vem sendo cada vez mais estudada em 

feijoeiro para que a fixação biológica de nitrogênio possa reduzir ou mesmo, 

substituir a adubação mineral, reduzindo custos e diminuindo perdas que acabam 

ocasionando em impactos ecológicos não mensurados (FREIRE FILHO et al., 

2005; SINGH et al., 2013; SANTANA et al., 2018). 

 
2.3 FIXAÇÃO BIOLÓGICA DE NITROGÊNIO 

O processo de fixação biológica de nitrogênio resulta da transformação do 

nitrogênio atmosférico (N2) em amônia (NH3), intermediado pelo complexo 

enzimático nitrogenase, presente em determinados grupos de bactérias. (VIEIRA 

et al., 2013). Essa transformação é realizada por bactérias do grupo dos rizóbios. 

Os rizóbios são bactérias de solo, capazes de realizar simbiose com 

leguminosas, formando nódulos e auxiliando na fixação biológica de nitrogênio 

(FERNANDES JÚNIOR et al., 2012). Essas bactérias captam o N2 atmosférico, o 

qual também ocupa os espaços porosos do solo e que, após a sua redução em 

formas assimiláveis, poderá, então, ser utilizado pela planta. Este processo é 

tipicamente simbiótico, pois a bactéria passa a fornecer o nitrogênio, do qual a 

planta necessita e recebe desta, os carboidratos para sua sobrevivência que por 

sua vez, serve de fonte de energia para reduzir o N2 do ar a NH3 (MERCANTE et 

al., 2011).  

Entretanto, esse grupo de bactérias é composto por uma ampla diversidade 

taxonômica e fenotípica (VIEIRA et al., 2013). Por este motivo, podem ser 

encontrados diversos gêneros/espécies adaptados a cada região e a diferentes 

condições edafoclimáticas. Para isso, torna-se necessária a avaliação em cada 

região, selecionando isolados capazes de estabelecer relações simbióticas em 

condições edáficas encontradas (CHAGAS JUNIOR, 2010; FLORENTINO et al., 

2010). 

2.4 SELEÇÃO DE RIZÓBIOS MAIS EFICIENTES PARA O FEIJÃO 

O rizóbio do feijoeiro é uma bactéria gram- negativa, ou seja, possui parede 

celular menos espessa composta por peptídioglicanos, lipoproteínas, membra 

externa e lipopolissacarídeos que são responsáveis por dar resistência, forma e 
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estabilizar a célula. Os rizóbios são naturalmente encontrados nos solos brasileiros, 

e o isolamento pode ocorrer através da seleção dos nódulos de plantas 

leguminosas de interesse. Após a seleção, realiza-se a extração dos nódulos e o 

procedimento convencional de isolamento em meio de cultivo (VINCENT, 1970; 

VIEIRA, 2013). 

Atualmente, esse processo de fixação biológica de nitrogênio no feijão é 

realizado por diversas bactérias, entre elas as pertencentes à espécie Rhizobium 

tropici (MARTÍNEZ-ROMERO et al., 1991), compreendendo as estirpes comerciais 

SEMIA 4077 (CIAT 899) e SEMIA 4080 (PRF 81) (VIEIRA, 2013). Essa espécie é 

considerada geneticamente estável e tolerante a estresses, tais como temperaturas 

elevadas e acidez do meio, sendo adaptada às condições de solos tropicais 

(GRAHAM, 1992; HUNGRIA et al., 2000).  

A grande diversidade genética e fisiológica vista nos rizóbios do feijão, em 

conjunto com a capacidade de nodulação da planta com relação às diferentes 

espécies, evidência a variabilidade de resposta à nodulação nos diversos cultivares 

de feijão. Fato que pode, também, explicar a razão do insucesso de alguns 

inoculantes microbianos para a cultura (VIEIRA et al., 2013; HUNGRIA et al., 2000). 

2.5 INOCULAÇÃO DAS SEMENTES 

Para a produção dos inoculantes, pesquisadores da área da microbiologia 

agrícola buscam por estirpes cada vez melhores para suprir a necessidade de 

fixação de N2 das cultivares mais produtivas desenvolvidas (HUNGRIA et al., 2001; 

VIEIRA et al., 2013). Para possibilitar a inserção dessas bactérias na cultura são 

utilizados inoculantes comerciais, sendo eles líquidos ou turfosos.  

