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RESUMO

A rizosfera é a regido do solo em intimo contato com as raizes das plantas, caracterizada por
possuir intensa atividade microbiana devido a presenca de exsudatos radiculares. As
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) desempenham um papel crucial na
promocdo do crescimento e desenvolvimento vegetal, por meio de diversos mecanismos como
a solubilizacéo de fosforo (P), producéo de hormdnios vegetais, fixacdo de nitrogénio, protecdo
contra fitopatdgenos e por mediar resisténcia a estresses bidticos e abioticos. No atual cenario
de emergéncias climaticas, isolar e caracterizar RPCP capazes de manter suas atividades
promotoras do crescimento mesmo em condicBes de estresses abidticos, em especial hidrico e
osmatico, consolida-se como importante estratégia tecnoldgica. O objetivo deste trabalho foi a
caracterizacdo dos mecanismos envolvidos na promocdo de crescimento de plantas por
rizobactérias isoladas de milho (Zea mays), cultivado em trés solos de Campos Nativos com
diferentes historicos de uso (&rea de preservacdo, area de restauracdo e area agricola). Foram
selecionadas 40 estirpes que destacaram-se por possuirem eficiéncia no crescimento em meio
contendo sorbitol juntamente com a presenca de halos de solubilizacdo de P no menor periodo
de tempo e crescimento em meio com baixa atividade de agua. Dos isolados identificados,
destacaram-se 0s géneros Pseudomonas e Enterobacter, com maior numero de representantes.
A capacidade de produgdo de siderdforos foi detectada em 26 destes isolados. A solubilizagdo
de P foi avaliada em meio liquido + Cas(PO4)2, onde as estirpes de Pseudomonas se destacaram,
com indices de solubilizacdo entre 149,3 a 204,2 mg/L apds 72 horas de incubacgdo. A tolerancia
ao estresse osmdtico foi avaliada pela razdo do crescimento bacteriano em diferentes
concentracdes de PEG 6000 (11%; 21% e 26%), onde os maiores valores foram observados na
concentracdo de 11% de PEG 6000. Além disso, a producdo de &cido indolacético (AlA) foi
verificada em 36 das 40 estirpes, indicando o potencial dessas bactérias em promover o
crescimento vegetal, mesmo em condi¢Ges de estresse osmético. Por fim, 33 isolados
produziram exopolissacarideos (EPS) e apenas um isolado ndo produziu biofilme em meio
TSB. Com base nas analises fenotipicas, foram selecionados isolados para ensaio em casa de
vegetacdo (experimento em andamento). Ainda, estes dados nos permitem inferir o potencial
biotecnoldgico de bactérias nativas para a promocdo do crescimento vegetal, que possuem
relevancia reconhecida para utilizacdo tanto em agroecossistemas como para estratégias ativas
de restauracéo ecoldgica.

Palavras-chave: Estresse osmético; rizosfera; Campos Nativos; diversidade.



ABSTRACT

The rhizosphere is the region of soil in close contact with plant roots, characterized by intense
microbial activity due to the presence of root exudates. Plant Growth-Promoting Rhizobacteria
(PGPR) play a crucial role in enhancing plant growth and development through various
mechanisms, such as phosphorus (P) solubilization, production of plant hormones, nitrogen
fixation, protection against phytopathogens, and mediation of resistance to biotic and abiotic
stresses. In the context of climate emergencies, isolating and characterizing PGPR capable of
maintaining growth-promoting activities under abiotic stress conditions, particularly water and
osmotic stress, has become an essential technological strategy.The objective of this study was
to characterize the mechanisms involved in plant growth promotion by rhizobacteria isolated
from maize (Zea mays) cultivated in three native grassland soils with different land-use
histories (preservation area, restoration area, and agricultural area). Forty strains were selected
for their efficiency in growing in sorbitol-containing medium, along with the presence of P-
solubilization halos in the shortest time and tolerance to osmotic stress. Among the identified
isolates, the genera Pseudomonas and Enterobacter were prominent, with the highest number
of representatives. Siderophore production was detected in 26 of these isolates. Phosphorus
solubilization was evaluated in liquid medium + Ca3(P04)2, where Pseudomonas strains stood
out, with solubilization indices ranging from 149.3 to 204.2 mg/L after 72 hours of incubation.
Osmotic stress tolerance was assessed by measuring bacterial growth at different concentrations
of PEG 6000 (11%, 21%, and 26%), with the highest values observed at 11% PEG 6000.
Additionally, indole-3-acetic acid (IAA) production was detected in 36 of the 40 strains,
indicating the potential of these bacteria to promote plant growth even under osmotic stress
conditions. Furthermore, 33 isolates produced exopolysaccharides (EPS), and only one isolate
did not produce biofilm in TSB medium. Based on phenotypic analyses, isolates were selected
for greenhouse experiments (ongoing). These findings underscore the biotechnological
potential of native bacteria for plant growth promotion, highlighting their relevance for use in
both agroecosystems and active ecological restoration strategies.

