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RESUMO

A agricultura enfrenta diversos obstaculos para suprir o crescente aumento
populacional, com isso, apds a descoberta das rizobactérias varios, estudos foram
conduzidos com a finalidade de elucidar os mecanismos envolvidos entre planta e
microrganismo, e como eles podem ser aplicados na agricultura a fim de substituir os
pesticidas e fertilizantes quimicos. O objetivo do trabalho foi isolar e avaliar o
potencial de promog¢ao de crescimento de plantas por rizobactérias de Guavira
(Campomanesia adamantium (Cambess.) O.Berg). Amostras da rizosfera de C.
adamantium foram utilizadas para o isolamento das rizobactérias, e posteriormente
identificadas por meio do sequenciamento da regido 16S do rRNA. Os isolados
foram inicialmente testados quanto a sua capacidade de inibicdo de fungos
fitopatogénicos (Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium sp. e Macrophomina
phaseolina). As rizobactérias que apresentaram acéao inibitéria foram avaliadas em
um teste semiquantitativo. Testes para atividades de promocédo de crescimento
foram conduzidos: inoculacdo em meio Nfb semissélido para a fixagao biolégica de
nitrogénio e em meio fosfato insoluvel para a solubilizagdo de fosfato, além do teste
colorimétrico com o reagente de Salkowski para a sintese de acido indolacetico
(AlA). Duas rizobactérias (Lysinibacillus RCA3 e Pseudomonas RCA8) que
apresentaram resultados positivos, além de um consoércio entre elas, foram testadas
in vivo em rabanete. Os fitopatégenos utilizados foram parcialmente inibidos por
rizobactérias do género Bacillus. As rizobactérias isoladas apresentaram capacidade
de promogao de crescimento in vitro por meio da disponibilizagdo de nutrientes como
fixagdo de nitrogénio atmosférico e solubilizacdo de fosfato e da producao de AlA.
Os resultados obtidos apresentaram Lysinibacillus RCA3 e Bacillus RCA18 como
cepas promissoras para pesquisas futuras como bioinoculantes na agricultura, além
de fornecer informacgbes sobre a diversidade microbiana presente no solo do
Cerrado.

Palavras-chave: RPCP; biofertilizantes; sustentabilidade; rizosfera; Guavira.



ABSTRACT

Agriculture faces several challenges in meeting the growing population demand. With
the discovery of rhizobacteria, numerous studies have been conducted to elucidate
the mechanisms involved in plant-microorganism interactions and how they can be
applied in agriculture to replace chemical pesticides and fertilizers. This study aimed
to isolate and evaluate the plant growth-promoting potential of rhizobacteria from
Guavira (Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg). Rhizosphere samples of
C. adamantium were used for rhizobacteria isolation and subsequently identified
through sequencing of the 16S rRNA region. The isolates were initially tested for their
ability to inhibit phytopathogenic fungi (Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium sp.,
and Macrophomina phaseolina). The rhizobacteria that exhibited inhibitory action
were further evaluated in a semi-quantitative test. Tests for plant growth-promoting
activities were conducted, including inoculation in semi-solid Nfb medium for
biological nitrogen fixation, in an insoluble phosphate medium for phosphate
solubilization, and a colorimetric test with Salkowski reagent for indole-3-acetic acid
(IAA) synthesis. Two rhizobacteria (Lysinibacillus RCA3 and Pseudomonas RCAS),
along with a consortium of both, were tested in vivo on radish plants. The
phytopathogens used were partially inhibited by rhizobacteria of the Bacillus genus.
The isolated rhizobacteria demonstrated in vitro plant growth-promoting potential by
providing nutrients through atmospheric nitrogen fixation, phosphate solubilization,
and IAA production. The results identified Lysinibacillus RCA3 and Bacillus RCA18
as promising strains for future research as bioinoculants in agriculture, while also

providing insights into the microbial diversity present in Cerrado soil.

Keywords: PGPR; biofertilizers; sustainability; rhizosphere; Guavira.



INTRODUCAO

A agricultura enfrenta diversos obstaculos para suprir o crescente aumento
populacional. Estiagens, precipitagdes, variabilidade térmica e ataque de pragas
como fitopatégenos e insetos podem prejudicar seriamente a produtividade da
agricultura. Portanto é necessario buscar outras vias para o melhoramento do
rendimento agricola, usando sustentavelmente os recursos naturais a custos mais
acessiveis (Pretty et al., 2018). O uso de agroquimicos € amplamente empregado na
agricultura convencional trazendo consigo a defesa das plantas contra patégenos e
a garantia de suprimento de nutrientes, entretanto o uso indevido destes produtos
pode ocasionar danos ao ambiente como eutrofizagdo, contaminagdo do lencol
freatico e acumulo nas cadeias troficas (Camelo; Vera; Bonilla, 2011; Gill et al., 2021;
Okon; Antia, 2022).

Diversos trabalhos tém abordado os mecanismos envolvidos na interacao
planta-microrganismo, a fim de investigar como eles podem ser aplicados na
agricultura para substituir pesticidas e fertilizantes quimicos, melhorando a
produtividade agricola com menos impacto ambiental (Ghosh et al., 2024; Singh et
al., 2023). Uma exemplo dessa interagdo benéfica sdo as rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas, apresentando diversos mecanismos que estao
associados na melhoria da produgédo com menos impacto ambiental (Hasan et al.
2024).

Rizobactérias s&o microrganismos associados a rizosfera das plantas
podendo até mesmo colonizar os espacgos intercelulares do tecido radicular, e que
podem contribuir significativamente para o crescimento vegetal. As bactérias
rizosféricas podem auxiliam no crescimento das plantas por meio de diversos
mecanismos como a fixagdo de nitrogénio, solubilizagdo de fosfato, producéo de
sideroforos, fitohorménios e acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico, além de
contribuirem na resisténcia a fatores abidticos (El-Saadony et al., 2022; Marquina;
Ramirez; Castro, 2018).



Foésforo, nitrogénio e potassio representam os nutrientes essenciais mais
importantes as plantas. O aumento de fertilizantes quimicos na agricultura pode
garantir a autossuficiéncia na produgao de alimento de um pais, contudo, isso traz
impactos ao meio ambiente, como o seu acumulo em corpos d'agua e alteragao de
propriedades do solo por conta da ineficiéncia das plantas em absorver fertilizantes

quimicos (Youssef; Eissa, 2014).

A partir do que foi apresentado, as bactérias rizosféricas sao microrganismos
de interesse para avaliagdo da aplicacdo destes organismos na promogao de
crescimento vegetal, funcionando como um meio alternativo de fertilizagdo e auxilio
da planta. Em sintese, a busca por bactérias rizosféricas se constitui como uma
forma de melhorar o rendimento da agricultura e diminuir os impactos de pesticidas e
fertilizantes quimicos, assegurando uma produgao agricola segura e mais eficiente.
O presente trabalho tem como objetivo isolar e avaliar o potencial de crescimento de
planta por rizobactérias de Campomanesia adamantium (Cambess.) O.Berg

(Myrtaceae).



OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho é isolar e avaliar o potencial de

promocao de crescimento de plantas por rizobactérias isoladas de C. adamantium.

Objetivos especificos

e |Isolar rizobactérias da planta C. adamantium;

e Identificar os isolados bacterianos utilizando a regidao 16S do rRNA;

e Avaliar o potencial de biocontrole das rizobactérias isoladas contra os
fitopatogenos Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium sp. e Macrophomina
phaseolina;

e Avaliar o desempenho das rizobactérias na fixagao biolégica de nitrogénio;

e Avaliar o desempenho das rizobactérias na solubilizag&o de fosfato;

e Avaliar o desempenho das rizobactérias na sintese de Acido indol acético;

e Inocular as rizobactérias mais promissoras em rabanete (Raphanus sativus),
para avaliar o desempenho de promogao de crescimento em plantas, bem

como a concentragao de macro e micronutrientes.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

BIOINSUMOS

Nos dias de hoje pode-se observar os impactos causados ao ambiente pelo
constante uso de agroquimicos, e consequentemente a busca por uma agricultura
sustentavel vem ganhando espago (Rocha et al., 2024). Bioinsumos sdo uma
alternativa aos agroquimicos tradicionais. S&o produtos como fitorménios,
biofertilizantes, biocontroladores e 6leos vegetais, caracterizados por serem oriundos
do metabolismo de microrganismos ou de outras fontes organicas. Sao utilizados
para melhorar a qualidade da produgao agricola por meio da biofertilizagdo do solo
ou do controle de pragas e doengas. Por consequéncia, essa pratica agricola possui
baixo impacto ambiental e a saude humana justamente por diminuir a dependéncia
por produtos quimicos agricolas (Duque et al., 2024).

