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Luanna Paula Lopes

Caracterizac¢ao funcional de bactérias isoladas de nédulos de Acacia mearnsii e seus

efeitos sobre Phaseolus vulgaris em condi¢coes de campo

RESUMO

Bactérias associadas as plantas podem apresentar caracteristicas funcionais de interesse para o
desenvolvimento de inoculantes agricolas. Este trabalho teve como objetivo caracterizar
bactérias isoladas de nddulos de Acacia mearnsii quanto a solubilizacao de fosfatos de ferro e
aluminio, a producao de 4cido indol-3-acético (AIA) e acido giberélico (GAs) e a formagdo de
biofilme, bem como avaliar os efeitos de isolados selecionados sobre o feijoeiro e os atributos
microbioldgicos do solo em condi¢des de campo. Foram avaliados 21 isolados bacterianos
provenientes de nodulos ativos de A. mearsnii. Todos produziram AIA, com diferencas entre
eles, e os isolados A9, A14, A29 e A31 foram selecionados para o experimento de campo por
estarem entre aqueles com maior produgdo. Apds 96 horas de incubagao, foram observadas
diferengas entre os isolados quanto a solubilizagdo de fosfato de ferro. Nao foram detectadas
solubilizacao de fosfato de aluminio, producao de GAs ou formagao de biofilme nas condi¢des
avaliadas. O experimento de campo foi conduzido em delineamento em blocos casualizados,
com quatro blocos e cinco tratamentos: Controle, sem inoculagdo; € inoculagao com os isolados
A9; A31; A29 e Al4. Foram avaliados atributos morfologicos, fisiologicos, fotoquimicos,
nutricionais, bioquimicos e produtivos do feijoeiro nos estddios R6 e R8, além da respiracao
basal, do carbono da biomassa microbiana e do quociente metabdlico do solo. A inoculagdo nao
alterou a maioria dos atributos morfologicos, fisiologicos, fotoquimicos e produtividade de
graos. Entretanto, foram observadas respostas especificas: A31 apresentou o maior teor de N
na parte aérea em R8; A29 apresentou o maior teor de P nesse estadio; A29 e A14 aumentaram
a atividade de quitinase em relagdo ao controle; e A14 apresentou maior nimero de vagens que
Controle e A9. Os tratamentos A31, A29 e Al14 também apresentaram maiores valores de
respiracao basal e carbono da biomassa microbiana do solo em comparacao ao controle e A9,
sem alteragdo significativa do quociente metabdlico. Conclui-se que os isolados apresentaram
caracteristicas funcionais distintas e promoveram respostas especificas no sistema solo—planta.
Assim, os efeitos observados precisam ser confirmados em novos experimentos de campo antes
da recomendacdo desses isolados como inoculantes para o feijoeiro.

Palavras-chave: acido indol-3-acético; bioinoculantes; feijoeiro; microbiologia do solo;
promogao do crescimento vegetal.



Luanna Paula Lopes

Functional Characterization of Bacteria Isolated from Acacia mearnsii Nodules and

Their Effects on Phaseolus vulgaris under Field Conditions

ABSTRACT

Plant-associated bacteria may exhibit functional traits of interest for the development of
agricultural inoculants. This study aimed to characterize bacteria isolated from Acacia mearnsii
nodules regarding iron and aluminum phosphate solubilization, indole-3-acetic acid (IAA) and
gibberellic acid (GAs) production, and biofilm formation, as well as to evaluate the effects of
selected isolates on common bean plants and soil microbiological attributes under field
conditions. Twenty-one bacterial isolates obtained from active nodules of 4. mearnsii were
evaluated. All isolates produced IAA, with differences among them, and isolates A9, A14, A29,
and A31 were selected for the field experiment because they were among those with the highest
IAA production. After 96 h of incubation, differences among isolates were observed in iron
phosphate solubilization. No aluminum phosphate solubilization, GAs production, or biofilm
formation was detected under the evaluated conditions. The field experiment was conducted in
a randomized complete block design, with four blocks and five treatments: Control, without
inoculation; and inoculation with the isolates A9, A31, A29, and Al4. Morphological,
physiological, photochemical, nutritional, biochemical, and yield-related traits of common bean
plants were evaluated at the R6 and R8 growth stages, along with soil basal respiration,
microbial biomass carbon, and metabolic quotient. Inoculation did not affect most
morphological, physiological, photochemical traits or grain yield. However, specific responses
were observed: A31 resulted in the highest shoot N content at R8; A29 resulted in the highest
P content at this stage; A29 and A14 increased chitinase activity compared with the control;
and A14 resulted in a higher number of pods than the control and A9. Treatments A31, A29,
and Al4 also showed higher soil basal respiration and microbial biomass carbon than the
control and A9, with no significant effect on the metabolic quotient. It is concluded that the
isolates exhibited distinct functional traits and promoted specific responses within the soil—
plant system. Therefore, the observed effects should be confirmed in further field experiments
before these isolates can be recommended as inoculants for common bean.

Key-words: indole-3-acetic acid. bioinoculants. common bean. soil microbiology. plant growth
promotion.



1. INTRODUCAO

A agricultura ¢ a principal fonte de alimentos para a humanidade e um pilar essencial
para a economia mundial. No entanto, ao longo dos anos, a busca incessante por aumento de
produtividade levou a um crescimento no consumo de fertilizantes sintéticos, o que vem
gerando efeitos negativos devido ao seu manejo e uso inadequado desses produtos, além de
causar degradagdo do solo devido a contaminagdo, pode levar a salinizacao e acidificagao do
solo, e ainda contribuir para a desregulacdo das condi¢des climaticas (Zuhriddin, 2024; Sharma,
Giri, Kumar, 2024).

A agricultura sustentavel tem ganhado cada vez mais destaque no setor agricola. As
inovagdes em bioinsumos, que substituem fertilizantes sintéticos, enfrentam desafios
significativos. O uso de biofertilizantes inoculados via semente, por exemplo, auxilia na fixa¢ao
de nitrogénio (N), na absorc¢ao de nutrientes e agua, melhorando assim a fertilidade do solo ¢ a
saude das plantas (Da Silva, 2024).

O solo ¢ base da vida terrestre ¢ € rico em nutrientes, minerais ¢ uma variedade de
microrganismos fundamentais para o equilibrio ecoldgico. Porém, vem sendo explorado
incorretamente, € isso vem acarretando problemas que afetam diversos fatores (Evangelista et
al., 2024).

Um dos problemas que vém sendo enfrentados em diferentes agroecossistemas € a
disponibilidade de fosforo (P) no solo. Embora o solo seja uma fonte crucial de P, as reservas
de P vém de depdsitos minerais que ndo se renovam naturalmente em curto prazo, levando ao
esgotamento. Mesmo quando presente em grande quantidade no solo, apenas cerca de 0,1% do
fosforo esta disponivel para as plantas devido a inimeros processos biogeoquimicos que
limitam sua disponibilidade, representando um grande desafio para o crescimento e
desenvolvimento vegetal (Schipanski; Bennett, 2021; Rosas et al., 2024).

Segundo Santoro (2024), praticas agricolas como o uso excessivo de fertilizantes
fosfatados causam impactos negativos, esgotando as reservas naturais de P e desencadeando
processos de adsorcdo e precipitacdo. Esses processos envolvem a ligacdo do P as superficies
dos coloides e sua reagdo com elementos como calcio (Ca), ferro (Fe) e aluminio (Al), formando
fosfatos insoluveis.

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) sdo uma abordagem
promissora e inovadora na agricultura sustentavel. Esses microrganismos colonizam a rizosfera

ao redor das raizes das plantas, desempenhando um papel vital no crescimento e



desenvolvimento vegetal, destacando-se como biofertilizantes e bioinoculantes no mercado
agricola sustentavel (Liu et al., 2024). Segundo Shah et al. (2021), as PGPR desempenham
varias interagdes benéficas. As bactérias diazotroficas, em particular, fixam o N atmosférico e
sintetizam compostos benéficos, promovendo um desenvolvimento e crescimento superior das
plantas. Um dos compostos organicos liberados por essas bactérias ¢ o fitohormonio acido
indol-3-acético (AIA), conhecido pela sua potencializa¢do na interagdo planta-microrganismo,
essa auxina desempenha um papel influenciador no metabolismo hormonal da planta,
estimulando o crescimento das raizes, aumentando a absor¢ao de nutrientes e dgua e ajudando
a planta a suportar os estresses ambientais (Etesami; Glick, 2024).

A Acacia mearnsii, popularmente conhecida como acécia-negra, ¢ uma leguminosa
arborea amplamente cultivada no sul do Brasil (Oliveira, 1968) e capaz de estabelecer
associagdes simbidticas com bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN). Seus nodulos podem
abrigar bactérias com caracteristicas funcionais de interesse agricola, incluindo fixagdo
biologica de N, produgdo de fitormdnios e mobilizacdo de nutrientes. Nesse contexto, isolados
provenientes desses nddulos constituem uma fonte potencial de microrganismos promotores do
crescimento vegetal.

