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RESUMO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) é uma cultura estratégica para a
seguranca alimentar e a sustentabilidade agricola no semiarido brasileiro, embora
apresente produtividade limitada pela baixa disponibilidade de nutrientes,
especialmente nitrogénio. Nesse contexto, bactérias promotoras de crescimento de
plantas (BPCPs) surgem como alternativa sustentavel, capazes de estimular o
desenvolvimento vegetal por multiplos mecanismos fisiol6gicos. Este trabalho
avaliou a eficiéncia de isolados bacterianos na promocédo do crescimento de trés
variedades crioulas de feijdo-caupi, cultivadas no municipio de Pedro II-Pl, em
condicbes de casa de vegetacdo. Foram conduzidos dois ensaios: 0 primeiro em
substrato autoclavado e o segundo em solo natural, com microbiota ativa, avaliando-
se comprimento da parte aérea (CPA), comprimento radicular, nimero de nodulos,
massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR). No Ensaio |,
isolados como Enterobacter sp. (B1, B3, B7), Pseudomonas sp. (B2) e Bacillus
subtilis (B9) promoveram incrementos expressivos em todos 0s parametros,
superando as testemunhas, inclusive a nitrogenada. No Ensaio Il, apenas Bl
(Enterobacter sp.) e B9 (Bacillus subtilis) mantiveram desempenho superior e
consistente, superando inclusive a adubac&o nitrogenada completa, demonstrando
maior robustez ecoldgica e competitividade rizosférica. Esses resultados evidenciam
gue a eficacia das BPCPs depende da interagdo com microrganismos nativos, sendo
essencial validar isolados em solos ndo esterilizados para evitar superestimacoes.
Conclui-se que B1 e B9 apresentam elevado potencial como bioinoculantes para o
feijdo-caupi, com capacidade de reduzir a dependéncia de fertilizantes sintéticos,
aumentar a resiliéncia produtiva e contribuir para sistemas agricolas mais
sustentaveis.

Palavras chave: Vigna unguiculata; BPCPs; bioinoculantes; fixacdo biologica de

nitrogénio; sustentabilidade agricola.



ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp) is a strategic crop for food security and
agricultural sustainability in the Brazilian semiarid region, although its productivity is
limited by low nutrient availability, especially nitrogen. In this context, plant growth-
promoting bacteria (PGPBs) emerge as a sustainable alternative, capable of
stimulating plant development through multiple physiological mechanisms. This study
evaluated the efficiency of bacterial strains in promoting the growth of three cowpea
landraces grown in the municipality of Pedro I, Piaui, under greenhouse conditions.
Two trials were conducted: the first in an autoclaved substrate and the second in
natural soil with active microbiota. Shoot length (SPL), root length, nodule number,
shoot dry mass (SDM), and root dry mass (RDM) were evaluated. In Trial |, isolates
such as Enterobacter sp. (B1, B3, B7), Pseudomonas sp. (B2) and Bacillus subtilis
(B9) promoted significant increases in all parameters, outperforming the controls,
including nitrogen fertilization. In Trial 1l, only B1 (Enterobacter sp.) and B9 (Bacillus
subtilis) maintained superior and consistent performance, even surpassing complete
nitrogen fertilization, demonstrating greater ecological robustness and rhizosphere
competitiveness. These results demonstrate that the effectiveness of BPCPs
depends on their interaction with native microorganisms, and it is essential to validate
strains in non-sterilized soils to avoid overestimations. We conclude that B1 and B9
have high potential as bioinoculants for cowpea, with the ability to reduce
dependence on synthetic fertilizers, increase production resilience, and contribute to

more sustainable agricultural systems.

Keywords: Vigna unguiculata; BPCPs; bioinoculants; biological nitrogen fixation;

agricultural sustainability.
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1 INTRODUCAO

O feijdo-caupi (Vignha unguiculata (L.) Walp) é uma das principais culturas de
leguminosas produzidas no mundo, sendo o Brasil um dos maiores produtores e
consumidores dessa leguminosa (Vale et al., 2017). No Nordeste brasileiro, o cultivo
do feijdo-caupi representa uma importante alternativa socioeconémica, contribuindo
tanto para a seguranca alimentar quanto para a geracdo de emprego e renda,
especialmente para pequenos agricultores familiares em areas semiaridas (Dutra et
al., 2017; Sena et al., 2020).

Essa cultura apresenta vantagens econdmicas, agrondmicas e ambientais,
pois se adapta bem aos solos do sertdo, tolera altas temperaturas e baixa
disponibilidade hidrica, além de possuir graos ricos em proteinas, sendo uma fonte
essencial de alimentacdo humana e animal. Aléem disso, o feijdo-caupi tem a
capacidade de se associar a diferentes grupos de bactérias, promovendo a fixacao
biolégica de nitrogénio (FBN) e reduzindo a dependéncia de fertilizantes quimicos
(Ndungu et al., 2017). Essa associacao € especialmente importante em sistemas de
producdo de base agroecoldgica, nos quais o equilibrio biolégico do solo é
valorizado como um fator-chave para a sustentabilidade.

Apesar de sua relevancia, a produtividade do feijao-caupi no Nordeste é
relativamente baixa, com média de 4.108 kg ha™, devido a fatores como a
disponibilidade limitada de nutrientes no solo, especialmente nitrogénio (Marinho et
al.,, 2017; Conab, 2025). No entanto, estudos apontam que essa cultura pode se
beneficiar da interacdo com bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCP), que incluem microrganismos simbidticos, endofiticos e de vida livre,
capazes de atuar em multiplos mecanismos de promocéo vegetal (Johnson, 2019;
Deng et al., 2020; Chen et al., 2021).

Embora o género Bradyrhizobium seja o principal simbionte do feijao-caupi,
ele também pode se associar com bactérias dos géneros Pseudomonas, Bacillus,
Enterobacter e Brevibacillus, que tém demonstrado potencial para estimular o
crescimento vegetal e aumentar a eficiéncia do uso de nutrientes (Amorim et al.,
2022). As BPCPs atuam por diversos mecanismos benéficos, como fixacao biologica
de nitrogénio (FBN), producéo de fitohormoénios (auxinas, citocininas), solubilizacéo
de fosfatos, inducdo de resisténcia sistémica e antagonismo a fitopatégenos,
protecdo contra estresses bidticos e abidticos, promovendo assim 0 crescimento
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vegetal e aumentando a produtividade (Khatoon et al., 2022; Lau et al., 2022). Sua
aplicacao é especialmente relevante em variedades crioulas, que muitas vezes nao
respondem da mesma forma que os cultivares modernos ao manejo convencional,
mas que demonstram intera¢des positivas com microrganismos do solo, valorizando
praticas agroecologicas e a biodiversidade funcional dos agroecossistemas.

A utilizacdo dessas bactérias na agricultura pode disponibilizar cerca de 200
kg de nitrogénio por hectare para o feijao-caupi, promovendo maior produtividade e
reducdo da necessidade do uso de fertilizantes quimicos (Oliveira et al., 2012;
Santos et al., 2018). Essa abordagem sustentavel mostra uma solugdo promissora
para mitigar os impactos ambientais causados pelo uso excessivo de fertilizantes
nitrogenados, que, ao se infiltrarem no solo, podem contaminar lencois freaticos e
causar toxicidade para animais e seres humanos (Freire, 2016). Além disso, 0 uso
excessivo de insumos sintéticos compromete a saude do solo e a resiliéncia dos
sistemas agricolas frente as mudancas climaticas.

Nos ultimos anos, uma preocupacao crescente com 0s impactos ambientais
gerados pelo uso excessivo de fertilizantes quimicos tem impulsionado a busca por
praticas agricolas mais sustentaveis (Costa et al., 2017). Segundo a Associacao
Nacional para Difusdo de Adubos (ANDA), as entregas de fertilizantes ao mercado
brasileiro somaram 2,68 milhdes de toneladas em abril de 2025. O volume
representa um aumento de 16,8% em relacdo ao mesmo més de 2024, quando
foram entregues 2,29 milhdes de toneladas. Essa dependéncia de insumos
sintéticos reforca a necessidade de alternativas ecoldgicas, como a adocdo de
bactérias promotoras de crescimento, que oferecem beneficios tanto agronémicos
guanto ambientais, além de reduzir a pegada de carbono das cadeias produtivas.

Ademais, os resultados esperados poderao contribuir com politicas publicas
voltadas ao fortalecimento da agricultura familiar, programas de incentivo ao uso de
bioinsumos e estratégias de mitigacdo das mudancas climéticas. A consolidacdo de
praticas baseadas na microbiologia do solo, como a inoculacdo de BPCPs, fortalece
nao apenas o desempenho agronémico das lavouras, mas também promove uma
agricultura mais ética, socialmente justa e ambientalmente equilibrada. Nesse
sentido, a pesquisa se insere em uma agenda mais ampla de inovagédo ecoldgica,
reafirmando o papel da ciéncia no desenvolvimento de solugBes concretas para 0s
desafios enfrentados pela agricultura contemporanea.

Diante disso, este estudo parte da hipotese de que bactérias promotoras de
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crescimento favorecam o desenvolvimento do feijdo-caupi crioulo, ao fixar nitrogénio,
solubilizar fosfatos e produzir reguladores de crescimento. Esses mecanismos
aumentam a disponibilidade de nutrientes para as plantas, favorecendo seu ciclo de
vida e potencializando a produtividade de forma sustentavel. Com base nessa
premissa, 0 objetivo desta pesquisa € avaliar a eficiéncia de bactérias na promocéao
do crescimento do feijdo-caupi crioulo, considerando sua adaptacdo as condicdes
edafocliméaticas do Nordeste e seu potencial como cultura estratégica para a

soberania alimentar em sistemas de base agroecologica.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Feijao caupi

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) € uma leguminosa de gréos
pertencente a familia Fabaceae, amplamente cultivada em regiées tropicais e
subtropicais do mundo. Trata-se de uma cultura herbacea, vascular e anual, com
formas silvestres e domesticadas, e genoma relativamente pequeno, estimado em
aproximadamente 620 megapares de bases (Mbp) (Boukar et al., 2019). Essa
caracteristica genémica favorece os estudos de melhoramento molecular e selegcéo
assistida por marcadores, contribuindo para o desenvolvimento de cultivares
adaptadas a diferentes ambientes.

Seu cultivo é caracterizado pela elevada plasticidade fenotipica e
adaptabilidade a condicdes edafoclimaticas adversas, sendo capaz de se
desenvolver em solos de baixa fertilidade, sob altas temperaturas e em ambientes
com escassez hidrica (Marinho et al., 2017; Sena et al., 2020). Essa rusticidade
confere a cultura um papel estratégico em sistemas produtivos de base familiar e
agroecologica, sobretudo em regides semiaridas.