O mercado de bioinsumos se desenvolve em varios paises, gerando
aproximadamente U$4 bilhdes e espera-se que em 2025 esse valor triplique
(Almeida et al., 2022). Desde 2020 o Brasil investe e incentiva o uso de bioinsumos
por meio do Programa Nacional de Bioinsumos criado pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e desde entdo mais de 500 produtos ja foram
registrados (Brasil, 2020).

BACTERIAS RIZOSFERICAS

A rizosfera € a denominacdo da area de poucos milimetros de solo em

contato com as raizes das plantas, e é caracterizada pela expressiva interacéo



planta-microrganismos por meio de exsudatos radiculares e pela dinamica
biogeoquimica variada. As bactérias que habitam nesta area sdo chamadas de
rizobactérias (Mcnear, 2013). Algumas espécies sdo capazes de auxiliar as plantas
em seu crescimento e desenvolvimento e consequentemente sdo chamadas de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP). Esse termo foi
originalmente empregado para uma espécie de Pseudomonas por Kloepper et al.
(1980) e posteriormente se estendeu para todas as rizobactérias que promovem o
crescimento da planta (Kapulnik et al., 1981). Atualmente as RPCP sao conhecidas
e descritas na literatura cientifica por serem uma alternativa sustentavel para
pesticidas e fertilizantes quimicos, trazendo diversos beneficios a planta e ao solo
(De Andrade et al., 2023).

As RPCP podem empregar diferentes processos (Figura 1), podendo ser
classificados como direto aqueles que facilitam a absor¢édo de nutrientes pela planta
e indireto aqueles que atuam diretamente contra algum fitopatégeno que dificulte o

desenvolvimento ideal da planta (Gupta et al., 2015; Olenska et al., 2023).

Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Planta

Via direta ‘ ‘ Via indireta

Biofertilizantes Biopesticidas

L Fixacdo de N, Resisténcia induzida J
L Solubilizagéo de K e PO > Enzimas liticas J
L Producéo de sideréforos Antibioticos J

Sintese de fitormonios

Figura 1 . Mecanismos diretos e indiretos de promog¢ao de crescimento de plantas por rizobactérias



MECANISMOS DIRETOS DE PROMOGAO DE CRESCIMENTO

Fixagcao de nitrogénio

O nitrogénio representa um elemento essencial para os seres vivos, em
especial as plantas. A principal fonte de nitrogénio esta contida na forma de gas
nitrogénio que constitui 78% da atmosfera. Entretanto os organismos vegetais nao
conseguem absorver o0 nitrogénio nessa forma pelas raizes, logo necessitam da
conversdo do dinitrogénio ou diazoto em amoénio (NH,") ou amdnia (NH;) por meio
da agao de enzima nitrogenase por bactérias (Gupta et al., 2015; Mayz-figueroa,
2004).

Estes organismos sdo denominados de bactérias fixadoras de nitrogénio e
podem ser classificados em dois tipos, baseado na relagdo ecoldégica com as
plantas: bactérias simbidticas e ndao simbidticas. O primeiro tipo é constituido por
bactérias que estabelecem uma relacdo mutualista com a planta, em que a fixacao
de N, ocorre no interior de nodulos radiculares (Olenska et al., 2020).

Em leguminosas a relacdo ocorre com bactérias da familia Rhizobiaceae
como os géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium e Mesorhizobium e em
arvores e arbustos ndo leguminosos com o género Frankia (Frankiaceae) (Ahemad;
Kibret, 2014; Gupta et al., 2015). A fixagdo n&o simbidtica é realizada por bactérias
rizosféricas como cianobactérias (Anabaena e Nostoc), Acetobacter, Azoarcus,
Azospirillum,  Azotobacter, Burkholderia, = Enterobacter,  Gluconacetobacter,
Paraburkholderia e Pseudomonas (Bhattacharyya; Jha, 2012; Velasco-jiménez et al.,
2020).

Solubilizagao de fosfato
O fosforo possui um papel fundamental em diversos processos vitais para o

desenvolvimento e produtividade vegetal como a fotossintese, divisdo celular,

transducgao de sinais, respiragao celular, sintese macromolecular e desenvolvimento



das raizes e do caule (Khan et al., 2010; Nath; Maurya; Meena, 2017; Razaq et al.,
2017). A fonte disponivel desse elemento para as plantas esta no solo na forma de
compostos organicos, representados por fosfatos de inositol, fosfolipidio e acidos
nucleicos, e compostos inorganicos como complexos de fosfato com calcio, aluminio
ou ferro (Yadav; Verma, 2012). Contudo, a maior parte deste componente ndo esta
em formas soluveis, consequentemente, ndo podem ser absorvidas pelas raizes
(Liang et al., 2019; Pandey; Maheshwari, 2007). Os unicos compostos absorviveis
sdo os fosfatos mono e dibasico (H,PO, e HPO,?) (Alori; Glick; Babalola, 2017;
Lugtenberg; Kamilova, 2009).

A solubilizacdo de fosfato € realizada por bactérias rizosféricas por meio de
enzimas como fosfatases, fotofosfatase e C-P liase, que agem diretamente em
compostos organicos contendo fésforo. Outra via € a da quelagdo de fdsforo
disponivel por meio de grupos hidroxila e carbonila de acido organicos produzidos
por rizobactérias, variando a producdo dos acidos de acordo com o exsudato
radicular (Molina-Romero et al., 2015). As principais rizobactérias solubilizadoras de
fosfato pertencem aos géneros Arthrobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium,
Rhodococcus e Serratia (Bhattacharyya; Jha, 2012; De Boer; Wolzak; Slootweg,
2019).

Sintese de fitormdnios

Os hormdnios vegetais sdo moléculas que influenciam o crescimento e
desenvolvimento vegetal por meio da sinalizagdo para a expressdo de genes
relacionados. Essas moléculas possuem funcdes diversas e sado produzidas por
todas as partes das plantas, sendo também influenciadas por fatores ambientais
(Damam et al., 2016). Rizobactérias sdo capazes de produzir fitormdnios como
auxinas, citocininas, giberelinas e etileno, atuando principalmente no
desenvolvimento radicular, aumentando a regido rizosférica e como resultado maior

absorcao de nutrientes (Kejela, 2024).

As auxinas sao consideradas um grupo de moléculas de extrema importancia

para a planta. Elas desempenham papéis de desenvolvimento vegetal por meio do



alongamento e da divisdo celular, bem como indugdo da formagdo de raizes
secundarias (Gao; Zhuang; Zhang, 2024). O acido indol-3-acético (AlA) é a principal
auxina encontrada no reino vegetal e esta muito bem relacionada com o
desenvolvimento radicular (De Angelis et al., 2024). Essa auxina beneficia o sistema
radicular pelo aumento do peso, ramificacdo, tamanho e area superficial das raizes.
Outros beneficios sao descritos como a funcdo de sinalizacdo e comunicacao
microrganismo-planta e o incremento da nutricdo vegetal (Raheem et al., 2018).
Rizobactérias produzem AIA principalmente pela via do triptofano, aminoacido
comumente encontrado nos exsudatos radiculares, através da transformagao

indol-3-piruvico e indol-3-aldeido (Zhang et al., 2019).

Citocininas promovem a divisdo e formacgao de folhas e raizes adventicias,
além de atrasar a senescéncia. S&o formadas geralmente pela substituicdo do grupo
Ng-Metiladenosina da adenina por um isoprenoide ou uma lateral aromatica.
Atualmente sao conhecidas mais de 30 citocinas produzidas por rizobactérias, entre
elas pode-se citar a cinetina, zeatina e isopenteniladenina (Velasco-Jiménez et al.,
2020).

As giberelinas formam um enorme complexo com mais de 130 moléculas
descobertas que estdo relacionadas com o alongamento do caule, floragao,
formagdo de frutos e germinagcdo das sementes (Kang et al., 2017). Diversas
giberelinas produzidas por rizobactérias sao utilizadas atualmente para germinagao

de sementes (Molina-Romero et al., 2015).

O etileno é um horménio de suma importancia para a planta em decorréncia
da ampla variedade de funcbdes executadas por este fitormbnio, que em altas
concentragbes promove a queda foliar, resultando em uma perda da produtividade
do campo. Outras funcbes descritas sdo o amadurecimento dos frutos, germinagao
das sementes e sintese de outros fitorménios (Tipu; Sherif, 2024). A vida util da
planta é prolongada por meio da expresséo de genes envolvidos com a reprodugao

e a longevidade dos 6rgaos (Barnawal et al., 2017).

Algumas rizobactérias sdo capazes de produzir a acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico desaminase, que promove a conversao desse

acido, o precursor do etileno, em aménia e a-cetobutirato, auxiliando a manutengao



da quantidade de etileno disponivel na planta (Shen et al., 2012; Barnawal et al.,
2017).