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris) apresenta elevada importancia alimentar e
econdmica no Brasil, constituindo um dos principais componentes da alimentagao da populagao
e uma relevante fonte de proteinas, carboidratos, fibras e minerais. Para a safra 2025/2026, a
producdo nacional de feijao foi estimada em aproximadamente 3 milhdes de toneladas,
evidenciando a importancia da cultura para o abastecimento do mercado interno (CONAB,
2026). Nesse cenario, o Parana se destaca como o principal estado produtor de feijao do pais,
com participagdo expressiva na producdo de feijao-preto. Em 2025, a producdo paranaense
atingiu o recorde de 879,9 mil toneladas e, apesar da redu¢do da éarea cultivada e da producao
projetada para 2026, o Estado manteve sua posi¢do de lideranga nacional (PARANA, 2026).
Dessa forma, o desenvolvimento de estratégias biotecnologicas capazes de favorecer a nutri¢ao,
o desenvolvimento e a estabilidade produtiva do feijoeiro apresenta especial relevancia para a
agricultura paranaense.

Embora bactérias isoladas de nddulos de 4. mearnsii ja tenham demonstrado
capacidade de solubilizar fosfato de calcio, produzir AIA e promover respostas em plantas de
trigo (De Lima et al., 2024), sua diversidade funcional ainda ndo foi completamente
caracterizada. Em particular, permanecem pouco conhecidos o potencial desses isolados para
solubilizar formas de P associadas ao Fe e ao Al, produzir outros fitormdnios e formar biofilme.

Além disso, ainda ndo esta estabelecido se isolados selecionados por suas caracteristicas



funcionais in vitro sdo capazes de promover respostas no feijoeiro e modificar atributos
microbioldgicos do solo em condi¢des de campo. Essa lacuna ¢ relevante porque o desempenho
de microrganismos promotores do crescimento vegetal pode variar de acordo com a espécie
vegetal, as condigdes ambientais € as interagdes com a microbiota nativa do solo.

Diante desse contexto, formulou-se a hipdtese de que bactérias isoladas de nodulos de
A. mearnsii apresentam caracteristicas funcionais distintas e que a inocula¢do de isolados
selecionados com base na produgdo de acido indol-3-acético promove respostas especificas nos
atributos nutricionais, bioquimicos e morfoagrondmicos de Phaseolus vulgaris, bem como nos
atributos microbioldgicos do solo, em condi¢des de campo. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi caracterizar funcionalmente bactérias isoladas de nddulos de A. mearnsii quanto a
solubilizacdo de fosfato de Fe e de Al, sintese hormonios vegetais (AIA e GA3) e formagao de
biofilme, bem como avaliar os efeitos de isolados selecionados sobre o crescimento, a
fisiologia, a nutri¢do, as respostas bioquimicas e a produtividade de P. vulgaris, além dos

atributos microbioldgicos do solo, em condi¢des de campo.



2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido nas dependéncias do Departamento de Biotecnologia Aplicada
a Agricultura (Unipar), localizadas no campus I e no campus III da Universidade Paranaense —

Unipar, Umuarama, Parand, Brasil.

2.1 Isolados bacterianos

Foram utilizadas 21 cepas bacterianas provenientes de nodulos ativos de A. mearnsii,
isoladas e documentadas por Monteiro (2018). Esses isolados haviam sido previamente
identificados como solubilizadores de fosfato de Ca e/ou produtores de AIA por De Lima ef al.
(2024). As cepas estavam armazenadas em meio Yeast Mannitol Agar (YM) com 30% de

glicerol, e conservadas em freezer a -20 °C até sua utilizagdo (Vincent, 1970).

2.2 Solubilizacao de Fosfato de Ferro e Fosfato de Aluminio in vitro

Os isolados bacterianos foram inicialmente cultivados em meio YM solido (28 °C £2
°C, 7 dias) e posteriormente inoculados em YM liquido modificado contendo manitol (10 g
L), em triplicata, incubados a 28 °C e 120 rpm por 48 h para pré-crescimento. O potencial de
solubilizacdo foi avaliado utilizando National Botanical Research Institute’s Phosphate
(NBRIP) modificado (Nautiyal, 1999), preparado sem fosfato e suplementado com FePO4 ou
AIPOs precipitados in situ. Para isso, 0 meio NBRIP base foi autoclavado e, apos resfriamento,
receberam-se assepticamente solucdes estéreis de KH2PO4 e FeCl;-6H20 ou AlCIs-6H-0,
adicionadas sequencialmente para promover a precipitagdo controlada do fosfato insolavel. O
pH final foi ajustado para 6,8, e o meio foi distribuido em frascos estéreis sem nova
autoclavagem.

Os isolados foram inoculados no NBRIP modificado e incubados a 28 °C e 150 rpm,
com coletas em 72 h e 96 h. As culturas foram centrifugadas (10.000 g, 10 min™), e o
sobrenadante foi utilizado para quantificacdo do fosfato solubilizado. A concentracdo de P
soluvel foi determinada pelo método colorimétrico do molibdato-ascorbico (880 nm),
utilizando um branco de matriz (NBRIP + precipitado sem indculo) e uma curva padrao de
KH:PQOs. Os valores foram expressos em mg L' apds corre¢do da curva e das diluicdes

aplicadas.



2.3 Quantificacio de Acido Indol-3-Acético (AIA) e Acido Giberélico (GA3)

A quantificagdo de acido indol-3-acético (AIA) e de acido giberélico (GA3), incluindo
controles e padroes de calibragdo, foram realizadas por espectrometria de massas do tipo triplo
quadrupolo (Xevo TQ-S, Waters) no Centro de Instrumentacio Cientifica da Universidade de
Granada. Para essa andlise, utilizou-se a técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/MS). As culturas bacterianas foram inicialmente cultivadas em
meio liquido YM, em triplicata, e ajustadas para uma densidade optica de 0,5 na escala de
McFarland, equivalente a aproximadamente 1,5 x 10®¥ UFC mL™"'. Apos essa padronizagdo, as
culturas foram incubadas a 28 °C sob agitacdo continua a 120 rpm por 72 horas, as culturas
foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 minutos para remog¢do de células e detritos. O
sobrenadante foi acidificado com HCI 1IN até pH 2,5 e extraido trés vezes com volumes iguais
de acetato de etila. As fases organicas foram combinadas e evaporadas a seco sob fluxo de N.
Os residuos foram redissolvidos em 1 mL de metanol e filtrados por meio de filtros de seringa
(0,22 um) antes da injecao no sistema de CG/MS (Gordon; Weber, 1951).

Para a quantifica¢do, foi preparada uma curva de calibracdao utilizando solu¢des
metanolicas dos padrdes analiticos de acido indol-3-acético (AIA; Sigma-Aldrich) e acido

giberélico As (GAs; Duchefa Biochemie), nas concentragdes de 1, 4, 20, 100 e 500 pg L.

2.4  Formacao de biofilme

Para a producao de biofilme, a densidade bacteriana das culturas foi ajustada para 0,5
na escala de McFarland. O meio liquido YM foi inoculado com a cultura bacteriana, em
triplicata, distribuindo-se 100 pL por pog¢o em uma microplaca de 96 pogos de fundo chato. A
microplaca foi incubada sob agitagao continua a 120 rpm, a 28 °C, por 72 horas. Posteriormente,
os pocos foram lavados cuidadosamente com agua, fixados com metanol e incubados por 15
minutos. Apds esse periodo, o metanol foi descartado e o cristal violeta foi adicionado por 15
minutos. Em seguida, os pogos foram novamente lavados com dgua e o corante foi solubilizado
com acido acético 3%, promovendo a descoloragdo. Apods esse processo, a microplaca foi
levada ao equipamento de Elisa, que mediu a absorbancia em comprimento de onda de 570 nm,

quantificando a formacao do biofilme (Christensen ef al., 1985).