Os graos e folhas do feijdo-caupi constituem uma fonte nutricional
significativa, sendo ricos em proteinas, carboidratos complexos, vitaminas (como
tiamina, niacina e folato) e minerais essenciais (ferro, zinco, calcio, magnésio). Entre
suas vantagens nutricionais e funcionais, destacam-se o0s teores elevados de
antioxidantes naturais, fibras alimentares, compostos fendlicos e acidos graxos poli-
insaturados, além do baixo teor de lipidios totais, o que o torna um alimento

adequado para dietas saudaveis (Mohammed et al., 2018; Osipitan et al., 2021).
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A porcdo aérea da planta — composta por folhas, vagens verdes, graos
imaturos e maduros — possui ampla aplicacdo na alimentacdo humana e animal,
podendo ser consumida in natura ou processada em formas como farinha e pasta,
sendo amplamente utilizada na culinaria tradicional e na alimentagdo escolar em
programas publicos de seguranca alimentar (Osipitan et al., 2021).

Uma das caracteristicas agronémicas mais relevantes do feijao-caupi € sua
capacidade de estabelecer simbioses promiscuas com bactérias fixadoras de
nitrogénio, apresentando variabilidade nos niveis de eficiéncia simbibtica. Isso
permite a formacdo de nddulos radiculares com diversas estirpes de rizébios,
contribuindo para a fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) e reduzindo
significativamente a necessidade de adubacdo nitrogenada mineral. Os principais
géneros rizobianos associados ao feijdo-caupi incluem Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium (Hara et al., 2021).

Além dos rizébios, o feijdo-caupi interage com diversos microrganismos
benéficos presentes na rizosfera, entre 0s quais se destacam as rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (RPCPs). Essas bactérias exercem efeitos
benéficos por meio de multiplos mecanismos: producdo de fitohormonios (auxinas,
citocininas, giberelinas), sintese de ACC-desaminase (que reduz o estresse por
etileno), solubilizacdo de fosfatos insoltveis, producédo de sider6foros e compostos
antimicrobianos, além da ativacdo de mecanismos de defesa da planta por inducao
de resisténcia sistémica (Amorim et al., 2022; Glick, 2014).

Essas RPCPs colonizam ativamente a rizosfera, atraidas pelos exsudatos
radiculares ricos em aminoacidos, acidos organicos e acUcares, que funcionam
como fonte de carbono e sinalizadores moleculares. A estreita interacdo com o
sistema radicular melhora ndo apenas o desenvolvimento vegetativo e a eficiéncia
de uso de nutrientes, mas também aumenta a resiliéncia da planta a estresses
abidticos, como déficit hidrico e salinidade, e bibticos, como patégenos fungicos,
bacterianos e nematoides (Cardoso; Nogueira, 2007).

Estudos de isolamento e sequenciamento molecular evidenciam a presenca
de diversos grupos bacterianos com potencial biotecnolégico nos nodulos e na
rizosfera do feijdo-caupi, destacando-se o0s géneros Agrobacterium, Bacillus,
Paenibacillus e Pseudomonas (Patil et al.,, 2017; Leite et al.,, 2017). Esses
microrganismos S&8o0 promissores como bioinsumos agricolas e vém sendo

estudados em estratégias integradas de manejo biolégico do solo, com efeitos
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positivos sobre a produtividade e sustentabilidade do agroecossistema.

O feijdo-caupi tem origem no continente africano, que ainda hoje responde
por mais de 95% da producdo mundial (Nyaga; Njeru, 2020). Sua domesticacao
ocorreu ha mais de 3.000 anos, e muitas de suas cultivares modernas possuem ciclo
de crescimento curto (60-80 dias), favorecendo sua introducdo em sistemas
agricolas de rotagdo ou cultivo intercalar (Kyei-Boahen et al., 2017). Atualmente, é
cultivado em mais de 100 paises, incluindo regides da Europa, América Latina,
Sudeste Asiatico e América do Norte (Mohamed et al., 2018). No Brasil, foi
introduzido no século XVI pelos colonizadores portugueses no estado da Bahia,
consolidando-se como uma das principais leguminosas da agricultura nacional,
especialmente nas regides Nordeste, Norte e Centro-Oeste (Longo, 2025).

No contexto brasileiro, o feijdo-caupi é amplamente cultivado sob dois
regimes hidricos distintos: irrigado e de sequeiro. Embora o sistema irrigado
possibilite maior controle ambiental e produtividade, sua adocdo ainda é limitada
devido aos altos custos e restricbes de infraestrutura. Por outro lado, o cultivo de
sequeiro predomina entre pequenos e médios produtores, especialmente em areas
semiaridas, sendo compativel com praticas de baixo impacto ambiental (Boukar et
al., 2019).

O cultivo do feijao-caupi tem se expandido em regides como o Cerrado e a
Caatinga, impulsionado por sua rusticidade, custo acessivel, ciclo curto e aceitacao
comercial. No entanto, a produtividade média no Nordeste ainda é baixa, com
valores de aproximadamente 328 kg-ha™, o que contrasta com o potencial produtivo
das cultivares disponiveis (Boukar et al., 2019). Esse baixo rendimento esta
relacionado a fatores como: deficiéncias nutricionais do solo (especialmente de
nitrogénio e fésforo), falhas na simbiose rizébica, chuvas irregulares, temperaturas
elevadas em cultivares sensiveis, além de ataques de insetos-praga, doencas
fungicas, viroses e fitonematoides (Andrade Junior et al., 2018; Cardoso et al.,
2017).

Apesar desses desafios, programas de melhoramento genético tém
alcancado progressos significativos, com a selecdo de gendtipos adaptados as
condicbes do semiarido. Cultivares como ITO7K-181-55 e IT97K-556-4M
apresentaram produtividades superiores a 1.000 kg-ha™ em cultivo de sequeiro,
evidenciando o potencial da cultura quando associada a praticas de manejo

integrado do solo, uso de biofertilizantes, controle biolégico e monitoramento
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fitossanitario (Carvalho et al., 2021).

Diante da crescente valorizacdo da agricultura sustentavel, torna-se
fundamental investir em pesquisas que aprofundem o conhecimento sobre a
microbiota associada ao feijao-caupi, especialmente sobre 0s mecanismos
moleculares que regulam as interacGes planta-microrganismo e sua contribuicdo
para a resiliéncia agroecolégica. Estudos como os de Martinez-Hidalgo e Hirsch
(2017) apontam que a compreensdo funcional da microbiota pode orientar o
desenvolvimento de tecnologias bioativas mais eficientes, capazes de promover o

crescimento vegetal e reduzir a dependéncia de insumos quimicos.

2.2 Bactérias promotoras do crescimento em plantas (BPCP)

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) constituem um
grupo diverso de microrganismos benéficos que habitam diferentes compartimentos
do ambiente vegetal, como a filosfera, os tecidos internos (em interagbes
endofiticas) e principalmente a rizosfera, onde estabelecem relacbes né&o
patogénicas com o hospedeiro vegetal (Hungria et al., 2010). Essas associacdes
podem promover o crescimento e o desenvolvimento das plantas por diferentes
mecanismos, de forma direta ou indireta, sem causar danos fisiolégicos ao
organismo vegetal (Basu et al., 2017; Niu et al., 2018).

Funcionalmente, as BPCPs podem ser classificadas em quatro categorias
principais: biofertilizantes, bioestimuladores, biopesticidas e biorremediadores. Essa
classificacdo esta relacionada a forma como as bactérias interagem com o solo, a
planta e outros organismos do ambiente, contribuindo para préaticas agricolas
sustentaveis e de menor dependéncia de insumos quimicos (Shah et al., 2018).

As BPCPs classificadas como biofertilizantes atuam principalmente no
aumento da biodisponibilidade de nutrientes essenciais as plantas. Entre os
principais mecanismos, destacam-se a fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) — que
transforma o N, atmosférico em formas assimilaveis pelas plantas — e a
solubilizacdo de fosfatos insollveis presentes no solo. Esses processos sao
fundamentais para suprir as deficiéncias de nitrogénio e fosforo, elementos
frequentemente limitantes em solos tropicais. Entre os microrganismos com maior

destaque nessa categoria encontram-se 0s géneros Rhizobium, Bradyrhizobium,
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Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas (Shah et al., 2018).

Dentre esses, 0s géneros Bradyrhizobium e Rhizobium apresentam ampla
ocorréncia em noédulos radiculares de feijdo-caupi (Vigna unguiculata), onde
contribuem de forma significativa para o fornecimento parcial ou total de nitrogénio a
planta, impactando positivamente a produtividade da cultura (Leite et al., 2017;
Marinho et al., 2017; Rocha et al., 2020; Nyaga; Njeru, 2020). Nesse contexto,
destacam-se também as acfes do Programa Nacional de Bioinsumos, instituido pelo
governo brasileiro em 2020, cujo objetivo € ampliar o uso de bioinoculantes no pais.
Dentre os 268 produtos bioldgicos registrados nos ultimos 20 anos, uma parcela
expressiva é composta por cepas dos géneros Bacillus e Pseudomonas (Arauijo,
2022), o0 que evidencia o interesse crescente por esses microrganismos.

Por outro lado, as BPCPs que atuam como bioestimuladores promovem o
crescimento vegetal por meio da producéo e liberacdo de fitormdnios, tais como
acido indolacético (AlA), citocininas, giberelinas e etileno. Esses hormdnios vegetais
participam de processos fisiologicos como a divisdo e o alongamento celular, a
diferenciagdo de tecidos, o crescimento de raizes e caules, além da mobilizagéo e
transporte de nutrientes ao longo da planta (Larcher, 2006). A modulacdo desses
horménios pelas bactérias ocorre em sinergia com fatores abidticos e pode ser
decisiva para a adaptacao das plantas a condicdes de estresse.

As BPCPs com acdo como biopesticidas possuem a capacidade de suprimir
fitopatdbgenos por diversos mecanismos. Elas produzem sideréforos, compostos de
alta afinidade por ferro, que limitam o0 acesso desse micronutriente vital aos
patdgenos. Além disso, sintetizam antibioticos naturais e enzimas hidroliticas, além
de compostos volateis organicos com acado antifungica e antibacteriana. Tais
mecanismos envolvem antibiose, competicdo por nutrientes, inducédo de resisténcia
sistémica e producdo de reguladores de crescimento secundarios (Romeiro, 2007).
Dessa forma, essas bactérias contribuem ndo apenas para a protecdo direta das
plantas, mas também para o equilibrio biolégico do solo.

Outra categoria funcional relevante sdo as BPCPs com atuacdo como
biorremediadoras, ou seja, aquelas que auxiliam na degradacg&o, imobilizacdo ou
transformacé@o de poluentes ambientais, como metais pesados, residuos industriais
e agrotéxicos. Elas podem remover ou neutralizar esses contaminantes presentes
no solo, na 4gua ou até mesmo no ar, por meio de reacdes enzimaticas que

envolvem a oxidacdo ou reducao de espécies quimicas toxicas (Rabani et al., 2022;
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Hou et al., 2020; Thiyagarajan et al., 2020). Um dos mecanismos amplamente
relatados € a fitoextracdo mediada por microrganismos, que consiste na associacao
entre plantas e bactérias para absorcdo de metais pesados, sem prejuizo ao
ambiente ou a planta hospedeira (Nguyen et al., 2020; Yang et al., 2020).