Outros mecanismos indiretos

O potassio € um importante componente para a sintese de proteinas e
enzimas, absor¢cao de nitrogénio, transporte de agucares e ainda esta relacionado
com a fotossintese e trocas gasosas por meio do controle da turgidez das células
guarda dos estdmatos, permitindo e controlando a passagem de gases fundamentais
a planta (Ahmad; Zargar, 2017). No solo, o potassio esta disponivel em baixas
concentracbes e é encontrado principalmente na forma de minerais de silicato e
rochas insoluveis, que podem ser solubilizados por rizobactérias por meio da
producdo de acidos organicos (Gupta et al., 2015).

O ferro € um micronutriente de suma importancia para os seres vivos, embora
seja um elemento extremamente abundante no planeta. No solo sob condigdes
aerobicas, ele é encontrado majoritariamente na forma de ion férrico (Fe*'), tendo
uma baixa absorg¢ao pelos seres vivos (Gupta et al., 2015; Zhang et al., 2019).

A disponibilizacdo de ferro se da por meio da quelacédo e sequestro de ferro,
reduzindo-o ao ion Fe?" por compostos de baixo peso molecular denominados
sideroforos, que podem ser produzidos por rizobactérias. Esses compostos podem
representar uma vantagem competitiva por parte das rizobactérias pela facil captura
e absorcao do ferro (Velasco-Jiménez et al., 2020).

Algumas rizobactérias conseguem envolver as raizes com um biofilme
formado por exopolissacarideos, formando uma complexa camada celular bacteriana
envolta de uma matriz extracelular polimérica (Talbi et al., 2023). O filme produzido
traz diversos beneficios como protegcdo contra a dessecacgdo, fitopatdgenos e
estresse ambiental, promove a movimentagdo de nutrientes essenciais ao
crescimento e desenvolvimento vegetal ideal (Gupta et al., 2015), além de estar
relacionados com a sinalizagcdo e indugcdo da resposta defensiva da planta contra

infecgbes (Gupta et al., 2017).



10

MECANISMOS INDIRETOS DE PROMOGAO DE CRESCIMENTO

Outra linha de defesa proporcionada por rizobactérias € a produgao de
enzimas liticas. Para hidrolisar material de origem vegetal, varias rizobactérias
utilizam uma diversidade de enzimas como celulases, proteases, glucanases,
lipases, fosfatases, desidrogenase, pectinases, quitihases e exo e
endo-poligalacturonase (Galani; Chauhan; Gohel, 2024).

Estas enzimas podem ser secretadas contra a acdo de patdégenos como:
Pythium ultimum, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii,

Rhizoctonia solani e Phytophthora sp. (Gupta et al., 2015).

A resisténcia induzida consiste na potencializacdo do sistema imune vegetal
mediante a estimulos ambientais, induzindo o incremento das capacidades
defensivas da planta frente a pressdes bidticas (Devi et al., 2024). Esta interagéo é
mediada pela sinalizagdo do gas etileno e do acido jasménico, que induzem na
planta uma série de processos envolvidos na defesa vegetal como a producao de
fitoalexinas antimicrobianas, [(-1,3-glucanase, peroxidase, biossurfactantes,
quitinase, fenilalanina aménia-liase e espessamento da parede celular (Sunar et al.,
2015). As rizobactérias detém a capacidade de produzir flagelos, sideroforos,
lipopolissacarideos, acetoina, 2,4-diacetilfloroglucinol, 2,3-butanodiol, lipopeptideos
ciclicos, acido salicilico e lactonas homoserina (Doornbos; Van Loon; Bakker, 2012;
Molina-Romero et al., 2015).

Contra fitopatégenos, a sintese de antibiéticos por rizobactérias é o processo
mais estudado para o seu uso contra ameacas biodticas as plantas. Os antibiéticos
produzidos podem inibir outros organismos por meio de varios processos, dentre
eles pode-se observar a desestabilizacdo da parede celular, bem como a supressao
de sua sintese, e bloqueio da tradugcdo de proteinas (Fischer; Lépez-Ramirez;
Asconapé, 2024).

Na literatura sdo descritos diversos antibidticos como: oomicina-A,
kanosamina, tensina, 2,4-diacetilfloroglucinol, fenazina, xantobaccina, oligomicina,
pirrolnitrina, tropolona, entre outros (Odoh, 2017). Os principais géneros estudados
para a antibiose sao Bacillus, Pseudomonas, Burkholderia, Stenotrophomonas e

Streptomyces (Velasco-Jiménez et al., 2020).
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Campomanesia adamantium

Campomanesia adamantium €& um arbusto perene da familia Myrtaceae
encontrado no Cerrado brasileiro e em outros paises (Crispim et al. 2021). Possui
diversos usos pela populacdo e no que se diz respeito a medicina popular, varias
partes da planta sdo utilizadas possuem uso terapéutico como antidiarreico,

anti-inflamatério, antirreumatico e no uso para cistite e uretrite (Machate et al. 2021).
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Resumo

A rizosfera de uma planta consiste em uma regido do solo que envolve a superficie das raizes, caracterizada por
ser fortemente influenciada pela planta, sendo habitat de diversos microrganismos. As rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas (RPCP) tém ganhado destaque como agentes no biocontrole de doengas e pestes
agricolas e como biofertilizantes. O objetivo do trabalho foi isolar ¢ avaliar o potencial de promocdo de
crescimento de plantas por rizobactérias de Guavira (Campomanesia adamantium (Cambess.) O.Berg). Amostras
da rizosfera de C. adamantium foram utilizadas para o isolamento das rizobactérias, e posteriormente
identificadas por meio do sequenciamento da regido 16S do rRNA. Os isolados foram inicialmente testados
quanto a sua capacidade de inibi¢do de fungos fitopatogénicos (Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium sp. e
Macrophomina phaseolina). As rizobactérias que apresentaram acgdo inibitoria foram avaliadas em teste
semiquantitativo. Testes para atividades de promog¢do de crescimento foram conduzidos: inoculagdo em meio
Nfb semissolido para a fixacdo biologica de nitrogénio e em meio fosfato insoluvel para a solubilizacdo de
fosfato, além do teste colorimétrico com o reagente de Salkowski para a sintese de acido indolacetico (AIA).
Lysinibacillus RCA3 e Pseudomonas RCAS8, além de um consoércio entre elas, foram testadas in vivo em
rabanete. Os fitopatdgenos utilizados foram parcialmente inibidos por rizobactérias do género Bacillus. As
rizobactérias isoladas apresentaram capacidade de promogdo de crescimento in vifro por meio da
disponibilizagdo de nutrientes como fixagdo de nitrogénio atmosférico e solubilizagdo de fosfato e da produgio
de AIA. Lysinibacillus RCA3 e Bacillus RCA18 apresentaram resultados promissores para pesquisas futuras

como bioinoculantes na agricultura, uma vez que sdo bactérias pertencentes a géneros ja utilizados em pesquisas

de promogao de crescimento .

Palavras chave: Bioinsumos; Biocontrole; rizosfera; fungos fitopatogénicos;
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Introduciao

Anualmente a producdo global de alimentos do setor agricola sofre perdas severas que ultrapassam
U$500 bilhdes. Mais da metade das perdas pelo mundo sdo ocasionadas por invertebrados, ervas-daninhas e
pelas condigdes meteoroldgicas. O restante do impacto é causado por doengas microbianas, com destaque aos
fungos fitopatogénicos, capazes de infligir danos significativos a importantes culturas (Watkinson et al., 2015).
No século passado, a agricultura experimentou um imenso desenvolvimento com a implementagdo de diversos
recursos: a revolugdo verde. Tal processo trouxe a abordagem do uso de agroquimicos sintéticos que permitiram
alavancar a producdo agricola. Em contrapartida, o seu uso trouxe consequéncias danosas a saude do ambiente
(Basu et al., 2021), tornando a agricultura uma das principais atividades humanas poluentes pelo uso de
fertilizantes e pesticidas quimicos (Vejan et al. 2016).

A rizosfera de uma planta consiste em uma regido do solo diretamente acima da superficie das raizes. E
caracterizada por ser fortemente influenciada pela planta, além de ser habitat de diversos microrganismos que se
beneficiam dessa influéncia, com destaque as rizobactérias (Bibi et al. 2023). Algumas dessas rizobactérias sdo
capazes de melhorar o desenvolvimento e crescimento da planta por meio de diversos mecanismos, sendo,
portanto denominadas rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP)(Olenska et al. 2020). Tais
mecanismos podem ser diretos, em que a RPCP melhora o desenvolvimento vegetal por meio da
disponibilizagdo de algum nutriente ou molécula de importancia a planta, como as formas soliiveis de nitrogénio
e fosfato, além de fitohormonios como acido indolacético e acido giberélico, ou até mesmo pela redugdo dos
niveis de etileno. A via indireta envolve a protecdo da planta contra fitopatdgenos por meio da secrecdo de
compostos como antibiodticos, cianeto de hidrogénio, pela competicdo por nutrientes e até mesmo pela indugdo
da defesa sistémica da planta (Danish et al. 2024).