Keywords: Osmotic stress; rhizosphere; Native Fields; diversity
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1 INTRODUCAO

A rizosfera é a parte do solo que ¢é diretamente influenciada pelas raizes das plantas,
podendo variar em tamanho, espessura e extensdo (Orozco-Mosqueda et al., 2022). O
metabolismo das plantas afeta a regido da rizosfera por meio da secrecdo de fotossintatos na
forma de exsudatos radiculares (Sharma et al., 2021), que desencadeiam diferentes tipos de
interacbes bioquimicas com os microrganismos presentes nesta regido (Caraciolo; Terenzi,
2021).

Este microbioma (conjunto de microrganismos que habitam um ambiente especifico) é
diverso e pode ser composto por centenas de espécies diferentes de microrganismos (Pollak;
Cordero, 2020). Muitos sdo benéficos para as plantas como é o caso das rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (RPCP). As RPCP contemplam variados grupos
taxonémicos com ampla diversidade genética e funcional, capazes de colonizar a rizosfera de
uma determinada planta hospedeira e melhorar seu desenvolvimento e produtividade (Orozco-
Mosqueda et al., 2022).

As RPCP podem contribuir para a nutricdo vegetal e aliviar os efeitos de estresses
causados por agentes bioticos e abioticos e, indiretamente, melhorar a fertilidade e qualidade
do solo, substituindo parcialmente a demanda por fertilizantes quimicos, que apresentam varios
impactos negativos a sustentabilidade, estabilidade e preservacdo de ecossistemas (Hakim et
al., 2021). Sobretudo, em atual cenario de emergéncias climéticas, torna-se necessario isolar e
caracterizar microrganismos que tenham a capacidade de manter suas atividades promotoras do
crescimento mesmo em condicdes de estresses abioticos (Bittencourt et al., 2023).

Recentemente, estudos destacaram elevada tolerancia a estresses abidticos e a eficiéncia
na solubilizagdo de fosfato in vitro de estirpes de Paraburkholderia isoladas de nodulos de
plantas nativas do Parque Estadual de Vila Velha e Parque Estadual do Guartela, com indices
equivalentes as estirpes elite para o processo em questdo (Protachevicz et al., 2023; Nascimento
et al., 2024). Esses estudos apontam que comunidades microbianas dos Campos Gerais do
Parana- Brasil, abrigam promissores modelos evolutivos e biotecnologicos de RPCP

multifuncionais, porém pouco explorados e estudados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INTERACAO PLANTA-MICRORGANISMOS

A planta e sua comunidade microbiana associada (microbiota) constituem uma unidade
ecologica Unica denominada holobionte. Por esse ponto de vista, os hospedeiros vegetais
dependem da atividade biologica da sua microbiota para a realizacdo de parte de suas funcdes
ecoldgicas e, em contrapartida, provém fotossintatos em suas imediages, estruturando habitats
favoréveis a colonizacdo microbiana, como a filosfera (superficie vegetal), endosfera (interior
vegetal) e rizosfera (Trivedi et al., 2020; Vandenkoornhuyse et al., 2015b; Xiong; Lu, 2022).

Esses (micro)habitats abrigam distintas comunidades de microrganismos
taxonomicamente variados, tais como arqueas, bactérias, fungos e protistas (Hassani; Duran;
Hacquard, 2018; Xiong; Lu, 2022) provenientes de varias fontes, como solo, ar e até mesmo de
outros organismos préximos como animais, insetos e plantas (Omae; Tsuda, 2022). Com base
na sua interacdo com o hospedeiro vegetal, esses microrganismos podem apresentar interacao
benéfica (importante para seu desenvolvimento), prejudicial (patogénica) ou neutra durante a
coabitacdo (Glick, 2012a). Comunidades microbianas que se associam a determinada planta séo
moldadas por meio de quatro processos principais: selecdo, diversificacdo, dispersdo e deriva
ecologica (Fitzpatrick et al., 2020).