Considerando todas essas fungbBes, 0 crescente interesse por praticas
agricolas sustentaveis, com reducéo do uso de fertilizantes e defensivos quimicos,
tem impulsionado o numero de pesquisas voltadas ao estudo das BPCPs (Garcia et
al., 2017). Dentre os géneros mais investigados, destacam-se Bacillus (Liu et al.,
2020), Paenibacillus (Khan et al., 2020), Herbaspirillum (Silva et al., 2020),
Burkholderia e Pseudomonas (Pagnani et al., 2020), todos com potencial
biotecnolégico comprovado em experimentos laboratoriais e em ambiente
controlado.

O género Bacillus, em especial, destaca-se por sua elevada abundéancia na
rizosfera e por apresentar versatilidade funcional. Essas bactérias atuam na FBN
ndo simbidtica, solubilizam fosfatos, produzem AIA e secretam enzimas
extracelulares com propriedades antifingicas, como quitinases e proteases
(Saharan, 2011; Radhakrishnan et al., 2017). Quando combinadas com bactérias do
género Pseudomonas, a producdo de metabdlitos secundarios é ainda mais
diversificada, incluindo compostos com propriedades antifungicas, antibacterianas,
antivirais, anti-helminticas e até antitumorais (Goswami et al., 2016). O fertilizante
bacteriano Alinit, o primeiro do género comercializado, € composto por cepas de
Bacillus spp. e demonstrou capacidade de aumentar a produtividade vegetal em até
40% (Kilian et al., 2000).

Apesar de todo o potencial ecologico, agrondmico e econdmico dessas
bactérias, ainda existem desafios consideraveis para sua aplicacdo em larga escala.
A variabilidade no modo de acao entre as diferentes estirpes, a baixa sobrevivéncia
no campo, dificuldades na formulagdo de produtos biolégicos com estabilidade e a
baixa reprodutibilidade dos resultados obtidos em laboratério ou casa de vegetacéo
em condicBes de campo sdo obstaculos recorrentes (Parnell et al., 2016; Steffen et
al., 2018).

Diante disso, € fundamental o avan¢co das pesquisas multidisciplinares,
associando microbiologia, engenharia de processos, biotecnologia e ciéncia do solo,
para o desenvolvimento de formulacdes mais eficazes, resistentes as condicdes

ambientais e com maior tempo de prateleira. Como apontado por Vejan et al. (2016),



22

0 sucesso do uso das BPCPs em larga escala depende de um esforgo integrado
entre ciéncia, politicas publicas e transferéncia de tecnologia, visando o

fortalecimento de uma agricultura mais eficiente, resiliente e ambientalmente segura.

2.3 Utilizacao de bactérias promotoras de crescimento de plantas na agricultura

A adubacdo nitrogenada € uma pratica amplamente utilizada na agricultura
intensiva, sendo essencial para alcancar altos niveis de produtividade. No entanto,
essa técnica apresenta custos ambientais e econémicos consideraveis. A producao
industrial de fertilizantes nitrogenados exige elevado consumo energético,
majoritariamente derivado de fontes fésseis ndo renovaveis, como gas natural e
carvao mineral, o que contribui para a emissdo de gases de efeito estufa e para o
esgotamento de recursos naturais (Ahlgren et al., 2010).

Além disso, a eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio (N) pelas plantas é
relativamente baixa, estimando-se que apenas 30 a 50% do N aplicado ao solo seja
absorvido pelas culturas. O restante € perdido por meio de processos como
lixiviagao, volatilizacdo e desnitrificacdo (Vieira, 2017; Gilabe, 2018), resultando na
contaminagcdo de aquiferos por nitratos e na liberacdo de compostos como Oxido
nitroso, amonia e oxidos de nitrogénio, que comprometem a qualidade ambiental, a
salude humana e os ecossistemas terrestres e aquaticos.

Diante desse cenario, tém sido desenvolvidas alternativas tecnoldgicas para
reduzir a dependéncia de fertilizantes nitrogenados sintéticos e mitigar seus
impactos. Uma estratégia promissora é a utilizacdo de bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCPs), especialmente na cultura do feijao-caupi (Vigna
unguiculata). Essas bactérias atuam estimulando o crescimento das raizes laterais e
adventicias, o que amplia a area de absor¢cdo de 4gua e nutrientes, aumentando a
eficiéncia no uso dos recursos do solo (Moreira; Araudjo, 2013).

O uso de BPCPs favorece a diminuicdo da aplicacdo de fertilizantes e
defensivos quimicos, reduzindo custos de producdo e contribuindo para a
sustentabilidade dos sistemas agricolas (Bastos et al., 2019). Além disso, essas
bactérias apresentam elevada tolerdncia a condigbes ambientais adversas, como
solos salinos, aridos ou com baixa fertilidade, o que reforca seu potencial de uso em
regides com baixa aptidao agricola (Ravanbakhsh et al., 2017; Safari et al., 2018).

Historicamente, o uso de inoculantes microbiolégicos concentrou-se em
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bactérias simbidticas dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium, capazes de
estabelecer associacfes mutualisticas com leguminosas e realizar a fixacao
biolégica de nitrogénio (FBN) nos nodulos radiculares (Murray, 2011). Entretanto,
estudos mais recentes demonstraram que diversas bactérias ndo simbidticas ou de
vida livre também possuem a capacidade de fixar N, atmosférico.

Entre essas, destacam-se 0s géneros Azospirillum, Azoarcus, Azotobacter,
Bacillus polymyxa, Burkholderia, Gluconacetobacter e Herbaspirilum, os quais
podem atuar em associacdo com bactérias rizobianas infectantes no feijao-caupi,
promovendo ganhos adicionais na nutricdo nitrogenada da planta (Deng et al., 2011).
Mayhood e Mirza (2021) observaram a presenca de bactérias ndo rizobianas em
nddulos radiculares em propor¢cdes variaveis, entre menos de 0,1% e cerca de 40%,
0 que evidencia a importancia desses microrganismos no microbioma da planta e
seu potencial para uso como inoculantes tanto em leguminosas quanto em espécies
nao leguminosas (Boddey et al., 1986).

O sucesso da associacdo entre feijdo-caupi e bactérias fixadoras nao
simbidticas depende de condicBes favoraveis a colonizacdo do interior da planta,
onde os microrganismos endofiticos podem realizar a fixacdo eficiente de N, e
disponibilizar o nitrogénio diretamente para as células vegetais. Essa interacdo é
influenciada por diversos fatores bioquimicos e ambientais e pode resultar em
respostas distintas no crescimento, desenvolvimento e produtividade da cultura
(Bourassa et al., 2017; Marinho et al., 2014; Marinho et al., 2017).

Para aumentar a eficiéncia agrondmica dos inoculantes microbianos,
diferentes estratégias tém sido exploradas. Entre elas, destaca-se a coinoculacéo,
gue consiste na aplicagdo conjunta de mais de uma estirpe bacteriana com efeitos
complementares sobre o crescimento vegetal (Hungria et al., 2015; Fukami et al.,
2018). Também sdo empregadas diferentes formas de inoculagcdo, como via
semente, sulco, pulverizacao foliar ou fertirrigacdo (Hungria et al., 2015; Fukami et
al., 2016), além da inoculacdo suplementar em fases distintas do desenvolvimento
da planta, como floracéo e formacgao de graos (Moretti et al., 2018).

Uma abordagem inovadora no uso de bactérias promotoras de crescimento
de plantas € a aplicacdo de moléculas sinalizadoras do metabolismo secundario
microbiano, como flavonoides, lipoquitooligossacarideos (LCOs) e compostos
volateis organicos (VOCs). Os flavonoides secretados pelas raizes induzem a

producdo de LCOs por bactérias simbioticas, iniciando a formacédo de nédulos para
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fixacdo de nitrogénio. Ja os VOCs, como alcoois e terpenos, atuam a distancia
estimulando o crescimento vegetal e a tolerancia a estresses. Essas moléculas
facilitam a comunicacdo planta-microrganismo, aumentando a eficiéncia da
colonizagdo e dos efeitos benéficos dos inoculantes, sendo uma estratégia
promissora para potencializar a agricultura sustentavel sem recorrer & modificacédo
genética (Marks et al., 2013; Marks et al., 2015).

Além das estratégias de inoculacéo, diversos fatores edaficos e bioldgicos
influenciam diretamente a eficacia dos inoculantes, incluindo a densidade celular do
indculo, a capacidade de colonizagcdo das bactérias na rizosfera, a multiplicacdo e
distribuicdo do in6culo no solo, a presenca de microrganismos antagénicos, o estado
fisiologico da planta, a composicdo dos exsudatos radiculares e parametros
ambientais como pH, temperatura e umidade do solo (Lopes et al., 2021).

Dessa forma, a aplicacdo de BPCPs representa uma alternativa estratégica
para a substituicdo parcial ou total da adubacdo nitrogenada convencional, com
ganhos econdmicos, ecoldgicos e agronémicos. O avanco da pesquisa aplicada, o
desenvolvimento de formulagcbes microbianas mais eficientes e estaveis, e 0
incentivo por politicas publicas e programas de extensdo rural sdo fundamentais

para a adocdo ampla e efetiva dessa tecnologia em sistemas agricolas tropicais.

2.4 Inoculacéo de leguminosas com BPCP

Os inoculantes biolégicos sao produtos formulados a partir de microrganismos
benéficos capazes de promover o crescimento vegetal e melhorar a eficiéncia no
uso de nutrientes. Esses microrganismos incluem, principalmente, bactérias
fixadoras de nitrogénio, fungos micorrizicos e bactérias promotoras de crescimento
de plantas (BPCPs), que atuam por diferentes mecanismos. Conforme definido pela
legislacdo brasileira (Brasil, 2011), os inoculantes a base de bactérias fixadoras de
nitrogénio devem conter uma concentragdo minima de 1,0 x 10° UFC/dose para
garantir sua eficicia na simbiose com leguminosas.

Na cultura da soja (Glycine max), os inoculantes bioldgicos ja estédo
consolidados como uma tecnologia de alto impacto agronémico e econdmico. O uso
de estirpes de Bradyrhizobium spp. promove significativa nodulacdo e fixacdo de
nitrogénio, gerando uma economia de aproximadamente sete bilh6es de dolares por

ano no Brasil (Moretti et al., 2018).
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A coinoculagdo com Azospirillum brasilense tem sido amplamente estudada,
sendo eficaz na promoc&o do crescimento radicular e na absor¢cdo de nutrientes,
resultando em nodulacédo mais precoce e abundante (Chibeba et al., 2015; Hungria
et al., 2015). Estudos recentes (Henning; Leite, 2023; Mesquita; Silva, 2023)
reforcam que a atuacao sinérgica entre Bradyrhizobium e Azospirillum contribui para
o aumento da eficiéncia fotossintética, maior biomassa vegetal e melhor
desempenho produtivo. Além disso, coinoculagdes com outras BPCPs, como
Bacillus subtilis e B. mycoides, também tém se mostrado promissoras,
especialmente no estimulo ao enraizamento e na inducao de resisténcia a estresses.

No feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris), a inoculagcdo com Rhizobium tropici é
amplamente recomendada por sua eficiéncia na nodulacdo, aumento da biomassa e
absorcéo de nitrogénio (Pinto et al., 2007). A coinoculacédo de Rhizobium phaseoli
com Pseudomonas sp. tem promovido melhorias significativas na absor¢do de
nitrogénio e foésforo na cultura, além de estimular o crescimento da parte aérea e
radicular (Stajkovic et al., 2011).

De forma semelhante, o uso combinado de Rhizobium e Bacillus subtilis
resultou em aumentos expressivos na massa seca da parte aérea, numero de
nédulos e desenvolvimento radicular (Lazzaretti; Melo, 2005). Estudos de Souza;
Ferreira (2017), Hungria et al. (2013) e Steiner et al. (2019) destacam que a
coinoculacdo de Rhizobium spp. com Azospirillum brasilense melhora a biomassa
total das plantas e a eficiéncia da FBN, com beneficios evidentes mesmo em
condicOes de baixa fertilidade do solo.

No gréo-de-bico (Cicer arietinum), a inoculagdo com Rhizobium leguminosarum
pode elevar a produtividade em até 35%, segundo Schubert et al. (2011). Esses
efeitos positivos se devem a capacidade da bactéria de estabelecer simbiose
eficiente com a planta, promovendo alta taxa de nodulacéo e fixacdo de nitrogénio.
Em lentilhas (Lens culinaris), a inoculacdo com rizobios tem efeitos similares,
promovendo aumentos na producdo de sementes e no crescimento vegetal, como
demonstrado por Muhammed et al. (2021).

Na cultura do feijao-caupi (Vigna unguiculata), os efeitos da inoculacdo com
rizobios e coinoculantes também tém sido amplamente estudados. No Brasil, quatro
estirpes de Bradyrhizobium estdo autorizadas para uso como inoculantes dessa
cultura: SEMIA 6461 (=UFLA 3-84), SEMIA 6462 (=BR3267), SEMIA 6463 (=INPA
03-11B) e SEMIA 6464 (=BR3262) (Zilli et al., 2009; Marinho et al., 2014, 2017).
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A inoculacdo com essas estirpes promove ndo apenas maior nodulagdo, mas
também ganhos na absorcdo de nitrogénio e produtividade. Raklami et al. (2019)
destacam que a utilizacdo de estirpes nativas e adaptadas as condicOes
edafocliméticas locais contribui para melhores respostas agronémicas, mesmo sob
condi¢cdes de estresse hidrico e baixa fertilidade.

Bacillus subtilis € outro microrganismo com ampla aplicabilidade agricola. Seus
efeitos incluem a melhora da viabilidade de sementes e da digestdo-assimilacdo de
nutrientes, o estimulo ao crescimento das plantas e a inducdo de resisténcia a
estresses abioticos (Soto, 2017). Chagas et al. (2017) e Ibanhes Neto et al. (2021)
demonstraram seu potencial na promocdo do crescimento do feijdo-caupi e de
outras leguminosas.

A coinoculacdo de Bradyrhizobium com Bacillus subtilis no feijado-caupi foi
capaz de aumentar em até 61% os indices de clorofila, melhorando o desempenho
fotossintético da cultura (Aradjo et al., 2010). Esse resultado estd associado a
atuacao sinérgica entre as bactérias, influenciada por sinais moleculares especificos
entre os gendtipos bacterianos e da planta hospedeira (Hungria et al., 2013).

Outros microrganismos promissores incluem estirpes de Microvirga vignae,
como BR 3299, que apresentaram bom desempenho na promoc¢ao do crescimento
do feijdo-caupi (Radl et al., 2014), além de Paraburkholderia spp., que
demonstraram elevado potencial para FBN e estimulo ao crescimento vegetal
(Hassen et al., 2020).

Além dos efeitos nutricionais, muitas BPCPs atuam no controle bioldgico de
fitopatdgenos e pragas. Algumas espécies de BPCPs, como Bacillus subtilis, B.
mycoides, Pseudomonas putida e Rhizobium etli, ttm sido reconhecidas por sua
capacidade de suprimir nematoides-das-galhas e estdo disponiveis no mercado
como bioinoculantes comerciais (Santos, 2024).

A associacdo de fungos benéficos, como Trichoderma spp., com rizébios
também tem sido estudada. Cadore (2018) demonstrou que a coinoculacdo de
Bradyrhizobium com Trichoderma né&o interfere na nodulacdo da soja e ainda
potencializa o crescimento da cultura. No feijdo, € capaz de proteger a planta contra
Sclerotinia scleropiorum e as raizes do Fusarium e Rhizoctonia solani (Zaidi et al.,
2014; Lobo Junior et al., 2019)

Dessa forma, o uso de inoculantes e coinoculantes representa uma estratégia

tecnicamente viavel e ecologicamente apropriada para a intensificacdo sustentavel
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da agricultura. Essa tecnologia favorece pequenos e médios produtores ao
proporcionar ganhos produtivos, reducdo de custos com insumos sintéticos e
resiliéncia frente as mudancas climaticas. Ao integrar nutricdo vegetal, promocéao de
crescimento e controle biolégico, 0s microrganismos promotores de crescimento
consolidam-se como ferramentas essenciais para a transicdo agroecoldgica
(Ferreira, 2017) e para o fortalecimento da sustentabilidade dos sistemas agricolas

brasileiros.
3 METODOLOGIA

A pesquisa foi desenvolvida em duas etapas complementares. A primeira
etapa consistiu em um ensaio preliminar conduzido em condi¢cdes controladas, com
areia estéril, para a selecdo de isolados bacterianos com maior potencial de
promocao do crescimento vegetal. A segunda etapa envolveu a validacdo desses
isolados em solo natural, ndo esterilizado, com o objetivo de observar sua atuacao
em competicdo com a microbiota nativa. Ambas as fases foram conduzidas em
ambiente de casa de vegetacao, utilizando delineamentos estatisticos adequados

para garantir rigor experimental.

3.1 ENSAIO | - SELECAO DE ESTIRPES BACTERIANAS PROMOTORAS DE
CRESCIMENTO A PARTIR DA INOCULACAO EM FEIJAO-CAUPI.

3.1.1 Preparo do inoculante

Os isolados bacterianos utilizados neste experimento foram previamente
isolados e caracterizados por Amorim et al. (2022), conforme especificado na Tabela
1, com base em critérios fenotipicos e genotipicos associados a promocdo de
crescimento vegetal. Para reativacdo, os isolados foram cultivados em meio de
cultura YM (Yeast Extract Mannitol), conforme protocolo de Vincent (1970), composto
por extrato de levedura (0,4 g), manitol (5,0 g), MgSO,-7H,0 (0,2 g), KH,PO, (0,5
g), NaCl (0,1 g) e pH ajustado para 6,8. As culturas foram incubadas a 28 + 2 °C sob
agitacao constante (150 rpm) por 48 horas, sendo posteriormente avaliada a pureza

por repicagem em placas de Petri contendo 0 mesmo meio sélido.
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Tabela 1. Identificagcdo molecular e similaridade genética de isolados bacterianos
obtidos de nddulos de feijao-caupi, baseada em sequéncias parciais do gene 16S
rRNA (analise BLASTn — GenBank).

Isolado Alinhamento mais N° Acesso identidade (%)
significativo pelo NCBI, (Cepa de Referéncia do
Genbank GenBank)
BSF 04 Enterobacter sp. NR_117679.1 99,71
SMI 05 Priestia megaterium NR_116873.1 99,86
SAA 02 Rhizobium sp. NR_102511.1 100,00
SCS 05 Pseudomonas sp. NR_116904.1 99,12
AS 01 Enterobacter sp. NR_102794.2 99,70
AL 06 Enterobacter sp. NR_117679.1 99,85
AC 03 Pseudomonas sp. NR_156986.1 100,00
ZMI 01 Bacillus subtilis NR_102783.2 99,86
VSA 03 Brevibacillus agri NR_113767.1 99,71

Fonte: Amorim et al. (2022).

A solugéo contendo dois litros de meio de cultura foi distribuida em oito frascos
erlenmeyer de 250 ml, nos quais uma aliquota de cada isolado bacteriano foi
repicado assepticamente. Os frascos foram entdo incubados em agitador orbital do
tipo Shaker, a temperatura constante de 28 °C, com rotacéo de 220 rpm, durante 72
horas, até que se observasse a turvacdo do meio, indicativa do crescimento
bacteriano. Apés o periodo de incubacdo, os cultivos bacterianos foram
armazenados sob refrigeracdo em camara B.O.D. A 4°C, permanecendo em

condicOes ideais para posterior utilizacdo nos ensaios experimentais.

3.1.2 Preparo do solo e desinfestagédo das sementes

Como substrato foi utilizada areia grossa, lavada com agua corrente,
peneirada em malha de 3 mm e submetida a autoclavagem (1 h a 121 °C) por trés
dias consecutivos com intervalo de 24 horas entre as autoclavagens, a fim de
garantir esterilizacdo eficiente (Figura 1). As sementes de feijao-caupi foram
selecionadas quanto a uniformidade e auséncia de danos mecéanicos. Em seguida,
foram desinfestadas com alcool 70% (5 minutos), imersas em hipoclorito de sodio a
2% (3 minutos), enxaguadas sete vezes com agua destilada autoclavada e deixadas
para secagem a temperatura ambiente, conforme protocolo de Vincent (1970)
(Figura 2 e 3).
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Figura 1. Substrato de areia Figura 2. Etapas do processo de
esterilizado em autoclave desinfestacdo superficial das sementes de
utilizado como base experimental feijdo-caupi antes da inoculacéo
para avaliagdo do crescimento de bacteriana.

feijdo-caupi.

Fonte: Autoria propria (2024). Fonte: Autoria prépria (2024)

Figura 3. Sementes de feijdo-caupi apos
desinfestacao superficial, prontas para
inoculagdo com isolados bacterianos.

I (& 15

Fonte: Autoria prépria (2024).

3.1.3 Tratamentos e delineamento estatistico

O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado (DIC),
adotando-se um esquema fatorial triplo (3 x 9 x 3 + 3), totalizando 108 unidades
experimentais (Tabela 2). Os fatores considerados foram: trés cultivares crioulas de
feijdo-caupi cultivadas na regido de Pedro I[I-PI, nove isolados bacterianos
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promotores de crescimento, e trés repeticdes. Foram incluidas trés testemunhas:
uma testemunha absoluta (TA) sem adicdo de nitrogénio e sem inoculacéo
bacteriana; e duas testemunhas nitrogenadas, que receberam 50% (50 kg ha™) e
100% (100 kg ha™) da dose recomendada de nitrogénio, respectivamente, na forma
de ureia. Cada unidade experimental foi representada por um copo plastico com
capacidade para 750 mL contendo areia autoclavada e inoculado ou adubado

conforme o tratamento.

Tabela 2. Estrutura experimental do Ensaio | em casa de vegetac&o no Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui, Campus Pedro II-PI:
delineamento fatorial com trés cultivares crioulas de feijao-caupi, nove isolados
bacterianas promotoras de crescimento e trés testemunhas experimentais.