2.5  Experimento a campo — cultivo de feijoeiro inoculado com isolados produtores de

ATA

2.5.1 Localizagdo e caracteriza¢do da area experimental

O experimento foi conduzido no periodo de margo de 2025 a junho de 2025 em campo
experimental da Universidade Paranaense — UNIPAR, campus III, localizada no municipio de
Umuarama, Parana (S 23° 45° 24”, W 53° 18’ 5”). As caracterizagdes quimicas e fisicas dos
solos das areas experimentais foram realizadas através da andlise de material, proveniente de
amostras compostas por dez subamostras profundidade de 0 a 0,20 m. De acordo com a analise
de solo, ndo foi necessario fazer a calagem, visto que o solo apresentou pH dentro da faixa de
normalidade, sendo feito adubacao de cobertura com NPK (10-15-15), na recomendagao de 240

kg ha!. Os dados da anélise de solo sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas e granulométricas do solo da area experimental, localizado
no municipio de Umuarama - PR, 2025.
Caracteristicas quimicas

pH \4 P MO Ca?* Mg* K" AP* H+Al SB CTC

CaC, -%- mgdm?® gdm? Cmolc dm3--mmmmeeme-

5,60 67,26 2647 11,83 330 1,04 0,16 0,00 2,19 450 4,50

Caracteristicas granulométricas

Areia Silte Argila

-—-- %

75 11,25 13,75
(P, K, e Micronutrientes) Extrator Mehlich-1;(Al, Ca, Mg) Extrator KC1 1 mol L™'; (H+Al) pH
SMP (7,5); (pH) Extrator CaCl> 0,01 mol L™!. Analise realizada no Laboratério Solanalise,
Cascavel, PR.

2.5.2 Delineamento experimental, implantagdo e condugdo dos experimentos

O experimento foi implantado em delineamento de blocos casualizados (DBC), com
cinco tratamentos e 04 repeti¢des, totalizando 20 parcelas experimentais. Os tratamentos foram
definidos com base em analises preliminares que identificaram os microrganismos isolados
posicionados entre aqueles com maiores valores numéricos de producdo de AIA. Os
tratamentos foram: Controle (sem inoculagdo); e inoculagcdo com os isolados A9;A31; A29 e

Al4.



A cultivar de feijao utilizada no experimento foi IPR Tapicuru, com caracteristicas de
alto potencial produtivo, superior a 4,5 t ha™"* com ciclo intermediério, tolerancia a ferrugem,
oidio e mosaico comum, além de resisténcia ao acaro branco. Cada parcela experimental teve
area de 6 x 3 m, com espagamento de 10 cm entre plantas e 45 cm entre linhas.

No pré-plantio, foi realizada a aplicacao de 2 kg ha™ de glifosato. A irrigagdo foi
realizada por aspersdo, com aplica¢des diarias. Foram utilizadas laminas de 5 mm dia™ do
estabelecimento da cultura até o estddio V4 e de 10 mm dia™" do florescimento até o final do

enchimento das sementes.

A adubagdo foi realizada conforme as recomendagdes da Sociedade Brasileira de
Ciéncia de Solo (SBCS) (2017), aplicando-se 100 kg ha™' de K20 e 120 kg ha™! de ureia, ambos
em cobertura. Quanto ao manejo fitossanitario, efetuaram-se trés aplicacdes de fitonim, na dose
de 150 mL ha™, conforme a necessidade do controle, sendo aplicacdes definidas a partir do
monitoramento da ocorréncia de pragas durante o ciclo da cultura, ndo havendo estagio pré-

estabelecido.

As sementes foram semeadas de maneira manual e apds 24 h, foi realizada a
inoculagdo na concentragdo de 1x10°. A aplicagio foi feita com auxilio de equipamento de
pulverizacdo manual (costal). Antes da inoculagao o campo foi irrigado por aspersores, durante
30 minutos visando assegurar umidade adequada e favorecer o estabelecimento das bactérias
no solo.

Apds a germinagdo as plantas foram monitoradas para garantir um adequado
desenvolvimento até atingirem o estadio R6, periodo de florescimento, no qual foram avaliadas
cinco plantas por parcela, consideradas subamostras, cujos valores foram utilizados para
obten¢do da média da unidade experimental, e realizou-se os seguintes analises morfologicas:
com o auxilio de uma balanga, paquimetro e fita métrica, avaliou-se comprimento de raizes (CR
cm), comprimento de parte aérea (CPA cm), didmetro de caule (DC cm), peso de massa fresca
de raizes (MFR g planta) e peso de massa fresca da parte aérea (MFPA g planta™).
Posteriormente, o material vegetal foi acondicionado em estufa de circulacao forcada de ar, a
40 °C, até atingir massa constante, para a determinacdo das massas secas das raizes (MSR) e
da parte aérea (MSPA). As avaliagdes fisiologicas foram realizadas, de forma ndo destrutiva,
em folhas do ter¢o médio de cinco plantas de cada parcela. Os indices de clorofila, flavondis e
antocianinas, bem como o indice de balango de nitrogénio (NBI), foram determinados

utilizando-se o sensor optico foliar DUALEX® Scientifict+ (FORCE-A, Orsay, Franca).



A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada utilizando-se o Plant Stress Kit (Opti-
Sciences, Hudson, NH, Estados Unidos). Apos a adaptacdo das folhas ao escuro, foram
determinadas a fluorescéncia minima (F,) ¢ a fluorescéncia maxima (F,), sendo a eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema II calculada pela relacao F,/F,, = (F, — Fy)/F,. Em
folhas adaptadas a luz, foram obtidas a fluorescéncia em estado estacionario (F;) e a
fluorescéncia maxima apos a aplicagdo de um pulso de luz saturante (Fy). O rendimento
quantico efetivo do PSII foi calculado por Y (II) = (F,, — F;)/FEy,. A taxa aparente de transporte
de elétrons foi estimada pela expressdo ETR = Y (II) X PAR X 0,84 X 0,5, adotando-se PAR
de 55 pumol fotons m™2 s, absorptancia foliar de 0,84 e distribuicdo de 50% da energia
absorvida para o PSII. O coeficiente de extingdo fotoquimica foi estimado pela expressdo gP =
(En, — F5)/(Ey, — Fp), utilizando-se Fycomo aproximagdo de Fy, uma vez que a fluorescéncia
minima da folha adaptada a luz ndo foi determinada. A extin¢do nao fotoquimica foi calculada
por NPQ = (F, — F;.)/Fn.

No estadio R8, foi novamente feita avaliagdo das variaveis fisiologicas, além da coleta
de tecido foliar para andlise enzimatica, analise de fosforo e nitrogénio. Foi coletado solo da
rizosfera para determinacao de respiracdo basal do solo, carbono da biomassa microbiana e
quociente metabolico.

A colheita dos graos foi realizada manualmente, 93 dias apos a semeadura, coletando-
se 10 plantas por bloco para realizagao de contagem e pesagem de graos formados. Procederam-
se também as seguintes avaliagdes morfoagronomicas: nimero de vagens por planta, peso total
de vagens, nimero de sementes por vagem, peso individual de vagens, peso total de vagens por
planta, nimero de nddulos, massa seca de nédulos, massa de graos de 10 plantas e estimativa

de produtividade (kg ha™).

2.5.3 Andlise de Nitrogénio

A analise de N foi realizada 03 repetigdes por blocos, utilizando aproximadamente 200
mg de matéria seca moida, que foram colocados em tubos de ensaio para digestdo. A cada
amostra foram adicionados 700 mg da mistura digestora e 5 mL de acido sulfirrico concentrado.

Durante a digestdo, os tubos contendo o material foram colocados em um bloco
digestor (em capela) e aquecidos até atingir 450 °C, permanecendo por aproximadamente 4

horas, ou até que as amostras apresentassem coloragdo clara. Apos a digestdo, as amostras



foram resfriadas e receberam 10 mL de agua destilada. Para reduzir o tempo de digestdo, foi
adicionado 1,0 mL de peréxido de hidrogénio (H20:) a 30% antes do inicio do aquecimento.

Apos o término da digestdo, as amostras foram submetidas a destilacao Kjeldahl. Antes
de iniciar o processo, o registro de dgua do destilador foi aberto € o volume de 4gua na caldeira
foi verificado. Em seguida, os tubos com as amostras foram posicionados no suporte
apropriado, e a valvula do copo dosador foi aberta para adi¢ao de hidroxido de so6dio 15 N, até
que a amostra apresentasse coloragao escura. Apds essa etapa, o copo dosador foi fechado.

Um béquer contendo 10 mL de solugdo indicadora foi colocado no suporte de coleta,
e o destilador foi ligado, mantendo a destilagao até que o volume de 40 a 50 mL fosse alcangado
no béquer coletor.

ApOs a destilacdo, as amostras foram tituladas com solugao de HCI 0,05 N. O &cido
foi adicionado lentamente até o ponto de virada, caracterizado pela mudanga de cor da solugao,
conforme o indicador utilizado. A quantidade de HCI consumida na titulacao foi utilizada para

o célculo da concentragdo de N presente nas amostras (Hungria; Araujo, 1994).

2.5.4 Analise de Fosforo

A andlise de P foi realizada utilizando o tecido foliar de 03 amostras de plantas por
bloco das plantas cultivadas. As amostras de tecido vegetal foram secas a 60-70°C por 48 horas,
moidas, e 500 mg das folhas secas foram colocadas em cadinhos de porcelana para incineragao
a 500°C por 4 horas. Apds o resfriamento, foram adicionados 10 mL de HCI 1 mol L™, e as
amostras foram aquecidas a 70-80°C por 10 minutos, seguidos de diluicdo com agua
deionizada.

