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IDENTIFICACAO E INOCULACAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE
CRESCIMENTO NO CULTIVO DE GRAO-DE-BICO

RESUMO
A utilizagdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas em conjunto com a adubagao
organica, representa abordagem biotecnologica estratégica para a intensifica¢do sustentavel da
agricultura, especialmente em leguminosas de importancia nutricional e econdmica, como 0
grao-de-bico (Cicer arietinum L.). Diversos estudos tém evidenciado o potencial dessas
bactérias, como Bradyrhizobium, Bacillus, Azospirillum, Klebsiella variicola, Mesorhizobium
sp., Kosakonia radicincitans, entre outras, na promog¢ao do crescimento vegetal, por meio de
mecanismos como fixagdo biologica de nitrogénio, solubilizagdo de nutrientes, sintese de
hormdnios e incremento na eficiéncia do uso de recursos. Neste estudo foram realizados a
identificacdo de microrganismos nativos de solos tropicais, bem como analises individuais dos
efeitos de promoc¢do de crescimento dessas, também foram desenvolvidos e testados
inoculantes bioldgicos, em ensaios sob condi¢des controladas e em campo. Em nossos estudos
foi identificado pela primeira vez no Brasil, a bactéria do género Mesorhizobium spl, nativa de
solos tropicais, que foi capaz de formar simbiose com o grao-de-bico gerando nddulos
radiculares viaveis e capaz de fixar nitrogénio atmosférico. Os resultados obtidos demonstram
que a inoculacao e coinoculagdo com multiplas cepas bacterianas resultam em efeitos sinérgicos
sobre o desempenho fisioldégico e agrondmico do grdo-de-bico, promovendo aumentos
significativos na biomassa, no numero ¢ na massa de ndédulos, nos teores foliares de clorofila,
e no acumulo de nitrogénio, fosforo e potassio. Além disso, os estudos demonstraram que
cultivares de grao-de-bico respondem de modo distinto as combinagdes com microrganismos,
destacando-se a necessidade de abordagens integradas e adaptadas as condicdes

edafoclimaticas regionais, particularmente em ambientes semidridos.

Palavras-chave: nodulos radiculares; fixacdo de nitrogénio; Mesorhizobium sp.; bactérias

associativas ou diazotréoficas; Cicer arietinum.



IDENTIFICACAO E INOCULACAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE
CRESCIMENTO NO CULTIVO DE GRAO-DE-BICO

ABSTRACT
The use of plant growth-promoting bacteria in combination with organic fertilization represents
a strategic biotechnological approach for the sustainable intensification of agriculture,
especially in legumes of nutritional and economic importance, such as chickpea (Cicer
arietinum L.). Several studies have highlighted the potential of these bacteria, including
Bradyrhizobium, Bacillus, Azospirillum, Klebsiella variicola, Mesorhizobium sp., Kosakonia
radicincitans, among others, in promoting plant growth through mechanisms such as biological
nitrogen fixation, nutrient solubilization, phytohormone synthesis, and improved resource use
efficiency. In this study, native microorganisms from tropical soils were identified, along with
individual analyses of their plant growth-promoting effects. In addition, biological inoculants
were developed and tested under both controlled and field conditions. For the first time in
Brazil, we identified a bacterium of the genus Mesorhizobium spl, native to tropical soils,
which could establish symbiosis with chickpea by forming viable root nodules and fixing
atmospheric nitrogen. The results demonstrated that inoculation and co-inoculation with
multiple bacterial strains resulted in synergistic effects on the physiological and agronomic
performance of chickpea, promoting significant increases in biomass, nodule number and
weight, chlorophyll content in leaves, and nitrogen, phosphorus, and potassium accumulation.
Furthermore, the studies showed that chickpea cultivars respond differently to combinations
with microorganisms, highlighting the need for integrated approaches adapted to regional

edaphoclimatic conditions, particularly in semiarid environments.

Keywords: root nodules; nitrogen fixation; Mesorhizobium sp.; associative or diazotrophic

bacteria; Cicer arietinum.
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1. INTRODUCAO

O uso de bioinsumos na agricultura t€ém proporcionado economias significativas, tanto
para o produtor quanto para os sistemas de producao como um todo, promovendo aumento de
produtividade com menor impacto ambiental. Atualmente, a agricultura enfrenta grandes
desafios para manter a produtividade sem comprometer os recursos naturais.

A crescente demanda por alimentos, os impactos das mudangas climaticas e a
necessidade de reduzir o uso de insumos quimicos ¢ minerais tém impulsionado a busca por
praticas mais sustentaveis. Nesse cendrio, o uso de inoculantes a base de microrganismos
promotores de crescimento, principalmente em conjunto com a adubagdo orgénica, tem se
destacado como alternativa ao uso de insumos convencionais, contribuindo para a economia no
uso de fertilizantes e para a saude dos ecossistemas agricolas.

Neste contexto, o grao-de-bico (Cicer arietinum L.) tem despertado crescente interesse
no Brasil, tanto pelo seu potencial produtivo quanto pelo seu valor nutricional, principalmente
devido ao alto teor de proteina. Além disso, ¢ uma cultura rustica, com baixa incidéncia de
pragas e doengas, e boa tolerancia ao déficit hidrico, o que a torna promissora para cultivo em
regides tropicais e semiaridas, com bons resultados produtivos no cerrado brasileiro. Assim
como outras leguminosas, o grao-de-bico tem a capacidade de estabelecer simbioses com
bactérias fixadoras de nitrogénio, contribuindo para sistemas de producdo sustentaveis. No
entanto, por ser uma cultura ainda pouco explorada, especialmente no Brasil, ha caréncia de
informacdes sobre cultivares adaptadas e sua associagdo ou simbiose com microrganismos mais
eficientes na promogado do crescimento e fixagdo biolodgica de nitrogénio.

A inoculagdo e a coinoculagdo com bactérias benéficas tém se consolidado como
praticas eficientes para melhorar o desempenho das culturas e reduzir a dependéncia de
fertilizantes quimicos. No entanto, no caso do grao-de-bico, ainda sdo poucos os estudos
voltados a identificacdo de rizobios ou outras bactérias associativas que atuem de forma eficaz
em ambientes tropicais.

Diante disso, torna-se essencial identificar e caracterizar as bactérias nativas do solo
que interagem com o grao-de-bico cultivado em regides semidridas brasileiras. Este
conhecimento pode contribuir diretamente para o desenvolvimento de inoculantes adaptados a
realidade tropical, promovendo cultivos mais eficientes e sustentdveis. Neste trabalho, partimos
da hipotese de que microrganismos associados ao grao-de-bico influenciam positivamente no

desenvolvimento da cultura. Assim, o objetivo principal deste estudo foi isolar, identificar e
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caracterizar microrganismos promotores de crescimento presentes nas raizes de grao-de-bico

cultivado no norte do estado de Minas Gerais.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de bactérias promotoras de crescimento vegetal sobre a producao e

crescimento do grao-de-bico.

2.2 Objetivos Especificos
Identificar microrganismos nativos associados a raiz de grao-de-bico com potencial para
promogao de crescimento de plantas.
Avaliar o efeito da inoculagdo e coinoculagdo com bactérias promotoras de crescimento
sobre as caracteristicas fisiologicas e o crescimento de plantas de grao-de-bico;
Avaliar o uso de inoculantes provenientes de rizobactérias nativas de solo tropical em

associacdo a adubagdo organica na promocgao de crescimento vegetal de grao-de-bico.
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3. ARTIGOS

3.1 Capitulo 1 — Revisao de literatura

3.3.1 Artigo 1: Bactérias promotoras de crescimento e simbiontes no grdao-de-bico:

uma revisdo

RESUMO

As bactérias promotoras de crescimento aumentam a produtividade e a resisténcia das culturas
agricolas, contribuindo para a estabilidade da produ¢do e reduzindo a utilizagdo de insumos
quimicos. Neste sentido, as leguminosas do género Cicer destacam-se como excelente fonte de
alimento para o homem, no entanto a sua produtividade global pode ser considerada baixa (1,22
t ha™ '). A principal razdo para esta baixa produtividade pode ser atribuida ao investimento
insuficiente em praticas culturais, como a fertilizagdo e a utilizagdo de bioinsumos. Neste
contexto, esta revisdo de literatura descreve a diversidade, fisiologia, genética e aplicacdes
biotecnoldgicas de bactérias diazotrdficas simbidticas e ndo simbioticas associadas a plantas do
género Cicer, destacando os avangos e perspectivas futuras. A utilizacdo de bactérias
simbioticas, particularmente dos géneros Bacillus € Rhizobium no grao-de-bico, aumentam a
fixagdo bioldgica de nitrogénio e reduz a dependéncia de fertilizantes quimicos. A
produtividade da cultura pode ser incrementada com o uso de inoculantes, particularmente
quando estes sao isolados da rizosfera do proprio grao-de-bico. As areas com elevado teor de
matéria organica sdo um fator importante para que ocorra a fixagdo bioldgica ou promogao do
crescimento das plantas. A integracdo da inovagdo tecnologica e das praticas agricolas
sustentaveis promete transformar a producdo desta leguminosa, beneficiando tanto os

agricultores como o ambiente.

Palavras-chave: bactérias associativas; Espécies de Cicer; Fixagdo biologica de nitrogénio;

Mesorhizobium.
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GROWTH-PROMOTING BACTERIA AND SYMBIONTS IN CHICKPEA: A
REVIEW

ABSTRACT

Plant growth-promoting bacteria increases the productivity and resilience of agricultural crops,
contributing to production stability and reducing the use of chemical inputs. In this regard,
legumes of the genus Cicer stand out as an excellent source of food for humans; however, their
global productivity can be considered low (1.22 t ha™ '). The main reason for this low
productivity can be attributed to insufficient investment in cultural practices such as fertilization
and the use of bioinputs. In this context, this literature review describes the diversity,
physiology, genetics, and biotechnological applications of symbiotic and non-symbiotic
diazotrophic bacteria associated with Cicer plants, highlighting advances and future
perspectives. The use of symbiotic bacteria, particularly from the genera Bacillus and
Rhizobium in chickpea, enhances biological nitrogen fixation and reduces dependence on
chemical fertilizers. Crop productivity can be further improved with the use of inoculants,
particularly when they are isolated from the chickpea rhizosphere. Areas with high organic
matter content are an important factor for the occurrence of biological nitrogen fixation or plant
growth promotion. The integration of technological innovation and sustainable agricultural
practices promises to transform the production of this legume, benefiting both farmers and the

environment.

Keywords: associative bacteria; espécies de Cicer sp.; Biological nitrogen fixation;

Mesorhizobium.

INTRODUCAO

A agricultura tem enfrentado desafios como as alteracdes climaticas, o esgotamento
dos recursos, a perda de biodiversidade, a escassez de mao-de-obra e o aumento da procura,
principalmente para satisfazer as necessidades nutricionais dos paises em desenvolvimento
(Tariq et al., 2023). Em resposta a estes desafios, tecnologias avangadas, principios cientificos
e praticas de gestdo tém sido cada vez mais usados para aumentar a produtividade e a eficiéncia,
visando produzir alimentos com o uso sustentdvel da terra, da dgua e de outros recursos,

minimizando ao mesmo tempo os impactos ambientais (Zhang ef al., 2020; Tariq et al., 2023).
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A diversidade de rizdbios associados a leguminosas, como o grao-de-bico (Cicer
arietinum L.), tem sido estudada, principalmente pelo seu contributo para a maior qualidade
nutricional e proteica do alimento (Zhang et al., 2020). A utilizagdo de bioinsumos ¢ uma
alternativa viavel aos fertilizantes minerais na produgao agricola, devido ao seu baixo custo e
reduzida toxicidade ambiental (Riaz et al, 2021; Etesami et al., 2022). Os bioinsumos
consistem em bactérias promotoras do crescimento contribuem para o desenvolvimento das
plantas e protegem contra doengas, melhorando a produtividade das culturas sem causar

poluicao (Dal Cortivo et al., 2020; Pardo-Diaz et al., 2021).

Plantas do género Cicer sp.

O género Cicer, pertencente a tribo Cicerone, subfamilia Papilionoideae, familia
Fabaceae possui mais de 100 espécies descritas, incluindo as mais cultivadas (C. arietinum),
sendo 9 anuais e 35 perenes, que tém seu centro de diversidade no sudoeste da Asia, com
algumas espécies endémicas em Marrocos e nas Ilhas Canarias (Van Der Maesen et al., 1972;
1987). Fenotipicamente o grao-de-bico ¢ dividido em dois grupos: microsperma (Desi) e
macrosperma (Kabuli) (Queiroga et al., 2021). O tipo Desi apresenta flores rosadas com
nervuras roxas, sementes pequenas de forma angular e protegidas por um espesso tegumento,
de cor escura. O tipo Kabuli (macrosperma) t€m flores brancas, sementes de tamanho médio a
grandes, tegumento fino, liso ou lobulado, de cor clara (Figura 1). O grao-de-bico é uma planta
herbacea anual, ereta ou rasteira, geralmente pode alcangar de 30 a 70 cm de altura e apresenta

ramos que se originam na base do caule, proximos ao solo (Palmero et al., 2022).

Figura 1: Sementes e Flor de grao-de-bico tipo Desi (A, B). Sementes e Flor de grio-de-bico tipo Kabuli (C, D).
Fotos: Da autora, 2024.

Os trés principais paises exportadores de grio-de-bico sio Australia, Canada e India,
com mais de 40% das exportagdes em 2022 (USDA, 2024). A India, em 2022, foi considerada
o maior produtor, com 13,4 milhdes de toneladas, seguida pela Australia com 10,6 milhdes de

toneladas. O grao-de-bico e considerado uma das leguminosas mais importantes na alimentagao



15

humana, por representar fonte de proteina com baixo custo financeiro, principalmente nos
paises em desenvolvimento (Zhang et al., 2020). A produgdo mundial pode ser considerada
baixa (11,90 milhdes de toneladas) em comparagao a outras leguminosas cultivadas como a
soja (120,70 milhdes de toneladas) e o feijao (12,05 milhdes de toneladas) de acordo com a
FAO (2023). No Brasil para o mesmo ano a produ¢do de grao-de-bico foi de 3,5 milhdes de
toneladas, sendo que foram consumidas no pais cerca de 8 milhdes de toneladas para o ano de
2023.