Cultura Tratamento Cultura Tratamento Cultura Tratamento
F1 Iso 1° F2 Iso 1° F3 Iso 1°
F1 Iso 2° F2 Iso 2° F3 Iso 2°
F1 Iso 3° F2 Iso 3° F3 Iso 3°
F1 Iso 4° F2 Iso 4° F3 Iso 4°
F1 Iso 5° F2 Iso 5° F3 Iso 5°
F1 Iso 6° F2 Iso 6° F3 Iso 6°
F1 Iso 7° F2 Iso 7° F3 Iso 7°
F1 Iso 8° F2 Iso 8° F3 Iso 8°
F1 Iso 9° F2 Iso 9° F3 Iso 9°
F1 TN F2 TN F3 TN
F1 TN 50% F2 TN 50% F3 TN 50%
F1 TA F2 TA F3 TA

Fonte: Autoria propria (2024).
Legenda: F1 — Feijao 1, F2 — Feijdo 2, F3 — Feijao 3, Iso — Isolado, TN — Testemunha Nitrogenada, TN
50% —Testemunha 50% de Adubacéo Nitrogenada, TA — Testemunha Absoluta.

3.1.4 Cultivo das plantas

O cultivo das plantas foi conduzido em copos plasticos com capacidade de

750 mL, preenchidos com 0,7 dm?3 de areia previamente esterilizada em autoclave e
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com pH ajustado para 6,5, garantindo condi¢cdes adequadas de cultivo. Para o
estabelecimento inicial, foram semeadas trés sementes de feijdo-caupi por unidade
experimental e adicionado 2 mL do inoculante bacteriano em cada semente (Figura
4 e 5). Aos 15 dias ap6s a emergéncia (DAE), realizou-se o desbaste, mantendo-se
uma Unica planta vigorosa por copo, a fim de padronizar o estande por tratamento.

Durante todo o periodo experimental, as plantas foram irrigadas diariamente
com solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), modificada para atender as
exigéncias de leguminosas e formulada sem a adicdo de nitrogénio. A solucédo foi
aplicada na proporcéo de 1 mL por kg de substrato, sete vezes por semana, visando
garantir o suprimento equilibrado dos demais nutrientes (Figura 6). O experimento foi
conduzido sob condicbes controladas em ambiente de crescimento, com
temperatura média de 28 + 2 °C, fotoperiodo de 12 horas de luz e umidade relativa
variando entre 60% e 70%.

As plantas permaneceram em cultivo por 30 dias ap6s a semeadura (DAS),
periodo durante o qual foram realizadas as avaliacdes morfofisiolégicas, conforme

descrito nos parametros indicadores de crescimento vegetal.

Figura 4. Semeadura de sementes Figura 5. Procedimento de
de feijao-caupi em copos plasticos inoculacao das sementes de feijao-
individuais contendo substrato caupi com bactérias promotoras de
autoclavado. crescimento vegetal (PGPR).

Fonte: Autoria propria (2024). Fonte: Autoria propria (2024)
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Figura 6. Aplicacéo de solucao
nutritiva de Hoagland modificada
durante o manejo das plantas de

feijdo-caupi.

7ah Y e

Fonte: Autoria propria (2024).

3.1.5 Avaliagbes
3.1.5.1 Parametros indicadores de crescimento

As variaveis morfofisiolégicas utilizadas para avaliar o crescimento das
plantas incluiram altura da parte aérea, comprimento da raiz, numero de nédulos e
biomassa seca. A altura das plantas foi determinada com o auxilio de uma régua
milimetrada, medindo-se desde a base do caule até a insercdo da folha trifoliolada
mais desenvolvida (folha +1) (Figura 7).

O comprimento da raiz principal foi mensurado do colo da planta até o apice
radicular, também utilizando régua graduada. O numero total de nédulos presentes
no sistema radicular foi contado manualmente apdés a lavagem cuidadosa das raizes
em agua corrente (Figura 8 e 9).

Para a determinacdo da biomassa seca, as plantas foram cuidadosamente
separadas em parte aérea (caule) e sistema radicular. Cada fracéo foi acondicionada
individualmente em sacos de papel identificados e submetida & secagem em estufa
de circulacao de ar forgada, a 65 °c, até atingirem massa constante (Figura 10).

AplOs a secagem, as amostras foram pesadas em balanca analitica para

obtencdo da massa seca total da raiz e do caule. Esses dados permitiram a
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guantificacdo precisa do crescimento vegetal promovido pelos diferentes

tratamentos aplicados.

Figura 7. Mensuracgao da altura
da parte aérea (CPA) das plantas
de feijdo-caupi aos 30 dias apoés

a emergéncia.

Fonte: Autoria propria (2024).

Figura 9. Sistema radicular de
feijdo-caupi apos remocao dos
nddulos para analise da
biomassa radicular.

Fonte: Autoria propria (2024).

Figura 8. Contagem manual do
namero de nédulos radiculares
em plantas de feijao-caupi
inoculadas.

Fonte: Autoria propria (2024).

Figura 10. Amostra de parte
aérea acondicionadas para
determinacdo da massa seca em
estufa de circulagéo forcada.

Fonte: Autoria propria (2024).

3.2 ENSAIO Il - VALIDACAO E SELECAO DE ISOLADOS BACTERIANOS
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PROMOTORES DE CRESCIMENTO EM FNEIJAO-CAUPI EM CONDICOES DE
CASA DE VEGETACAO EM COMPETICAO COM OS MICRORGANISMOS
NATIVOS.

3.2.1 Condugéao do experimento

O segundo experimento teve como objetivo avaliar a eficacia de estirpes
bacterianas previamente selecionadas no Ensaio | quanto a promocdo do
crescimento do feijdo-caupi crioulo, sob condicdes de solo nao esterilizado,
contendo microbiota nativa. Essa abordagem permitiu verificar a capacidade
competitiva das bactérias inoculadas em relacdo aos microrganismos do solo, bem
como avaliar seu potencial de atuacdo complementar a adubacdo nitrogenada
mineral.

Para a conducdo do ensaio, amostras de solo foram coletadas em cinco
transectos distribuidos em uma &area com historico de cultivo de feijdo-caupi, no
municipio de Pedro Il - Piaui. As amostras foram homogeneizadas para formar um
composto representativo, o qual foi utilizado como substrato sem esterilizacéo, a fim
de preservar a comunidade microbiana nativa. O experimento foi conduzido em casa
de vegetacdo, situada na area experimental do Instituto Federal do Piaui (IFPI),
campus Pedro Il, localizado nas coordenadas geograficas 4°26'56.1"S e
41°27'28.7"W.

3.2.2 Tratamentos e delineamento estatistico

Os tratamentos do segundo experimento consistiram na inoculagdo dos cinco
isolados bacterianos mais promissores identificados no Ensaio I, aplicados a trés
cultivares de feijdo-caupi crioulo provenientes do municipio de Pedro II-PI. A selecao
desses isolados foi baseado na performance anterior em promover o crescimento
vegetal, com énfase na sua capacidade de interacdo simbidtica, estimulacdo
morfofisiolégica e compatibilidade genotipica com os cultivares testados.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
estruturado em esquema fatorial 3 x 10, sendo o primeiro fator representado pelas
trés cultivares de feijdo-caupi crioulo e o segundo fator composto pelas cinco
estirpes bacterianas selecionadas, além de trés tratamentos controle (incluindo
testemunhas absolutas e nitrogenadas). Cada combinacao experimental foi repetida
trés vezes, totalizando 72 unidades experimentais (Tabela 3).
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Tabela 3. Estrutura experimental do Ensaio Il em casa de vegetacdo no Instituto
Federal de Educacéao, Ciéncia e Tecnologia do Piaui, Campus Pedro II-PlI:
delineamento fatorial em solo natural com trés cultivares crioulas de feijao-caupi,
cinco isolados bacterianos selecionadas e testemunhas nitrogenadas e absolutas.

Cultura Tratamento Cultura Tratamento Cultura Tratamento
F1 Iso 1° F2 Iso 1° F3 Iso 1°
F1 Iso 2° F2 Iso 2° F3 Iso 2°
F1 Iso 3° F2 Iso 3° F3 Iso 3°
F1 Iso 4° F2 Iso 4° F3 Iso 4°
F1 Iso 5° F2 Iso 5° F3 Iso 5°
F1 TN F2 TN F3 TN
F1 TN 50% F2 TN 50% F3 TN 50%
F1 TA F2 TA F3 TA

Fonte: Autoria propria (2024).
Legenda F1 — Feijdo 1, F2 — Feijdo 2, F3 — Feijdo 3, Iso — Isolado, TN — Testemunha Nitrogenada, TN
50% - Testemunha 50% de Adubacédo Nitrogenada, TA — Testemunha Absoluta.

3.2.3 Preparo do inoculante, Adubacéo, Plantio, Cultivo

Para o preparo dos inoculantes, cada isolado bacteriano previamente
selecionado foi cultivado individualmente em meio liquido YM, conforme o protocolo
descrito no ensaio |. Apds atingir a fase de turvacdo adequada, as culturas foram
mantidas sob refrigeracédo até o momento da inoculagéo.

O experimento foi conduzido em vasos plasticos com capacidade de 3,5 litros,
preenchidos com 15 dm?3 de solo coletado em areas cultivadas com feijao-caupi no
municipio de Pedro II-PI (Figura 11). O solo néo foi esterilizado, de modo a preservar
sua microbiota natural, permitindo a avaliacdo da competitividade dos isolados
inoculados frente aos microrganismos nativos.

As sementes utilizadas foram submetidas a desinfestacdo superficial com
alcool etilico a 70% por 1 minuto, seguidas de imersdo em solucéo de hipoclorito de
sédio a 2-2,5% por 3 minutos, e enxaguadas em agua destilada estéril por sete
vezes consecutivas.

Apés o preparo, trés sementes foram semeadas por vaso (Figura 12) e

adicionado 2 mL do inoculante bacteriano em cada semente, sendo realizado
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desbaste aos 15 dias apés a emergéncia (DAE), mantendo-se apenas uma planta
por vaso (Figura 13). Todas as unidades experimentais foram irrigadas diariamente
com solucéo nutritiva de hoagland modificada, isenta de nitrogénio, na proporcéo de
1 ml por kg de solo, durante sete dias por semana. As testemunhas seguiram o
mesmo manejo nutricional, mas n&o receberam inoculagao bacteriana.

As plantas permaneceram sob cultivo em casa de vegetacdo por um periodo
minimo de 30 dias, sob condi¢cdes controladas de temperatura, fotoperiodo e
umidade relativa (Figura 14). Durante esse periodo e ao final do experimento, foram

realizadas avaliag6es dos parametros de crescimento conforme descrito no item

Figura 11. Vasos plasticos Figura 12. Semeadura direta de
preenchidos com solo n&o sementes de feijao-caupi em
autoclavado, representando a vasos contendo solo com
condi¢cédo de microbiota ativa no microbiota ativa.
Ensaio Il.