Para a andlise, 5 mL da amostra digerida foram pipetados em um béquer limpo, com a
adicdo de 10 mL da solugdo acida de molibdato de amdnio e 35 mg de &cido ascorbico, seguidos
de agitacdo e repouso. A densidade Optica foi medida em um espectrofotometro utilizando
absorbancia determinada em espectrofotdmetro a 880 nm. Simultaneamente, solugdes padrao
de fosforo foram preparadas a partir de KH2POs e diluidas em HCI1 0,1 N. Essas solugdes padrao,
em triplicata, foram analisadas nas mesmas condi¢des que as amostras, € a concentragao de P
(mg L") foi determinada utilizando a equagdo da curva padrio R=1,0 (Martins; Reissmann,

2007; Nogueira; Souza, 2005).
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2.5.5 Andlise enzimatica

A extragdo e quantificagdo das enzimas fenilalanina amonia-liase (PAL, EC 4.3.1.5),
superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) e quitinase (CHI, EC 3.2.1.14) foram conduzidas a
partir de 03 amostras por bloco de tecidos foliares previamente congelados. Para cada amostra,
aproximadamente 0,5 g de material vegetal foram macerados em nitrogénio liquido e
homogeneizados com tampdes especificos para cada enzima.

Para a extracdo enzimatica, foram utilizados tampdes especificos de acordo com as
exigéncias de estabilidade e atividade de cada enzima. A SOD foi extraida utilizando-se tampao
fosfato de sodio 50 mM, pH 7,8, conforme descrito por Beauchamp e Fridovich (1971). Para a
determinagdo da atividade de CHI, empregou-se tampado acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0,
seguindo o protocolo de Boller e Mauch (1988). J4 a extracdo da PAL foi realizada em tampao
fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, de acordo com Zucker (1965). Ap6s a homogeneizagao do
tecido vegetal em cada tampao apropriado, os extratos foram centrifugados a 12.000 x g por 20
minutos a 4 °C, sendo o sobrenadante imediatamente utilizado para as analises enzimaticas.

A atividade de CHI foi determinada segundo Boller e Mauch (1988), com
modificacdes. Os extratos foram incubados a 40 °C por 20 minutos em meio contendo substrato
quitinoso, ¢ a atividade foi quantificada pela leitura da absorbancia do sobrenadante a 550 nm.
Os resultados foram expressos em unidades de absorbancia min™' mg™ de proteina, corrigidos
em relacdo aos controles, conforme Wirth ¢ Wolf (1992).,

A atividade de SOD foi determinada pelo método classico de inibi¢ao da fotorredugdo
do nitro blue tetrazolium (NBT), conforme descrito por Beauchamp e Fridovich (1971). A
reacao foi conduzida sob exposicao a luz fluorescente, € a absorbancia foi medida a 560 nm.
Uma unidade enzimatica (U SOD) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
inibir em 50% a fotorredu¢dao do NBT. Os resultados foram expressos em U SOD min .

A atividade de PAL foi determinada segundo Koukol e Conn (1961). Os extratos foram
incubados a 40 °C por 2 h em meio contendo L-fenilalanina como substrato. A formagado de
acido trans-cindmico foi quantificada por leitura da absorbancia a 290 nm.

A atividade enzimatica foi determinada com base em uma curva padrao de acido trans-
cinadmico, preparada a partir de uma solugdo estoque de 10 mM. A curva foi constituida pelas
concentragoes de 0, 50, 100, 200, 400, 600, 800 e 1.000 uM, em volume final de 1.500 pL,
completado com tampdo Tris. Os resultados foram calculados pela equacao obtida por regressao

linear da curva padrao e expressos em pmol de acido trans-cindmico h™' mg™' de proteina.
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2.5.6 Determinagdo da respira¢do basal do solo

A determinagao da respiracao basal do solo (RBS) foi realizada através da quantificagao
do CO; liberado apos 48 horas de incubacao em condic¢des aerobias, seguindo o método descrito
em Alef (1995). O procedimento consistiu em incubar a amostra de solo em um recipiente
hermético na presenca de uma solugdo padronizada de NaOH. Apds a incubagdo, o excesso de
base foi dosado utilizando uma solugao padronizada de HCI. As determinagdes foram feitas em
triplicata e para cada amostra de solo foi realizado um branco, onde a incubagao foi conduzida

na auséncia de solo (Stotzky, 1965). O resultado foi expresso em pg CO2 g! de solo seco hora™.

2.5.7 Carbono da biomassa microbiana do solo

O carbono da biomassa microbiana (BMS-C) foi determinado segundo metodologia da
fumigagdo-extracio estabelecida por Vance et al. (1987), que consiste em fumigar a amostra
de solo com cloroférmio isento de 4lcool, seguindo-se a extracdo com solugdo de sulfato de
potéssio e determinacdo dos teores de C no extrato obtido. Para cada amostra, foi feito um
branco, em que o solo ndo foi fumigado com cloroférmio. Os fatores para conversao de C para
biomassa microbiana foram de 0,30 e 0,45 respectivamente, (Feigl et al., 1995). O carbono da

biomassa microbiana foi expresso em mg C kg™ de solo seco. (Silva et al., 2007).

2.5.8 Quociente metabolico

O quociente metabodlico (qCO») foi calculado pela relagdo entre a respiragao basal do

solo, que é expressa em mg CO, kg™ h'!, (SILVA et al., 2007).

em que, RBS ¢ a Taxa de respiracio basal do solo (mg de CO2 kg™! dia!), e CBM ¢ o Carbono

da biomassa microbiana (mg de COz kg™).
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2.6 Analise estatistica

2.6.1 Ensaios in vitro

Os dados dos ensaios in vitro foram submetidos a analise de variancia em delineamento
inteiramente casualizado, considerando os isolados como tratamentos e 3 repeti¢cdes. Quando
detectado efeito significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

2.6.2 Experimento de campo

Os dados do experimento de campo foram submetidos a analise de varidncia
considerando o delineamento em blocos casualizados, com cinco tratamentos e quatro blocos.

Os dados foram submetidos a andlise estatistica utilizando o ambiente Python, com
auxilio dos pacotes pandas, numpy e statsmodels. Os dados foram analisados em delineamento
em blocos casualizados, considerando cinco tratamentos e quatro blocos.

Inicialmente, os dados foram avaliados quanto a presenga de possiveis valores
discrepantes por meio do método do intervalo interquartil (IQR) e do teste de Grubbs. Em
seguida, procedeu-se a anélise de variancia (ANOVA), considerando os efeitos de tratamentos
e blocos. Os pressupostos de normalidade dos residuos e homogeneidade das varidncias foram
avaliados pelos testes de Shapiro—Wilk e Levene, respectivamente. Quando necessario, foi
aplicada transformacdo logaritmica aos dados para atender aos pressupostos da ANOVA.
Quando detectado efeito significativo de tratamentos (p < 0,05), as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey (HSD) ao nivel de 5% de probabilidade.

Adicionalmente, foi realizada uma andlise de componentes principais (ACP) com o
objetivo de explorar padrdes multivariados € a associagdo entre variaveis. Os resultados foram
apresentados por meio de biplot, permitindo a visualizagdo simultdnea das amostras e das
varidveis, bem como a identificacdo de agrupamentos e relagdes estruturais no conjunto de
dados.

Também foi conduzida uma analise de correlacdo de Pearson entre as variaveis
avaliadas, visando quantificar a intensidade e dire¢ao das associacdes lineares. Os coeficientes

de correlagdo foram interpretados com base em sua magnitude e significancia estatistica.
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3. RESULTADOS

3.1 Solubilizacao de Fosfato de Aluminio e de Ferro

Em relagdo ao fosfato de ferro, no periodo incubado de 72 h ndo houve resultados
significativos. A solubilizagdo de ferro no periodo de incuba¢do de 96h apresentou uma
diferenca significativa entre os isolados, conforme indicado pela ANOVA (p<0,001; Figura 1).
Neste intervalo, o destaque foi para os isolados B52, B50, G85, A14, A73, A71, B56, B68,
A29, A84, A9, A83,K,B74,B92 e A31 com uma concentragao variando de 25,5+ 12,1 a 131,1
+9,7mg L.
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Figura 1. Solubilizacdo de fosfato de ferro (FePOs) por isolados bacterianos de A. mearnsii
apods 96 h de incubacdo em meio NBRIP modificado (Nautiyal, 1999). As barras representam
as médias + erro padrdo (n = 3). As letras mintsculas representam diferencas entre isolados no
tempo de 96 h, de acordo com o teste de Tukey (p < 0.05).