O grao-de-bico pode ser cultivado em regides semiaridas e em épocas do ano com
menor volume de chuvas (Palmero ef al., 2022), com grande potencial produtivo ¢ econdmico
(Ehlers, 2006). Essa cultura apresenta demanda nutricional, principalmente, para nutrientes
ligados ao incremento de biomassa de grdos, como o nitrogénio. Assim como outras
leguminosas, o grao-de-bico pode associar a bactérias promotoras de crescimento vegetal e
fixadoras de nitrogénio atmosférico, facilitando seu cultivo em solos pobres e reduzindo custos
com adubacdo (Conway et al., 2019; Palmero et al., 2022). O desenvolvimento de técnicas
sustentaveis, como o uso de bactérias fixadoras de nitrogénio pode complementar a fertilizagao

tradicional de forma renovavel e sustentavel (Zhang et al., 2020).

Microrganismos na agricultura

Todos os microambientes associados as plantas, especialmente a rizosfera, estdo
colonizados por microrganismos. A interacdo planta-microrganismo contribui para o
crescimento da planta, aumenta a tolerancia ao stress, proporciona resisténcia a doengas,
melhora a disponibilidade e absor¢ao de nutrientes e promove a biodiversidade (Berg ef al,
2009). Varios fatores estdo envolvidos na interagdo planta-microrganismo: (A) bactérias
promotoras do crescimento das plantas presentes no solo; (B) as raizes das plantas liberam
exsudatos organicos que atuam como sinais quimicos, atraindo microrganismos em dire¢ao aos
pélos radiculares e as raizes laterais através da quimiotaxia; ¢ (C) os microrganismos sao
atraidos para as raizes laterais emergentes e colonizam os espagos intercelulares do parénquima
radicular através de fissuras ao redor das raizes (Berg et al., 2009).

As auxinas, o etileno, as citocininas e as giberelinas, desempenham papéis importantes
no crescimento das plantas e podem ser sintetizados pela propria planta ou por microrganismos
associados. Além disso, algumas bactérias podem alterar o equilibrio hormonal das plantas
(Bais et al., 2006; Pierik et al., 2006; Berg et al., 2009). O etileno, por exemplo, em baixas

concentragdes, promove o crescimento das plantas, no entanto, em concentracdes elevadas, atua



16

como inibidor do crescimento ¢ ¢ conhecido como hormonio da senescéncia (Pierik et al.,
2006). As bactérias que podem reduzir a concentragdo de etileno podem ser utilizadas para
promover o crescimento das plantas.

As bactérias associadas a plantas podem reduzir a atividade de microrganismos
patogénicos, ndo so através do antagonismo microbiano, mas também através do aumento da
resisténcia a doencas, fendmeno conhecido como Resisténcia Sistémica Induzida (RIS) (FAO,
2015). Os mecanismos do RIS incluem: (1) desenvolvimento e crescimento; (2) tolerancia
fisiologica, quando reduz a expressdao dos sintomas; (3) ambiental, quando associado ao
antagonismo microbiano na rizosfera; e (4) resisténcia bioquimica, que fortalece a parede
celular induzindo fito alexinas e respostas de defesa relacionadas com a resisténcia (FAO,
2015).

O nitrogénio ¢ o elemento requerido em maiores quantidades pelas plantas. Embora o
gas nitrogénio (N2) seja abundante na atmosfera terrestre, ndo pode ser assimilado pelas plantas
na sua forma N>. No entanto, pode ser adquirido indiretamente ap6s o processo de fixacao
bioldgica de nitrogénio, no qual os microrganismos diazotroficas convertem o N> em amonia
(NH3) e outros compostos, como nitratos € aminoacidos.

O uso excessivo de fertilizantes inorganicos a base de nitrogénio pode causar
problemas ambientais, como o esgotamento da microbiota nativa, a lixiviacao de nutrientes € o
aumento da salinidade do solo (Pegoraro et al, 2018; Zeng et al., 2019;). Isso justifica a
exigéncia de redu¢do do uso de fertilizantes nitrogenados inorgéanicos e a promocao de praticas
agricolas e agroflorestais mais sustentaveis (Lohosha et al., 2023), como a fixagdo biologica de
nitrogénio por microrganismos. Algumas plantas, em solos deficientes em nitrogénio,
estabeleceram associagdes simbidticas com bactérias fixadoras de nitrogénio. Estes
microrganismos fixam o nitrogénio através da enzima nitrogenase. A fixagdo de nitrogénio ¢é
considerada o segundo processo mais vital para a vida na Terra, perdendo apenas para a
fotossintese (Rao et al., 2017).

A entrada de nitrogé€nio através da fixagdo bioldgica ¢ de aproximadamente 122
milhdes de toneladas por ano, das quais 55 a 60 milhdes de toneladas sdo fixadas pelas culturas
agricolas (Kuypers et al., 2018). A inoculacdo e coinoculagdo de bactérias simbioticas de
plantas tém vindo a ganhar atencdo como uma alternativa sustentavel para a producdo agricola
devido ao seu baixo custo e menor toxicidade (Riaz et al., 2021; Etesami et al., 2022). Os
produtos formulados com bactérias fixadoras de nitrogénio contribuem para melhor

desenvolvimento das plantas e melhoram a produtividade (Dal Cortivo et al., 2020; Pardo-Diaz
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et al., 2021). A inoculagdo de leguminosas com Rhizobium spp., por exemplo, ¢ um caso de

sucesso da utiliza¢do de bioinsumos na agricultura (Pardo-Diaz et al., 2021).

Bactérias diazotroéficas simbidticas na agricultura

A maioria das bactérias que fixam nitrogénio nos nddulos radiculares das leguminosas
sao membros da classe a-proteobactérias e dos géneros AlloRhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Devosia, Ensifer, Mesorhizobium, Microvirga, Phyllobacterium e Rhizobium
(Etesami et al., 2022). A fixacdo bioldgica de nitrogénio refere-se ao processo de transformagao
de N> gasoso pelas bactérias em NH4",

A fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico em leguminosas € um processo
essencial para a fertilidade do solo e para a produc¢do agricola. Esse processo ocorre quando as
plantas liberam compostos denominados flavonoides, que atraem bactérias do género
Rhizobium por meio de exsudatos radiculares (Figura 2). Essas bactérias sdo especificas para
diferentes espécies de leguminosas. Apds a colonizagdo das raizes, as bactérias induzem a
formagao de nddulos, estruturas que servem como locais de fixagdo (Oliveira et al., 2021).

As células do nédulo sdo ricas em leghemoglobina, que ajuda a regular o oxigénio, um
fator crucial para a atividade das bactérias. Dentro dos nddulos, as bactérias utilizam a enzima
nitrogenase para converter o nitrogénio atmosférico (N2) em amoénia (NH3). Esse processo
utiliza alta demanda energética, requerendo 16 mols de ATP e 8 mols de elétrons para reduzir
um mol de Nz a aménia (N, + 8¢~ + 8H* + 16 ATP — 2NH3; + H, + 16 ADP + 16 Pi)
(Stambulska et al., 2019), geralmente proveniente da respiracao celular das bactérias. A amonia
produzida ¢ assimilada pelas plantas, sendo convertida em aminoacidos e outros compostos

nitrogenados, essenciais para o crescimento e desenvolvimento vegetal.
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Figura 2: Resumo da infeccdo de pélos radiculares de leguminosas por rizobios. (a) Os flavonoides liberados pela
raiz da planta sinalizam para os rizobios na rizosfera, que por sua vez produzem fatores de nodulagao (fatores Nod)
reconhecidos pela planta. A percepgdo do fator Nod ativa a via de sinalizagdo de simbiose, levando ao pico de
calcio, inicialmente nas células epidérmicas, mas posteriormente também nas células corticais que precedem sua
colonizagao. (b) As células do pélo radicular enrolam e englobam os rizobios presos a ponta do pelo radicular. Um
fio de infec¢do se forma pela invaginagdo da membrana celular da planta e os rizobios presos dentro do pelo
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radicular enrolado entdo prosseguem pelo fio de infec¢@o em crescimento por divisdo celular. (c) O fio de infecgado
cresce em dire¢do ao nddulo radicular em desenvolvimento. (d) O fio de infecgdo contendo rizobios se ramifica
dentro do tecido do nodulo, antes que as bactérias sejam liberadas em compartimentos delimitados pela membrana
dentro das células do nodulo, onde se diferenciam em seu estado bacteroide fixador de nitrogénio. Imagem de
Oldroyd (2013).

O processo de nodulagdo pode ser dividido em varias etapas (Figura 2). O inicio da
infeccdo ¢ crucial para a invasdao de rizobios no hospedeiro durante a nodulacdo. Apds o
reconhecimento dos fatores Nod liberados pelos rizobios, os pélos radiculares da planta
hospedeira sofrem ondulagao, envolvendo o rizobios aderidos a superficie dos pelos radiculares
(Zipfel et al., 2017). Posteriormente, a parede celular que circunda o rizébio fechado ¢
localmente degradada, e o pélo radicular sofre rearranjo, resultando na invagina¢do da
membrana celular e formacao de uma estrutura tubular conhecida como fio de infec¢dao. Os
rizobios entram nas células vegetais através de fios de infeccdo, estendendo-se até a base da
raiz e posteriormente penetrando os primordios do nédulo em desenvolvimento (Zipfel ef al.,
2017; Feng et al., 2021).

Na relacdo simbidtica, as leguminosas produzem e liberam compostos flavonoides na
rizosfera, especialmente em solos deficientes em nitrogénio, os quais atraem e estimulam as
bactérias do género Rhizobium a produzir oligossacarideos, conhecidos como fatores Nod,
iniciando o processo de sinalizag¢do simbiodtica com a planta hospedeira (Zipfel et al., 2017). Os
fatores Nod sdo reconhecidos por receptores quinase, que formam complexos homoméricos e
heteroméricos na membrana plasmatica das células da raiz, desencadeando a sinalizagdo
simbiotica. (Charpentier ef al., 2016).

A percepcao dos fatores Nod pelos receptores quinase transmite o sinal para o interior
da célula, induzindo flutuagdes periodicas na concentragdo de calcio (Yuan et al., 2022). Essa
flutuacdo na concentragdo de cdlcio atua como um evento chave para a ativacdo da via de
sinaliza¢do simbidtica. Em seguida, a proteina quinase serina/treonina dependente de calcio e
calmodulina ¢ ativada, decodificando os sinais de calcio e resultando na fosforilagao do fator
de transcricdo (Schiessl et al., 2019), o que ativa o complexo transcricional e a via de sinaliza¢ao
de nodulacdo. Esse complexo promove a expressdo da transcricdo chave fator NIN (Nodule
Inception), iniciando assim a rede transcricional regulada por NIN (Schiessl et al., 2019; Bu et
al., 2020). O NIN ¢ um dos primeiros fatores de transcrigao ativados a jusante dos simbidticos
comuns nas vias de sinalizacdo (Bu et al., 2020). NIN controla todos os aspectos da nodulacao
simbiodtica em leguminosas: infec¢do por rizobio, organogénese de nddulos, transicdo para
fixagdo de nitrogénio e regulagcdo do numero de nddulos em leguminosas e plantas

actinorrizicas (Feng et al., 2021).
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A quantidade de nodulos formados ¢ variavel, podendo ser um nodulo, uma duzia ou
mais de mil nddulos por planta, dependendo da espécie. Em sua grande maioria, os nddulos de
leguminosas sdo infectados por um unico rizoébio fundador (Bais et al., 2006; Palmero ef al.,
2022). A competicao pela ocupagdo de nodulos depende de caracteristicas genéticas, tanto das
bactérias quanto das plantas, bem como das condi¢des ambientais em que elas se encontram
(Bais et al., 2006; Pierik et al., 2006). Uma vez dentro dos nodulos, a competicdo pode ser
influenciada pela presenca de multiplas cepas de rizobios ou até por espécies diferentes que
coabitam os mesmos nddulos, ou, alternativamente, por rizobios que habitam nddulos distintos
na mesma planta. Além disso, as bactérias podem permanecer em sua forma livre no solo, fora
das células vegetais, ou diferenciar-se em bacteroides fixadores de nitrogénio dentro das células
vegetais" (Bais ef al., 2006; Pierik et al., 2006).

A capacidade das bactérias endofiticas de colonizar o interior dos tecidos vegetais
confere-lhes a vantagem de evitar a competicdo presente na rizosfera, permitindo-lhes
estabelecer uma relagdo mais estreita com a planta (Yang et al., 2022). Nesse contexto, os
noddulos radiculares sdo considerados novos 6rgaos formados por células vegetais infectadas

(Lohosha et al., 2023).

Bactérias diazotroficas nao simbioticas

As bactérias ndo simbidticas apresentam vida livre e tém a capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico sem relacdo simbidtica com plantas. Azospirillum, Azotobacter, Bacillus
spp., Burkholderia, Klebsiella e Pseudomonas aeruginosa sao exemplos de bactérias nao
simbidticas usadas na agricultura de forma individual ou conjunta, que proporcionam maior
absorcao de nutrientes, crescimento das plantas, aumento na produtividade (Verna et al., 2020),
resisténcia a patdogenos e prote¢do para as plantas causados pela salinidade do solo (Sagar et
al., 2020; Kusale et al., 2021).