O Cerrado brasileiro possui uma flora imensa com mais de 12000 espécies, sendo 33% endémicas, e
uma delas amplamente encontrada nesse bioma ¢ a guavira ou guabiroba (Campomanesia adamantium
(Cambess.) O.Berg) (Crispim et al. 2021). E uma planta de grande importincia na medicina popular por
apresentar diversas propriedades terapéuticas como anti-inflamatéria, antidiarreica, antirreumatica e
hipocolesterolémica (de Araujo et al. 2023).

Por conta dos efeitos danosos dos pesticidas e fertilizantes quimicos ao ambiente e até mesmo ao ser
humano, as RPCP tém ganhado destaque como como biocontroladores de doencas e pestes agricolas, além de
melhorar a qualidade e fertilidade do solo como biofertilizantes. O objetivo do presente trabalho envolve o

isolamento de bactérias rizosféricas de Campomanesia adamantium ¢ a avaliagdo do potencial de antagonismo

contra fitopatégenos fungicos e disponibilizagdo de nutrientes.

Metodologia

Isolamento Das Bactérias Rizosféricas

Amostras da rizosfera de C. adamantium foram obtidas retirando cuidadosamente pedagos da raiz com

solo rizosférico aderido a ela e os armazenando em tubos falcon estéreis. A coleta foi conduzida no Centro de
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Pesquisa e Capacitagdo da AGRAER (CEPAER), em Campo Grande, MS (537 m de altitude; 20° 27 S; 54° 37°
W).

As amostras de solo acondicionadas em tubos falcon foram misturadas em 2 mL de solu¢do tampao
salina tamponada com fosfato (PBS) (em g/L:NaCl, 8,0 g; KCl, 0,2 g; Na,HPO,, 1,44g; KH,PO,, 0,24g; agua
destilada) e agitadas com auxilio de agitador vortex por 30 segundos. Em seguida efetuou-se uma diluigdo
seriada com fator 10°. Ao final, 20 pL da diluigdo final foram adicionados em meio de cultura sélido Agar
Triptona de Soja (TSA) espalhados com al¢a de Drigalski pelo meio. As placas foram incubadas a 28°C por 24
horas em incubadora D.B.O para purificagdo posterior das colonias isoladas. As coldnias bacterianas foram
purificadas por meio da técnica de esgotamento por estrias composta. As colonias puras obtidas foram
preservadas a -20 em congelador em apds serem cultivadas em Caldo Triptona de Soja (TSB) e misturadas com

glicerol em uma proporgdo de 1:1. Repique continuo em TSB também foi realizado.

Identificacio Molecular Dos Isolados Bacterianos

Extracao de DNA Bacteriano

Todos os isolados bacterianos obtidos apds a purificagdo foram cultivados em 5 mL Caldo de Lisogenia
(LB/Luria-Bertani), e incubados por 24 horas a 28°C em incubadora D.B.O sob constante agitagdo. Apos a
incubagdo, 500 pL de cada cultura bacteriana foram centrifugadas a 10000 g por 2 minutos ap6s a adi¢do 200 pL
de tampdo A (Triton x-100 0,4 mL; Dodecil sulfato de sdédio 10% 2 mL; NaCl 5M 0,4 mL; Tampao TRIS 0,2
mL; EDTA 0,04 mL; 16,960 mL), 200 uL de fenol e 0,5 g de silica (0,1 mm). Em seguida, as amostras foram
agitadas com agitador vortex por 3 minutos, e em seguida, foram adicionados 200 uL de tampao TE.

A solugdo obtida foi centrifugada por 10 minutos a 12000, 400 uL do sobrenadante foi transferido para
um novo tubo, onde adicionou-se 1 mL de alcool absoluto. A solugdo foi novamente centrifugada sob as mesmas
condig¢des; O sobrenadante foi inteiramente descartado e adicionou-se 1 mL de alcool absoluto, 10 pL de acetato
de amoénio e 400 pL de Tampdo TE. Novamente as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi
descartado; As amostras foram postas para secagem em temperatura ambiente. Por fim, 40 uL de agua ultrapura

foram adicionados e as amostras foram acondicionadas em refrigerador a -20°C.

Amplificacao da regido 16S e identificaciao

A amplificagdo da regido 16S rRNA foi efetuada por meio das reagdes de PCR que utilizaram os
iniciadores fD1 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e rP2 (5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’), ¢ a
reagdo foi realizada nas seguintes condi¢des: 2 pul. de MgCl,, 0,5 uL de dNTP, 1 pL de cada iniciador, 0,3 uL de
Taq DNA polimerase, 2,5 pL. de Tampao, 2 uL de DNA e por fim, agua ultrapura para completar o volume final
de 25 pL. A regido 16S rRNA foi amplificado com desnaturagdo inicial de 10 minutos a 94° C, seguido de 35
ciclos de 30 segundos a 94° C; 1 minuto a 62,5° C; 1 minuto a 72° C, e uma extensao final de 7 minutos a 72° C

em termociclador (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystens).
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O sequenciamento foi realizado pela empresa ACTGene Analises Moleculares Ltda. (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico ABI 3500 Genetic
Analyzer equipado com capilares de 50 cm e polimero POP7 (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram comparadas por meio da ferramenta Blastn com as sequéncias depositadas
nas bases de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) a

fim de identificar os isolados rizosféricos a0 menos em nivel de género.

Teste De Antagonismo

As rizobactérias isoladas foram testadas quanto a sua capacidade de inibigdo de fungos fitopatogénicos
(Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium sp. e Macrophomina phaseolina). Os fungos utilizados sdo
provenientes do Laboratorio de Microrganismos Endofiticos da Universidade Catolica Dom Bosco (UCDB).
Inicialmente, um teste preliminar qualitativo foi feito a fim de triar rizobactérias potencialmente antagonistas.
Em placas de Petri contendo Agar Batata Dextrose (BDA), um pedaco de 0,5 cm de micélio dos fitopatogenos,
previamente cultivados em meio BDA por 7 dias a 24°C, foram inoculados no centro, além disso os isolados

rizosféricos foram inoculados de maneira a formar uma reta em pdlos opostos da placa (Fig. 1)

Bactéria A

Fitopatogeno

Bactéria B

Fig. 2 Delineamento do teste qualitativo de antagonismo contra fitopatdgenos

As rizobactérias que apresentaram capacidade de antagonismo, ou seja, inibiram de alguma forma o
crescimento do fungo, foram selecionadas para um teste semiquantitativo. As rizobactérias selecionadas foram
cultivadas em caldo LB por 24 horas a 28°C. Com auxilio da escala de McFarland, 10 pl da solucdo com
concentragdo bacteriana de 10% células/ml foi inoculada a 1,5 cm de distancia da borda de da placa de Petri de 9
cm contendo BDA, ¢ ao centro da placa foi posto 0,5 cm de micélio do fitopatdgeno. Os microrganismos foram
mantidos em incubadora D.B.O a 28 °C por sete dias. O indice de antagonismo (IA) foi calculado conforme a
seguinte formula:

IA =100 — {X1/[(X2 + X2' + X2")/3]x 100}
Em que X1 corresponde a distancia do centro de crescimento do fitopatdogeno até o isolado bacteriano e

X2 corresponde ao crescimento para a diregdo oposta e para as laterais do fitopatogeno.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Fixacio Biolégica De Nitrogénio

A capacidade de fixacdo de nitrogénio das rizobactérias de acordo com Aratjo et al. (2010), com
modificagdes, utilizando o meio Nfb semissolido, de composicdo em g/L: acido malico, 5 g; K,HPO,, 0,5 g;
MgSO, . 7H,0, 0,2 g; MgSO, . 7H,0, 0,2 g; NaCL, 0,1 g; CaCl, . 2H,0, 0,02 g; solu¢do de micronutrientes
(CuSO, . 7TH,0, 0,02 g; 7nSO, . 7H,0, 0,6 g; H;BO;, 0,7 g; Na,MO, . 2H,0, 0,5 g MnSO, . H,0, 0,5875 g; Agua
destilada), 2 mL; solu¢do de azul de bromotimol (Azul de bromotimol, 0,25 g; etanol, 25 mL; agua destilada, 25
mL), 2 mL; 4M FeEDTA (1,64%), 4 mL; solugdo de vitaminas (biotina, 0,05 g; pirodoxina, 0,01 g; dgua
destilada), 1 mL; KOH - 4,50 g; Agar - 1,80 g; pH - 6.8 (ajustado com NaOH). As rizobactérias foram incubadas
em 5 mL do meio em triplicatas e mantidas em incubadora D.B.O por 72 horas a 28 °C. A leitura dos resultados
foi feita levando em consideracdo a alteracdo da cor inicial do meio de verde para azul e a formagdo de um anel

de crescimento bacteriano na parte superior do meio.