A solubiliza¢do de fosfato de Al ndo apresentou diferencas significativas entre os
isolados no periodo de incubagdo tanto em 72 h quanto em 96 h, as leituras permaneceram
proximas de zero, e ndo diferiram significativamente entre si, indicando que, nas condicdes

experimentais adotadas, os isolados testados nao foram capazes de mobilizar o P presente na

forma de fosfato de Al. Esses resultados sugerem auséncia de mecanismo eficientes para
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solubilizacdo desse composto especifico ou a necessidade de ajustes nas condi¢des de cultivo

para indugdo dessa atividade.

3.2 Sintese de Acido Indol-3-Acético (AIA) e Acido Giberélico (GA3)

Todos os isolados bacterianos avaliados foram capazes de produzir AIA, com
diferencas significativas entre eles (p < 0,05). O isolado A31 apresentou a maior concentragao
de AIA (533,91 + 31,67 png L"), ndo diferindo significativamente de A9, A14, A29, A73, B56,
B71, A84, AS8, B68, G85 ¢ B74. Entretanto, A31 apresentou producgdo significativamente
superior a observada em A91, B50, B52, A70, B92, K, A83, B58 e¢ F51. O isolado F51
apresentou a menor concentracao de AIA (261,49 £+ 6,85 ng L™), enquanto os demais isolados
apresentaram valores intermediarios e formaram grupos estatisticos sobrepostos pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade (figura 2).
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Figura 2. Producao de 4cido indol-3-acético (AIA) por isolados bacterianos obtidos de nodulos
de A. mearnsii. As barras representam a concentragdo média de AIA (ug L), acompanhada do
erro padrdo. Letras distintas sobre as barras indicam diferencas estatisticamente significativas
entre os isolados, de acordo com o teste de Tukey (p < 0.05).

Os isolados A31, A9, A14 e A29 foram selecionados para a avaliagdo em condig¢des
de campo por estarem entre aqueles com maior produ¢do numérica de AIA. Entretanto, devido
a sobreposicdo entre os grupos formados pelo teste de Tukey, esses isolados ndo foram

significativamente superiores a todos os demais.

Nao foi detectada produgdo de GAs por nenhum dos isolados nas condi¢des avaliadas.
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3.3  Formacio de biofilme

Nao foi detectada formagdo de biofilme por nenhum dos isolados nas condigdes

experimentais avaliadas.

3.4 Experimento a campo

3.4.1  Pardametros morfologicos

Para a avaliacdo das varidveis morfoldgica, apenas o comprimento da raiz (CR)
apresentou resultado significativo, para as varidveis analisadas, comprimento da parte aérea
(CPA), diametro do caule (DC), massa fresca da raiz (MFR), massa fresca da parte aérea
(MFPA), massa seca da raiz (MSR) e massa seca da parte aérea (MSPA), ndo houve diferenca

significativas entre os tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2: Avaliagdo dos pardmetros morfologicos de plantas de feijdo inoculadas com
diferentes cepas bacterianas, avaliadas em estddio R6. Os pardmetros incluem comprimento de
raizes, comprimento da arte érea, diametro de caule, massa fresca de raizes, massa fresca da
parte aérea, massa seca de raizes, massa seca da parte aérea.

Trat. CR CPA DC MFR MFPA MSR MSPA
(cm) (¢em) (mm) (gplanta) (gplanta) (gplanta’) (g planta)

Controle  11,67a 80,70a 0,73a 230a 59.12a 0,682 8.01a
A9 7,77 be 73,40 a 0,65a 247 a 62,73 a 0,70 a 8,74 a
A31 9,62 ab 87,02a 0,78a 2,40 a 61,82 a 0,69 a 8,69 a
A29 6,83 ¢ 80,60 a 0,92 a 248 a 63,74 a 0,71 a 7,99 a
Al4 10,47ab 78,88a 0,76 a 2,19 a 65,59 a 0,66 a 8,71 a

CV (%) 25,81 21,77 23,91 18,71 23,42 0,26 3,03

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Coeficiente de variagdo (CV (%)).

Somente o comprimento radicular apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos. O controle apresentou a maior média, sendo superior ao isolado A9 e A29, mas
ndo diferiu de A31 e A14. Em relagdo ao isolado A29, o comprimento radicular observado no
controle foi 70,8% maior. Conforme a tabela 3, analisou-se a formac¢ao de nodulos nas raizes
em estddio R8. O controle apresentou a maior média de nddulos e diferiu significativamente

apenas do isolado A9, que apresentou a menor média. Os isolados A31, A29 e¢ Al4
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apresentaram valores intermediarios e ndo diferiram significativamente do controle ou do

isolado A9. Nao houve diferengas para a massa seca de ndédulos e a massa de graos.

Tabela 3: Avaliagdo dos parametros morfologicos de plantas de feijao inoculadas com
diferentes cepas bacterianas, avaliadas em estaddio R8. Os pardmetros incluem niimero de
nodulos nas raizes, massa seca dos nddulos (g) e massa de graos de 10 plantas (g).

Tratamento Nod MSNod MG10
Controle I1a 0,08 a 40,47 a
A9 84D 0,06 a 44,07 a
A3l 9,6 ab 0,07 a 44,36 a
A29 9.4 ab 0,07 a 52,62 a
Al4 9,5 ab 0,07 a 45,29 a

CV% 17,06 19,29 13,94

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Coeficiente de variagdo (CV (%)).

A andlise das varidveis fisiologicas avaliadas (indice de balanco interno de nitrogénio
(NBI]), teor de clorofila, flavonoides e antocianina) nos estddios R6 e R8 revelou auséncia de
diferengas estatisticas entre os tratamentos. Os valores de NBI mantiveram-se dentro de uma
faixa estreita em ambos os estadios fenologicos, indicando estabilidade no estado nutricional
das plantas, mesmo diante da inoculagao com diferentes cepas. De forma semelhante, o teor de
clorofila ndo apresentou variagdes significativas, demonstrando que a atividade fotossintética
permaneceu uniforme entre os tratamentos ao longo do desenvolvimento. Os niveis de
flavonoides e antocianina também se mantiveram constantes nos dois estadios fenologicos,
indicando auséncia de alteracdes no metabolismo secundario e nas respostas associadas a
estresses ambientais. Em conjunto, esses resultados demonstram que a inoculagdo das
diferentes cepas bacterianas ndo modificou de maneira detectavel o desempenho fisiologico das
plantas, que apresentaram comportamento homogéneo durante todo o ciclo avaliado.

Considerando a complexidade dos conjuntos de dados, aplicou-se a Andlise de
Componentes Principais (ACP) com o objetivo de reduzir a dimensionalidade e sintetizar a
variabilidade dos dados. Os resultados do ACP, apresentados por meio de biplot (Figura 3)
demonstraram que os dois primeiros componentes principais explicaram conjuntamente 66,6%
da variancia total dos dados, sendo 41,5% ao CP1 e 25,1% ao CP2.

A separagdo das variaveis em 3 clusters demonstram um desempenho das plantas de

forma agrupada e ndo em fator isolado.
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No biplot, o tratamento de controle apresentou associacdo com clorofila, qP, qCO-, peso
individual de vagens, comprimento radicular e NBI. Essa associacdo multivariada representa a
proximidade entre o tratamento e as variaveis no espaco da ACP, nao implicando superioridade
estatistica do controle para esses atributos.

O tratamento com o isolado A9 demonstra uma influéncia no crescimento estrutural
das plantas, devido as variaveis: nimero de sementes/plantas, peso fresco e seco das raizes, MS
aérea e flavonoides, serem as dominantes. Isso sugere plantas com maior vigor radicular, e
consequente melhor absor¢ao dos nutrientes.

O tratamento com o isolado A31 demonstra a influéncia dominante nas varidveis BMS-
C, respiracao basal, NPQ e numero de vagens por planta, isso indica um solo biologicamente
ativo com maior taxa de ciclagem de carbono.

O tratamento com o isolado A29 apresentou associagdo com as variaveis antocianina,
MF e MS aérea, produtividade e flavonoides. Este padrdo indica um sistema biologicamente
ativo, com uma maior atividade secundaria metabolica e a presenga das antocianinas e
flavonoides podem indicar maior capacidade de resposta a estresse.