Fonte: Autoria propria (2025). Fonte: Autoria propria (2025).
Figura 13. Desbaste de plantulas Figura 14. Condicdes de cultivo em
de feijéio-caupi aos 15 dias ap6s a casa de vegetacao durante o
emergéncia, padronizando a ~ Ensaio Il com feijao-caupi
inoculado com diferentes isoaldos

densidade por vaso. '
bacterianos.

Fonte: Autoria prépria (2025). Fonte: Autoria prépria (2025)
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3.2.4 Analise estatistica

Os dados obtidos em cada etapa experimental foram inicialmente submetidos
ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, com o objetivo de verificar a distribuicdo
dos residuos. Para as variaveis que atenderam ao critério de normalidade (p > 0,05),
procedeu-se a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, adotando-se um nivel de
significancia de 5%.

As andlises estatisticas foram realizadas no ambiente R Studio (versédo 4.5.1),
com posterior comparacao entre as médias por meio do teste de Tukey, também ao
nivel de 5% de probabilidade, a fim de identificar diferencas estatisticamente

significativas entre os tratamentos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os efeitos dos isolados bacterianos sobre o crescimento do feijao-caupi foram
avaliados em diferentes parametros morfologicos e fisiolégicos ao longo de dois
experimentos (Ensaio | e Il) conduzidos em condicGes controladas. Para tal, foram
observados variaveis como comprimento da parte aérea, comprimento da raiz,
namero de nddulos, biomassa seca e resposta comparativa as testemunhas com e
sem adubac¢do nitrogenada, os quais permitiram discutir a eficiéncia de cada isolado
na promocao do crescimento das cultivares de feijao-caupi.

A analise de variancia (ANOVA) para o comprimento da parte aérea (CPA)
evidenciou a forte influéncia tanto do genotipo das plantas quanto dos isolados
bacterianos, bem como da interagcdo entre ambos, confirmando a importancia dos
fatores bidticos e genéticos na regulacdo do crescimento vegetal. No Ensaio |
(Tabela 4 — Anexo A), conduzido em solo autoclavado, verificou-se um efeito amplo
dos isolados bacterianos: Bl (Enterobacter sp.), B2 (Pseudomonas sp.), B3
(Enterobacter sp.), B7 (Enterobacter sp.) e B9 (Bacillus subtilis) promoveram
incrementos expressivos de CPA em todas as variedades, superando de forma
consistente as testemunhas TA e TN 50%, e em alguns casos alcancando valores
equivalentes ou superiores a testemunha nitrogenada (TN), conforme o gréfico 1.

Tais resultados demonstram que, na auséncia de microbiota residente, os
mecanismos intrinsecos de promocdo do crescimento desses microrganismos se

manifestam de maneira eficiente, sem interferéncia da competicdo ou antagonismo
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natural do solo (Grafico 1) (Otieno et al., 2015; Santos; Santos, 2022).

Grafico 1. Comprimento da parte aérea de plantas de feijao-caupi inoculadas com
isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal. As médias foram
submetidas a analise de variancia e comparadas por meio do teste de Tukey,
considerando 5% de probabilidade (p < 0,05). As letras a, b, ¢, d e e indicam
diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos. As testemunhas
diferem em relacdo a dose de adubacé&o nitrogenada: Testemunha Nitrogenada (TN),
Testemunha com 50% da dose recomendada (TN 50%) e Testemunha Absoluta (TA).
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B B2 - Pseudomonas sp.
a a
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W B4 - Priestia megaterium.
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a a a a a a
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b W B6 - Brevibacillus agri.
c b b
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Fonte: Autoria prépria (2025).

Do ponto de vista fisioldgico, esses efeitos podem ser atribuidos a multiplos
mecanismos diretos e indiretos. Entre os diretos, destacam-se a sintese de acido
indolacético (AlA), regulador central do alongamento celular e da diferenciacéo
tecidual, e a solubilizacdo de fosforo, essencial para o metabolismo energético e
sintese de biomoléculas. Adicionalmente, a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN)
associativa fornece N em formas assimilaveis, reduzindo a dependéncia de
fertilizantes minerais ( Santos ; Santos, 2022).

Entre os mecanismos indiretos, a producdo de sideréforos e antibioticos
confere vantagem competitiva as bactérias inoculadas, ao mesmo tempo em que
cria um ambiente rizosférico mais equilibrado, reduzindo a pressdo de
microrganismos patogénicos (Otieno et al.,, 2015). Esses resultados estdo em

consonancia com a visdo atual de que PGPRs (plant growth-promoting
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rhizobacteria) atuam em rede de mecanismos redundantes, garantindo maior
robustez na promoc¢ao de crescimento.

O destaque para Pseudomonas (B2) no Ensaio | € coerente com a literatura,
gue descreve esse género como altamente versatil e metabolicamente ativo, com
capacidade de sintetizar ACC deaminase — enzima que reduz os niveis de etileno,
horménio frequentemente associado ao estresse vegetal (Santoyo et al., 2019;
Kumari, 2016). Além disso, Pseudomonas apresenta elevada competéncia para
solubilizar fosfatos (Duiff et al.,, 1997), o que pode ter contribuido para o maior
acumulo de biomassa aérea.

O desempenho de Pseudomonas (B2) no Ensaio | é particularmente
relevante, ja que esse género € amplamente reconhecido por sua plasticidade
metabdlica e ecoldgica. Além da producao de AIA e sideroforos, muitas estirpes
sintetizam a enzima ACC deaminase, que degrada o precursor imediato do etileno,
reduzindo os niveis desse horménio em condi¢cdes de estresse, 0 que favorece o
crescimento radicular e aéreo em cenarios de salinidade ou déficit hidrico (Santoyo
et al., 2019; Kumari, 2016).

A solubilizagédo de fosfatos, por sua vez, aumenta a disponibilidade de P,
elemento critico para leguminosas como o feijdo-caupi, que frequentemente se
desenvolvem em solos de baixa fertilidade. A elevada competéncia para solubilizar
fosfatos, pode ter contribuido para o maior acumulo de biomassa aérea (Duiff et al.,
1997). Esses mecanismos explicam a superioridade de B2 em solo estéril e reforcam
seu potencial em biofertilizagé&o.

No entanto, o Ensaio Il (Tabela 5 — Anexo A), conduzido em solo néo
autoclavado, evidenciou uma resposta mais seletiva. Apenas B1 (Enterobacter sp.) e
B9 (Bacillus subtilis) mantiveram efeito consistente, superando todas as
testemunhas, inclusive a TN, mesmo diante da competicdo da microbiota residente
(Gréfico 2). Esse resultado indica que a eficacia de inoculantes em campo depende
menos do potencial fisioldgico isolado da estirpe e mais de sua capacidade de
competir, persistir e interagir funcionalmente com a comunidade microbiana nativa
(Bashan et al., 2013).

Grafico 2. Comprimento da parte aérea de plantas de feijao-caupi inoculadas com
isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal. As médias foram
submetidas a andlise de variancia e comparadas por meio do teste de Tukey,
considerando 5% de probabilidade (p < 0,05). As letras a, b, c, d e e indicam
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diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos. As testemunhas
diferem em relacdo a dose de adubacao nitrogenada: Testemunha Nitrogenada (TN),
Testemunha com 50% da dose recomendada (TN 50%) e Testemunha Absoluta (TA).
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Do ponto de vista agronémico, essa constatacdo tem grande relevancia. A
performance de Bl e B9, superior inclusive a adubacdo nitrogenada completa,
evidencia que sua agédo vai aléem do fornecimento de N, englobando efeitos
sistémicos como maior ramificag&o radicular, modulagdo hormonal e maior eficiéncia
no uso de nutrientes. Isso posiciona esses isolados como candidatas robustas para
formulacdes comerciais de inoculantes, capazes de reduzir a dependéncia de
insumos quimicos, cortar custos de producdo e diminuir impactos ambientais da
adubacdo nitrogenada intensiva (Bashan et al., 2013; Vasques et al., 2024).

A resposta do sistema radicular refor¢a esse quadro. No Ensaio | (Tabela 6 —
Anexo A), tanto variedade quanto bactéria apresentaram efeitos altamente
significativos, enquanto a interacdo néo foi estatisticamente relevante. Os isolados
B1, B2, B3, B7 e B9 promoveram incremento expressivo no comprimento radicular

em todas as variedades, superando as testemunhas (Gréfico 3).

Grafico 3. Comprimento da parte da raiz de plantas de feijdo-caupi inoculadas com
isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal. As médias foram
submetidas a analise de variancia e comparadas por meio do teste de Tukey,
considerando 5% de probabilidade (p < 0,05). As letras a, b, ¢, d e e indicam
diferencgas estatisticamente significativas entre os tratamentos. As testemunhas
diferem em relagéo a dose de adubagédo nitrogenada: Testemunha Nitrogenada (TN),
Testemunha com 50% da dose recomendada (TN 50%) e Testemunha Absoluta (TA).
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Ja no Ensaio Il (Tabela 7 — Anexo A), conduzido em solo com microbiota ativa,
todos os fatores — variedade, bactéria e interacdo — foram altamente significativos,
com coeficiente de variagdo mais baixo (6,37%) e residuos normalmente
distribuidos, o que atesta a robustez estatistica do modelo. Nesse ensaio,
novamente B1 (Enterobacter sp.) e B9 (Bacillus subtilis) B1 e B9 novamente se

destacaram, superando significativamente TA, TN e TN 50% (Grafico 4).

Grafico 4. Comprimento da parte da raiz de plantas de feijdo-caupi inoculadas com
isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal. As médias foram
submetidas a analise de variancia e comparadas por meio do teste de Tukey,
considerando 5% de probabilidade (p < 0,05). As letras a, b, ¢, d e e indicam
diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos. As testemunhas
diferem em relacdo a dose de adubacéo nitrogenada: Testemunha Nitrogenada (TN),
Testemunha com 50% da dose recomendada (TN 50%) e Testemunha Absoluta (TA)
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Esse padrdo estd em consonancia com a literatura, que descreve PGPRs
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como moduladores do sistema radicular por meio da producgéo de AlA, fosfatases e
sideréforos, estimulando tanto o alongamento quanto a ramificacéo radicular (Gupta
et al., 2015). No caso de Bacillus subtilis, o efeito pode ser atribuido a producéo de
VOCs e a formacéo de biofiilmes que aumentam a colonizagdo e a estabilidade da
interacdo planta—microrganismo, garantindo efeito prolongado (Ajijah et al., 2023;
Souza et al., 2021). Ja Enterobacter spp. combinam colonizacdo endofitica eficiente
e mobilizacdo de nutrientes, fatores que resultam em maior equilibrio nutricional e
em plantas com vigor superior (Jha et al., 2011).

O maior desenvolvimento radicular observado em B1 e B9 é particularmente
relevante, pois raizes mais longas e ramificadas ampliam a capacidade da planta em
explorar o solo, absorver nutrientes e resistir a estresses hidricos — fatores criticos
para a agricultura de sequeiro predominante em regides semiaridas onde o feijao-
caupi € cultivado. Essa ligagdo entre vigor radicular e desempenho agrondémico
reforca a aplicabilidade desses inoculantes em contextos de baixa fertilidade e
condi¢des edafocliméaticas adversas (Bashan et al., 2013).