As bactérias Enterobacter asburiae e Kosakonia radicincitans apresentam fungoes
importantes para a agricultura. A primeira € usada no controle biologico de nematoides e dcaros
em lavouras, aumento da produtividade, fertilidade do solo, protecdo contra diferentes estresses
bioticos e sustentabilidade ambiental, e esta relacionada a fixagdo de nitrogénio nas plantas
(Verna et al., 2020). A Kasakonia radicincitans fixa nitrogénio atmosférico, produz hormonios
e solubiliza fosfato de calcio, promovendo ao crescimento de hortali¢as em estufa e condigdes

naturais (Mertschnigg et al., 2020; Costa- Gutierrez et al., 2022; Qessaoui ef al., 2022).
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Pseudomonas monteilii, sdo conhecidas por sua capacidade de produgdo de
sideroforos, que inibem o crescimento de patdgenos (Keerthana et al., 2022) e podem contribuir
na promoc¢ao do crescimento de plantas por meio da melhoria da nutricdo (Oliveira ef al., 2021;
Antil et al., 2022; Ibrahim et al., 2021). Pseudomonas putida é capaz de solubilizar fosfato
inorganico, além de produzir 4cido indolacético e siderdforos, reforgando seu potencial como
promotor de crescimento vegetal.

Espécies como Bacillus subtilis, B. mycoides e B. cereus, t€m capacidade promotora
de crescimento vegetal, assim, ja existem produtos comerciais no mercado. Por sua vez,
Bacillus cereus contribui para o aumento do comprimento da parte aérea/raiz, biomassa
fresca/seca e teor de clorofila, estimulagdo do crescimento de plantas, de plantas como arroz,
batata, ervilha, repolho chinés, soja e trigo (Lopez-Bellido ef al., 2011; Deng et al., 2020;
Kulkova et al., 2023). Bactérias ndo formadoras de ndédulos também podem colonizar os
noédulos radiculares, contribuindo para a nodulagdo e crescimento das plantas. As bactérias
presentes em nodulos radiculares em interacdo com os rizobios mais comuns sao
Agrobacterium, Acinetobacter, Bacillus, Enterobacter, Mycobacterium, Micromonospora,
PaeniBacillus, Pantoea, Pseudomonas (Etesami et al., 2022).

As bactérias promotoras de crescimento vegetal sdo consideradas essenciais para o
crescimento e sobrevivéncia de plantas leguminosas em ambientes agricolas sob estresse
abiodtico, salinidade, seca, toxicidade de metais pesados e desequilibrio nutricional (Etesami et
al., 2022; Shahid et al., 2021). O uso de rizobactérias promotoras de crescimento também ¢
opc¢do de bioinsumo no cultivo de grao-de-bico (Verma et al., 2020). Bactérias do género
Bacillus sp. sintetizam fitormonios como acido indolacético (AIA) (Balbinot, 2020) (Figura 3),
secretam exopolissacarideos, sideroforos e flavonoides que inibem o movimento de ions
toxicos, propiciam o equilibrio i6nico (Abd-Alla, 2019), promovem a solubilizac¢do de fosforo,
aumentam a FBN e a produc¢ao de graos.

O (AIA) ¢ um dos principais hormdnios vegetais, pertencente ao grupo das auxinas,
desempenhando papel crucial na regulacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas. Este
fitormonio ¢ fundamental para processos como a elongacdo celular, formacdo de raizes e
resposta a estimulos gravitacionais e luminosos (Alemneh et al., 2020). Além disso, o AIA atua
na diferenciacdo celular e na coordenacdo do desenvolvimento de 6rgdos, influenciando
diretamente a produtividade agricola. A compreensdo dos mecanismos de agdo do &cido
indolacético e suas interagdes com outros hormdnios vegetais € essencial para o aprimoramento
de praticas de manejo e biotecnologia, visando o aumento da eficiéncia na produgdo agricola e

a sustentabilidade dos sistemas de cultivo.



21

Outra bactéria importante ¢ o Bradyrhizobium japonicum, que estabelece fixagdo
simbidtica de nitrogénio em soja. Outras espécies, como Bradyrhizobium elkanii e
Bradyrhizobium liaoningense também sdo capazes de nodular a soja (Htwe et al., 2019).
Bradyrhizobium  japonicum  sintetiza ampla gama de carboidratos, incluindo
lipopolissacarideos, polissacarideos capsulares, exopolissacarideos, polissacarideos de
noédulos, oligossacarideos de lipoquitina e glucanos ciclicos (Palmero ef al., 2022). Essa
bactéria melhora efetivamente a producdo, crescimento, nodulacdo, fixagdo de nitrogénio,
aquisi¢do de nitrogénio, fosforo e potassio (NPK), e rendimento de graos na soja (Singh ef al.,
2020).

Increased
endogenous IAA

production . : _ i

Kreb cycle

"ACC deaminase ) \

" Promotion of ,
ACC synthase

: Carboxylates
e — - +H'
» — o ketobutyrate+ammon|a
&,
Reduction of
- 5 ) FePO,
et?y!ene sythesis HPO, )« AIPO,

Ca,(FO,),

Figura 3: Mecanismos gerais de reducdo da sintese de etileno e acimulo de IAA na regido de indugdo do nédulo
pela ACC deaminase e IAA produzindo PGPR. ACC, acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico; SAM, S-
adenosilmetionina, Alemneh ef al. (2020).

Associacoes simbidticas e ndo simbioticas com o género Cicer arietinum L.

Mesorhizobium ¢ um género de bactérias do solo Gram-negativas que formam
associacoes simbidticas com leguminosas, especialmente em regides tropicais e subtropicais.
Essas bactérias induzem a formagao de noddulos radiculares onde ocorre a fixa¢ao biologica do
nitrogénio atmosférico (N, ), convertendo-o em formas assimilaveis pelas plantas, como
amonia (NH; ), gragas a acdo coordenada dos genes nod (sinalizagdo) e nif (nitrogenase). Um

estudo recente de da-Silva et al., (2025) demonstrou que a superexpressao de uma proteina tipo
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EnvZ em Mesorhizobium pode melhorar significativamente sua performance simbidtica,
otimizando a nodulagdo e eficiéncia da fixa¢ao de nitrogénio. Esse avango refor¢ca o potencial
agrondmico das Mesorhizobium como agentes bioinsumos, reduzindo a dependéncia de
fertilizantes quimicos em sistemas agricolas sustentaveis.

O grao-de-bico apresenta vasta relagdo simbidtica com bactérias do solo pelo mundo
(Figura 4), com maior diversidade de espécies de Mesorhizobium encontradas em paises onde
a inoculagdo ¢ frequente e onde a inoculagdo com a espécie ¢ ausente ou rara (Greenlon et al.,
2019). Na Australia, a maioria das cepas isoladas estava intimamente relacionada a M. ciceri
devido a inoculagao continua de sementes com inoculante comercial (Zaw et al.,2021).

A ocorréncia de M. loti em nddulos de grio-de-bico foi relatada na india (Rai et al.,
2012) e Marrocos (Maatallah ef al., 2002), no entanto, a maioria das cepas encontradas nesses
paises esteve relacionada a M. ciceri e M. mediterraneum. Em paises com pouca incidéncia de
inoculac¢do, como China e Mianmar, observou-se a menor presenca de rizobio especifico do
grao-de-bico, e raramente simbiontes, como M. muleiense, M. tianshanense ¢ M. plurifarium
(Soe et al., 2020). A distribui¢do dessas espécies de Mesorhizobium em solos portugueses
estavam associadas a localizagdes geograficas, pH do solo e, ao historico de inoculagdo com

cepas do grupo M. ciceri (Alexandre ef al., 2009).
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Figura 4: Distribuicao de rizobios nodulares de grdo-de-bico no mundo

O grio-de-bico pode fixar, em média, 140 kg ha! de N por ciclo de producio, via

relagdo simbidtica com bactérias do género Mesorhizobium, reduzindo a necessidade do uso de
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adubagdo nitrogenada (Ashraf et al., 2023). Existe grande diversidade de rizdbios associada ao
grao-de-bico, contudo até o momento, o Mesorhizobium ciceri tem sido descrito em isolados
de nodulos radiculares da cultura do grao-de-bico (Llamas et al, 2019). Espécies de
Mesorhizobium spp. ja foram encontrados em diferentes locais do mundo. A distribuicao
geografica das espécies de grao-de-bico sugere que o transporte de sementes de uma regido de
cultivo para outra promove a migracao de espécies de rizobios (Zhang et al., 2020).

Mesorhizobium ciceri foi qualificada como ferramenta bioldgica para melhorar a
fisiologia, bioquimica e agdo antioxidante de grao-de-bico sob estresse de fungicida (Diouf et
al., 2010). O desempenho de diferentes cepas de rizobactérias e aditivos organicos no
crescimento do grao-de-bico foi avaliado e a Mesorhizobium ciceri foi a mais eficaz (Hill et al.,
2021), também possuem capacidade em biossintetizar hormonios vegetaiss, como citocinina,
além de possuir alta atividade fixadora de nitrogénio (Guo ef al,, 2017). A alta concentragdo de
citocininas indica sua fun¢do na formacdo e funcionamento dos nodulos, pois estimulam a
proliferacdo dos tecidos radiculares e, dessa forma, aumentam a produtividade da cultura.

Nos cultivos de grao-de-bico foram identificados véarios hospedeiros dos rizobios,
indicando variabilidade de genes e especificidade na nodulagao e fixacdo de N (Laranjo et al.,
2014). No género Mesorhizobium, genes de simbiose nod, nif e fix sdo essenciais para
ocorréncia de nodulagdo e fixacdo do nitrogénio, e estdo localizados na regido do elemento
integrativo e conjugativo (ICE), material genético movel (Zaw et al, 2021). Os genes de
nodulag¢do (nod) nesse género sdo considerados altamente especifico, e todos os rizobios
noduladores de grao-de-bico compartilham sequéncias nodC altamente semelhantes. Embora
os genes de simbiose de Mesorhizobium spp. sejam codificados em trés cromossomos, podem
ser facilmente transferidos dentro ou entre espécies porque sao localizados em ICEs. Assim, os
genes Nod e Nif sdo necessarios para nodulagdo e fixacdo de nitrogénio na cepa M. ciceri (Zaw
etal., 2021).

Os genes Nod sdao mais especificos na relagao simbiotica com determinada espécie de
planta, por produzirem oligossacarideos, sintetizados e secretados pelos rizobios em resposta a
liberacdo de flavonoides pelas plantas hospedeiras, o gene NifH esté relacionado com a enzima
dinitrogenase reductase. (Shcherbakova et al., 2017). O sequenciamento dos genes NifH ou

NodC podem ser usados na identificacdo rapida de rizobios (Figura 5).
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Figura 5: Esquema representando o processo de simbiose entre Rhizobium e plantas leguminosas para fixagdo
bioldgica de nitrogénio. (A) As raizes da planta liberam flavonoides no solo, que sdo reconhecidos pelas bactérias
Rhizobium, ativando o gene regulador NodD, que induz a expressdo dos genes nod ¢ a producdo de fatores Nod.
(B) Os fatores Nod iniciam a formagdo do nddulo, induzindo o crescimento do fio de infecgdo, por onde as
bactérias penetram no interior da raiz. (C) No interior dos noédulos radiculares, as bactérias diferenciam-se em
bacteroides e expressam os genes nif, que codificam a enzima nitrogenase, responsavel pela conversdo do
nitrogénio atmosférico (N, ) em amonia (NH; ), utilizando elétrons, protons e ATP. Esse processo simbidtico
permite que a planta assimile o nitrogénio em uma forma utilizavel, promovendo o crescimento vegetal mesmo
em solos com baixa disponibilidade de nitrogénio (Laranjo et al.,2014).

A simbiose entre grao-de-bico e M. ciceri ndo ocorre isoladamente. Ela faz parte de
um ecossistema complexo na rizosfera, onde diversos outros microrganismos interagem com a
planta. A coinoculacdo com cepas eficazes de bactérias nodulantes e ndo-nodulantes, resulta
em mudancas na diversidade microbiana da rizosfera vegetal (Tabela 1). A planta regula a
diversidade genética em seu microbioma, aumentando o nimero de bactérias fixadoras de
nitrogénio simbidticas e ndo-simbidticas, fazendo uma “selecdo” de grupos benéficos de

microrganismos em sua rizosfera (Zaw et al., 2021; Shcherbakova et al., 2017).

Tabela 1. Principais microrganismos simbiontes, solubilizadores e promotores de crescimento no grao-de-bico.

Microrganismo Principais funcdes/ Resposta na planta Referéncias
Azospirillum Promogdo do crescimento em condig¢des de estresse hidrico, Verna et al.,
brasilense producdo de hormonios, fixagdo de Nitrogénio. (2020).
Azotobacter Fixagdo de nitrogénio em solo, melhorando a disponibilidade de Etesami et al.,

chroococcum nutrientes. (2022);

Lopez-Bellido, et
al., (2011); Deng
et al., (2020);

Bacillus Aumento do comprimento da planta, biomassa e
cereus teor de clorofila,



Bacillus
thuringiensis

Bacillus
subtilis

Enterbater
asburiae

Enterbater
bugandensis

Klebsiella
variicola

Kosakonia
radicincitans

Mesorhizobium
ciceri

Mesorhizobium
mediteranio

Pseudomonas
monteilii

Pseudomonas
fluorescens

Pseudomonas
putida

maior absor¢do de nutrientes, crescimento das
plantas

Atua como biopesticida, controlando pragas que afetam o grao-de-
bico

Produgdo de hormdnios vegetais, antagonismo a patdogenos,
aumento da resisténcia a estresses, promove a resisténcia a
patogenos e melhora a satide do solo.

Biocontrole de nematoides ¢ acaros em lavouras, auxilia na fixagdo
de nitrogénio e no aumento da biomassa.