Os inoculantes devem conter uma população mínima de 1 x 109 células por 

grama ou mL de inoculante, ter eficiência simbiótica comprovada pela Reunião da 

Rede de Laboratórios Microbianos de Interesse Agrícola (RELARE) e serem 

registrados pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

(VIEIRA NETO et al., 2008; VIEIRA et al., 2013). 

A inoculação padrão para a cultura do feijão consiste em misturar o 

inoculante com a semente e realizar a semeadura em até 24 horas (VIEIRA et al., 

2013; EPAGRI, 1992; HUNGRIA et al., 2001). Após a germinação das sementes, 

as bactérias entram em contato com as raízes da planta e iniciam a infecção 

radicular através dos pelos absorventes, formando, posteriormente, os nódulos. 
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Dependendo do número de nódulos ativos e da eficiência da FBN, a inoculação 

pode fornecer todo o N do qual o feijão necessita (ARAÚJO, 1999 apud MUNHOZ, 

2016).  

Outro fator de importância quando se fala em inoculantes é o correto 

armazenamento em local refrigerado 4e a correta utilização do produto, garantindo 

a eficiência oferecida pelo material. Os prazos de validade devem ser sempre 

respeitados, pois se tratam de microrganismos vivos, os quais podem perder 

grande parte de sua eficiência após o fim do período recomendado (VIEIRA et al., 

2013).   
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetação na Universidade 

Federal de Santa Catarina, Centro de Ciências Rurais, localizada na Rodovia 

Ulysses Gaboardi Km - 3 na cidade de Curitibanos-SC, entre as coordenadas 

geográficas 27°17’05’’ S e 50°32’05’’ O. 

3. 1 PREPARO DOS INÓCULOS 

Foram preparados, no laboratório de microbiologia da universidade, três 

tubos de ensaio com 5 mL de meio de cultivo Luria Bertani (LB), para servirem de 

pré-inóculos de cada estirpe ou isolado bacteriano desejado para os tratamentos. 

Foram inoculados os isolados RBZ14 e RBZ15, da colação de Rizobactérias da 

UFSC, e a estirpe padrão CIAT899. Os três tubos de ensaio, foram mantidos em 

estufa a 26ºC por 24 horas, para os isolados RBZ14 e RBZ15 e 48h, para a 

CIAT899.  

Para os inóculos, foram preparados 700 ml de meio de cultivo LB. O volume 

foi dividido em seis béqueres de 250 ml, com 50 ml (totalizando 300 ml) e em outros 

quatro béqueres de 250 ml, com 100 ml (totalizando 400 ml).  

Um béquer contendo 100 ml e dois béqueres contendo 50 ml de LB foram 

inoculados com 1ml do pré-inóculos de cada uma das bactérias (Figura 1). 

Figura 1: Preparo do inóculo. 
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Os inóculos dos isolados RBZ14 e RBZ15 permaneceram por 48 horas na 

estufa a 26ºC, enquanto o inóculo da estirpe CIAT899 permaneceu 24 horas a 

26ºC. Para que todos os inóculos dos tratamentos (incluindo as co-inoculações), 

possuíssem o mesmo volume (volume final de 100mL), utilizou-se a seguinte 

distribuição: 

Tratamento 1 (T1) - RBZ14 – Volume de 100ml de LB; 

Tratamento 2 (T2) - CIAT899 - Volume de 100ml de LB;  

Tratamento 3 (T3) – controle - Volume de 100ml de LB sem inoculação; 

Tratamento 4 (T4) – RBZ15 - Volume de 100ml de LB; 

Tratamento 5 (T5) – CIAT899 (Volume de 50ml de LB) +RBZ14 (Volume de 

50ml de LB – Co-inoculação) (Figura 2); 

Tratamento 6 (T6) – CIAT899 (Volume de 50ml de LB) +RBZ15 (Volume de 

50ml de LB - Co-inoculação) (Figura 2); 

Tratamento 7 (T7) – RBZ14 (Volume de 50ml de LB) + RBZ15 (Volume de 50ml 

de LB - Co-inoculação) (Figura 2); 

 

Figura 2 – Inóculos para co-inoculação. 

 

A inoculação das sementes foi feita no momento da semeadura. 