A nodulacéo apresentou comportamento distinto entre os ensaios. No Ensaio |
(Tabela 8 — Anexo A), variedade e bactéria foram significativas, mas nédo a interacgao.
Nesse contexto, B1, B2, B3, B7 e B9 se destacaram, promovendo maior nimero de
nédulos (Grafico 5). Ja no Ensaio Il (Tabela 9 — Anexo A), todos os fatores —
variedade, bactéria e interacdo — foram altamente significativos, sugerindo que, em
solos com microbiota ativa, a nodulacao € modulada por interagdes complexas entre
0 gendtipo da planta e os isolados bacterianos. Nesse ensaio, observou-se que

somente B9 se destacou na promoc¢ao de niumero de nédulos (Grafico 6).

Gréfico 5. Quantidade de nédulos de plantas de feijao-caupi inoculadas com
isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal. As médias foram
submetidas a analise de variancia e comparadas por meio do teste de Tukey,
considerando 5% de probabilidade (p < 0,05). As letras a, b, ¢, d e e indicam
diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos. As testemunhas
diferem em relacdo a dose de adubacéo nitrogenada: Testemunha Nitrogenada (TN),

Testemunha com 50% da dose recomendada (TN 50%) e Testemunha Absoluta (TA).
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Grafico 6. Quantidade de nddulos de plantas de feijdo-caupi inoculadas com

isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal. As médias foram

submetidas a analise de variancia e comparadas por meio do teste de Tukey,

considerando 5% de probabilidade (p < 0,05). As letras a, b, ¢, d e e indicam

diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos. As testemunhas

diferem em relagédo a dose de adubagédo nitrogenada: Testemunha Nitrogenada (TN),

Testemunha com 50% da dose recomendada (TN 50%) e Testemunha Absoluta (TA).
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A presenca de Enterobacter spp. como indutores de nodulagédo é um achado

relevante, visto que evidéncias recentes indicam que esse género contém genes

tradicionalmente associados a rizébios, capazes de mediar processos de infeccao

radicular e formacdo de nodulos (Deng et al.,

2020). Esse achado redefine a

compreensao tradicional da simbiose rizobiana e aponta para o papel de
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microrganismos nao classicos na nodulagdo. De forma semelhante, Zhao et al.
(2018) identificaram Enterobacter, Pseudomonas e Bacillus em ndédulos de soja,
ampliando a visao sobre a diversidade funcional da microbiota nodular.

Pseudomonas (B2) também apresentou desempenho expressivo. Além da
producdo de reguladores de crescimento, cepas de Pseudomonas podem liberar
flavonoides, moléculas sinalizadoras cruciais para a ativacdo da simbiose rizobiana
e da atividade da nitrogenase (Andrade et al., 1998). Além disso, isolados desse
género podem modular vias hormonais ligadas a auxinas e citocininas, regulando de
forma positiva a formacdo e funcionalidade dos nodulos (Ahemad; Khan, 2012).
Embora B. subtilis (B9) ndo forme nédulos diretamente, sua influéncia indireta, por
meio da modulacdo hormonal e da formacao de biofilmes, favorece a instalacédo de
rizobios e o desenvolvimento nodular (Aradjo et al., 2010).

Do ponto de vista pratico, a promocdo da nodulacdo por isolados néo
tradicionais confirma a possibilidade de expandir o uso de microrganismos para além
dos rizdbios classicos. Esse resultado € particularmente relevante para sistemas de
agricultura familiar e agroecoldgica, onde a reducdo da dependéncia de fertilizantes
nitrogenados pode gerar ganhos econdmicos e ambientais expressivos (Jaramillo et
al., 2013; Oliveira-Longatti et al., 2014).

Os resultados de biomassa seca confirmam a integracdo dos efeitos
observados nas variaveis CPA, raiz e nodulacdo. No Ensaio | (Tabela 10 e 11 —
Anexo A; Grafico 7- A e B), variedade, bactéria e interacdo apresentaram efeitos
significativos tanto para MSPA quanto para MSR. Os isolados B1, B2, B3, B7 e B9
proporcionaram incrementos expressivos, superando TA e TN 50%, e, em algumas
combinacgdes, sendo equivalentes ou superiores a TN. O destaque para B1, com os
maiores valores de MSPA, pode ser atribuido a sua capacidade de estimular a
arquitetura radicular e promover maior absor¢édo de agua e nutrientes e sustentando

maior crescimento aéreo (Bashan et al., 2013; Gupta et al., 2015).

Grafico 7. Massa seca da raiz e massa seca da parte aérea de plantas de feijéao-
caupi inoculadas com isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal. As
médias foram submetidas a andalise de variancia e comparadas por meio do teste de
Tukey, considerando 5% de probabilidade (p < 0,05). As letras a, b, ¢, d e e indicam

diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos. As testemunhas

diferem em relagéo a dose de adubagé&o nitrogenada: Testemunha Nitrogenada (TN),
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Testemunha com 50% da dose recomendada (TN 50%) e Testemunha Absoluta (TA).
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No Ensaio Il (Tabela 12 e 13 — Anexo A; Grafico 8- A e B), apenas Bl e B9
mantiveram desempenho superior em condicdes de microbiota ativa, destacando-se
em relacdo as testemunhas, superando inclusive a TN. Essa robustez decorre de
sua multifuncionalidade, incluindo producao de fitormdnios, sideréforos, solubilizagéo
de fésforo e formacao de biofilmes rizosféricos estaveis (Ajijah et al., 2023; Souza et
al.,, 2021). No caso de B. subtilis, sua capacidade de esporulacdo garante

persisténcia em ambientes adversos, assegurando eficiéncia em campo.

Grafico 8. Massa seca da raiz e massa seca da parte aérea de plantas de feijao-
caupi inoculadas com isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal. As
médias foram submetidas a andalise de variancia e comparadas por meio do teste de
Tukey, considerando 5% de probabilidade (p < 0,05). As letras a, b, ¢, d e e indicam

diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos. As testemunhas

diferem em relacdo a dose de adubacao nitrogenada: Testemunha Nitrogenada (TN),
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Testemunha com 50% da dose recomendada (TN 50%) e Testemunha Absoluta (TA).
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A biomassa seca, como variavel integradora, confirma que a acédo dessas
bactérias vai além da substituicdo parcial de fertilizantes: trata-se de um estimulo
fisiolégico amplo que envolve raizes, parte aérea e nodulacao, refletindo em maior
produtividade potencial. O fato de B1 e B9 terem superado a TN no Ensaio Il
confirma que a inoculagdo com esses isolados ndo apenas substitui parcialmente o
fertilizante nitrogenado, mas também gera ganhos adicionais pela acao integrada de
mecanismos fisiolégicos. Em termos praticos, isso significa menor dependéncia de
adubacao sintética, maior resiliéncia produtiva a estresses abidticos e maior
sustentabilidade em sistemas produtivos decorrente de menor impacto ambiental
(Costa et al., 2013).

Os resultados obtidos nos dois ensaios demonstram que a acao dos isolados
bacterianos se manifesta de forma integrada nos diferentes parametros avaliados.
CPA, raiz, nodulagdo e biomassa seca estdo interligados em um ciclo de

retroalimentacao positiva: raizes mais vigorosas aumentam a absorcao de nutrientes
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e favorecem a nodulacdo; nddulos mais numerosos ampliam a fixacdo de N; e
ambos sustentam maior crescimento aéreo e acumulo de biomassa total.

A comparacdo entre 0s ensaios destaca um ponto central: em solo
autoclavado (Ensaio 1), multiplos isolados expressaram seu potencial, mas em solo
com microbiota ativa (Ensaio Il), apenas os mais competitivos — Enterobacter sp.
(B1) e Bacillus subtilis (B9) — mantiveram desempenho consistente. Esse achado
reforca a necessidade de validar bioinoculantes em condicGes préximas a realidade
agricola, evitando superestima¢cées comuns em estudos conduzidos apenas em
ambientes estéreis (Bashan et al., 2013; Costa et al., 2013).

Do ponto de vista prético, a utilizacdo de isolados como Bl e B9 representa
uma alternativa estratégica para o manejo sustentavel do feijdo-caupi. Seus efeitos
consistentes em diferentes parametros confirmam que sdo candidatos promissores
para formulagbes comerciais, com potencial de reduzir a dependéncia de
fertilizantes nitrogenados, diminuir custos de producdo e mitigar impactos
ambientais. Além disso, a capacidade desses microrganismos de atuar em multiplos
mecanismos fisiologicos aumenta a resiliéncia da cultura a estresses abidticos, como
seca e baixa fertilidade, aspectos cruciais para o semiarido nordestino (Bashan et
al., 2013; Hashem et al, 2019; Patel et al., 2023).

No entanto, persiste uma lacuna na literatura e neste estudo: a avaliacao
funcional dos ndodulos formados. Embora o numero de nédulos seja maior com
inoculacdo, ndo se sabe se todos apresentam atividade nitrogenase equivalente
aguela promovida por rizobios classicos. Pesquisas futuras devem focar ndo apenas
na quantidade, mas na qualidade funcional dos nddulos, bem como na persisténcia
de estirpes introduzidas em condi¢cdes de campo a longo prazo, contribuindo para o
avango no uso seguro e eficaz de bioinoculantes em sistemas produtivos tropicais
(Deng et al., 2020; Zhao et al., 2018; Jaramillo et al., 2013).

5 CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou que a inoculagdo com bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCPs) exerce efeitos expressivos e integrados sobre o
desenvolvimento do feijdo-caupi crioulo, refletidos em varidveis morfofisioldgicas
como comprimento da parte aérea, crescimento radicular, nodulagdo e acumulo de

biomassa seca. Os resultados demonstraram que a eficacia dos inoculantes é
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determinada pela interagdo entre o gendtipo vegetal, o isolado bacteriano e as
condicbes microbiologicas do solo, destacando a importancia de avaliar sua
performance em contextos contrastantes.

No Ensaio I, conduzido em substrato autoclavado, mdltiplos isolados — em
especial Enterobacter sp. (B1, B3, B7), Pseudomonas sp. (B2) e Bacillus subtilis (B9)
— apresentaram incrementos consistentes em todos os parametros analisados,
superando inclusive a adubac&o nitrogenada completa. Esse resultado confirma o
potencial intrinseco dessas bactérias em expressar mecanismos classicos de
promocado do crescimento, como a produgdo de &cido indolacético (AlA), a fixacdo
associativa de nitrogénio, a solubilizacdo de fosforo, a sintese de sideroforos e a
modulacdo hormonal.

Em contraste, no Ensaio Il, realizado em solo com microbiota ativa, apenas
Bl (Enterobacter sp.) e B9 (Bacillus subtilis) mantiveram desempenho superior e
consistente, inclusive em relacdo a testemunha nitrogenada. Esse achado revela
gue, em condi¢cdes de campo, a eficacia dos inoculantes depende ndo apenas do
potencial fisiologico do isolado, mas sobretudo de sua robustez ecologica,
persisténcia e competitividade frente a microbiota nativa — atributos essenciais para
formulacbes comerciais aplicaveis em sistemas produtivos reais.