Solubiliza¢ao De Fosfato

A avaliag@o qualitativa da capacidade de solubilizagdo de fosfato foi realizada com um meio fosfato
insoluvel de composicao de g/L: glicose, 10 g; NH,Cl, 5 g; NaCl, 1 g; MgSO, - 7H,0, 1 g; CaHPO4, 0,8 g; agar,
15 g; pH, 7.2, ajustado com uso de NaOH e HCI. As rizobactérias foram inoculadas em quadruplicatas incubadas
a 28°C por 24 horas. O indice de solubilizacdo (IS) foi obtido por meio da razdo entre o didmetro do halo e o

diametro da coldnia: IS = diametro do halo/ diametro da colonia.

Sintese de AIA

Para averiguar a sintese bacteriana de acido indolacético (AIA), um teste colorimétrico foi realizado
utilizando o reagente de Salkowski. As rizobactérias foram testadas tanto na presenca quanto na auséncia de
triptofano, utilizado como um precursor de AIA. Os isolados foram cultivados em caldo de triptona soja (TSB),
com e sem suplementacdo de SmM de L-triptofano, por 72 horas a 37 °C sob constante agitagao.

Apds o cultivo, as amostras foram centrifugadas a 12000 xg por 10 minutos. O sobrenadante foi
coletado e misturado com reagente de salkowski (Gordon e Weber 1951), em uma proporgdo de 1:2, ¢ mantido
no escuro por 30 minutos. A coloragdo rosa da solugdo indicou a produgdo de AIA. A quantificagdo de AIA
produzido foi estimado pela leitura das amostras em espectrofotometro com absorbéncia de 530nm, seguindo a
equagdo: x = (y + 0,069)/0,003, em que x corresponde a concentracdo de AIA em mg/ml e y corresponde

a absorbancia.
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Teste in vivo em hortalica

Para o teste in vivo, foram utilizadas sementes de rabanete (Raphanus sativus) Feltrin Sementes®. O
experimento foi conduzido em bandeja de poliestireno expandido, desinfetadas com alcool 70%, de 14 cm x 14
cm ¢ 2 cm de altura, contendo 28 g de substrato para plantas Carolina Soil® classe interna LXXXVI. As
rizobactérias RCA3 ¢ RCAS8 apresentaram resultados positivos nos testes anteriores, a primeira apresentou
fixacdo de nitrogénio, sintese de AIA e solubilizagdo de fosfato e a segunda demonstrou sintese de AIA ¢ alta
solubilizagdo de fosfato, logo, foram selecionadas para o teste in vivo. Portanto, o delineamento experimental
consiste em cinco repetigdes do controle e de trés tratamentos; dois dos quais com as rizobactérias
individualmente e um terceiro com um consorcio das duas.

As rizobactérias escolhidas foram inoculadas em caldo LB por 24 horas, até atingirem a concentracao
de 10® células bacterianas/mL na escala de McFarland. 6,75 g de semente por bandeja foram inoculados com a
solugdo bacteriana durante meia hora. Em seguida, foram semeadas no substrato uniformemente e mantidas sob
iluminagdo com fotoperiodo de 12 horas. As bandejas foram irrigadas com cerca de 60 ml de agua duas vezes ao
dia. Apos sete dias, 10 exemplares de cada bandeja foram colhidos, totalizando 50 plantas por tratamento; a
parte aérea e a raiz foram medidos e pesados separadamente. Em seguida, foram mantidos em incubadora D.B.O

por sete dias para se obter o peso seco.
Anélise de macro e micronutrientes

A fim de avaliar a concentra¢do de macro e micronutrientes dos rabanetes cultivados do teste in vivo,
100 gramas da parte aérea de cada tratamento foram colhidos e analisados pela empresa Solos Laboratorio de
Analise de Solo e Consultoria LTDA (Tabela 1). Os nutrientes avaliados, juntamente com seus respectivos

métodos, foram os seguintes:

Tabela 1 Nutrientes avaliados e os respectivos métodos empregados na andlise

Nutriente Método Digestao
Nitrogénio Destilacao — titulagdo (Kjeldahl) Digestdo H,SO,+ H,0, (Kjeldahl)
Fosforo Espectrofotometria — Digestdo tumida HNO,; + HCIO,
amarelo-de-vanadato 2:1)
Potassio Determinagdo de potassio por Digestdo umida HNO; + HCIO,
fotometria de chama (2:1)
Célcio e magnésio Espectrofotometria de absor¢ao Digestdo umida HNO; + HCIO,
atdmica para calcio e magnésio 2:1)
Enxofre Turbimetria do sulfato de bario Digestdo tumida HNO; + HCIO,
2:1)
Boro Colorimetria da azometina H Digestdo umida HNO; + HCIO,
2:1
Ferro Espectrofotometria de absor¢ao Digestao umida HNO; + HCIO,
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atomica EAA 2:1D

Manganés Espectrofotometria de absor¢do Digestao umida HNO; + HCIO,
atomica EAA (2:1)

Cobre Espectrofotometria de absor¢ao Digestdo umida HNO; + HCIO,
atomica EAA 2:1)

Zinco Espectrofotometria de absorgao Digestdo umida HNO; + HCIO,
atomica EAA 2:1)

Estatistica

Andlise de variancia (ANOVA) e teste Scott-Knott (p<0,005) foram utilizados para a andlise estatistica
¢ foram realizadas em R (Versdo 4.2.3), com o pacote “ScottKnott”. Os dados analisados foram provenientes

dos testes de IA, solubilizagdo de fosfato, sintese de AIA e in vivo.

Resultados

Isolamento e Identificacao Molecular Dos Isolados Bacterianos

Ao total 18 isolados bacterianos foram obtidos. O sequenciamento da regido 16S do rRNA permitiu, por
meio do algoritmo BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) do banco de dados GenBank, identificar 18
isolados rizosféricos pertencentes a 6 géneros (Tabela 2), em que Bacillus, Priestia, Lysinibacillus, Sporosarcina
e Paenibacillus pertencem a ordem Bacillales (Bacilli: Bacillota) e Pseudomonas a Pseudomonadales
(Gammaproteobacteria: Pseudomonadota). Os percentuais de identidade variaram entre 71,78 % a 97,48 %. Os

isolados receberam o c6digo RCA de 1 a 18.

Tabela 2 Identificagdo das rizobactérias isoladas de C. adamantium com base no banco de dados GenBank

Rizobactéria Linhagem mais Percentual Cobertura Valor E Caédigo
isolada proxima no GenBank de de consulta GenBank
identidade
RCA1 Bacillus cereus 88,46% 49% 9e-05 MF356911.1
RCA2 Priestia megaterium 95,81% 91% 0.0 KX495237.1
RCA3 Lysinibacillus sphaericus 84,37% 85% 0.0 LT601210.2
RCA4 Sporosarcina luteola 96,50% 94% 0.0 MNS589774.1

RCAS Lysinibacillus fusiformis 71,78% 85% le-112 OK178961.1
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RCA6 Paenibacillus 86,19% 85% 0.0 KU360712.1
barcinonensis
RCA7 Bacillus sp. 86,86% 85% 0.0 MT279327.1
RCAS8 Pseudomonas putida 96,51% 92% 0.0 KF030902.1
RCA9 Paenibacillus illinoisensis 92,58% 93% 0.0 JQ579623.1
RCA10 Pseudomonas 94,23% 93% 0.0 DQ095888.1
plecoglossicida
RCAI11 Bacillus cereus 85,92% 86% 0.0 MT814323.1
RCA12 Bacillus sp. 97,48% 97% 0.0 MG266313.1
RCA13 Bacillus sp. 95,57% 93% 0.0 MHO093501.1
RCA14 Paenibacillus 94,57% 91% 0.0 MG778850.1
barcinonensis
RCA15 Bacillus 87,10% 94% 6e-117 JN999856.1
amyloliquefaciens
RCA16 Bacillus sp. 96,14% 86% 0.0 MW658004.1
RCA17 Bacillus wiedmannii 97,21% 92% 0.0 MF062955.1
RCA18 Bacillus subtilis 95,04% 95% 0.0 KU922432.1

Teste de antagonismo

Apenas seis isolados demonstraram atividade inibitdria contra algum fitopatogeno ¢ foram testadas
semiquantitativamente (Fig. 3). Contra C. gloeosporioides, Pseudomonas RCA10 , Bacillus RCA12, Bacillus
RCA13 , Bacillus RCA15 , Bacillus RCA16 e Bacillus RCA18 . Para M. phaseolina, Bacillus RCA12, Bacillus
RCA13, Bacillus RCA1S, Bacillus RCA16 e Bacillus RCA18. E por fim Pseudomonas RCA10, Bacillus
RCA12, Bacillus RCA13, Bacillus RCA15, Bacillus RCA16 e Bacillus RCA18 contra Fusarium sp.