O tratamento com o isolado Al4 apresentou associacdo com desempenho de
produtividade devido as varidveis: peso total de vagem, ETR, diametro de caule, nimero de
vagens, NBI e clorofila serem mais expressivas, isto mostra que as plantas apresentaram uma

alta taxa fotossintética, uma estrutura robusta e bom status nitrogenado.
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Tratamentos: Controle = tratamento sem inoculagao; Isolado A9 = trat: to 2; Isolado A31 = trat: 1to 3;
Isolado A29 = trat: 1to 4; Isolado Al4 = trat to 5.
Abreviacées das varidveis: CL = clorofila ETR = taxa de transporte de elétrons
CR = comprimento da raiz FL = flavonoide qP = coeficiente de extingado fotoquimica
CA = comprimento da parte aérea AN = antocianina NPQ = extingdo ndo fotoquimica
DC = diametro do caule NVP = niimero de vagens por planta qCO, = quociente metabdlico
PFR = peso fresco da raiz L PVP = peso de vagens por planta RBS = respiragao basal do solo
MFA = massa fresca da parte aérea NSP = niimero de sementes por planta CBMS = carbono da biomassa microbiana do solo
MSR = massa seca da raiz PVI = peso de vagem individual PROD = produtividade
MSA = massa seca da parte aérea PTV = peso total de vagens

NBI = indice de balango de nitrogénio

Figura 3. Biplot da andlise de componentes principais (ACP) dos atributos morfoagrondmicos,
fisiologicos, bioquimicos e microbiologicos avaliados em Phaseolus vulgaris submetido aos
tratamentos Controle, isolados A9, A31, A29 e Al4. As cores representam os agrupamentos
obtidos pela analise de agrupamento.

A matriz de correlacdo de Pearson (Figura 4) evidenciou diferentes padrdes de
associacdo entre as varidveis avaliadas. As correlagdes positivas mais expressivas foram
observadas entre a respiragdo basal do solo e o carbono da biomassa microbiana (r = 0,907),
entre o niumero de vagens por planta e o peso de vagens por planta (r = 0,917), além da forte
associacdo entre massa fresca e massa seca da parte aérea (r = 0,897) e entre massa fresca e
massa seca de raizes (r = 0,823), demonstrando elevada consisténcia entre essas variaveis.
Também foram observadas correlacdes negativas relevantes, destacando-se aquelas entre
clorofila e antocianina (r = —0,711), indice de balan¢o de nitrogénio (NBI) e flavonoides (r =
—0,698), quenching fotoquimico (qP) e flavonoides (r =—0,655), além da relagdo negativa entre
produtividade e didmetro do caule (r = —0,618). De modo geral, as variaveis relacionadas ao

crescimento vegetativo e aos componentes de producao apresentaram maior grau de associagao
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entre si, enquanto os indicadores fisioldgicos e bioquimicos apresentaram correlagdes

\

especificas, refletindo a complexidade das respostas fisioldgicas das plantas a inoculagdo

bacteriana.
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CR = Comprimento da raiz

CPA = Comprimento da parte aérea
DC = Diametro do caule

MFR = Massa fresca da raiz

MF Aérea = MF Aérea

MSR = Massa seca da raiz

MS Aérea = MS Aérea

NBI = indice de balanco de nitrogénio
CL = indice de clorofila

Flavondide = Flavondide

ANT = indice de antocianinas

N2 Vagem por Planta = N2 Vagem por Planta

qCO:

N2 semente Planta

Peso Vagem Planta = Peso Vagem Planta
N2 semente Planta = N2 semente Planta
MVI = Massa individual da vagem

MTV = Massa total de vagens

ETR = Taxa de transporte de elétrons

qP = Coeficiente de extingao fotoquimica
NPQ = Extingao nao fotoquimica

qCO; = Quociente metabdlico

RBS = Respiragao basal do solo

BMS-C = BMS-C

PROD = Produtividade

BMS-C

PROD

Figura 4: Matriz de correlacdo de Pearson ilustrando as inter-relagdes entre as variaveis
avaliadas: clorofila, NBI, comprimento de raiz, peso de vagem por planta, ETR, peso total de
vagem e didmetro de caule, antocianina, produtividade, comprimento da parte aérea, NPQ,
respiracao basal do solo e carbono da biomassa microbiana. As correlacdes sdo categorizadas
em altas (valores variando de 0,75 a 1 ou -0,75 a -1), médias (valores de 0,74 a 0,4 positivo ou
negativo) e baixas (valores entre 0,39 até -0,39).
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3.4.2 Determinagdo de Nitrogénio e Fosforo foliar

Em plantas colhidas em R6 nao houve resultados que se diferem significativamente
(Tabela 4). Em RS, o isolado A31 apresentou o maior teor foliar de N e diferiu de todos os
demais tratamentos. Os isolados A9, A29 e Al4 apresentaram valores intermediarios,
significativamente superior ao controle e inferior ao isolado A31. Esse resultado indica que o
efeito da inoculagdo com A31 sobre o estado nutricional nitrogenado se tornou mais evidente

em RS, quando o isolado A31 apresentou o maior teor foliar de N.

Tabela 4: Avaliagio do nitrogénio foliar (mg g') em plantas de feijio inoculadas com
diferentes cepas bactérias, avaliadas em estddio R6 e R8.

Tratamento N R6 N RS
Controle 55,63+9,41 a 41,33 +5.61c
A9 52,25+537a 51,45+530b
A3l 53,00+ 10,08 a 64,44 + 1434 a
A29 5455+423a 52,09+5,77 b
Al4 53,67+ 8,16 a 50,14+2,38b
CV% 11,72 13,80

* Os valores representam média + erro padrdo seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relagdo ao P foliar os tratamentos apresentardo variagdes entre os estadios
fenologicos avaliados (R6 e R8), evidenciando respostas distintas a inoculagdo, indicando que
os efeitos dos tratamentos sdo dependentes do momento de desenvolvimento da cultura (Tabela

5).

Tabela 5: Avaliagao do fosforo foliar (mg/Kg P) em plantas de feijao inoculadas com diferentes
cepas bactérias, avaliadas em estddio R6 e RS.

Tratamento P R6 P RS
Controle 11,09 + 0,98 ab 09,94 +£ 01,79 ab
A9 11,96 £ 04,10 a 07,33 +03,20b
A3l 08,89 £02,57b 09,97 +£01,31 ab
A29 11,46 £ 01,52 ab 12,75 £ 03,86 a
Al4 11,78+ 01,29 a 09,28 £0,80 b
CV% 23,20 30,14

* Os valores representam média + erro padrdo seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No estadio fenolégico R6, o isolado A9 (11,96 mg kg') e Al4 (11,78 mg kg™)

apresentaram os maiores valores médios, sendo superior ao isolado A31 (8,89 mg kg™!), que
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apresentou a menor teor foliar de P. O controle e o isolado A29 apresentaram valores
intermediarios, ndo diferindo significativamente dos demais. No estddio R8, observa-se uma
mudanca nos teores de P na planta com os tratamentos. O isolado A29 apresentou o maior teor
de P na planta (12,5 mg kg!), diferindo significativamente dos isolados A9 (7,33 mg kg!) e
Al4 (9,28 mg kg!), que apresentaram o menor valor. O controle e o isolado A31 apresentaram

valores intermediarios, ndo diferindo significativamente dos demais.

3.4.3  Parametros microbiologicos do solo

Em relacdo a microbiota do solo (Tabela 6), 0 qCO: revelou que nao houve diferengas
significativas, em contrapartida, as variaveis RBs ¢ BMS-C os isolados A31, A29 ¢ Al4
apresentaram uma variacao de 09,02 apresentaram maiores valores de RBs, com médias de
12,34 £ 7,74 (A31), 9,40 = 6,53 (A29) e 9,02 + 8,77 ng C-CO2 g! de solo seco hora™ (A14),
respectivamente, diferindo do controle e do isolado A5, que apresentaram os menores valores
(controle com média 1,65 + 0,92 e isolado A9 com média 1,91 + 1,03 pg C-CO: g de solo
seco hora™). Da mesma forma, o BMS-C foi significativamente superior nos isolados A31
(700,37 + 575,57 mg C kg de solo seco), A29 (907,20 + 230,71 mg C kg™ de solo seco) e
A14 (636,74 £ 282,34 mg C kg' de solo seco) em comparagao ao controle (231,49 + 69,65 mg
C kg™ de solo seco) e ao isolado A9 (220,35 + 96,60 mg C kg™ de solo seco).

Tabela 6. Quociente metabolico do solo (qCO: (ug C-CO2 mg! BMS-C h™)), respiracao basal
do solo (RBS (ng C-CO: g* solo seco dia™')) e carbono da biomassa microbiana (BMS-C (mg

C kg solo seco)) em solo cultivado com feijoeiro (Phaseolus vulgaris) inoculado com
diferentes cepas bacterianas isoladas de Acacia mearnsii.