3. 2 PREPARO DAS SEMENTES 

As sementes de feijão carioca utilizadas foram da cultivar TAA DAMA. Essa 

cultivar oferece sementes de ótima qualidade, com longa duração de cor clara no 

grão, possuem alto potencial produtivo, hábito de crescimento indeterminado e ciclo 

de 89 dias, garantindo assim o fator de qualidade para o experimento (NUNES, 

2017).   
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As sementes foram, previamente, desinfestadas por imersão em álcool 

70% por 1 minuto, imersão em hipoclorito de sódio (NaOCl) a 3%, por 1,5 minutos 

e por fim, realizou-se a lavagem das sementes 10 vezes em água destilada 

esterilizada (CALAZANS et al, 2010). Posteriormente, realizou-se a contagem e 

separação das sementes, para obter 30 para cada tratamento. 

Cada grupo de 30 sementes foi colocado nos inóculos de cada tratamento, 

onde ficaram 30 minutos no fluxo laminar, para não haver contaminação.  

3. 3 IMPLANTAÇÃO DO EXPERIMENTO / DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Em seguida, o material foi levado do laboratório de microbiologia para a 

casa de vegetação para semear os vasos Leonard (EMRAPA, 2011). Esses foram 

previamente preenchidos com substrato areia:vermiculita (1:2) e esterilizados. 

Cada vaso recebeu três sementes. A semeadura foi realizada manualmente, no dia 

14 de dezembro de 2018, com auxílio de materiais esterilizados, para a 

manipulação das sementes (Figura 3).  

 

Figura 3. Semeadura do feijão TAA DAMA em vasos Leonard. 

 
Fonte: Própria (2019). 

 

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com 

sete tratamentos e oito repetições, totalizando 56 unidades experimentais, 

constituídas por cada vasos Leonard. Os vasos receberam reposição constante de 
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água destilada e autoclavada, e após a queda dos cotilédones receberam solução 

nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), semanalmente.  

3. 4 COLETA E AVALIAÇÃO  

 Aos 35 dias após a emergência, as plantas foram coletadas, separando-se 

as raízes da parte aérea no ponto de inserção cotiledonar (Figuras 4, 5 e 6). Os 

nódulos destacados das raízes foram separados. A massa úmida de parte aérea, 

raízes e nódulos foi determinada por pesagem. Esses materiais foram secos em 

estufa (60ºC) até atingir massa constante e em seguida pesados, para 

determinação de massas secas. A parte aérea foi moída, para a posterior, 

determinação de Nfoliar pelo método de Kjeldahl (TEDESCO et al., 1995). 

 
Figura 4. Material antes da coleta, aos 35 dias após a emergência. 

 

Fonte: Própria (2019). 
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Figura 5. Coleta do material e avaliação das plantas. 

 

 

 

 

 
Fonte: Própria (2019). 

 
Figura 6. Separação das amostras, em parte aérea, raiz e nódulos. 

 
Fonte: Própria (2019). 

 Todos os dados foram submetidos à análise de variância e quando 

significativo, as médias dos tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott, 

a 5% de probabilidade, utilizando o software R Core Team (2017) (Em ANEXO, 

Tabela 4). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO   

Durante o desenvolvimento do experimento, houve uma falha mecânica no 

sistema de ventilação da casa de vegetação, o que ocasionou um excesso de 

temperatura em seu interior (aproximadamente 40 graus Celsius), por dois dias, 

afetando o andamento do experimento. 

Observou-se que os três tratamentos com a estirpe CIAT 899 apresentaram 

resultados significativamente superiores em todos os parâmetros avaliados (Tabela 

1, 2, 3 e 4). Os tratamentos com os isolados RBZ14 e RBZ15, separadamente, 

apresentaram respostas inferiores. Possivelmente, pelo fato dos rizóbios isolados 

utilizados no experimento serem adaptados à condições edáficas de regiões de 

altitude. A cidade apresenta características de clima serrano, com temperaturas 

amenas e chuvas bem distribuídas (CLIMATE-DATA, 2019). Por este motivo, os 

isolados foram provavelmente afetados pela sensibilidade à temperaturas altas.  

Os materiais que receberam a co-inoculação com a estirpe CIAT 899 

resistiram de forma mais evidente ao excesso de temperatura, ocorrido na casa de 

vegetação. A espécie Rhizobium tropici, utilizada como tratamento padrão (estirpe 

CIAT 899), foi isolada na Colômbia. Essa espécie é mais resistente a condições de 

estresses ambientais, como excessos de temperatura e condições de solos mais 

ácidos, comuns em regiões tropicais (FERREIRA, 2010; GRAHAM, 1992; 

HUNGRIA et al., 2000). Possivelmente, devido a isso resistiu melhor que os 

isolados às condições ocorridas. 