Contribui para a nutricdo mineral e a promoc¢ao do crescimento

Maior absor¢do de nutrientes, crescimento das plantas, fixacdo de
nitrogénio e potencializa¢do da disponibilidade de nutrientes.

Fixam nitrogénio atmosférico, produzem hormdnios vegetais,
Melhora a capacidade de absor¢do de 4gua e nutrientes.

Possui alta atividade fixadora de nitrogénio e eficiéncia simbiotica,
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Balbinot, 2020;
Kulkova et al.,
(2023).
Lopez-Bellido,
et.al., (2011);
Deng, et, al.,
(2020); Kulkova
et al., (2023).
Loépez-Bellido,
et.al., (2011);
Shah et al,,
(2020); Deng, et,
al., (2020);
Balbinot, (2020);
Kulkova, et al.,
(2023)
Verna et al.,
(2020); Etesami et
al., (2022)
Kumar et al.,
(2020); Etesami,
etal., (2022)
Verna et al.,
(2020); Yang, et
al., (2020)
Qessaoui, et al.,
(2022); Verna et
al., (2020);
Mertschnigg, et
al., (2020);
Saranraj, et al.,
(2021);
Costa- Gutierrez,
etal., (2022)
Zhang, et al.,

. . . . ; 2020); Shah id,
aumenta a produg@o de biomassa seca, rendimento, pigmentos foliares .
. . ~ .. ~etal., (2021); Hill
capacidade de suportar maiores concentra¢des de fungicidas, secrega

de moduladores de crescimento de plantas.

Possui alta atividade fixadora de nitrogénio e eficiéncia simbiotica,
atua em simbiose com o grao-de-bico, promovendo a nutrigdo
nitrogenada.

Inibem o crescimento de patdgenos, promove a biodegradagao de
poluentes e melhora a fertilidade do solo.

Aumento da absorcao de nutrientes, promog¢ao do crescimento,
produz substancias que inibem patdégenos, promovendo um
ambiente favoravel. radicular

Promove a biodegradagdo de poluentes e melhora a fertilidade do
solo.

ot al., (2021); Guo

etal, (2017)

Alemneh et al.,
(2020);

Sagar et al.,
(2020); Kusale et
al., (2021);
Oliveira, et al.,
(2021); Ibrahim,
etal., (2021);
Antil, et.al.,
(2022);
Keerthana, et al.,
(2022);
Sagar et al.,
(2020); Kusale et
al., (2021).
Oliveira, et al.,
(2021); Ibrahim,
etal., (2021);
Antil, et.al.,
(2022).
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. . N Etesami, et al,,
Aumento significativo na altura e no peso seco, producdo de

Rhizobium hormonios vegetaiss, participa na fixacdo de nitrogénio e estimula o (2022); Singh, et
radiobacter & P P b g al., 2021; Khalifa,
crescimento radicular.
etal, 2022
Rhizobium Fixa¢@o de nitrogénio, melhora da fertilidade do solo, estabelece Clemente et al.,

(2020); Singh et

leguminosarum | simbiose com leguminosas, essencial para a fixacdo de nitrogénio. al, (2021)

Efeitos praticos da inoculacio de bactérias simbionticas ou ndo simbiontes em Cicer

arietinum

Alguns autores relataram efeitos positivos da inoculagdo isolada de bactérias
simbiontes ou em associagcdo com bactérias ndo simbiontes na nodulacdo e producgdo de grao-
de-bico. Verma et al. (2013), na India, estudaram o efeito da inocula¢io do Mesorhizobium sp,
associado ou ndo a bactérias solubilizadoras de fosfato Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
megaterium e Azotobacter chroococcum, na nodulagao, crescimento e produtividade do grao-
de-bico. Esses autores observaram que a inoculag@o associada com todos os microrganismos
aumentou o numero de nddulos em 86%, comparado ao tratamento controle sem inoculagao,
propiciando maior fixacdo de N e solubiliza¢do de P, sugerindo seu uso pratico na forma de
bioinsumo.

Na Tunisia, Ben Romdhane (2007), avaliando o efeito de duas estipes de M. ciceri
(nativa e comercial), observou maior competitividade do M. ciceri nativo em comparacao ao
comercial, propiciando maior nodulagao (30 nddulos por plantas) e crescimento da parte aérea
das trés cultivares. O Mesorhizobium também promove reducao da presenga de nematoides no
solo em associagdo a outras praticas de manejo. De acordo com Rizvi; Mahmood; Ansari (2018)
a inoculacdo de sementes com M. ciceri, em associagdo com residuos organicos (adubacao) e
aplicacdo de fungos antagdnicos (7richoderma harzianum), causaram a supressdo do
Meloidogyne incognita nas plantas de grao-de-bico, na India.

No Ira, Maleki et al. (2014) relataram que a inoculacio de sementes com
Mesorhizobium sp. aumentou a absor¢ao de N pelo grao-de-bico, em comparagdo ao tratamento
ndo inoculado. Segundo os autores, estes resultados foram de grande importancia, ja que os
produtores da regido utilizam o fertilizante mineral nitrogenado em excesso nos cultivos. Na
Etiopia, Wolde-Meskel et al. (2018) observaram que os cultivos de grao-de-bico sdo
conduzidos sem fertilizagdo mineral, apresentando elevada variabilidade na resposta a

inoculagdo das sementes. Os autores avaliaram doses de P (0 e 23 kg ha!) e inocula¢io com
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duas estirpes de Mesorhizobium (CP-41 e CP-19) em distintas regides. Verificaram aumento
no rendimento de graos, quando a dose de P foi associada a inoculagdo com estirpes, chegando
a produtividade de 3,09 t ha™!, a absorcdo de 94,8 kg ha™! de N, e a presenca de 22 a 48 nodulos
por plantas. Esses resultados reforcam a importancia da inoculagdao de sementes com bactérias
simbiontes no grio-de-bico para obten¢io de produtividades acima de 1,00 t ha!, e aumento da
rentabilidade econdomica dos cultivos.

Na Europa Central, Neugschwandtner; Wagentristl, Kaul (2015), estudando a
viabilidade de aveia, cevada e grao-de-bico em cultivo de sequeiro, verificaram, no grao-de-
bico, maior eficiéncia na utilizacdo do N, rendimento de graos e teor proteina nos graos apos a
inoculacdo com o M. ciceri. As condi¢des edaficas e praticas de manejo interferem na fixagao
bioldgica do N> nas plantas de grao-de-bico. Para o cultivo de grao-de-bico em areas com baixa
e alta fertilidade do solo, Romanya e Casals (2019) verificaram maior fixagdo de N> em solos
com maior fertilidade e a fixagao do N foi reduzida quando se usou adubos organicos. De acordo
com Elias e Herridge (2014) em locais onde a fonte de nitrato (53 kg ha! de N) organico era
alta houve maior nodulacdo de raizes e 51% do N absorvido pelo grao-de-bico foi fixado da
atmosfera, concluindo que o N derivado do solo e fixado da atmosfera complementaram a
nutri¢do no grao-de-bico. Esses autores também observaram maior eficdcia da inoculagao,
quando o inoculante ¢ turfoso, e desde que a inoculagdo de sementes e a semeadura sejam
realizados num periodo méaximo de 24 horas.

A utilizacdo associada de bactérias simbiontes e ndo simbiontes tem contribuido para
producdo de grao-de-bico. De acordo com Abdiev ef al. (2019) a inoculagdo de Rhizobium e
Azotobacter em conjunto nas sementes de duas cultivares de grao-de-bico aumentaram a
nodulag¢ao (79 nodulos por planta), a producao de matéria seca da parte aérea (30%) e o teor de
N nas raizes (10%), em comparagdo ao uso isolado de Rhizobium sp. Além disso, houve maior
concentracdo de N, P e K nas folhas e raizes e reducdo do Na nas plantas quando as sementes
foram coinoculadas. Abd-ala et al., (2019) descreveram que o uso combinado de Rhizobium,
fungos arbusculares e Stenotrophomonas maltophilia aumentaram a acao simbiotica em plantas
de grao-de-bico, por propiciarem maior nodulagao, fixacdo de N atmosférico e crescimento de
plantas em solos salinos.

Contudo, alguns autores como Elias; Herridge (2014), na Australia, e Wolde-meskel
et al. (2018), na Etiopia, reportaram que pode haver baixa eficiéncia na fixagdo do N> nos
plantios de grao-de-bico. Isso porque, segundo os autores os rizobios nativos ndo se associavam
as raizes de grao-de-bico devido a alta competicdo com estirpes de Mesorhizobium spp. e

Rhizobium spp. introduzidas nos cultivos via inoculacdo de sementes. Na Australia, foi
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evidenciada a transferéncia horizontal de um cluster de genes modveis da cepa inoculante
CC1192 de M. ciceri para uma populacio de rizobios nativos australianos. Essa transferéncia
modificou a eficiéncia da FBN da populacao nativa e representou contribui¢ao fundamental
para o aumento da diversidade genética das populagdes dos rizobios locais (Hill et al., 2021;
Xavier et al., 2023).

A presenca de bactérias promotoras de crescimento em plantas de grio-de-bico
contribui de modo diversificado para a producao de graos, devido a adi¢cdo de varios fatores de
crescimento. Pandey et al. (2019); Xavier et al. (2023) e Tariq et al. (2023) destacaram a
importancia do estudo de alguns fatores para que as bactérias possam ser consideradas
promotoras de crescimento em plantas. Como por exemplo, a atividade de ACC desaminase,
producao de TAA, solubilizag¢ao de fosfato e produgao de sideroforos e amdnia.

Com isso, bactérias promotoras de crescimento (Azotobacter chroococcum, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus pumilus) isoladas da rizosfera de plantas de grao-
de-bico foram testadas in vitro quanto a sua produgdo de hormonios, solubilizagdo de fosfato e
producdo de sideroforos (Pandey ef al. 2019). Essas bactérias apresentaram potencial de
degradacdo do ACC na faixa de 600 (Azotobacter chroococcum) a 1700 nmol (Bacillus
pumilus) de a-cetobutirato por mg de proteina celular por hora, exibiram a producdo de acido
indol acético entre 20 e 35,34 ug mL"!. O potencial de solubiliza¢io de fosfato variou entre 78
e 87,64 mg P soluvel L' com solubilizagio maxima exibida pelas cepas P. aeruginosa e B.
pumilis. Todos os isolados promotores de crescimento exibiram sider6foros quelante de Fe e
producdo de amonia. As bactérias também foram testadas em cultivo com grao-de-bico por 30
dias, com maior area foliar, conteudo de clorofila e didmetro de caule para plantas inoculadas
com as quatro bactérias, em comparagao aquelas que ndo receberam inoculagdo (Pandey et al.
2019).

Em estudos semelhantes Tariq et al. (2023) no Paquistdo, isolaram dezenove
morfotipos bacterianos isolados dos nodulos de raizes de grao-de-bico e caracterizados in vitro
para habilidades de promog¢ao do crescimento da planta. Todos os isolados bacterianos foram
capazes de produzir acido indolacético em niveis variados, sendo o mais eficiente com 10,25
ng mL™!, solubilizador de fosfato 18,8 pg mL ™!, além de todos conseguirem crescer em meio
de cultura sem N, aumentar a producdo de amilase, protease, lipase, B-1, 3-glucanase e
solubilizacdao de nutrientes como fosfato, zinco e potassio. Dentre os 19 isolados avaliados, o
mais eficiente foi identificado como Pantoea dispersa, promovendo um aumento de 38% na

producdo de graos de grao-de-bico (12,7 g por planta) e o nimero de nddulos (162 por planta).
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O isolamento de bactérias de nddulos de raizes de grio-de-bico e a avaliacdo de
compostos promotores de crescimento também foi tema de estudo por Mir et al. (2021) que
identificaram nos nodulos as seguintes bactérias: Rhizobium sp., Rhizobium tropici, Rhizobium
multihospitium, Mesorhizobium sp., Burkholderia cepacia ¢ Rhizobium pusense. As linhagens
bacterianas produziram IAA, NHs, sideroforo, HCN, ACC deaminase e enzimas hidroliticas,
como quitinase. Os autores concluiram o trabalho sugerindo que as bactérias associadas a
nodulos de raizes e caules sdo promissoras para aumentar a nodulagdo, promocao de
crescimento e producao em grao-de-bico.

A Rhizobium radiobacter ¢ outra bactéria que ja foi testada como bioinoculante
resultando em aumento na altura e no peso seco das plantas inoculadas. Essa bactéria também
pode produzir 4cido indolacético, hormonio responsavel pelo crescimento do sistema radicular
das plantas (Singh et al., 2021; Khalifa et al., 2022). Hashem; Tabassum; Abd-allah (2019), em
revisdo bibliografica, descreveram que espécies de Bacillus sp. sdo capazes de formar esporos
de longa duragdo, tolerantes ao estresse e produzir metabdlitos secretores que estimulam o
crescimento das plantas e previnem a infec¢@o por patdgenos, além de formarem biofilmes nas
raizes dos hospedeiros.

Mukherjee; Singh; Verma (2020) avaliaram microrganismos endofiticos em sementes
de grao-de-bico e isolaram 29 cepas bacterianas (Enterobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas
sp., Staphylococcus sp., Pantoea sp. € Mixta sp). Os isolados produziram quantidade
significativa de Indol-3-4cido acético (IAA) (Enterobacter hormaechei BHUJPCS-15), fosfato
solubilizado, K e NH3 (Bacillus subtilis BHUJPCS) e inibiram o crescimento do Fusarium
oxysporum f.sp. ciceris (Pseudomonas aeruginosa BHUJPCS-7) em laboratorio. Os autores
destacaram o potencial desses microrganismos endofiticos como bioinsumos, por contribuirem
para o aumento sustentavel do rendimento agricola e supressdo de doengas. A inibicdo de
patégenos, como Alternaria sp., Fusarium oxysporum, Pseudomonas aphanidermatum e
Rhizoctonia solani, por cepas de Bacillus CBS127 e CBS155, também foram descritos por
Sivaramaiah; Malak; Sindhu (2007).