Cada comunidade possui um periodo de associacdo distinto, que varia de interacdes
curtas a interagdes definitivas e de longo prazo. As interac6es de longo prazo formam o que se
define como microbioma central ou microbiota total associada a planta (Santoyo, 2022). O
potencial de contribuicdo ao crescimento e desenvolvimento das plantas por RPCP é de
fundamental importancia, especialmente em caso de estresse abidtico, fornecendo suporte e

aptidao ao hospedeiro (Olenska et al., 2020a).

2.2 ARIZOSFERA COMO HABITAT MICROBIANO

O solo é dos ambientes com maior riqueza e abundancia microbiana da biosfera. Muitas
iniciativas ja foram conduzidas no sentido de estimar a abundancia absoluta de microrganismos
no solo e mostram resultados contrastantes, visto que as particulas do solo conferem vasto
numero de microhabitats. A variacdo biogeografica e temporal nos fatores fisicos e quimicos,
também influenciam na dindmica das comunidades microbianas (Howe; Smith, 2021). Grande
parte dos microrganismos do solo ndo sdo cultivaveis em condic¢des laboratoriais e estratégias
moleculares podem ndo representar de forma acurada a estrutura de uma comunidade

microbiana por conta de vieses metodologicos (Lahlali et al., 2021).
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No entanto, é unanime a constatacdo de que as bactérias sdo organismos abundantes e
geneticamente diversos no solo; um grama de solo pode possuir de 108 a 10'° células bacterianas
(Zhang et al., 2017a).

Quando estruturas reprodutivas vegetais atingem o solo, o desenvolvimento do sistema
radicular cria novos nichos ecologicos: a superficie das raizes (rizoplano) e seu solo associado
(rizosfera) sdo referidos por muitos autores como complexos e diversos ecossistemas terrestres.
Esses microhabitats sdo enriquecidos pela liberacdo de exsudatos radiculares (acidos organicos,
aminoéacidos, acucares, metabolitos secundarios, dentre outros) que conferem condicdes para a
proliferacdo de microrganismos especificos e a estruturagdo diferencial de comunidades
microbianas competentes, resultando em uma zona de elevada atividade metabdlica; esse é o
“efeito rizosférico” (Berendsen; Pieterse; Bakker, 2012; Olanrewaju; Glick; Babalola, 2017;
Pascale et al., 2020). O nimero de bactérias na rizosfera pode ser dez vezes maior do que o solo
ndo rizosférico (Berendsen; Pieterse; Bakker, 2012)e apresentar riqueza diferenciada (Grover
etal., 2021).

O microbioma da rizosfera atua na mediacdo da resisténcia da planta a seus patdégenos
e desempenha um papel fundamental no crescimento das plantas, na germinacéo das sementes,
na nutri¢do e no desenvolvimento das plantas nas mais diversas condi¢cdes ambientais, tanto nos
ecossistemas geridos como nos naturais (Compant; Clément; Sessitsch, 2010; Pérez-Jaramillo;
Mendes; Raaijmakers, 2016). Isso porque a comunidade microbiana estruturada nessa regido
por meio do efeito rizosférico desempenha naturalmente atividades bioldgicas que culminam
na promocao do crescimento e desenvolvimento das plantas. Essas bactérias sdo coletivamente
denominadas rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) (Olanrewaju; Glick;
Babalola, 2017).

2.3 RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS (RPCP)

As RPCPs sdo capazes de estimular o crescimento e o desenvolvimento das plantas por
mecanismos que podem ser diretos e/ou indiretos (Glick, 2012a). Mecanismos diretos se
referem as caracteristicas bacterianas que resultam na promocdo direta do crescimento das
plantas, por meio da sintese de compostos responsaveis por modular o desenvolvimento da
planta hospedeira e a facilitacdo na aquisicdo de nutrientes, principalmente de nitrogénio (N) e
de fosforo (P); Os mecanismos indiretos referem-se as caracteristicas que inibem a colonizagéo
de um ou mais organismos fitopatogénicos, tanto fungos quanto bactérias (Bittencourt et al.,
2023).
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Segundo Glick (2020), as RPCP podem desencadear diversas melhorias no
desenvolvimento vegetal como (1) aumento da biomassa; (2) aumento do teor de nutrientes
como N, P ou ferro (Fe) nas plantas; (3) maior comprimento da raiz e/ou parte aérea; (4) melhor
germinacdo de sementes; (5) plantas com maior resisténcia a doencas; (6) maior toleréncia a
diversos estresses ambientais; (7) aumento na producdo de metabdlitos secundarios uteis; e (8)
plantas mais nutridas.