A seleção de estirpes de rizóbios adaptáveis a temperaturas elevadas da 

região semi-árida ampliou as chances de sucesso para o aumento da produtividade 

de grãos (XAVIER et al., 2007). Hungria et al. (1993) também relataram que a 

utilização de estirpes isoladas em regiões de temperaturas elevadas tem sido 

descrita como uma rica fonte de recursos genéticos, com potencial de FBN para a 

cultura do feijoeiro. Entretanto, materiais muito resistentes a condições extremas 

para a cultura, não têm apresentado resultados satisfatórios em regiões de climas 

amenos, como a região de Curitibanos (EPAGRI, 2010), desestimulando o uso de 

inoculação. 

Recentemente, um trabalho realizado em campo com os mesmos isolados 

da região de Curitibanos demonstraram uma resposta mais significativa com o 

isolado RBZ15, o qual obteve resultados até superiores ao da estirpe padrão CIAT 
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899 (ARONI et al, 2019). Com isso, sugere-se que fatores ambientais, como 

excesso de temperatura, podem ocasionar falha na fixação biológica de nitrogênio 

realizada através da simbiose. Temperaturas elevadas, superiores a 34ºC, são 

limitantes para o desenvolvimento de rizóbios, pois os plasmídeos que carregam 

os genes simbióticos podem ser perdidos (XAVIER et al., 2007). Mais estudos na 

área descreveram a redução dos nódulos em quantidade, tamanho e conteúdo de 

leghemoglobina, quando submetidas a altas temperaturas, embora outros fatores, 

além da temperatura, estivessem também envolvidos, afetando diretamente nos 

resultados de desenvolvimento da planta (DART; MERCER, 1965; VIEIRA et al., 

2013).  

 

4.1 AVALIAÇÃO DA INOCULAÇÃO NA PLANTA. 

4.1.1 Efeito na parte aérea 

Constatou-se que houve diferença significativa em relação a massa da 

parte aérea, tanto fresca quanto seca, entre os tratamentos (Tabela 1). Apesar do 

coeficiente de variação estar com valores altos, fato comum quando se trabalha 

com microrganismos.  

 

Tabela 1 – Efeito da inoculação na parte aérea de feijão comum. 

Tratamentos 

 

Massa da Parte Aérea 
Fresca (g) (MPAF) 

 

Massa da Parte Aérea Seca 
(g) (MPAS) 

 
Controle (T1) 

 
6.83 b 

 
1.09 b 

 
RBZ14 (T2) 

 
7.64 b 

 
1.50 b 

 
RBZ15 (T3) 

 
4.76 b 

 
0.86 b 

 
CIAT899 (T4) 

 
21.48 a* 

 
4.30 a 

 
CIAT899+RBZ14 (T5) 

 
17.08 a 

 
3.62 a 

 
CIAT899+RBZ15 (T6) 

 
15.95 a 

 
3.29 a 

 
RBZ14+RBZ15 (T7) 

 
4.21 b 

 
0.77 b 

 
CV (%) 

 

 
34,26 

 
30,78 

*Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott knott a 

5% de probabilidade. 
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Os tratamentos T4, T5 e T6 apresentaram as maiores massas da parte 

aérea, demonstrando a promoção do crescimento vegetal e melhor 

desenvolvimento da planta com a utilização do inoculante padrão. Outros 

experimentos também realizados em casa de vegetação, apresentaram isolados 

de rizóbios como uma alternativa eficaz na promoção de crescimento vegetal em 

feijoeiro (CERQUEIRA et al., 2015; FARIAS et al., 2012). Tais resultados mostraram 

que além da fixação biológica de nitrogênio, esses isolados podem ser também 

responsáveis pela produção de ácido indolacético (AIA), o qual teve relação direta 

com o crescimento de raiz e desenvolvimento de parte aérea (KUDOYAROVA et 

al., 1997; LIU, 2010; MEYER et al., 2015). 