Yadav e Verma (2014) sugeriram o uso de rizobactérias Pseudomonas aeruginosa e
Bacillus megaterium nos cultivos de grao-de-bico, pois ha promocao de crescimento das plantas
e absor¢do de nutrientes, o que resultou em maiores rendimentos de grdos. Em cultivos com
outra leguminosa, Turan e Donmez (2010) destacaram o uso de bactérias promotoras de
crescimento no feijoeiro, em especial aquelas do género Bacillus sp., devido a caracteristicas
como sintese de hormonio de crescimento ¢ solubilizagao de fosfato ¢ aumento da absorc¢ao de

N, P, K, Ca, Mn, Zn e Fe (Cakmakci, Donmez e Erdogan, 2007). A introducao de
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microrganismos solubilizadores de fosfato na solu¢do do solo facilita a transformacdo de
fosfatos insoluveis por meio de varios mecanismos, dentre eles destaca-se a secrecao de acidos
organicos, a produ¢do de enzimas e a excrecdo de siderdforos. Contudo, as bactérias usam,
principalmente, da liberagao de metabolitos, como acidos organicos (acido gluconico e acido
citrico) que reduzem o pH da solucdo e liberam o fosfato na forma soluvel para as plantas
(Vasques et al., 2024).

Elkoca, Turan e Donmez (2010) destacaram ainda a facilidade de adaptagao das cepas
do género Bacillus sp. as condi¢des edafoclimaticas. Contudo, os autores observaram que
quando usado em conjunto as bactérias Rhizobium, Bacillus subtilis ¢ Bacillus megaterium nao
houve aumento do rendimento de grios (3.098 kg ha!), esse efeito pode ter ocorrido pela
competi¢ao/interagdo entre as espécies nativas na rizosfera por fontes de carbono, fato esse que
determina a qualidade do inoculante. Almeida Neta et al., (2024) verificaram que a inoculagao
com o mix de Bacillus spp. em sementes de grao-de-bico aumentou em 26 % a massa seca de
folhas, 28 % de ramos, 17 % de raizes, 24 % da parte aérea e na matéria seca total das plantas.
Além de incrementos de 59 e 58 % na massa seca e nimero de nddulos nas raizes. O género
Bacillus sp. € descrito como fixador de N atmosférico, pois possui o gene nifH (Saxena et al.,
2020). Esse género foi descrito como bactéria predominante na semente de griao-de-bico,
transmitidas verticalmente com caracteristica que promovem o crescimento da planta
(Laranjeira ef al.,2022).

A presenga de cepas de Bacillus spp. ¢ considerada primordial para a produgdo de
grao-de-bico. Isso porque o Bacillus spp. aumenta o crescimento do grao-de-bico, por meio de
sintese de AIA, que estimulam o alongamento e divisdo celular (Wani e Khan, 2010). Esses
autores também observaram a sintese de sider6foros que aumentam a absorcao de nutrientes
pelas raizes, além do efeito inibitério nos metais toxicos, como cromo. Mukherjee, Singh e
Verma (2020) isolaram 29 cepas de bactérias do género Enterobacter sp., Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Pantoea sp. € Mixta sp. de sementes de grao-de-bico e
reinocularam em cultivos subsequentes, destacando a maior promog¢do de crescimento nas
plantas de grdo-de-bico reinoculadas com B. subtilis pela solubilizagdo de P, K e NH4" ¢
inibi¢ao de Fusarium sp. O que sugere sua utilizagdo como bioinoculante nos cultivos de campo

com grao-de-bico.
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Perspectivas Futuras com a inocula¢do de bactérias em sementes de grao-de-bico

Diante do exposto, fica evidente que, no interior de nodulos das plantas de grao-de-
bico, existem varias € novas cepas de bactérias simbiontes e ndo simbiontes que podem atuar
em conjunto para aumentar a atividade da FBN ou promover o crescimento de plantas. Elas
desempenham papéis essenciais na promoc¢do do crescimento e desenvolvimento de plantas
hospedeiras por meio de mecanismos como fixagao atmosférica de nitrogénio, solubilizagdo de
fosfato, potassio e zinco, produgdo de sideréforos e quelatos, producao de hormonios vegetais
que garantem maior tolerancia a ambientes com estresse hidrico, baixa disponibilidade de
nutrientes e outras condi¢des adversas de produgio.

A populagao bacteriana vai depender, muitas vezes, da area que a cultura esta sendo
estabelecida, das condicdes de irrigagdo, da fertilidade do solo e principalmente da populagao
microbiana nativa, que pode favorecer ou dificultar o processo de simbiose. Sem levar em conta
as bactérias presentes no nédulo, mas que ndo possuem genes de nodulagio.

Nesse contexto, tornam-se necessarios estudos em cada regido para que tenha essa
identificagdo das possiveis bactérias que poderdo ser usadas como bioinsumo, com o objetivo
de aumentar a rentabilidade e sustentabilidade do cultivo de grdo-de-bico. Para isso, ¢
importante a elaboracdo de estudos voltados para o desenvolvimento e aplicagdo desses
bioinsumos regionais, destacando a utilizagdo de bactérias com caracteristicas de simbiose,

promotoras de crescimento e protetoras contra possiveis patogenos.

Conclusoes

As bactérias diazotroficas simbiodticas e ndo simbioticas associadas as plantas do
género Cicer desempenham papéis cruciais na melhoria do crescimento das plantas, na
aquisicdo de nutrientes e na tolerancia ao estresse. Bactérias simbidticas como os rizobios
estabelecem associagdes fixadoras de nitrogénio com as plantas hospedeiras, enquanto os
diazotroficos ndo simbidticos contribuem para a ciclagem e disponibilidade do nitrogénio na
rizosfera. Compreender a diversidade, fun¢do e interagdes destas comunidades bacterianas ¢
essencial para otimizar as praticas agricolas, promover a producdo agricola sustentavel e mitigar

os desafios ambientais.
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3.2 Capitulo 2

3.2.1 Artigo 2 - Inoculagdo e coinoculag¢do com bactérias promotoras do crescimento

vegetal em grdo-de-bico: aspectos fisiologicos e crescimento vegetal

RESUMO

A inoculacdo de plantas com bactérias promotoras de crescimento e fixadoras de nitrogénio €
considerada uma alternativa eficaz para reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados e promover
o crescimento das plantas. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da inoculagdo e
coinoculagdo com bactérias promotoras de crescimento nas caracteristicas fisiologicas e no
crescimento de plantas de grao-de-bico. Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados
com quatro repeticdes e oito tratamentos: inoculagdo com Bradyrhizobium japonicum (Brad),
inoculacdo com mistura de Bacillus megaterium e Bacillus subtilis (Bac), Azospirillum
brasilense (Azos), inoculagdo com mistura de Bradyrhizobium + Bacillus (Brad/Bac),
Bradyrhizobium + coinocula¢do com Azospirillum (Brad/Azos), mistura de Bacillus +
coinoculagdo com Azospirillum (Bac/Azos), mistura de Bradyrhizobium + Bacillus +
coinoculacdo com Azospirillum (Brad/Bac/Azos) e uma testemunha ndo inoculada (NI),
utilizando a cultivar de grdo-de-bico BRS Cristalino. No pleno florescimento, foram avaliadas
as caracteristicas fisiologicas e as plantas foram coletadas para avaliar a massa seca e o acaimulo
de nitrogénio na parte aérea, raizes, nédulos e total. Os tratamentos de inoculagido/coinoculagao
ndo afetaram significativamente pardmetros fisiologicos, como concentragdo interna de
carbono, taxa fotossintética e eficiéncia do uso da agua em plantas de grao-de-bico. No entanto,
o tratamento Brad/Bac/Azos aumentou a massa seca da parte aérea em 62,2%, a massa seca
total em 62,6% e o teor de clorofila A em 17,9%. Inoculagdes com multiplas cepas bacterianas
promoveram maior desenvolvimento das plantas em comparagdo aquelas realizadas com cepa
unica. O uso combinado de Bradyrhizobium, Bacillus e Azospirillum, de acordo com nosso

estudo foi a melhor combinagao para promover o crescimento do grao-de-bico.

Palavras-chave: Azospirillum, Cicer arietinum, fixa¢ao biologica de nitrogénio, Bacillus

Abstract

The inoculation of plants with growth-promoting and nitrogen-fixing bacteria is considered an
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effective alternative to reduce the use of nitrogen fertilizers and promote plant growth. This
study aimed to evaluate the effect of inoculation and co-inoculation with growth-promoting
bacteria on the physiological traits and growth of chickpea plants. A randomized block design
was used with four replications and eight treatments: inoculation with Bradyrhizobium
japonicum (Brad), inoculation with a mixture of Bacillus megaterium and Bacillus subtilis
(Bac), Azospirillum brasilense (Azos), inoculation with a mixture of Bradyrhizobium + Bacillus
(Brad/Bac), Bradyrhizobium + co-inoculation with Azospirillum (Brad/Azos), mixture of
Bacillus + co-inoculation with Azospirillum (Bac/Azos), mixture of Bradyrhizobium + Bacillus
+ co-inoculation with Azospirillum (Brad/Bac/Azos), and a non-inoculated control (NI), using
the chickpea cultivar BRS Cristalino. At full flowering, physiological traits were evaluated, and
plants were collected to assess dry mass and nitrogen accumulation in the shoots, roots, nodules,
and total plant biomass. The inoculation/co-inoculation treatments did not significantly affect
physiological parameters such as internal carbon concentration, photosynthetic rate, and water
use efficiency in chickpea plants. However, the Brad/Bac/Azos treatment increased shoot dry
mass by 62.2%, total dry mass by 62.6%, and chlorophyll A content by 17.9%. Inoculations
with multiple bacterial strains promoted greater plant development compared to those with a
single strain. According to our study, the combined use of Bradyrhizobium, Bacillus, and

Azospirillum was the best combination to promote chickpea growth.

Keywords: Azospirillum, Cicer arietinum, biological nitrogen fixation, Bacillus

INTRODUCAO

O uso de bioinsumos na agricultura é considerado uma alternativa vidvel para reduzir
o consumo de fertilizantes minerais e aumentar a sustentabilidade dos sistemas agricolas [1; 2].
Nesse contexto, certas bactérias possuem a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico (fixacao
bioldgica de nitrogénio - FBN) em simbiose com leguminosas, oferecendo uma alternativa
eficaz para reduzir a necessidade de fertilizantes nitrogenados. A amonia produzida pela FBN
promove o crescimento e a produtividade das plantas, ao mesmo tempo em que atenua os
impactos ambientais e aumenta os niveis de nitrogénio e carbono organico do solo [3; 4].

Como outras leguminosas, o grao-de-bico (Cicer arietinum) pode formar associacdes
ou relagdes simbioticas com bactérias promotoras do crescimento e fixadoras de nitrogénio [5].
No entanto, essa simbiose ¢ tipicamente especifica do género Mesorhizobium, que foi

documentado em paises asiaticos como Etiopia e India [6]. As plantas de grio-de-bico podem
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acumular entre 80 a 120 kg ha™ ! de nitrogénio em sua biomassa aérea por meio de associagdes
com bactérias [7;6;8].

Outros géneros de bactérias e fungos também sdo reconhecidos como rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas, capazes de solubilizar nutrientes como fosforo,
auxiliando no crescimento das plantas e fornecendo protecdo contra patégenos e estresses
abidticos (9;10). Entre elas estdo Pseudomonas sp. € Erwinia sp., que foram isoladas de raizes
de grao-de-bico [11;12] e sdo consideradas promotoras de crescimento vegetal [13]. Essas
bactérias promovem acimulo de biomassa, solubiliza¢ao de fosforo, producao de horménios
vegetais e rendimento de graos [14;15].

Azospirillum e Bradyrhizobium também sao bactérias promotoras do crescimento de
plantas amplamente utilizadas em formula¢des comerciais de bioinsumos [13;15]. Essas
bactérias melhoram a fertilidade do solo, ao fixar nitrogénio, solubilizar nutrientes e estimular
a atividade microbiana benéfica e estimulam o acimulo de biomassa, a solubilizacao de fosforo,
a produgdo de hormonios vegetais e o rendimento de graos, a0 mesmo tempo em que aumentam
a resisténcia a patdgenos e estresses abidticos [9;11;13;15].

Bradyrhizobium japonicum estabelece simbiose com a soja, fixadora de nitrogénio.
Outras espécies, como Bradyrhizobium elkanii e Bradyrhizobium liaoningense, também sao
capazes de nodular a soja [16]. A Bradyrhizobium japonicum sintetiza uma ampla gama de
carboidratos, incluindo lipopolissacarideos, polissacarideos capsulares, exopolissacarideos,
polissacarideos nodulares, lipocitooligossacarideos e glucanos ciclicos [3]. Essa bactéria
aumenta efetivamente a produ¢do, o crescimento, a nodulagdo, a fixacdo de nitrogénio, a
aquisicdo de nutrientes (N, P, K) e o rendimento de graos da soja [6].

Um estudo conduzido em uma regido tropical relatou que a inoculagdo com Bacillus
sp. aumentou a biomassa seca total, o nimero de noédulos e o acumulo de potéssio (K) e calcio
(Ca) em plantas de grao-de-bico [17]. O género Bacillus sp. possui capacidade natural de
solubilizar fosfato [18] e produz 4cido indol-3-acético (AIA) e ureideos [10], que aumentam a
nodulagdo em leguminosas quando associados a rizobios. Essa associagdo promove o
crescimento radicular e a absor¢do de nitrogénio (N), fosforo (P), potéssio (K) e enxofre (S)
[19]. A presenca de populacdes de rizobios compativeis € essencial para a fixagdo biologica
eficiente de nitrogénio. A fixagdo simbidtica de N, no grao-de-bico depende da distribuigdo e
abundancia de bactérias no solo entre as safras e da nodulagdo competitiva [20].