Os TA variaram de 25,94 a 77,23 (Tabela 3). Embora haja diferenca significativa nos valores de IA, ndo
houve diferenca estatistica para C. gloeosporioides e M. phaseolina, mantendo todas as rizobactérias no mesmo
grupo estatistico do teste Scott-Knott (p<0,005). Por outro lado, para Fusarium sp., a Gnica rizobactéria que

difere estatisticamente foi a que apresentou o menor IA, RCA10.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT279327.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=32KDZVWK013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ095888.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=32KXCPX9016
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Fig. 3 Rizobactérias de C. adamantium contra fitopatogenos. A = Bacillus RCA12 contra C. gloeosporioides; B
= Bacillus RCA18 contra C. gloeosporioides; C = Bacillus RCA15 contra Fusarium sp.; D = Bacillus RCA16
contra Fusarium sp.; E = Bacillus RCA16 contra M. phaseolina.

Tabela 3 indices de antagonismo de rizobactérias de C. adamantium contra fitopatogenos

Fitopatogenos
Rizobactérias Colletotrichum Macrophomina Fusarium sp.
gloeosporioides phaseolina

Pseudomonas 50,33+6,95a - 25,94+16,77b
RCA10
Bacillus 61.61+£31,73a 58,43+28,03a 67,96+4,42a
RCA12
Bacillus 59,89+1,80a 68,87+5,67a -
RCA13
Bacillus 52,89+45,82a 67,46+6,74a 65,77+6,57a
RCAIS
Bacillus 45,50+31,76a 74,70+2,09a 67,70+1,60a
RCA16
Bacillus 74,80+1,25a 77,23+£5,11a 59,54+8,30a

RCA18
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Médias das triplicatas, seguidas pelo grupo estatistico do teste Scott-knott (p < 0,05). + Desvio
padrao.

Fixacio Biolégica De Nitrogénio

A capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio foi confirmada pela presen¢a de um anel branco de
crescimento bacteriano na parte superior do meio e pela alteragao da cor original de meio de verde para azul (fig.
4). Dentre as 18 isolados, apenas as rizobactérias Bacillus RCA1 e Lysinibacillus RCA3 apresentaram essas

alteragdes, sinalizando a fixag@o biologica de nitrogénio.

Fig. 4 Fixagdo bioldgica de nitrogénio indicada pelos anéis brancos de crescimento bacteriano (setas). A=

Bacillus RCA1, B= Lysinibacillus RCA3

Solubiliza¢ao De Fosfato

13 dos 18 isolados testados demonstraram capacidade de solubilizacdo de fosfato (Tabela 3), com
médias de solubilizacdo que variaram de 1,15 a 1,56. Os indices obtidos foram separados em dois grupos
estatisticos pelo teste Scott-Knoot (p<00,5). O grupo que apresentou os maiores indices foi o dos isolados

Lysinibacillus RCAS, Pseudomonas RCAS, Pseudomonas RCA10, Bacillus RCA12 e Bacillus RCA18 (Fig. 5).
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Fig. 5 Solubilizagdo de fosfato por rizobactérias de C. adamantium

Sintese de AIA

No teste colorimétrico para sintese bacteriana de AIA, utilizando o reagente de Salkowski, a mudanca
da cor natural do meio para rosa indica a produgdo para o fitormdnio (Fig. 6). As rizobactérias que apresentaram
tal alteracdo foram Bacillus RCAI1, Lysinibacillus RCA3, Sporosarcina RCA4, Lysinibacillus RCAS,
Paenibacillus RCA6, Bacillus RCA7, Pseudomonas RCAS e Paenibacillus RCA9 (Tabela 4).

As sete bactérias que apresentaram produg@o de AIA foram capazes de produzir tanto com a presenga
quanto a auséncia de triptofano. No meio enriquecido com triptofano, Sporosarcina RCA4 apresentou a maior
concentragdo de AIA (310,06 mg/ml), ja para o meio sem enriquecimento, Lysinibacillus RCAS teve o maior
resultado (197,1 mg/ml). Bacillus RCA1 apresentou os menores resultados para ambos os testes (99,37 ¢ 72,47

mg/ml respectivamente).

Fig. 6 Teste colorimétrico para sintese bacteriana de AIA. A = com Triptofano; B = sem triptofano. Triplicatas

do meio de cultura das 18 rizobactérias, iniciando-se da esquerda para direita e de cima para baixo
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Tabela 4 Testes de atividade de promogao de crescimento vegetal por rizobactérias de C. adamantium

Rizobactérias Fixagdo N, Solubilizagio Producdo AIA
PO
Trip+ Trip-

RCA 1 Positivo *1,31b+0,12 99,37+0,12 72,47+0,28
RCA 2 Negativo Negativo Negativo Negativo
RCA 3 Positivo 1,27b+0,2 273,70+7,2 174,54+21,13
RCA 4 Negativo 1,15b+0,08 310,06+8,88 168,39+9,22
RCA'S Negativo 1,45a+0,14 230,60+12,96 197,1+27,84
RCA 6 Negativo 1,17b+0,17 122,94+4,49 87,77+2,66
RCA 7 Negativo 1,23b+0,08 293,97+15,27 161,10+25,6
RCA 8 Negativo 1,52a+0,17 140,20+5,96 98,07+2,63
RCA9 Negativo 1,26b+0,09 264,29+17,6 167,97+9,54
RCA 10 Negativo 1,39a+0,23 Negativo Negativo
RCA 11 Negativo Negativo Negativo Negativo
RCA 12 Negativo 1,39a+0,06 Negativo Negativo
RCA 13 Negativo 1,29b+0,07 Negativo Negativo
RCA 14 Negativo Negativo Negativo Negativo
RCA 15 Negativo Negativo Negativo Negativo
RCA 16 Negativo 1,33b+0,14 Negativo Negativo
RCA 17 Negativo Negativo Negativo Negativo
RCA 18 Negativo 1,56a+0,11 Negativo Negativo

*Médias das quadruplicatas, seguidas pelo grupo estatistico do teste Scott-knott (p < 0,05). + Desvio padrao.

Teste in vivo

O teste in vivo apresentou resultados positivos de promogdo de crescimento em relagdo as variaveis
analisadas (Fig. 7). O comprimento da parte aérea com o tratamento de RCA3 foi maior que os demais (Fig. 8).
Os tratamentos com Pseudomonas RCA8 e com o consércio nio diferiram estatisticamente do controle. O
comprimento das raizes ndo apresentou diferencas significativas, sendo o controle a menor média. Em relagdo ao
peso umido, o peso umido da parte aérea apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos e o controle, ja
para o peso Umido das raizes apenas o tratamento com Lysinibacillus RCA3 diferiu estatisticamente. Em relag¢do

ao peso seco, ndo houve diferenca estatistica significativa.
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Fig. 7 Efeito dos tratamentos com rizobactérias selecionadas nas variaveis analisadas em plantulas de rabanete.

PA = Parte aérea; R = Raiz; Médias e grupo estatistico do teste Scott-Knott (p < 0,05)

Fig. 8 Promocao de crescimento em rabanete por Lysinibacillus RCA3 (A) em comparagdao com controle (B) do

teste in vivo

Analise de Macro e micronutrientes

Para os seis macronutrientes testados nao houve valores muito diferentes entre si, sugerindo que ndo ha
diferenga entre os tratamentos (Fig. 9). Para os micronutrientes, entretanto, o ferro esteve elevado nos
tratamentos do consoércio e Pseudomonas RCA8 (400,6 e 430,7 mg/kg respectivamente), apresentando o dobro

da concentrag@o do controle. Os demais micronutrientes também ndo apresentaram resultados significativos.
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Fig. 9 Concentragdo de macro e micronutrientes do teste in vivo de promocao de crescimento. K = Consorcio; L

=RCA3; P=RCA8

Discussao

As rizobactérias sdo uma parte importante do bem estar das lavouras, uma vez que estdo associadas
intrinsecamente ao desenvolvimento da planta e a sua relagdo com o ambiente, especialmente o solo. Os
beneficios providos por esses organismos sdo provenientes de diversos mecanismos diretos e indiretos que
viabilizam a absor¢do de nutrientes cruciais e oferecem prote¢ao contra fatores abidticos e bidticos (Mohanty et
al. 2021). A diversidade rizosférica associada a planta estd adaptada as condigdes adversas por ela enfrentada,
fornecendo auxilio na obten¢do de nutrientes escassos e contra fatores abidticos como salinidade, pH, acidez e

alcalinidade e umidade do solo. Essa interagdo ¢ tdo intima a ponto de haver alteragio nos processos de
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sinalizagdo e de transcri¢do de genes relacionados a essas adversidades (Verma et al. 2024). No presente estudo,
a rizosfera de C. adamantium foi escolhida pelo estudo, visto que ¢ uma planta nativa do Cerrado e pode se
desenvolver em diferentes tipos de solos (da Silva et al. 2023). Portanto, os organismos associados a ela podem

ser potenciais inoculantes para uso na agricultura, a fim de trazer resisténcia as culturas produzidas no Cerrado.