Em condições de climas tropicais, isolados como o da CIAT899, tem bom 

potencial de desenvolvimento em plantas, pois estes isolados são adaptados a 

temperaturas mais elevada e condições climáticas mais extremas, bem como 

caracterizados pela elevada produção de AIA (GRAHAM, 1992; HUNGRIA et al., 

2000; LISOT, 2017). O excesso de temperatura ocorrido por dois dias no 

experimento, pode ter afetado o desenvolvimento dos isolados, bactérias mais 

sensíveis, reduzindo seu possível potencial biológico. Os tratamentos CIAT899, e 

os isolados em co-inoculação com a mesma, permaneceram nodulados e se 

desenvolvendo adequadamente (Figura 7), demonstrando ainda, que não houve 

interferência competitiva e alelopática entre os isolados e a bactéria padrão.  
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Figura 7. Diferenças de coloração na parte foliar dos tratamentos.

Fonte: Própria (2019). 

As plantas de feijoeiro inoculadas apenas com os isolados RBZ14 e RBZ15, 

separadamente, e em co-inoculação (RBZ14 + RBZ15), bem como o tratamento 

controle, demonstraram sintomas visuais de deficiência de N, apresentando 

desenvolvimento insuficiente e folhas cloróticas, apesar de testes laboratoriais não 

terem sido realizados para confirmação (EPAGRI, 2010). A utilização dos isolados 

separadamente ou associados (RBZ14+ RBZ15), apresentoram respostas 

estatisticamente semelhantes ao tratamento testemunha, sem o uso de inoculação. 

Esses resultados demonstraram que os isolados não foram efetivos na promoção 

de crescimento vegetal. Assim como apresentado por Bastos (2016), que obteve 

resultados inferiores com isolados de rizóbios em comparação com tratamentos 

nitrogenados e não recomendou o uso exclusivo de isolados de rizóbios. 

  

4.1.2 Efeito no sistema radicular. 

Para o sistema radicular, observou-se também diferenças estatísticas entre 

os tratamentos. Os tratamentos CIAT899 e RBZ15+CIAT899 tiveram destaque com 
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as melhores médias em relação a massa de raiz. Essa variável pode ter relação 

com a produção de AIA (PATTEN; GLICK, 2002). Considerado o fito hormônio mais 

importante entre as auxinas (MARCHIORO, 2005), funciona como uma importante 

molécula sinal dentro das células dos vegetais, estimulando o crescimento radicular 

pelo alongamento e divisão celular e estimulando o aumento do número de pelos 

radiculares, conferindo a planta, melhor capacidade de absorção de nutrientes e 

água do solo (CERQUEIRA et al., 2015; YANG et al., 2009). Como demonstrados 

por Lisot (2017) os isolados testados nesse experimento apresentaram produção 

de AIA significativas, bem como a bactéria padrão. 

Tabela 2. Efeito da inoculação em raízes de feijão comum. 

Tratamentos 
Massa Fresca de Raiz (g) 

(MFR) 
Massa Seca de Raiz (g) 

(MSR) 

 
Controle (T1) 

 
12.15 b 

 
0.84 b 

 
RBZ14 (T2) 

 
11.68 b 

 
0.70 b 

 
RBZ15 (T3) 

 
11.91 b 

 
0.68 b 

 
CIAT899 (T4) 

 
17.27 a 

 
1.44 a 

 
CIAT899+RBZ14 (T5) 

 
12.85 b 

 
0.99 b 

 
CIAT899+RBZ15 (T6) 

 
14.40 a 

 
0.94 b 

 
RBZ14+RBZ15 (T7) 

 

 
11.83 b 

 
0.70 b 

 
CV (%) 

 

 
23,67  

 
40,23 

*Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott knott a 

5% de probabilidade. 

O isolado RBZ15 em co-inoculação com a CIAT 899 apresentou resultados 

de MFR estatisticamente semelhantes ao da CIAT 899 solteira, ou seja, não 

interferiu no potencial de promoção de crescimento da estirpe CIAT 899. Apesar da 

produção de AIA realizada por ambos os isolados, como apresentado por Lisot 

(2017), esses não demonstraram resultados significativos na promoção de 

crescimento de raiz, sendo classificados estatisticamente, no mesmo grupo do 

tratamento controle, sem inoculação. 
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4.2 AVALIAÇÃO DA NODULAÇÃO 

A partir dos nódulos presentes em cada tratamento, pôde-se observar o 

efeito simbiótico que os isolados tiveram com a cultura. Os tratamentos CIAT 899, 

CIAT899+RBZ14 e CIAT899+RBZ15 apresentaram massas de nódulos 

semelhantes estatisticamente (Figura 10). Ou seja, os isolados em co-inoculação 

não afetaram o papel da estirpe padrão CIAT 899, pois esses mantiveram os 

resultados que a estirpe obteve sozinha. Entretanto, não estimularam aumento 

como o esperado, possivelmente, devido ao período de temperatura alta a que 

foram expostas. 