Bactérias simbidticas fixadoras de nitrogénio coinoculadas com bactérias promotoras
de crescimento podem afetar positivamente o crescimento de plantas de interesse, o que € pouco

documentado na literatura para culturas de grao-de-bico, em regides tropicais especialmente
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para linhagens microbioldgicas de paises tropicais. Nesse contexto, a hipdtese ¢ que a
inoculacdo e a coinoculagdo com bactérias simbidticas e promotoras do crescimento vegetal
aumentam o crescimento e o potencial produtivo do grao-de-bico. O objetivo deste estudo foi
avaliar o crescimento e a resposta fisioldgica do grao-de-bico inoculado e coinoculado com

bactérias fixadoras de nitrogénio e promotoras do crescimento vegetal em regido tropical.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo e condi¢oes experimentais

Este estudo foi conduzido em condi¢des de campo, em area experimental da Universidade
Federal de Minas Gerais, Instituto de Ciéncias Agrarias, campus Montes Claros — MG, a uma
altitude média de 650 metros e coordenadas geograficas 16°40°57,5”’S, 43°50°21,4”W (Figura
1). O clima da regido ¢ classificado como Aw, caracterizado por invernos secos e verdes

chuvosos [21]. O solo foi classificado como um Cambissolo Héplico de textura média [22].
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Figura 1. Localizacdo geografica da area de estudo. Mapa mostrando a localizagao do Brasil, da regido de Montes
Claros (MQG) e da area experimental da Universidade Federal de Minas Gerais — Instituto de Ciéncias Agrarias,
campus de Montes Claros.

Antes da semeadura, amostras simples de solo foram coletadas e combinadas em uma

amostra composta da camada de solo de 0—20 cm para caracterizagao fisica e quimica. Os seguintes
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parimetros do solo foram obtidos: pH (H, O): 5,8; P disponivel (Mehlich 1, mg dm™): 33,4 mg
dm?; P remanescente: 35,5 mg L!; K (mg dm™): 446,1 mg dm™; Ca?* : 6,86 mmol dm™; Mg?* :
1,40(cmlc dm™); AI*  (cmolec dm™): 0,00 ; acidez potencial (H* + A** ): 0,83 mmol dm™; soma
de bases (SB): 9,40 mmol dm™; CTC efetiva (t): 9,40 mmol dm™; satura¢io por aluminio (m):
0,0%; CTC em pH 7,0 (T): 10,23 mmol dm™; saturacio por bases (V): 91,93%; matéria organica:
2,34dag kg'!; areia grossa: 14,40dag kg'!; areia fina: 15,60dag kg'!; silte: 42,00 dag kg'!; argila:
28,00 dag kg™

A cultivar utilizada foi a BRS Cristalino, grao-de-bico do tipo ‘kabuli’. A semeadura
foi realizada manualmente, com a distribui¢ao de trés sementes a cada 0,10 m em sulcos. Quinze
dias ap6s a emergéncia das plantulas, foi realizado o desbaste para o estabelecimento de dez
plantas por metro linear, totalizando uma densidade final de plantas de 200.000 plantas ha™ .
A adubagdo de base foi aplicada no sulco de plantio antes da semeadura, consistindo em 20 kg
ha! de nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K, O), utilizando ureia, super simples e cloreto
de potassio, respectivamente. O grao-de-bico foi cultivado sob irrigagdo por microaspersao,
com intervalo de irrigacdo de quatro dias [23]. O controle de plantas daninhas foi realizado por
meio de capina com enxada, ndo sendo realizada nenhuma aplicagao de agrotdxicos durante o

cultivo.

Tratamentos e Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, com oito
tratamentos mais uma testemunha (ndo inoculada) 8 +1, em quatro repeti¢des. Os tratamentos
experimentais foram: inoculagdo com Bradyrhizobium japonicum (Brad); inoculagdo com uma
mistura de Bacillus megaterium e Bacillus subtilis (Bac); aplicagdo foliar de Azospirillum
brasilense (Azos); inoculagdo das sementes com Bradyrhizobium japonicum + aplicacdo foliar
de Azospirillum brasilense (Bra/Azos); inoculagdo das sementes com Bacillus megaterium +
Bacillus subtilis + aplicagao foliar de Azospirillum brasilense (Bac/Azos); inoculagao das
sementes com a mistura Bacillus + Bradyrhizobium japonicum + aplicagdo foliar de
Azospirillum brasilense (Brad/Bac/Azos); € uma testemunha nao inoculada (NI).

A inoculagdo das sementes com estirpes de Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079
e 5080), na concentragio de 5 x 10° UFC g~ ! (unidades formadoras de coldnias), foi realizada
utilizando 100 gramas de inoculante s6lido a base de turfa (marca Atmo®) por 50 kg de
sementes. A inoculagdo de Azospirillum brasilense foi realizada via foliar aos 15 dias apos a

emergéncia (DAE), utilizando-se a dosagem de 1,5 mL do produto comercial (5x10% UFC/mL).
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Para a inoculagdo, com a mistura de Bacillus (Bacillus megaterium e Bacillus subtilis) foi
aplicada as sementes antes da semeadura, utilizando-se a dosagem de 1,5 mL do produto na

concentracdo de 1 x 107 UFC mL™ .

Avaliagoes Fisiologicas

As avaliagdes fisiologicas foram realizadas no ter¢o médio de folhas totalmente
expandidas. As medi¢des foram efetuadas aos 40 e 70 dias ap6s a emergéncia (DAE), entre 8h
e 10h, sob céu claro, a fim de garantir condigdes ambientais homogéneas. Em cada unidade
experimental, foram avaliadas a planta central.

As medig¢des foram realizadas utilizando analisador de gases infravermelho -IRGA
(modelo LCA-4, AnalyticalDevelopment Co. Ltd., Hoddesdon, Reino Unido). Foram avaliados
os seguintes parametros: Carbonointerno - CI (umol CO2 mol™ '), taxa fotossintética - A (umol
COom™ 25~ '), condutancia estomatica — Gs (mol HoO m™ 2 s '), taxa de transpiragdo - E (mol
H, Om™ 2s™ '). No mesmo periodo de avaliacdo, foram realizadas medic¢des de fluorescéncia
da clorofila utilizando fluorometro (Y(II)) (modelo PSK, OPTI-SCIENCES, Hudson, EUA).
As seguintes varidveis foram determinadas: taxa de transporte de elétrons (ETR) e
Amaximaeficiéncia quantica do fotossistema II — (Y). E necessario informar as condi¢des
durante avaliacdo fisioldgica. Foi usada luz artificial; luz natural, hordrio de avaliagao.

Os indices de clorofila para clorofila A (CA), clorofila B (CB) e clorofila total (CT)
também foram avaliados durante a fase de floragdo, utilizando clorofilémetro (modelo SPAD-
502, Falker, Porto Alegre, Brazil). As medi¢des foram realizadas em 20 foliolos por parcela,

localizados no terco superior da planta.

Caracterizag¢do dos Componentes de Crescimento e Determinagdo de Nitrogénio

Na fase de floragdao (70 DAE), dez plantas por parcela foram coletadas e levadas ao
laboratorio para separagao da parte aérea e raizes e contagem do nimero de nédulos (NumN)
por planta. Apos a separagdo dos componentes, estes foram secos em estufa de circulagdo
forcada de ar a 65 °C até atingirem peso constante, a fim de obter a massa seca dos seguintes
componentes: massa seca da parte aérea (MSPA); massa seca das raizes (MSR); massa seca
total (MST); razdo entre a raiz ¢ a parte aérea (RPA); e massa seca dos nodulos. Apds a

secagem, as amostras foram moidas em moinho Wiley com peneira de 2 mm e homogeneizadas
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para a determinagdo do teor de nitrogénio (dag kg™ ') nas raizes (NR), parte aérea (NPA) e

ndédulos pelo método de Kjeldahl [24].

Analises Estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de agrupamento de Scott-Knott (p<0,05). Os dados também foram
submetidos a analise multivariada para identificar correlagdes candnicas entre os tratamentos
de inoculacdo. A analise estatistica foi realizada utilizando o software estatistico RStudio (R

CORE TEAM, 2019)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferencas significativas (p < 0,05) foram observadas entre os tratamentos de
inoculacdo e coinoculacdo para massa seca da raiz (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA),
massa seca total (MST), relagdo raiz-parte aérea (RPA), teor de nitrogénio da parte aérea
(NPA), numero de nédulos (NN) e massa fresca do nédulo (MFN) (Tabela 1). No entanto, ndo
houve efeito significativo (p > 0,05) foram encontrados para os teores nitrogénio da raiz (NR)

e nitrogénio do nddulo (NN) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas de crescimento das plantas de grao-de-bico, incluindo massa seca da raiz (MSR), massa
seca da parte aérea (MSPA), massa seca total (MST), relagdo raiz-parte aérea (RPA), teor de nitrogénio nas raizes
(NR), nitrogénio na parte aérea (NPA), nitrog€nio nos nédulos (NN), nimero de nédulos (NumN), massa fresca
de noédulos por planta (MFN), area de nodulos por planta (AN), apds a aplicagdo dos seguintes tratamentos:
inoculacdo com Bradyrhizobium japonicum (Brad), Bacillus mix (Bac), Azospirillum brasilense (Azos),
Bradyrhizobium japonicum + Bacillus mix (Brad/Bac), Bradyrhizobium japonicum + Azospirillum brasilense
(Brad/Azos), Bacillus mix + Azospirillum brasilense (Bac/Azos) e a mistura de Bradyrhizobium japonicum +
Bacillus mix + Azospirillum brasilense (Brad/Bac/Azos), sem inoculagao (NI).

MSR*  MSPA* MST* RPA* NR™ NPA* NN™ NumN* MFN*  AN™

Treatment 2
---------- g per plant--------—-- o kg g por pl cm
NI 1.57b 15.87¢ 17.44c 0.10b 12.75 17.88b 23.34 23.77b 4.95b 20.62
Brad 2.18b 16.43¢ 18.60c 0.14a 13.13 16.02b 28.45 63.47a 6.23b 26.66
Bac 1.50b 25.68b 27.18b 0.06b 13.35 17.49b 22.29 53.20a 5.30b 25.31
Azos 1.72b 20.23¢ 21.96¢ 0.08b 14.64 20.40a 22.36 71.23a 9.50a 38.28
Brad/Bac 3.28a 24.40b 27.68b 0.13a 12.05 20.78a 20.34 59.93a 7.58a 27.58
Brad/Azos 2.73a 34.30a 37.03a 0.08b 13.36 22.03a 25.92 61.70a 8.86a 30.49
Bac/Azos 2.06b 31.79a 33.84a 0.06b 12.39 24.68a 20.45 59.80a 747a 25.38

Brad/Bac/Azos  29la 34.49a 37.40a 0.08b 16.55 24.86a 17.19 49.03a 4.88b  25.50

Mean 2.24 25.40 27.64 0.10 13.53 20.52 22.54 55.27 06.85  27.48
CV (%) 26.08 17.72 16.98 36.70 16.70 13.75 17.73 27.95 3235 28.09
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p-valor 0.03 0.01 0.01 0.03 0.17 0.01 0.06 0.01 0.04 0.14
(*, ns) *Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (p
<0,05). ns — ndo significativo (p > 0,05). CV (%): Coeficiente de variagdo em porcentagem. Valor de p: médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de médias ao nivel de significancia de 5%.

Os tratamentos de coinoculacdo - Bradyrhizobium japonicum + Azospirillum
brasilense (Brad/Azos), Bacillus + Azospirillum (Bac/Azos) e a mistura tripla Bradyrhizobium
+ Bacillus + Azospirillum (Brad/Bac/Azos) - aumentaram a massa seca total das plantas de
grao-de-bico em 77,26%, 64,24% e 62,22%, respectivamente, em comparagdo com o controle
ndo inoculado (Tabela 1). Uma tendéncia semelhante foi observada para massa seca total,
embora os tratamentos com Azospirillum ou Bradyrhizobium isoladamente nao tenham diferido
estatisticamente do controle ndo inoculado. Isso sugere que os efeitos sinérgicos das
combinagdes bacterianas sdo positivos para o acumulo de biomassa, visto que inoculagdes
isoladas ndo proporcionaram beneficios significativos [35].

Para a massa seca de raiz, a coinoculacdo com Bradyrhizobium + Bacillus,
Bradyrhizobium + Azospirillum e Bradyrhizobium + Bacillus + Azospirillum aumentou a
massa seca de raizes em 52%, 46% e 42%, respectivamente, em comparagdo com o controle
(Tabela 1). Esses resultados destacam o papel dessas bactérias no aumento da biomassa
radicular, o que melhora a exploragdo do solo e 0 acesso aos recursos, como agua e nutrientes.
Estudos anteriores [17], relataram aumento da massa seca de folhas, caules, raizes e biomassa
total da planta em grao-de-bico irrigado (norte de Minas Gerais, Brasil) quando inoculado com
Bacillus spp. A presencga de Bacillus no grao-de-bico promove a produgdo de fitormonios, que
regulam processos fisiologicos e morfoldgicos, incluindo alongamento radicular, crescimento
de caule e folhas e divisao celular [10, 17, 29].

A coinoculagdo com Bradyrhizobium + Bacillus ¢ a inoculagdo apenas com
Bradyrhizobium japonicum resultaram em maior relagdo raiz-parte aérea (RPA) em
comparagdo aos demais tratamentos (Tabela 1). Isso ocorre porque esses dois tratamentos
apresentaram maior massa seca de raiz e, consequentemente, maior RPA, indicando que um
sistema radicular bem desenvolvido, melhora as condigdes de campo.