Tratamento qCO2 RBS BMS-C
Controle 7,13 +£02,90 a 1,65+0,92b 231,49 £ 069,65 b
A9 8,79+ 02,82 a 1,91+ 01,03 b 220,35 + 096,60 b
A3l 10,50 £ 12,29 a 12,34+ 07,74 a 700,37 + 575,57 a
A29 6,56 +£ 02,27 a 9,40 £ 06,53 a 907,20 +£230,71 a
Al4 6,20+ 01,71 a 9,02+ 08,77 a 636,74 £ 282,34 a

*Qs valores representam média + desvio padrao. Médias seguidas pela mesma letra na coluna
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

3.4.4  Atividade enzimatica

A atividade enzimatica variou significativamente entre os tratamentos para PAL, SOD

e CHI (Tabela 7). Para PAL, o isolado A29 apresentou a maior média e diferiu apenas do isolado
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A31, que apresentou a menor atividade. O controle e os isolados A9 e A14 apresentaram valores
intermediarios e ndo diferiram significativamente dos isolados A31 ou A29, indicando indugao
mais intensa dessa via fenilpropandide. Para SOD, apenas o isolado A9 apresentou atividade
significativamente reduzida, enquanto o controle e os isolados A31, A29 e A14 formaram um
grupo significativamente semelhante. Em relagcdo a CHI, os isolados A29 e A14 apresentaram
atividades superiores ao controle, enquanto os isolados A31 e A29 apresentaram valores

intermediarios.

Tabela 7. Atividade das enzimas fenil alanina amoénio liase (PAL (umol trans-cinnamic acid
mg ! protein)), superoxido dismutase (SOD (U SOD min™)) e quitinase (CHI (UA min™' mg™!
proteina)) em plantas de feijao inoculadas com diferentes cepas bacterianas.

Tratamento PAL SOD CHI
Controle 171,81 + 36,64 ab 0,625+0,35a 0,690 +£0,28 b
A9 149,86 + 41,72 ab 0,233+0,10b 01,015 +0,18 ab
A3l 122,12 +£28,92 b 0,384 +£0,20 a 0,959 + 0,06 ab
A29 255,19+ 82,29 a 0,418+0,13 a 01,094 £ 0,08 a
Al4 229,49 £ 70,20 ab 0,589+0,14 a 01,197 +£0,04 a
CV% 27,8 39,9 13,97

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Coeficiente de variacdo (CV (%)). T1 controle (sem inoculagdo de cepa
bacteriana); T2 inoculado com a cepa bacteriana A9; T3 inoculado com a cepa bacteriana A31;
T4 inoculado com a cepa bacteriana A29; T5 inoculado com a cepa bacteriana A14

3.4.5  Produtividade

Em relagdo a produtividade, (tabela 8) observou-se diferenca significativa apenas para
a variavel nimero de vagens, com o tratamento T5 apresentando superioridade estatistica em
relacdo a T1 e T2. Para as variaveis PV, PVI, PTV e Produtividade nao houve diferenca
significativa. E quando analisamos a variavel NS, o T2 (6,75) apresentou um resultado
significativamente maior em relagdo aos tratamentos T3, T4 e TS5, mas ndo diferiu de T1.
Embora ndo tenha sido observada diferenca significativa para produtividade, T4 apresentou
média numérica 540 kg ha™! superior a de T1. Essa diferenca representa apenas uma tendéncia

numérica e nao permite afirmar que a inoculagdo promoveu aumento de produtividade.
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Tabela 8: Avaliacdo dos parametros de produtividade de plantas de feijao inoculadas com
diferentes cepas bacterianas, avaliadas em estadio R8. Os parametros incluem a média de
numero de vagens (NV), peso de vagens (PV, g), nimero de semente (NS), peso de vagem
individual (PVI, g), peso de vagem total (PVT, g) e produtividade (kg ha™).

Trat NV PV(g) NS PVI(g) PTV(g) Produtividade
T1 10,0 b 24,16 a 06,33ab  0245a 120,81 a 1798 a
T2 10,4 b 25,50 a 06,75a 02,33 a 127,52 a 1958 a
T3 14,0 ab 30,53 a 06,15b  02,20a 152,66 a 1971 a
T4 11,1 ab 27,04 a 06,14b  0232a 13521 a 2338a
TS 159a 36,50 a 0598b  02,29a 182,54 a 2013 a
CV% 4,95 12,03 0,43 0,26 60,17 6,99

*M¢édias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Coeficiente de variagdo (CV (%)).

4. DISCUSSAO

As rizobactérias promotoras de crescimento vem se destacando no mercado
agronomico pela redugdo de impactos negativos causados pelos agroquimicos € inumeros
beneficios em meio as condi¢des adversas proporcionados ao solo e as plantas (Liu et al., 2024).
Neste estudo realizamos a caracterizacdo funcional de bactérias extraidas de nodulos de A.
mearnsii ¢ avaliagdo do seu potencial em cultivo de feijdo.

As bactérias extraidas de nodulos da 4. mearnsii possui alta capacidade em solubilizar
fosfato de Ca e sintetizar o acido indol-3-acético (De Lima et al., 2024). Neste estudo, os
isolados B52, B50, G85, A14, A73, A71, B56, A29, A84, A9, A83, K, B74, B92 e A3l1, se
destacaram na solubilizacdo de fosfato de ferro, enquanto as cepas A31, A9, Al4 e A29
estiveram entre os isolados com maiores valores numéricos de producao de AIA. Porém, as
cepas avaliadas demonstraram incapacidade ao avaliar a produgdo de acido giberélico,
biofilmes e solubilizagdo de fosfato de aluminio. Esses resultados demonstram que as
rizobactérias promotoras de crescimento vegetal apresentam caracteristicas fisiologicas,
metabolicas e morfoldgicas distintas entre si, e essas diferencas ndo impedem que a planta
absorva nutrientes € melhore seus processos vitais (Liu et al., 2022; Sheng et al.,2024).

Ao analisar os resultados dos pardmetros agrondmicos, observou-se que o tratamento
controle apresentou a maior média de comprimento radicular, sendo superior a A9 e A29 mas
nao diferindo de A31 e Al4. Segundo Eichmann, Richards e Schifer (2021), os hormodnios
vegetais apresentam fung¢des multifuncionais que extrapolam os efeitos causados sobre o

metabolismo da planta. Os compostos organicos exsudados atuam como mediadores quimicos



24

que sdo capazes de influenciar a arquitetura radicular, moldando diretamente a estrutura do
microbioma associado as raizes (Galindo-Castafieda et al.,2024). O maior comprimento
radicular observado no controle pode estar relacionado a diferengas na sinalizagdo entre a planta
€ a microbiota associada as raizes. A inoculagdo de bactérias produtoras de AIA pode modificar
a arquitetura do sistema radicular, mas a dire¢do e a intensidade dessa resposta dependem da
concentragdo do fitormoénio, da capacidade de colonizagdo dos isolados e das condigdes
ambientais (Etesami; Glick, 2024). Entretanto, como esses mecanismos nao foram avaliados
diretamente, ndo ¢ possivel determinar a causa do maior comprimento radicular observado no
controle

Em relagdo a nodulacdo, o controle apresentou a maior média, embora tenha diferido
significativamente apenas de A9, enquanto A31, A29 e Al4 apresentaram valores
intermediarios. A formagdo de nddulos no tratamento controle provavelmente decorreu da
associagdo do feijoeiro com rizdbios nativos, adaptados as condi¢des edafoclimaticas da area
experimental. Conforme discutido por Yerenko et al. (2025), a eficiéncia da simbiose entre
leguminosas e rizobios ¢ influenciada tanto pela compatibilidade entre os organismos quanto
pelas condi¢des ambientais. Embora a introdu¢ao dos isolados possa ter modificado as
interacdes entre a planta e a microbiota nativa, ndo foram avaliadas a identidade das bactérias
presentes nos ndédulos nem a capacidade de coloniza¢do dos isolados inoculados (Eichmann;
Richards; Schifer, 2021). Portanto, nao ¢ possivel atribuir as diferengas observadas a
competi¢ao entre 0s microrganismos.

Em relacdo aos valores sem diferencga significativos na avaliacdo de indice de balanco
de nitrogénio, clorofila, flavonoides, antocianinas, eficiéncia de transporte de elétrons,
quenching de fluorescéncia ndo fotoquimica e quenching de protecdo nao fotoquimica nos
estagios fenologios R6 e R8, nos diz que a planta se encontrou em uniformidade em relagdo ao
seu desenvolvimento. Gomes (2025) nos diz que a uniformidade observada estd associada a
inexisténcia de estresses ambientais suficientemente intensos para induzir a ativacdo dos
mecanismos fotoprotetores e metabolicos. Entretanto, os resultados obtidos neste estudo ndo
permitem afirmar auséncia de estresse ambiental, uma vez que outros indicadores fisiologicos
e bioquimicos envolvidos nas respostas ao estresse nao foram avaliados.