Tabela 3. Massa de nódulos formados pela inoculação em feijão comum. 

Fonte: Própria (2019). 

 

Os três tratamentos T4, T5 e T6 apresentaram as maiores médias de 

massas de nódulos, como nas variáveis massas da parte aérea. Esse fato deve ser 

considerado importante na promoção do crescimento vegetal, visto que uma 

nodulação eficiente é responsável por grande parte do fornecimento de N à planta. 

Essa afirmação é confirmada por Meyer et al. (2015), quando testaram diversos 

isolados de rizóbios em comparativo a estirpe padrão CIAT899 e demonstraram 

que os tratamentos que tiveram as maiores médias de massas da parte aérea, 

foram os mesmos materiais com resultados superiores em nodulação. A nodulação 

eficiente apresenta nódulos grandes e com adequada quantidade de 

Tratamentos 
Massa de Nódulos Frescos 

(g) (MNF) 
Massa de Nódulos Secos 

(g) (MNS) 

 
Controle (T1) 

 
0 b 

 
0 b 

 
RBZ14 (T2) 

 
1.31 b 

 
0.16 b 

 
RBZ15 (T3) 

 
0 b 

 
0 b 

 
CIAT899 (T4) 

 
4.69 a 

 
0.57 a 

 
CIAT899+RBZ14 (T5) 

 
4.87 a 

 
0.50 a 

 
CIAT899+RBZ15 (T6) 

 
4.47 a 

 
0.47 a 

 
RBZ14+RBZ15 (T7) 

 
0.05 b 

 
0.02 b 

 
CV (%) 

 

 
42,38  

 
39,24 
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leghemoglobina, fazendo com que os nódulos apresentem, internamente, 

coloração rosa ou avermelhada, demonstrando a atividade na FBN (Figura 8). 

 

Figura 8. Nódulos viáveis do tratamento CIAT899+RBZ15. 

 

Fonte: Própria (2019). 

Os tratamentos Controle e RBZ15 não apresentaram formação de nódulos, 

sendo o primeiro justificado pela ausência de inoculação, e o segundo, 

possivelmente, por haver sido afetado pelo excesso de temperatura na casa-de-

vegetação. O isolado RBZ15, como apresentado por Lisot (2017), apresentou 

formação de nódulos em condições de casa-de-vegetação. Entretanto, o isolado 

não apresentou formação de nódulos, possivelmente, quando exposto ao excesso 

de temperatura. Além dos resultados de Lisot (2017), o trabalho realizado por Aroni 

et al. (2019) demonstrou que o isolado apresentou nodulação eficiente em 

condições de campo. 

A sobrevivência das células de rizóbios inoculadas, são severamente 

afetadas de acordo com a temperatura (VIEIRA et al., 2013). Estudos 

demonstraram que a temperatura ótima desses microrganismos está entre 28 e 

31ºC. Entretanto, algumas estipes, apresentaram-se resistentes a temperaturas de 

até 45ºC (SOUZA, 2018). As estirpes ou isolados mais sensíveis podem perder sua 

eficiência na nodulação ou até mesmo na quantificação de fixação biológica de 

nitrogênio, pois sofrem uma séria alteração nos genes específicos de nodulação 
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(genes nod) presentes no plasmídeo dos rizóbios do feijoeiro (SOUZA, 2018; 

VIEIRA et al., 2013). 

As formações nodulares são eficientes por, aproximadamente, 15 a 20 dias 

após a emergência das plantas (VIEIRA et al., 2013). Após esse período, a 

capacidade de fixação decresce acentuadamente, exigindo uma remobilização do 

N dos tecidos da planta. Sendo assim, a contribuição da fixação é útil desde o início 

do ciclo até o período de floração, momento em que a maioria dos nódulos perde 

eficácia (EPAGRI, 1992; EPAGRI, 2010; VIEIRA et al., 2013).  