Em relacdo ao teor de nitrogénio na parte aérea (NPA), coinoculagdes e inoculagdo
com Azospirillum proporcionaram maior acimulo de nitrogénio (Tabela 1). Esses resultados
sugerem que, quando em associagdo, as bactérias conseguem absorver nitrogénio em maiores
quantidades e, posteriormente, converté-lo em compostos nitrogenados para a planta, o que
favorece seu crescimento. Bactérias do género Bradyrhizobium sao descritas como
sintetizadoras de uma ampla gama de carboidratos, incluindo lipopolissacarideos,

polissacarideos capsulares, exopolissacarideos, polissacarideos nodulares,
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lipocitooligossacarideos e glucanas ciclicas. Além disso, elas aumentam efetivamente a
producdo geral da planta, o crescimento, a nodulacdo, a fixa¢do de nitrogénio e a aquisicao de
nitrogénio, foésforo e potassio (NPK), bem como a produtividade de graos na soja, como ja €
conhecido no Cerrado brasileiro [37].

O uso de bactérias baseadas em rizobios competitivos e eficientes na fixagdo de
nitrogénio atmosférico, combinados com bactérias solubilizadoras de fosforo, pode oferecer
uma alternativa viavel e vantajosa aos fertilizantes quimicos de N e P para uma agricultura
sustentavel e ecologicamente correta [37]. Os mesmos autores, observaram um aumento na
massa seca da parte aérea do grao-de-bico, atribuindo-o a maior proliferagao radicular induzida
pelo uso de rizobios, bactérias solubilizadoras de fésforo, ou ambos, o que promove a absor¢ao
de nutrientes e 4gua pelas raizes do grao-de-bico.

Em relag@o a nodulagdo das plantas de grao-de-bico, observou-se que as inoculagdes
e coinoculagdes resultaram em maior nimero de nodulos (NumN) em comparacdo ao
tratamento ndo inoculado, apesar de ndédulos também terem sido observados nas plantas nao
inoculadas (Tabela 1). Portanto, pode-se inferir que, apesar de as sementes nao terem sido
inoculadas com Mesorhizobium sp., género especifico conhecido por seu papel na nodulagao
do grao-de-bico [38], a nodulacdo ainda ocorreu com o uso de bactérias promotoras de
crescimento e fixadoras de nitrogénio.

A massa fresca de nddulos apresentou maiores pesos com a inoculagdo de Azospirillum
e com a coinoculagdo de Bradyrhizobium + Bacillus, Bradyrhizobium + Azospirillum e Bacillus
+ Azospirillum, indicando a capacidade dessas bactérias de formar ndédulos nas raizes do grao-
de-bico, com maior massa de nodulos (Tabela 1). Filipini et al., 2021 [43], destacaram que a
aplicacdo de Azospirillum brasilense aumentou a simbiose com Rhizobium sp. no grao-de-bico,
resultando em maior fixacdo bioldgica de nitrogénio e melhor crescimento da planta.

Embora nao diferindo no niimero de nédulos (Tabela 1), a observacao de uma maior
massa fresca de nodulos atribuida a bactérias promotoras de crescimento ou fixadoras de
nitrogénio difere do que alguns autores observaram na Australia, por exemplo, [26;20]. Naquele
pais, a nodulag¢do do grao-de-bico so foi possivel com a transferéncia ambiental de uma cepa
de Mesorhizobium (ICEMcSym1192) capaz de nodulares raizes de grao-de-bico, apesar da
descricdo de outras cepas capazes de fixar N> atmosférico em associacao com grao-de-bico
[30]. Os efeitos positivos em sementes de grao-de-bico apo6s a inoculacdo com Bacillus, ja
foram observados em estudos anteriores [39]. Os autores justificaram os resultados do aumento
do crescimento das plantas de duas maneiras: diretamente por meio da produgao de fitormonios,

como acido indolacético (AIA) e sideréforos (disponibilizando Fe para o crescimento), ou
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indiretamente por meio da produ¢do de enzimas liticas, compostos antibidticos e compostos
volateis, como cianeto de hidrogénio (HCN) e quitinase, ¢ o controle de patdogenos transmitidos
pelo solo.

Diferencas significativas (p<0,05) foram observadas entre os tratamentos de
inoculagdo e coinoculacdo para as caracteristicas fisiologicas como clorofila A, clorofila total,
taxa de transpiracdo (E), condutancia estomatica (Gs) e taxa fotossintética (A) (Figura 2). As
demais caracteristicas fisioldgicas ndo apresentaram diferencas significativas entre as
inoculagdes e coinoculagdes (p>0,05).

Para a clorofila A e a clorofila total, observou-se que a coinoculagdo com as trés
bactérias (Bradyrhizobium, Bacillus e Azospirillum) resultou no maior indice de clorofila,
diferindo dos demais tratamentos de inoculagdo (Figura 2). Esses trés géneros de bactérias
provavelmente facilitaram uma maior aquisi¢do de compostos nitrogenados por meio da
colonizagdo na rizosfera da planta, que foram entdo convertidos em clorofila, mantendo assim
a atividade fotossintética da planta [40].

O teor de clorofila esta relacionado ao teor de nitrogénio nas plantas, portanto, a menor
eficiéncia no uso nutricional causada por fatores como inoculantes, fertilizagao nitrogenada e
competi¢do entre plantas influencia diretamente na producao e propriedades da clorofila [52].
Além disso, o aumento no teor de clorofila pode estar ligado ao maior desenvolvimento da
planta, um aglomerado de membranas (tilacoides), dispostas em pilha, contendo clorofila e
localizadas nos cloroplastos, sendo todos esses compostos de origem proteica, ou seja, o alto
teor de nitrogénio confirma a importancia da fixagdo bioldgica do nitrogénio em variaveis
ligadas a clorofila como clorofila a clorofila b e clorofila total avaliadas no presente estudo [51].

O teor de clorofila total aumenta com a disponibilidade no solo, a concentragdo de
nitrogénio na planta e sua capacidade de absorver esse elemento. O clorofilometro indica o teor
de clorofila nas plantas por meio de um indice que discrimina a clorofila a da clorofila b.
Segundo alguns autores [50], leituras do clorofilometro em capim-marandu inferiores a 26
indicam deficiéncia de nitrogénio, e ndo ha estudos relacionados a deficiéncia de nitrogénio em
grao-de-bico.

A inoculagdo de B.japonicum, Bradyrhizobium + Bacillus, Bacillus + Azospirillum e
Bradyrhizobium + Bacillus + Azospirillumocasionou maiores taxas transpiratorias no grao-de-
bico em comparacao aos demais tratamentos (Figura 2). A presenca de microrganismos como
Bradyrhizobium, Azospirillum e outros microrganismos que promovem o crescimento vegetal

aumenta a capacidade da planta de absorver nitrogénio, o que afeta diretamente caracteristicas
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relacionadas a fotossintese, como taxa de transpiracdo, taxa fotossintética e condutincia
estomatica [41].

Plantas de grao-de-bico inoculadas com B.japonicum isoladamente apresentaram
maior condutancia estomatica (Figura 2). O maior efeito da presenca de Bradyrhizobium
Jjaponicum isoladamente pode estar relacionado ao aumento da capacidade de absor¢ao de
nitrogénio do grao-de-bico e a maior capacidade de produzir proteinas responsaveis pela
formagdo do aparato fotossintético, o que promove aumento da taxa fotossintética e maior
abertura dos estdmatos em condi¢des ideais de umidade e luminosidade. A condutancia é
proporcional ao numero e tamanho dos estdmatos e ao didmetro da abertura estomatica,
caracteristicas que dependem de outros fatores enddgenos e ambientais [41].

O declinio da transpiragao esta associado ao fechamento dos estomatos, e variagdes na
abertura estomatica causam alteragdes no potencial hidrico por atuarem sobre a taxa de
transpiracdo [42]. Assim, o funcionamento dos estOmatos constitui um comprometimento
fisioldgico quando abertos, permitindo a assimila¢do de didxido de carbono. Ao se fecharem,
eles conservam agua e reduzem o risco de desidratagdo [43]. Assim, a planta tende a fechar os
estomatos quando os niveis de luz estdo abaixo da radiagdo fotossinteticamente ativa, ou para
evitar o estresse hidrico. Todos esses parametros estao atrelados a uma relacao custo/beneficio,
visto que a taxa de transpiragdo também € um mecanismo de redugdo do gradiente entre a
temperatura da folha e do ar. Os processos de transpiragdo e captura de CO> ocorrem apenas
quando os estdmatos estdo abertos [44].

Plantas de grao-de-bico submetidas a inoculagdes e coinoculagdes com B.japonicum,
Bacillus, Bradyrhizobium + Bacillus, Bacillus + Azospirillum e Bradyrhizobium + Bacillus +
Azospirillum exibiram maior taxa fotossintética (A) em comparagdo aos outros tratamentos
(Figura 2). Isso reforca o efeito positivo da coinoculagdo em plantas de grao-de-bico,
permitindo que elas exibam maior capacidade fotossintética. No entanto, a inoculagdo com
Azospirillum sozinho ou em combina¢do com Bacillus apresentou valores de A semelhantes
aos do tratamento controle nao inoculado (Figura 2). Estudos anteriores [45;46], obtiveram
resultados positivos com a coinoculagdo de Bradyrhizobium e Azospirillum em soja e Urochloa
sp. (capim), respectivamente.

A taxa fotossintética € essencial na determinacao do potencial produtivo da planta,
especialmente em plantas inoculadas com microrganismos promotores de crescimento, € pode
promover efeitos na produtividade da cultura, sendo o potencial fotossintético maximo
relacionado a area foliar da planta [47]. Os microrganismos podem aumentar a tolerancia da

planta ao déficit hidrico.
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Nao houve diferenga significativa na maxima eficiéncia quantica (Y) e na taxa de
transporte de elétrons (ETR) nas plantas de grao-de-bico expostas a inoculag¢do e coinoculagao
(Figura 2). Essa resposta pode estar relacionada a plasticidade fisiologica da espécie, que, sob
condi¢des ideais de umidade, mantém a integridade do aparato fotossintético mesmo com
menor adubagdo. No entanto, em casos de deficiéncia de nutrientes essenciais, como nitrogénio
(componente de proteinas e da clorofila), fésforo (envolvido no armazenamento e transferéncia
de energia) e potassio (atuante na ativacao enzimatica e controle osmotico), os valores de Y e
ETR tendem a diminuir [54].

A eficiéncia quantica maximaestd relacionada com incidéncia de luz, além da
disposi¢ao de nutriententes no solo apresentando maior produtividade quantica do fotossistema
II, fluorescéncia varidvel, quenching fotoquimico (qP) e diminuindo o quenching ndo
fotoquimico — NPQ [55], variaveis essas que arremetem a sanidade do aparato fotossintético,
dessa forma, valeres mais elevados de Y indicam auséncia de estresse em componentes como
complexo antena coletor e cadeia de transporte de elétrons nas membranas dos tilacoides do
cloroplasto [56].

A ETR esta diretamente ligada a produgdo de ATP, NADPH e a sintese de aglcares,
e, portanto, a energia das plantas. Plantas com déficit de energia tém menores chances de se
recuperarem dos sintomas de toxidade provocados por fatores como baixa luminosidade,
deficiéncia de nutrientes e presenca de poluentes, a ETR tem relacdo também com a eficiéncia
do aparato fotossintético pois essa varavel estima o transporte de elétrons entre as proteinas do

fotossistema II, ou seja, plantas sadias tendem a apresentar valores de ETR mais elevados [57].
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Figura 2. Caracteristicas fisiologicas das plantas de grio-de-bico: (CA) clorofila A, (CB) clorofila B, (CT)
clorofila total, (C7) - concentragdo interna de carbono (umol mol™'), (E) - taxa de transpiragdo (mol HO m? s™'),
(gs) - condutancia estomatica do vapor de d4gua (mol m™!' s!), (A) - taxa fotossintética (umol m? s!), (Y) A maxima
eficiéncia quantica do fotossistema II, (ETR) taxa de transporte de elétrons. Apos a aplicagdo dos seguintes
tratamentos: inoculagdo com Bradyrhizobium japonicum (Brad), Bacillus mix (Bac), Azospirillum brasilense
(Azos), Bradyrhizobium japonicum + Bacillus mix (Brad/Bac), Bradyrhizobium japonicum + Azospirillum
brasilense (Brad/Azos), Bacillus mix + Azospirillum brasilense (Bac/Azos) e a mistura de Bradyrhizobium
Japonicum + Bacillus mix + Azospirillum brasilense (Brad/Bac/Azos), sem inoculagdo (NI). As barras verticais
indicam o significado de cada inoculag@o, e as barras de erro representam o intervalo de confianga.

Para os parametros de crescimento e acimulo de nitrogénio em plantas de grao-de-
bico, a variavel candnica 1 foi responsavel por 40,51% dos dados, e a variavel candnica 2 foi
responsavel por 33,86% (Figura 3). A inoculagdo e a coinoculagdo com a mistura
Bradyrhizobium + Bacillus + Azospirillum tiveram a maior influéncia nas caracteristicas de
massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca total (MST) e acimulo de nitrogénio na parte
aérea (NPA) (Figura 3, tabela 1). Essas caracteristicas também foram influenciadas pela
coinoculagcdo de Bacillus + Azospirillum. Em contraste, a combinag¢do de Azospirillum +
Bacillus nao influenciou nenhuma das caracteristicas avaliadas, semelhante ao tratamento

controle (Figura 3). Este resultado indica que a combinagdo de Azospirillum e Bacillus nao
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proporciona beneficios para plantas de grdo-de-bico. E provavel que essas bactérias, na
auséncia de Bradyrhizobium japonicum, compitam entre si € ndo produzam hormodnios de
crescimento suficientes ou fixem nitrogénio atmosférico. Portanto, infere-se que
Bradyrhizobium japonicum, bactéria especifica para associagdo com soja, promoveu o
crescimento e o acumulo de nitrogénio em plantas de grao-de-bico quando em associa¢do com

bactérias do género Bacillus sp. e Azospirillum brasilense.