Identificacdo das rizobactérias

O solo rizosférico difere do ndo rizosférico em grande parte pelas diferencas fisico-quimicas,
influenciando a composi¢do microbiana (Ling et al., 2022). Tais alteragdes podem ser de pH, nutrientes
disponiveis e oxigenacdo, decorrentes das secregdes radiculares e de sua microbiota associada (Vives-Peris et al.
2020).

O isolamento de rizobactérias provenientes de C. adamantium forneceu informagdes importantes para a
compreensdo da comunidade bacteriana cultivavel do solo que interage com essa espécie no Cerrado brasileiro.
No presente estudo, houve predomindncia de bactérias da ordem Bacillales, 16 dos 18 isolados, representada por
Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Paenibacillus spp., Sporosarcina luteola e Priestia megaterium. As bactérias
restantes sdo Pseudomonas spp. (Pseudomonadales).

A ordem Bacillales ¢ muito bem documentada no ambiente rizosférico em diversas condigdes. O género
Bacillus demonstra varias atividades promotoras de crescimento como fixacdo bioldgica de nitrogénio,
solubilizagdo de fosfato, produgao de AIA, além de demonstrar potencial de biocontrole (Kumar et al. 2012).

Varias espécies de Bacillus ja foram isoladas da rizosfera de diversas plantas pelo mundo inteiro como
em feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) e chd (Camellia sinensis (L) O. Kuntze ¢ Camellia assamica (Mast)
Kitam) cultivados no Himalaia (Pandey e Palni 1997; Kumar et al. 2012), de batata (Solanum tuberosum L.) no
Andes (Calvo et al. 2010), de soja (Glycine max L. Merril) na Indonésia (Wahyudi et al. 2011) e de tomate
(Solanum lycopersicum L.) (Kalam et al 2020).

Os demais géneros encontrados no presente trabalho também j4 foram isolados do ambiente rizosférico
e apresentaram atividade de promogao in vitro e/ou in vivo: Lysinibacillus (Jyolsna et al. 2021; Pantoja-Guerra et
al. 2023; Pan et al. 2024), Paenibacillus (Brito et al. 2020; Li et al. 2021), Sporosarcina (Bushra et al. 2023) e
Priestia (Abiala et al. 2023).

Pseudomonas constitui um grupo capaz de ocupar diversos nichos e de apresentar uma variedade
metabolica consideravel (Clarke 1982), sendo também muito bem adaptado a colonizagdo da rizosfera, além de
possuir caracteristicas promissoras para rizobactérias promotoras de crescimento em plantas (Dorjey et al.,
2017). Essas caracteristicas abrangem desde atividades promotoras de crescimento em plantas ao biocontrole de
agentes fitopatogénicos (Shen et al., 2013).

Tendo em vista a microbiota rizosférica do Cerrado brasileiro, outros autores também exploraram o
potencial das RPCP desse dominio. Rizobactérias de diversos géneros foram isoladas e demonstraram potencial
de promocdo de crescimento como Paenibacillus polymyxa (da Mota et al. 2002), isolados de Brevibacillus
(Fiuza et al. 2022) e Bacillus e Burkholderia (Lisboa et al. 2021), além de Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens (Braga et al. 2018) e Bacillus cereus e Pseudomonas putida (Vitorino et al. 2020). Esses
grupos taxonomicos também sdo encontrados em outras abordagens, como a deteccdo de genes relacionados a

fixacdo de nitrogénio em Coelho et al. (2012), que levou a deteccdo de principalmente Paenibacillus durus em
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amostras de rizosfera de sorgo. Andlises metagenomicas também detectaram os dois filos encontrados no
presente estudo, Firmicutes e Pseudomanonadota (Proteobacteria), em diferentes fitofisionomias do Cerrado em

solos nativos e alterados por lavoura (de Castro et al. 2016; Souza et al. 2016).

Teste de antagonismo

Devido as enormes perdas agricolas anuais causadas por fitopatogenos, as RPCP ganharam espago no
biocontrole desses organismos por conta de sua versatilidade de trabalho e de sua diversidade nos agrossistemas,
além de estarem associados diretamente com a planta (Saraf et al. 2014).

A maior parte das rizobactérias que apresentaram resultados no controle de fitopatégenos pertencem ao
género Bacillus. Esse taxon ¢ constantemente empregado no biocontrole devido a uma variedade de metabolitos
secunddrios produzidos como fengicina, iturina, surfactina (Khan et al., 2021). Isso corrobora com os resultados
encontrados, em que a maior parte das inibicdes foram a distdncia,ou seja ndo houve contato entre as
rizobactérias e os fitopatogenos, sugerindo a producdo de aleloquimicos por parte das rizobactérias testadas.
Uma espécie de Bacillus com grande destaque ¢ B. subtilis, suas caracteristicas de formacdo de enddsporos,
diversidade de antibioticos sintetizados e variedade de plantas hospedeira a tornam uma espécie promissora para
a sua utilizacdo como agente de biocontrole (Khomyak et al. 2016). No presente estudo, Bacillus RCA18
apresentou resultados expressivos contra C. gloeosporioides. € M. phaseolina, 1A de 74,80 e 77,23
respectivamente (Tabela 3).

C. gloeosporioides ja foi controlada em laboratérios por rizobactérias como em Magallon-Andaldn et
al., (2024) com B. pumilus e trés cepas de B. thuringiensis, em Jamal et al. (2015) com B. amyloliquefaciens e
por B. subtilis em Ashwini e Srividya (2014). Bacillus spp. também demonstraram atividade inibitoria em
Fusarium spp. (Khan et al. 2018; Baard et al. 2023; Boulahouat et al. 2023), além do fitopatégeno do solo M.
phaseolina (Bojorquez-Armenta et al., 2021; Castaldi et al., 2021; Rangel-Montoya et al. 2022).

C. gloeosporioides ¢ um fitopatdogeno conhecido por causar a antracnose em diversas espécies vegetais.
O alvo desse patogeno ¢ a parte aérea da planta, especialmente os frutos e as folhas (Peralta-Ruiz et al., 2023).
Embora as bactérias do presente estudo sejam rizosféricas, elas podem ser exploradas como biopesticidas de
outras formas, como analise de seus metabolitos secundarios. Por outro lado, tanto o género Fusarium quanto M.
phaseolina sdo fitopatogenos transmitidos pelo solo (Okungbowa e Shittu 2012; Ghosh et al. 2018), portanto, o
ataque a planta inicia-se no sistema radicular, sendo obrigado a transpor a linha de defesa da rizosfera.

Os resultados obtidos nos testes de antagonismo entre rizobactérias isoladas de C. adamantium contra
trés importantes fitopatdgenos, estdo de acordo com o que ja € registrado na literatura cientifica, evidenciando

principalmente os isolados Bacillus spp. como promissores em seu uso como biopesticidas.

Fixacao Biolégica De Nitrogénio

Dentre os principais nutrientes essenciais para o desenvolvimento da planta estd o nitrogénio (N,),
entretanto, sua disponibilidade no solo ndo ¢ suficiente para atender a demanda da planta. Em contrapartida, as
plantas se beneficiam de bactérias de vida livre capazes de fixar biologicamente o N, disponibilizando-o no solo
(Shabanamol et al. 2018). No presente trabalho, rizobactérias de vida livre Bacillus RCA1 e Lysinibacillus

RCA3 fixaram biologicamente o N.,.
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A capacidade de fixagdo de nitrogénio por Bacillus spp. ja é conhecida (Solani et al. 2016). Em relagao
a B. cereus, varios trabalhos descrevem essa atividade como em Nafisah et al. (2022) em que uma cepa de B.
cereus isolada de um lago na indonésia fixou nitrogénio em forma de amoénia. Na co-inoculagdo com Rhizobium
sp. em guandu (Cajanus cajan) B. cereus aumentou a fixagdo de nitrogénio em comparacio a inoculacdo com
apenas Rhizobium (Tilak, Ranganayaki e Manoharachari 2006).

Os resultados obtidos de Lysinibacillus RCA3 vao ao encontro de outros estudos que descrevem as
atividades promotoras de crescimento em plantas dessa espécie. Shabanamol et al. (2018) obtiveram resultados
positivos de L. sphaericus na fixacdo de nitrogénio, maior do que outras bactérias diazotroficas testadas no

mesmo estudo.

Solubiliza¢ao De Fosfato

Rizobactéria podem disponibilizar fosfato no solo por diversas formas, que se dividem em solubilizacao
de compostos inorgénicos e degradacdo enzimadtica de compostos organicos. Ambos 0s processos resultam em
fosfato mono e dibasico (H,PO, e HPO,?). O meio utilizado no presente estudo é a base do composto inorganico
fosfato bicalcico (CaHPO,), portanto, as rizobactérias foram restringidas a apenas esta via de solubilizagdo.