4.3 TEOR DE NITROGÊNIO FOLIAR 

Para o nitrogênio foliar, pode-se observar que as plantas que tiveram 

inoculação com a estirpe CIAT 899 apresentaram maior teor de nitrogênio (Figura 

9). Os resultados apresentaram diferenças significativas, variando de 6,6 g.kg-1 até 

29,7 g.kg-1. Segundo Dourado Neto e Fancelli (2000), os teores críticos de N na folha 

do feijoeiro comum variam entre 20,0 a 30,0 g kg-1. O fornecimento de N é muito 

importante para o crescimento das plantas, pois ele está envolvido em diversos 

processos fisiológicos, tais como fotossíntese, respiração, desenvolvimento e 

atividade das raízes, absorção iônica de outros nutrientes, diferenciação celular e 

genética (MARSCHNER, 2012; TAIZ; ZEIGER, 2013). 

 

Figura 9. Teor de N foliar. 
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Grupos relativos à média de g.kg-1 do teor de N foliar dos tratamentos, sendo os que 
apresentaram melhores médias seguidos da letra a. 

Fonte: Própria (2019). 

 

O isolado RBZ15 pode ter sofrido alterações moleculares, que resultaram 

na falha de eficiência, visto que esse não apresentou formação de nódulos, 

resultando, também, no antagonismo em relação ao isolado da RBZ14. Os dois 

isolados em co-inoculação apresentaram efeito antagônico, possivelmente, por 

algum processo de competição que acabou afetando a fixação de nitrogênio. Talvez 

pelo fato de ambas serem nativas de solos da mesma região, e por apresentarem 

características fisiológicas semelhantes. Quando co-inoculados com a CIAT 899 não 

apresentaram efeito antagônico.  

De acordo com os resultados apresentados pode-se constatar que a relação 

entre a efetiva nodulação ocasionada pela bactéria e os parâmetros de 

desenvolvimento da planta estão diretamente relacionados. Assim como 

apresentado por Nascimento et al., (2010), que descreveram que para uma escolha 

adequada do isolado, deve-se considerar, principalmente, a capacidade de 

desenvolvimento saudável da parte aérea da planta, pois esta representa, 

principalmente, a capacidade simbiótica entre a cultivar e o isolado, o qual será 

grande responsável pela efetividade na produção.   
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5 CONCLUSÃO 

Com base nos dados apresentados, pode-se concluir que o isolado 

CIAT899, demonstrou-se eficiente na promoção de crescimento da espécie vegetal 

em estudo, mesmo em condições adversas. 

Os isolados RBZ14 e RBZ15 não apresentaram resultados significativos na 

promoção de crescimento vegetal. No entanto, devido ao excesso de temperatura 

no período de realização do experimento, possivelmente, houve inibição na ação 

dos isolados, necessitando novos testes. 
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ANEXO – Dados gerais do experimento 

Variáveis agronômicas em diferentes tratamentos de inoculação em feijoeiro. 

Tratamentos 

 

Massa 
de Raiz 

(g) 

Massa 
de Raiz 
Seca (g) 

Massa 
de 

Nódulos 
(g) 

Massa 
de 

Nódulos 
Secos 

(g) 

Massa 
Parte 

Aérea da 
Planta (g) 

 

Massa da 
Parte 

Aérea da 
Planta 

Seca (g) 

Nitrogênio 
Foliar 
(g/kg) 

RBZ14 11.68 b 0.70 b 1.31 b 0.16 b 7.64 b 1.50 b 14.3 b 

CIAT899 17.27 a 1.44 a 4.69 a 0.57 a 21.48 a 4.30 a 29.7 a 

Controle 12.15 b 0.84 b 0 b 0 b 6.83 b 1.09 b 13.9 b 

RBZ15 11.91 b 0.68 b 0 b 0 b 4.76 b 0.86 b 9.7 c 

CIAT899+
RBZ14 

12.85 b 0.99 b 4.87 a 0.50 a 17.08 a 3.62 a 19.4 a 

CIAT899+
RBZ15 

14.40 a 0.94 b 4.47 a 0.47 a 15.95 a 3.29 a 25.9 a 

RBZ14+R
BZ15 

11.83 b 0.70 b 0.05 b 0.02 b 4.21 b 0.77 b 6.6 c 

CV (%) 23,67 40,23 42,38 39,24 34,26 30,78 59,30 

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-knott a 

5% de significância. 

 

 