Figura 3. Analise de componentes principais entre crescimento, caracteristicas analisadas: massa seca da raiz
(MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca total (MST), relagdo raiz-parte aérea (RPA), nitrogénio da
parte aérea (NPA), nimero de nddulos (NumN), taxa de transpiracdo (£) (mol H20 m-2 s-1), (A) - taxa
fotossintética (umol m s™!), Condutincia estomatica ao vapor de dgua (gs) (mol m™!' s), clorofila total (CT), apos
aplicacdo dos seguintes tratamentos: sem inoculagdo (NI), inoculacdo com Bradyrhizobium japonicum (Brad),
Bacillus mix (Bac), Azospirillum brasilense (Azos), Bradyrhizobium japonicum + Bacillus mix (Brad/Bac),
Bradyrhizobium japonicum + Azospirillum brasilense (Brad/Azos), inocula¢do com Bacillus mix + Azospirillum
brasilense (Bac/Azos), Bradyrhizobium japonicum + Bacillus mix + Azospirillum brasilense (Brad/Bac/Azos).

A coinoculacdo de microrganismos resultou em maiores aumentos no
desenvolvimento do grao-de-bico em comparagdo a inoculagdo com apenas um microrganismo.
Incrementos na biomassa vegetal foram observados com essa técnica de cultivo [53]. Da mesma
forma, essa mistura de bactérias aumentou o teor de clorofila A nas plantas. O crescimento
adequado das plantas ocorre quando elas sdo adequadamente nutridas, o que influencia

positivamente a producgdo da cultura. Nesse sentido, a coinoculagdo tem o potencial de reduzir
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os custos de producdo do grao-de-bico, pois auxilia no fornecimento de nutrientes e promove o
crescimento da planta. Isso € especialmente importante porque os fertilizantes quimicos sao os
insumos que aumentam os custos de produgdo da cultura. Técnicas como essa, que promovem
o desenvolvimento agronomico adequado de forma sustentavel e reduzem custos, sdo cada vez
mais necessarias para garantir a seguranca alimentar e, a0 mesmo tempo, garantir a longevidade

dos sistemas de producao.

CONCLUSAO

A coinoculagdio com bactérias simbidticas e promotoras de crescimento
(Bradyrhizobium japonicum, Bacillus e Azospirillum brasilense) promove o desenvolvimento
do grao-de-bico em condicdes tropicais. A inoculacdo com Bradyrhizobium japonicum,
combinada com uma mistura de Bacillus e Azospirillum brasilense, aumenta a massa seca da
parte aérea e a massa total das plantas de grao-de-bico.

Plantas de grao-de-bico submetidas a inoculacgao e coinoculacdo com Bradyrhizobium
Jjaponicum, Bacillus, Bradyrhizobium + Bacillus, Bacillus + Azospirillum e Bradyrhizobium +
Bacillus + Azospirillum apresentaram maior taxa fotossintética, promoveram aumento das taxas
transpiratorias e apresentou maiores indices de clorofila A e clorofila total.

As inoculagdes influenciam os parametros fisiologicos avaliados nas plantas. Dentre
as inoculagdes e coinoculagdes, a combinacdo de Bradyrhizobium, Bacillus e Azospirillum,
apresenta resultados positivos em termos de incremento de biomassa vegetal. Esses achados
reforgam a importancia da selecdo e combina¢do adequada de microrganismos para otimizar o

crescimento e o desenvolvimento das plantas de grao-de-bico.
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3.3 Capitulo 3

3.3.1 Artigo 3 - Ildentifica¢do de microrganismos promotores de crescimento e sua

relagdo com componentes da produgdo de grdao-de-bico em regioes tropicais

RESUMO

O estudo de microrganismos promotores do crescimento de plantas ¢ crucial para o
desenvolvimento de novas estratégias agricolas que visem aumentar a produtividade e a
resiliéncia em ambientes semiaridos, onde a escassez de agua e¢ a degradacdo do solo
representam desafios criticos. Portanto, este estudo teve como objetivo identificar e relacionar
os efeitos da inoculagdo de microrganismos promotores de crescimento ou nodulares em
isolados de raizes de grao-de-bico cultivados em regido semidrida. Andlises microbioldgicas e
identificacdo bioquimica foram conduzidas para identificar os isolados. Duas cultivares de
grao-de-bico, Aleppo e Cristalino, foram plantadas em casa de vegetagao para avaliar os efeitos
dos microrganismos identificados. As plantas foram inoculadas e cultivadas por 72 dias para
avaliar as caracteristicas fisiologicas e de producdo. Oito espécies bacterianas foram
identificadas: Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Enterobacter asburiae, Klebsiella variicola,
Kosakonia radicincitans, Mesorhizobium sp. 1, Pseudomonas monteilii e Rhizobium
radiobacter. A cultivar Cristalino apresentou melhora significativa no comprimento da raiz,
peso seco da parte aérea, nimero de nodulos e teor total de nitrogénio quando inoculada com
Klebsiella variicola e Mesorhizobium sp. I. A cultivar Aleppo apresentou maior massa seca da
raiz, peso seco total e relagdo raiz-parte aérea quando inoculada com Mesorhizobium sp. 1 e
Bacillus cereus. Os microrganismos encontrados neste estudo tém potencial significativo para
promover o crescimento das plantas de grdo-de-bico e contribuir para uma melhoria

ambientalmente mais sustentavel em seu desenvolvimento.

Palavras-chave: Bactérias associativas; Bactérias nativas; Mesorhizobium sp.; Nodulos de

raiz; Produgdo sustentavel
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IDENTIFICATION OF GROWTH-PROMOTING MICROORGANISMS AND THEIR
RELATIONSHIP WITH CHICKPEA PRODUCTION COMPONENTS IN TROPICAL
REGIONS

ABSTRACT

The study of plant growth-promoting microorganisms is crucial for the development of new
agricultural strategies aimed at increasing productivity and resilience in semiarid environments,
where water scarcity and soil degradation represent critical challenges. Therefore, this study
aimed to identify and evaluate the effects of inoculation with plant growth-promoting or
nodulating microorganisms isolated from chickpea roots cultivated in a semiarid region.
Microbiological analyses and biochemical identification were conducted to characterize the
isolates. Two chickpea cultivars, Aleppo and Cristalino, were grown in a greenhouse to assess
the effects of the identified microorganisms. Plants were inoculated and cultivated for 72 days
to evaluate physiological and yield-related traits. Eight bacterial species were identified:
Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Enterobacter asburiae, Klebsiella variicola, Kosakonia
radicincitans, Mesorhizobium sp. 1, Pseudomonas monteilii, and Rhizobium radiobacter. The
Cristalino cultivar showed significant improvements in root length, shoot dry weight, nodule
number, and total nitrogen content when inoculated with Klebsiella variicola and
Mesorhizobium sp. 1. The Aleppo cultivar exhibited higher root dry mass, total dry weight, and
root-to-shoot ratio when inoculated with Mesorhizobium sp. 1 and Bacillus cereus. The
microorganisms identified in this study demonstrate significant potential to promote chickpea

plant growth and contribute to a more environmentally sustainable crop development.

Keywords: Associative bacteria; Mesorhizobium sp.; Native bacteria; Root nodules;

Sustainable production.

INTRODUCAO

O grao-de-bico € uma leguminosa de grande importancia global, e suas sementes sao
fontes de proteinas e vitaminas (Gunnabo et al., 2020; Hussain et al., 2020). E uma leguminosa
tradicionalmente cultivada na India, o pais com maior produgéo e consumo dessa leguminosa
(FAO, 2022; Nagtal et al., 2020; Gul et al., 2022). O grao-de-bico, assim como outras

leguminosas, apresenta forte associacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio (Laranjo ef al.,
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2014) e forma associagdes com organismos promotores de crescimento (Almeida Neta et al.,
2021). O grao-de-bico apresenta a capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) por
meio da simbiose com rizobios, 0 que contribui para seu cultivo em solos pobres em nutrientes
e reduz os custos associados a fertilizagdo (Romanya et al., 2019; Bosse et al., 2021).

A simbiose do grao-de-bico ¢ descrita como restritiva as espécies Mesorhizobium
ciceri e Mesorhizobium mediterraneum (Laranjo et al., 2014; Armas-capote et al., 2014). No
entanto, outras espécies de bactérias do género Mesorhizobium sp. foram descritas em simbiose
com o hospedeiro grao-de-bico. Isso se deve a transferéncia horizontal dos genes simbidticos
nifH e nodC entre as linhagens, onde podem ser levados através de sementes cultivadas em
outros locais (Tena ef al., 2014; Elias et al., 2014; Gunnabo et al., 2020 Padilha et al., 2025).

Outros géneros de bactérias sdo conhecidos na agricultura como promotores de
crescimento, pois aumentam a fertilidade do solo, o crescimento das plantas e fornecem
prote¢do contra patdgenos ou estresses abidticos (Cao et al., 2023; Racioppo et al., 2023). Entre
eles, estdo Bacillus sp., Pseudomonas sp. e Erwinia sp., que ja foram isolados de raizes de grao-
de-bico (Verma et al., 2020; Khan et al., 2021; Benjelloun et al., 2021). Sdo considerados
bactérias promotoras de crescimento e bioinsumos (Gunnabo et al., 2020; Rana et al., 2020),
pois promovem o crescimento da biomassa, a solubilizacdo do fosforo, a produgdo de
fitormonios e o rendimento de graos (Nagpal et al., 2021; Kumar ef al., 2023).

O uso de bioinsumos tem se destacado como uma alternativa vidvel para a producao
agricola sustentdvel devido ao seu baixo custo e toxicidade ambiental (Riaz et al., 2021). Esses
produtos consistem em microrganismos promotores do crescimento vegetal que contribuem
para o melhor desenvolvimento das plantas e o controle de doencas, aumentando assim a
produtividade das culturas de forma ecologicamente correta (Pardo-Dias ef al., 2021; Dal
Cortivo et al., 2022). No Brasil, a identificagdo de rizobios em simbiose ou associados ao grao-
de-bico ainda ¢ pouco estudada. Em Mianmar, cepas nativas de Mesorhizobium sp. foram
observadas em simbiose com grao-de-bico (Zhang et al., 2023; Padilha et al., 2025), descritas
como bactérias noduladoras em grao-de-bico, com importancia para a produ¢do de inoculantes
para a cultura e para o rendimento econdmico. Da mesma forma, na Australia, um estudo
descreveu a identificacdo de cepas nativas em simbiose com grao-de-bico (Elias et al., 2014).

Diversas técnicas sao utilizadas para identificar esses microrganismos promotores do
crescimento de plantas, entre elas a MALDI-TOF, que utiliza uma abordagem sistémica de
Espectrometria de Massas (EM), como ferramentas promissoras para a caracterizagdo de
bactérias (Dieckmann et al., 2008), fungos (Valentine et al., 2002), virus (Colquhoun et al.,

2006) e at¢ mesmo nematoides (Perera et al., 2005). Esse sistema emprega diferentes estratégias
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protedmicas para a analise direta de proteinas intactas, identificando microrganismos para
determinar um espectro Unico para cada proteina (Torres-Sangiao et al., 2021).

Outros métodos sao comumente utilizados para a identificagdo e classificacao desses
microrganismos, como o sequenciamento do gene 16S rRNA e a eletroforese em gel (Sandrin
et al., 2013; Mojumbar et al., 2022). No entanto, sdo caros, demorados e trabalhosos. A técnica
MALDI-TOF ¢ uma excelente ferramenta para a identificagdo e caracterizagdo de
microrganismos e tem sido mais amplamente utilizada do que o sequenciamento dos genes 16S
e 18S rRNA (Havlicek et al., 2013; Dingle et al., 2013).

Considerando o exposto, fica clara a importancia da identificacdo e caracterizagdo de
bactérias nativas do solo que interagem com o grao-de-bico cultivado em regides tropicais. Isso
¢ importante para a obtengao de informagdes para o desenvolvimento de inoculantes ou para a
compreensdo da acdo da bactéria nas plantas. Portanto, este estudo teve como objetivo
identificar e relatar os efeitos da inoculacdo de bactérias promotores de crescimento ou
noduladores em isolados de raizes de grao-de-bico cultivados em regido semidrida e relatar os

efeitos da inoculagao no crescimento da cultura.

MATERIAIS E METODOS

A pesquisa consistiu em dois experimentos. No primeiro, foram recolhidos nédulos de
raizes de grao-de-bico e analisados para identificar microrganismos nativos promotores do
crescimento das plantas da area experimental. No segundo, foi formulado um inoculante
utilizando os microrganismos identificados que mostraram potencial para promover o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, e foi aplicado em duas cultivares de grao-de-bico

Kabuli.

Area de estudo e condi¢oes experimentais

O estudo foi conduzido na area experimental da Universidade Federal de Minas
Gerais, no Instituto de Ciéncias Agrarias, campus Montes Claros — MG, no periodo de junho a
setembro de 2022. A area de coleta possuia historico de cultivo anual de grao-de-bico ha seis
anos, onde ja tinham sido observados nodulos nas raizes desta cultura. As parcelas foram
demarcadas com as dimensdes de 2 x Im, contendo quatro linhas de cultura com um
espagamento de 0,50 x 0,10m entre linhas e plantas, respetivamente. Para as avaliagdes foram

selecionadas dez plantas localizadas na 4rea central (1,0 m?) em 32 parcelas.
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O solo da area foi classificado como Cambissolo Héplico de textura média (Alves et
al., 2013). Vinte dias antes da implanta¢do da cultura, foram recolhidas amostras de solo na
camada de 0-20 cm de profundidade para caracterizagdo quimica. Os resultados sdo os
seguintes: pH (H, O): 5,8; P disponivel (Mehlich 