A determinacdo do teor de N na parte aérea revelou respostas distintas entre os
tratamentos nos estadios fenologicos avaliados. Em R6, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos. Em RS, o isolado A31 apresentou o maior teor de N na parte
aérea, diferindo de todos os demais, enquanto os isolados A9, A29 e A14 também apresentaram

valores superiores ao controle sem inoculacdo. Esses resultados indicam que o efeito da
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inoculagdo sobre a nutricdo nitrogenada se tornou mais evidente na fase reprodutiva,
especialmente no isolado A31. O maior teor de N observado nas plantas inoculadas pode estar
relacionado a influéncia dos isolados sobre a aquisi¢ao e o aproveitamento desse nutriente. O
nitrogénio participa de processos essenciais ao crescimento vegetal, incluindo a formacao de
proteinas, acidos nucleicos e clorofila, além de atuar na regulagdo do crescimento, do
desenvolvimento radicular e das respostas aos estresses ambientais (Wang et al., 2024).
Bactérias promotoras do crescimento vegetal podem favorecer a nutricdo nitrogenada por
diferentes mecanismos, como a fixagdo biologica de N, a mineralizacdo de compostos
nitrogenados e o estimulo ao desenvolvimento radicular, aumentando potencialmente a
capacidade de absorcdo de nutrientes pelas plantas (Uyi et al., 2024). No presente estudo,
contudo, esses mecanismos nao foram avaliados diretamente; portanto, sua relagdo com o maior
teor de N deve ser considerada uma possivel explicagdo, € ndo um mecanismo comprovado.

Essencial no crescimento da planta, o macro elemento fosforo desempenha na
fisiologia da planta um papel muito importante. Na determinagdo de fosforo da parte aérea da
planta em estagio fenoldgico R6, os isolados A9 e A14 demonstraram resultados significantes,
enquanto em estdgio fenoldgico RS, apenas o isolado A29 apresentou resultado significativo.
Nos estudos realizados por Barqueiro et al. (2024), existem diversos fatores como: pH,
exsudatos radiculares e condi¢des do solo que modulam a eficiéncia microbiana e explicam
essas diferengas entre os estadios. Assim, a resposta ao P depende tanto da fase da planta quanto
da capacidade das cepas de manter atividade ao longo do ciclo.

A analise dos parametros qCO2, RBS e BMS-C revelou diferencas marcantes entre os
tratamentos. Os isolados A31, A29 e A14 apresentaram maiores valores de respiragao basal do
solo (RBS) e de carbono da biomassa microbiana (BMS-C) em comparagdo ao controle (T1) e
ao tratamento e ao isolado A9. De acordo com Jorge et al. (2024), os valores indicados nos
isolados A31, A29 e A14 reflete a um aumento no crescimento microbiano, impulsionado pela
maior atividade respiratoria e maior biomassa microbiana nesses tratamentos, e pela melhoria
da qualidade bioldgica do solo. Nao foram observadas diferencgas significativas entre os
tratamentos para qCO:, indicando que a inoculagdo ndo promoveu alteragdo detectdvel na
eficiéncia metabolica da biomassa microbiana. Em conjunto, esses resultados apontam para um
solo biologicamente mais dindmico nos tratamentos inoculados, sem evidéncia de perda de
eficiéncia metabolica da comunidade microbiana.

A andlise multivariada, permitiu visualizar de forma integrada a relagdo entre os
tratamentos e as variaveis avaliadas, demonstrando comportamentos distintos em relagdo a

promogdo de crescimento. Pode-se notar as associacdes multivariadas de cada isolado em
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atributos fisioldgicos, microbiologicos e produtivos da cultura, reforcando mais uma vez que o
crescimento ndo dependente de um unico mecanismo, mas sim, da interagdo de multiplos
processos bioldgicos.

A atividade enzimatica também revelou respostas distintas das plantas a inoculagdo
das diferentes cepas. A PAL apresentou maior atividade ao isolado A29, indicando ativacao
mais intensa das vias fenilpropandides, frequentemente associadas a sintese de compostos
fenolicos envolvidos em defesa e lignificacao (Yadav et al.,2020).

Por outro lado, a atividade de SOD foi significativamente menor no isolado A9,
enquanto o controle e os isolados A31, A29 e A14 nao diferiram entre si. Como a SOD atua na
dismutag¢do do anion superoxido em peroxido de hidrogénio (Waszczak et al., 2018), sua menor
atividade pode refletir tanto uma menor formacao de espécies reativas de oxigénio quanto uma
redu¢do da capacidade antioxidante enzimatica. Portanto, na auséncia de marcadores
complementares de estresse oxidativo, como peroxido de hidrogénio, malondialdeido e
atividade de outras enzimas antioxidantes, esse resultado ndo permite concluir isoladamente
que a inoculacdo com o isolado A9 apresentou menor estresse oxidativo. Esses resultados
demonstram que cada cepa modulou vias metabolicas especificas, resultando em perfis distintos

de ativacdo enzimatica nas plantas inoculadas.

A atividade de CHI foi maior com a inoculagao dos isolados A29 e A14 em comparagao
ao controle, enquanto os isolados A9 e A31 apresentaram valores intermediarios. O aumento
da atividade dessa enzima sugere a modulacdo de respostas bioquimicas potencialmente
associadas a defesa vegetal, uma vez que as quitinases integram diferentes mecanismos de
protecao das plantas e podem atuar na degradagdo da quitina presente na parede celular de
fungos fitopatogénicos (Shobade et al., 2024). Entretanto, na auséncia de inocula¢do com
patdogeno ou de avaliacdo da severidade de doencas, esse resultado ndo comprova maior

resisténcia das plantas.

A 1inoculacdo promoveu respostas distintas nos componentes de producao. O isolado
A14 apresentou maior nimero de vagens em comparacdo ao controle e ao A29, enquanto o
isolado A9 apresentou maior nimero de sementes por vagem que os isolados A31, A29 e Al4,
sem diferir do controle. Apesar dessas respostas, ndo houve diferenga significativa na
produtividade de graos. A produtividade do feijoeiro resulta da contribuicdo conjunta de
diferentes componentes, como numero de vagens por planta, nimero de sementes por vagem e
massa das sementes (Karavidas et al., 2022). Assim, os resultados sugerem que as alteragdes

observadas em componentes individuais foram insuficientes para aumentar a produtividade
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final, possivelmente em razdo da compensagdo entre esses componentes. A maior média
numérica observada na inoculagdo do isolado A29 nao caracteriza aumento de produtividade e
deve ser interpretada apenas como uma tendéncia a ser confirmada em novos experimentos de

campo.
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5. CONCLUSAO

Os isolados bacterianos provenientes de nddulos de A.mearnsii apresentaram
caracteristicas funcionais distintas. Todos produziram acido indol-3-acético, embora os isolados
selecionados para o experimento de campo tenham apresentado resultados significativamente
com outros isolados. Parte dos isolados solubilizou fosfato de ferro apds 96 horas de incubagao,
enquanto nao foram detectadas solubilizagdo de fosfato de aluminio, producdo de acido
giberélico ou formagao de biofilme nas condi¢des experimentais avaliadas.

Em condigdes de campo, os efeitos da inoculagdo dependeram do isolado, da variavel
e do estadio fenoldgico. A inoculagdo nao alterou a maioria dos atributos morfoldgicos,
fisiologicos e fotoquimicos, tampouco promoveu aumento significativo da produtividade de
graos. Entretanto, foram observadas respostas especificas na nutricdo mineral, nos componentes
de produgdo, nas atividades enzimaticas das plantas e nos atributos microbiologicos do solo. O
isolado A31, apresentou o maior teor de N na parte aérea em R8; O isolado A29, apresentou o
maior teor de P nesse estadio e maior atividade de quitinase em relagao ao controle e o isolado
Al4, aumentou o nimero de vagens e a atividade de quitinase. Os isolados A31, A29 e Al4
também apresentaram maiores valores de respira¢do basal e carbono da biomassa microbiana
do solo em comparagdo ao controle e ao isolado A9, sem alteragdo significativa do quociente
metabolico.

Portanto, a hipdtese de que os isolados apresentam caracteristicas funcionais distintas
e promovem respostas especificas no sistema solo—planta foi parcialmente sustentada. Assim,
os isolados A31, A29 e A14 apresentam respostas de interesse que justificam novas avaliacdes,
mas seu uso como inoculantes para o feijoeiro ainda requer confirmacdo em outros cultivos,
condi¢des edafoclimdticas e experimentos de campo, além da avaliacdo de sua capacidade de

colonizagdo e persisténcia no sistema solo—planta.
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8. EXPECTATIVAS FUTURAS

A identificacdo molecular dos isolados bacterianos por sequenciamento do gene 16S
rRNA encontra-se em andamento. Adicionalmente, analises metagendmicas serao
realizadas para avaliar os efeitos da inoculagdo sobre a estrutura € a composi¢ao da
comunidade microbiana do solo, contribuindo para a compreensao das interacdes entre 0s

isolados, a microbiota do solo e a planta.