Assim, B1 e B9 configuram-se como candidatos estratégicos para o
desenvolvimento de bioinoculantes comerciais, com potencial de substituir parcial ou
totalmente a adubacéo nitrogenada, reduzir custos de producdo e mitigar impactos
ambientais. Sua multifuncionalidade metabdlica e resiliéncia ecoldgica reforcam sua
aplicabilidade em sistemas de base agroecolégica, especialmente em cendrios de
baixa disponibilidade hidrica e nutricional, caracteristicos do semiarido nordestino.

Como perspectiva, recomenda-se a continuidade de pesquisas em campo,
contemplando mudltiplos ciclos de cultivo e diferentes condigbes edafocliméticas, de
modo a validar os resultados obtidos em ambiente controlado. Também se torna
essencial aprofundar os estudos moleculares para elucidar os mecanismos de acao
dos isolados, bem como avaliar a qualidade funcional dos ndédulos formados, em
especial sua atividade nitrogenase. Além disso, a investigacao da viabilidade desses
isolados em formulagcdes comerciais deve considerar aspectos de estabilidade e
competitividade frente a microbiota nativa.

A disseminacdo de tecnologias baseadas em Bl e B9 no ambito da

agricultura familiar, aliada a politicas publicas de incentivo ao uso de bioinsumos,
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podera fortalecer um modelo agricola mais resiliente, sustentavel e socialmente
justo. Em sintese, este estudo reafirma a relevancia da ciéncia e da biotecnologia
como ferramentas estratégicas para a construcdo de sistemas produtivos capazes
de conciliar produtividade, conservagcdo ambiental e desenvolvimento
socioecondmico regional.

Todavia, persiste a necessidade de aprofundar investigacbes quanto a
gualidade funcional dos ndédulos formados, sobretudo em relacdo a atividade da
nitrogenase, bem como avaliar a persisténcia desses isolados em diferentes
condi¢des edafocliméticas ao longo de multiplos ciclos de cultivo. Estudos futuros
devem integrar analises fisioldégicas, moleculares e de desempenho agronémico, de
forma a consolidar o uso seguro e eficaz desses microrganismos como ferramentas
estratégicas para a promoc¢do de uma agricultura mais sustentavel, produtiva e

ambientalmente equilibrada.
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ANEXO A - TABELAS

Tabela 4. Analise de variancia (ANOVA) para o comprimento da parte aérea (CPA)
de plantas de feijdo-caupi (Ensaio | — substrato esterilizado), considerando os efeitos
de variedades, isolados bacterianos e interacdo variedade x bactéria. GL: graus de
liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; FC: razao das variancias;
PR>FC: valor-p (nivel de significancia da F).

FONTE DE VARIACAO GL SQ QM FC PR>FC
BLOCO 2 3.3 2 0.448 0.64084
VARIEDADE 1 10538 6 262.577 0.00000
BACTERIA 2 241.6 3 33.103 0.00000
VARIEDADE*BACTERIA 22 1613.5 5 20.100 0.00000
RESIDUO 70 255 4 - -

TOTAL 107 12652 1 - —

COEFICIENTE DE VARIACAO (CV) = 7,59 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk).
Valor-p: 0.9176012

Tabela 5. Andlise de variancia (ANOVA) para o comprimento da parte aérea (CPA)
de plantas de feijao-caupi (Ensaio Il — solo com microbiota ativa), considerando o0s
efeitos de variedades, isolados bacterianos e interacdo variedade x bactéria. GL:
graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; FC: razdo das
variancias; PR>FC: valor-p (nivel de significancia da F).

FONTE DE VARIACAO GL SQ QM FC PR>FC
BLOCO 2 9.8 5 1.143 0.32785
VARIEDADE 7 4350.0 6 145.659 0.00000
BACTERIA 2 34.1 2 3.994 0.02514
VARIEDADE*BACTERIA 14 292.8 3 4.902 0.00002
RESIDUO 46 196.3 4 - -

TOTAL 71 4882.9 1 - -

COEFICIENTE DE VARIACAO (CV) = 8.06 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk).
Valor-p: 0.1619481

Tabela 6. Analise de variancia (ANOVA) para o comprimento radicular (CR) de
plantas de feijdo-caupi (Ensaio | — substrato esterilizado), evidenciando efeitos de
variedades, isolados bacterianos e interacdo variedade x bactéria. GL: graus de
liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; FC: razdo das variancias;
PR>FC: valor-p (nivel de significAncia da F).

FONTE DE VARIACAO GL SQ QM FC PR>FC
BLOCO 2 4.5 3 0.297 0.74426
VARIEDADE 11 9716 6 116.259 0.00000
BACTERIA 2 61.5 4 4.045 0.02175
VARIEDADE*BACTERIA 22 254.8 2 1.524 0.09442
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RESIDUO 70 531.8 5 - -

TOTAL 107 10569.0 1 - -

COEFICIENTE DE VARIACAO (CV) = 10,14 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk).
Valor-p: 1.100039

Tabela 7. Andlise de variancia (ANOVA) para o comprimento radicular (CR) de
plantas de feijdo-caupi (Ensaio Il — solo com microbiota ativa), considerando 0s
efeitos de variedades, isolados bacterianos e interagdo variedade x bactéria. GL:
graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; FC: razdo das
variancias; PR>FC: valor-p (nivel de significancia da F).

FONTE DE VARIACAO GL SQ QM FC PR>FC
BLOCO 2 13.1 5 2.076 0.136965
VARIEDADE 7 4285.4 6 194.328  0.00000
BACTERIA 2 85.7 4 13.610 0.000023
VARIEDADE*BACTERIA 14 176.7 2 4.006 0.00002
RESIDUO 46 144.9 3 — —
TOTAL 71 4705.9 1 — —

COEFICIENTE DE VARIACAO (CV) = 6.37 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk).

valor-p: 0.9003604

Tabela 8. Analise de variancia (ANOVA) para o numero de nédulos radiculares de
plantas de feijao-caupi (Ensaio | — substrato esterilizado), considerando a
contribuicdo de variedades e isolados bacterianos na nodulacdo. GL: graus de
liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; FC: razao das variancias;
PR>FC: valor-p (nivel de significancia da F).

FONTE DE VARIACAO  GL SQ QM FC PR>FC
BLOCO 2 6.8 5 0.297 0.74426
VARIEDADE 1 2200 2 120.032 0.00000
BACTERIA 2 280 3 5.565 0.02175
VARIEDADE*BACTERIA 22 454.8 4 2.609 0.09442
RESIDUO 70 486 6 - -

TOTAL 107 3427.6 1 - —

COEFICIENTE DE VARIACAO (CV) = 11,78 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk).
Valor-p: 0.8847869

Tabela 9. Analise de variancia (ANOVA) para o numero de nodulos radiculares de
plantas de feijdo-caupi (Ensaio Il — solo com microbiota ativa), evidenciando
interacdes gendtipo x bactéria na nodulacao simbiotica. GL: graus de liberdade; SQ:
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soma de quadrados; QM: quadrado médio; FC: razéo das variancias; PR>FC: valor-
p (nivel de significancia da F).

FONTE DE VARIACAO GL SQ QM FC PR>FC
BLOCO 2 28 4 0.369 0.69321
VARIEDADE 7 78478 2 295.486  0.00000
BACTERIA 2 802 6 10.565 0.000020
VARIEDADE*BACTERIA 14 1707 3 3.214 0.00140
RESIDUO 46 1745 5 — —
TOTAL 71 82761 1 — —

COEFICIENTE DE VARIACAO (CV) = 14.62 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk).
Valor-p: 0.5478172

Tabela 10. Analise de variancia (ANOVA) para a massa seca da parte aérea (MSPA)
de plantas de feijdo-caupi (Ensaio | — substrato esterilizado), avaliando efeitos de
variedades, isolados bacterianos e interacdo variedade x bactéria. GL: graus de
liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; FC: razao das variancias;
PR>FC: valor-p (nivel de significAncia da F).

FONTE DE VARIACAO GL SQ QM FC PR>FC
BLOCO 2 2.5 3 0.109 0.62000
VARIEDADE 11 310 6 80.89 0.00001
BACTERIA 2 186.6 2 3.841 0.03500
VARIEDADE*BACTERIA 22 201.3 5 1.159 0.03411
RESIDUO 70 78.8 4 - -

TOTAL 107 466.7 1 - -

COEFICIENTE DE VARIACAO (CV) = 5,99 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk).
Valor-p: 0.9632541

Tabela 11. Analise de variancia (ANOVA) para a massa seca da raiz (MSR) de
plantas de feijdo-caupi (Ensaio | — substrato esterilizado), avaliando efeitos de
variedades, isolados bacterianos e interacdo variedade x bactéria. GL: graus de
liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; FC: razdo das variancias;
PR>FC: valor-p (nivel de significancia da F).

FONTE DE VARIACAO GL SQ QM FC PR>FC
BLOCO 2 10.5 5 0.225 0.42000
VARIEDADE 11 560 6 109.7 0.00001
BACTERIA 2 289.8 2 2.985 0.00002
VARIEDADE*BACTERIA 22 308.7 3 0.987 0.00001
RESIDUO 70 112.3 4 - -

TOTAL 107 1281.3 1 - -
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COEFICIENTE DE VARIACAO (CV) = 9,29 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk).
Valor-p: 0.9562314

Tabela 12. Andlise de variancia (ANOVA) para a massa seca da parte aérea (MSPA)
de plantas de feijao-caupi (Ensaio Il — solo com microbiota ativa), considerando os
efeitos de variedades, isolados bacterianos e interagdo variedade x bactéria. GL:
graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; FC: razdo das
variancias; PR>FC: valor-p (nivel de significancia da F).

FONTE DE VARIACAO GL SQ QM FC PR>FC
BLOCO 2 1.88 4 1.513 0.96794
VARIEDADE 7 2905.1 6 155.826  0.00000
BACTERIA 2 115.6 2 5.489 0.96620
VARIEDADE*BACTERIA 14 29.35 5 1.633 0.03827
RESIDUO 46 59.56 3 — —

TOTAL 71 2111.49 1 — —

COEFICIENTE DE VARIACAO (CV) = 11.58 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk).
Valor-p: 0.786523

Tabela 13. Andlise de variancia (ANOVA) para a massa seca da raiz (MSR) de
plantas de feijdo-caupi (Ensaio Il — solo com microbiota ativa), avaliando a
contribuicdo relativa de variedades, isolados bacterianos e interacdo variedade x
bactéria. GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio;
FC: razdo das variancias; PR>FC: valor-p (nivel de significancia da F).

FONTE DE VARIACAO GL SQ QM FC PR>FC
BLOCO 2 2.93 4 1.513 0.96794
VARIEDADE 7 2849.1 6 155.826  0.00000
BACTERIA 2 5.88 2 5.489 0.61660
VARIEDADE*BACTERIA 14 23.35 5 1.633 0.10585
RESIDUO 46 48.56 3 — —

TOTAL 71 2929.83 1 — —

COEFICIENTE DE VARIACAO (CV) = 12.41 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk).
valor-p: 0.6797016