As rizobactérias que apresentaram os maiores indices de solubilizagdo pertencem aos géneros Bacillus,
Lysinibacillus e Pseudomonas. O maior indice foi de 1,56 e pertence a Bacillus RCA18 .0 género Bacillus ja foi
relatado como solubilizadora de fosfato (Ahmad et al. 2021; Li et al. 2023). Pseudomonas spp. ja apresentaram
atividade de solubilizagdo de fosfato (Adhikari et al. 2021; Dasila et al. 2023; Lopez-Hernandez et al. 2023) além
de Pseudomonas putida (Przemieniecki et al. 2019) e Pseudomonas plecoglossicida (Astriani et al. 2020).
Vitorino et al. (2024) testaram uma cepa de L. fusiformis e registraram a capacidade de solubilizacdo de fosfato,

em especial por meio de vias de fitase e de 4cidos organicos.

Sintese de AIA

AIA ¢ uma auxina de suma importancia no desenvolvimento da planta, influenciando a divisdo e a
diferenciagdo celular, além de regular o crescimento primario ¢ secundario da raizes (Reed 2001), sendo
sintetizada a partir de via dependente ou independente de triptofano (Mohite 2013).

Apenas sete rizobactérias produziram AIA tanto na presenga quanto na auséncia de triptofano,
indicando uma maior versatilidade na sintese desse composto por parte das bactérias isoladas. Os resultados
obtidos possuem respaldo na literatura cientifica em relagdo ao registro de produgdo de AIA: no maior filo
encontrado no presente estudo, Firmicutes, hd Bacillus cereus (Kulkova et al. 2023); Lysinibacillus sphaericus
(Naureen et al. 2017, Shabanamol et al. 2018, Pantoja-Guerra et al. 2023); Bacillus sp. (Swain, Naskar, Ray
2007, Shao et al. 2015, Wagi ¢ Ahmed 2019) Paenibacillus illinoisensis (Kudoyarova et al. 2017); Lysinibacillus
fusiformis (Hanh ¢ Mongkolthanaruk 2017, Pantoja-Guerra et al. 2023). Além disso, também ha Sporosarcina
luteola (Franchi et al. 2017) e Pseudomonas putida (Meliani et al. 2017).

A biossintese de AIA pela via dependente de triptofano ¢ muito bem descrita na literatura. Utilizando o
triptofano como precursor, a bactéria podem sintetizar AIA utilizando algumas vias como a do acido

indol-3-pirtvico, da triptamina, da indol-3-acetonitrila e a do indol-3-acetamida (Zhang et al, 2024). Entretanto



34

a via independente permanece pouco elucidada (Di et al, 2016). O fato das rizobactérias isoladas no presente
estudo terem apresentado positivo nos dois testes de AIA, atrapalha a determinacéo da via utilizada, uma vez que

ndo ha confirmacao se elas de fato utilizam as duas vias ou se utilizada ou apenas uma delas.

Teste in vivo e analise de Macro e micronutrientes

Segundo os resultados obtidos no teste in vivo com rabanete, pode se perceber que houve promogao de
crescimento ocasionado pelos tratamentos com Bacillus RCA 3 (Fig 7), Pseudomonas RCAS8 e com o consorcio
das duas rizobactérias. Com exceg¢do do peso seco, o controle apresentou os menores valores nas demais
varidveis. Contudo, o crescimento promovido ndo foi uniforme, o tratamento com Lysinibacillus RCA 3 foi o
maior em comprimento da parte aérea, embora, entre os tratamentos, apresentou o menor peso de parte aérea, e
apresentou as raizes mais pesadas. Os tratamentos com consoércio e com Pseudomonas RCAS8 ndo demonstraram
diferenca significativa entre si.

Possivelmente os resultados apresentados por Lysinibacillus RCA3 se devem a sua producdo de AIA,
registrada no presente trabalho. O AIA ¢ um fitorménio de vital importancia para o desenvolvimento da planta,
pois induz o alargamento e divisdo celular (Licea-Herrera et al. 2020). Além disso, o AIA promove o
desenvolvimento do sistema radicular primario e secundario, aumentando o seu peso, ramificagdo area
superficial das raizes e seu tamanho (Raheem et al., 2018), podendo explicar o peso maior para Lysinibacillus
RCA3, mas ndo necessariamente o seu comprimento.

Outros fatores que poderiam ter auxiliado Lysinibacillus RCA3 sdo a solubilizagdo de fosfato ¢ a
fixacdo de nitrogénio, dando vantagem a Lysinibacillus RCA3 em comparagdo com Pseudomonas RCAS, tendo
em vista que a ltima ndo foi capaz apenas de fixar nitrogénio, além de apresentar uma produgdo de AIA inferior
a de Lysinibacillus RCA3. Contudo, segundo a analise de macronutrientes, aparentemente ndo houve diferenca
significativa em relagdo ao controle na concentragdo de nitrogénio e foésforo, apresentando resultados
insatisfatorios quando comparados a outros trabalhos como em Singh et al. (2024) e em Jensen et al. (2024).

Apesar do consorcio ter sido composto por duas rizobactérias com resultados positivos nos testes in
vitro, ele ndo foi estatisticamente diferente dos outros tratamentos. Isso se deve possivelmente por ndo ter
havido, entre as rizobactérias, sinergismo ou coloniza¢do adequada quando inoculadas na planta, uma vez que o

sinergismo depende de varios fatores presentes na rizosfera (Singh et al. 2023).

Consideracoes finais

As RPCP sdo uma alternativa sustentavel ao uso de fertilizantes e pesticidas quimicos, tradicionalmente
utilizados, por promoverem o crescimento vegetal e consequentemente aumentarem os rendimentos das colheitas
por meio de mecanismos simbioticos com a planta hospedeira. Esses mecanismos sdo amplamente descritos na
literatura cientifica, entretanto o crescimento vegetal nem sempre € observado.

As rizobactérias testadas apresentaram resultados positivos para as principais atividades de promocgéo
de crescimento in vitro, além de demonstrarem potencial antagonista contra fitopatdgenos fungicos. Os

resultados obtidos revelam um pouco da diversidade microbiana rizosférica de C. adamantium e servem como
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base para futuros estudos que buscam aplicar a microbiologia agricola na diminuigdo dos impactos da agricultura

ao ambiente e a sociedade.
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Consideragoes finais

As RPCP sao alvo de diversas pesquisas, sendo consideradas como uma
alternativa sustentavel ao uso de fertilizantes e pesticidas quimicos tradicionalmente
utilizados Sao capazes de promover o crescimento vegetal e consequentemente
aumentar os rendimentos das colheitas por meio de mecanismos simbidticos com a
planta hospedeira. Esses mecanismos sao altamente diversificados, oferecendo um
grande leque de estratégias e focos para o uso desses organismos na agricultura.

As rizobactérias foram isoladas de Campomanesia adamantium, uma planta
nativa do Cerrado brasileiro, e testadas para alguns dos principais mecanismos de
promoc¢ao de crescimento de plantas. Apresentaram resultados positivos para as
principais atividades de disponibilizacdo de nutrientes in vitro, além de
demonstrarem potencial antagonista contra fitopatdogenos fungicos. Os resultados
obtidos revelam um pouco da diversidade microbiana rizosférica de C. adamantium e
servem como base para futuros estudos que buscam aplicar a microbiologia agricola
na diminuigdo dos impactos da agricultura ao ambiente e a sociedade, além de
estudo sobre a diversidade microbiana do Cerrado.

Este trabalho representa um esforgo em tornar a agricultura mais sustentavel

e inteligente, explorando as ja existentes relagdes entre planta e microrganismo. Os
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achados também contribuem para fortalecer a pesquisa a respeito da riqueza dos
recursos naturais, da ecologia, da biodiversidade e da biotecnologia do Cerrado

brasileiro, especialmente no estado de Mato Grosso do Sul.
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Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.
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Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference
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never include the bibliographic details of a reference. They should also not contain any figures or
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Always use footnotes instead of endnotes.
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All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.
Identify any previously published material by giving the original source in the form of a
reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for
significance values and other statistical data) and included beneath the table body.
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For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF format.
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Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the figures
are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum resolution
of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing,
extensive lettering, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will
still be visible. Many colors are not distinguishable from one another when converted to black
and white. A simple way to check this is to make a xerographic copy to see if the necessary

distinctions between the different colors are still apparent.
If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.
Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—3 mm

(8-12 pt).
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Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an

axis and 20-pt type for the axis label.
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Avoid effects such as shading, outline letters, etc.
Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the
consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,"A1, A2, A3,
etc." Figures in online appendices [Supplementary Information (SI)] should, however, be
numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts.
Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also in
bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the
end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as
coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a reference
citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted within the body of the text. Only if the file size of the manuscript
causes problems in uploading it, the large figures should be submitted separately from the
text.

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For large-sized journals the figures should be 84 mm (for double-column text areas), or 174
mm (for single-column text areas) wide and not higher than 234 mm.

For small-sized journals, the figures should be 119 mm wide and not higher than 195 mm.
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