Assim, as bactérias sdo essenciais para a capacidade de resiliéncia de espécies vegetais
na natureza. Além disso, apresentam um notavel potencial biotecnoldgico, podendo ser
empregadas em inoculantes para promover biofertilizacdo, fitoestimulacdo e biocontrole na
agricultura e silvicultura, auxiliando na producdo e sustentabilidade agricola, florestal e
recuperacdo ambiental (Bloemberg; Lugtenberg, 2001; Lucy; Reed; R. Glick, 2004) com
grande potencial de complementar ou substituir métodos tradicionais de fertilizacdo mineral e
defensivos quimicos.

Dentre as atividades promotoras do crescimento de plantas que constituem o0s
mecanismos diretos desempenhados por tais bactérias, podemos destacar: solubilizacdo de P,
producdo de fitohorménios, sintese de exopolissacarideos e biofilme, producdo de sideroforos

e producdo de ACC-desaminase.

2.3.1 Diversidade Genética De RPCP

A diversidade genética de RPCP pode variar de acordo com a planta hospedeira,
condicGes edaficas, uso do solo, coordenadas geograficas, dentre outros fatores (Chukwuneme
et al., 2020; Finn; Yu; Penton, 2020).

As RPCP mais conhecidas pertencem a géneros como: Achromobacter, Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus/Priestia, Paraburkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Microbacterium,
Paenibacillus, Pantoea, Rhizobium, Streptomyces, Pseudomonas, entre outros (Klepa et al.,
2022; Numan et al., 2018; Protachevicz et al., 2023). O género Pseudomonas, composto por
bacilos Gram-negativos, usualmente destaca-se em estudos com RPCP pois estdo presentes em
uma ampla gama de ambientes, sdo constantemente relatados em estudos baseados em rizosfera
de diferentes plantas hospedeiras e apresentam uma grande versatilidade metabdlica (Zboralski;
Filion, 2020).

A andlise da diversidade genética de RPCP normalmente inicia-se com a obtencdo das
sequéncias nucleotidicas do gene 16S DNAr, que codifica um RNA ribossomal componente da
subunidade menor do ribossomo (Silveira; Freitas, 2007). O gene 16S DNAr geralmente é

considerado um excelente marcador filogenético, pois € onipresente em procariotos.
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Geralmente em cOpia Unica por genoma, apresentam um papel metabolico-chave e seu tamanho
(1500 pares de bases) é ideial para a aplicacdo em diversas técinicas moleculares. Além disso,
a sequéncia é conservada permitindo a utilizacdo de iniciadores universais, porém contém sitios
varidveis o sufuciente para revelar relacdes filogenéticas (Combrink et al., 2023; Liu et al.,
2022; Yang et al., 2024)

Cabe salientar que € necessério ter cautela no uso desse marcador para delineamento de
espeécies bacterianas. Analises comparativas vém demonstrando o restrito poder de resolucéo
do 16S DNAr a nivel de espécie e sua limitacdo em andlises filogenéticas de organismos
relacionados. A conservacdo do 16S DNAr pode inclusive resultar em elevadas porcentagens
de identidade nucleotidica entre espécies diferentes que sejam evolutivamente relacionadas
(Reis Junior; Reis; Teixeira, 2006).

Inclusive, esse problema pode ser observado em bactérias do género Pseudomonas.
Apesar de ser um dos géneros bacterianos mais estudados, com grande quantidade de
sequéncias depositadas em bancos de dados publicos, a dificuldade em segregar as espécies de
relevancia ecoldgica e biotecnoldgica das espécies comensais e patogénicas é frequentemente
relatada (Palleroni, 2010) . A utilizacdo de ferramentas baseadas em filogenia do gene 16S
DNAr resultou na reclassificagdo de varios grupos de Pseudomonas, inclusive para novos
géneros (Lalucat et al., 2022). De fato, a filogenémica parece ter papel insubstituivel no
delineamento taxondmico de bactérias da familia Pseudomonadaceae (Lalucat et al., 2022;
Ozen; Ussery, 2012).

2.4 DIVERSIDADE FUNCIONAL DE RPCP

2.4.1 Solubilizacdo E Mineralizagdo De P

O P é um macronutriente vital para plantas, desempenhando fungfes essenciais no
metabolismo, divisdo celular, geracdo de energia, ativacdo de enzimas e na formacdo de
moléculas biologicas cruciais, como ATP e acidos nucleicos (Etesami; Jeong; Glick, 2021). Sua
deficiéncia ao inicio do ciclo vegetativo pode causar danos irreversiveis ao crescimento vegetal.

Os valores de P presente na camada superficial do solo geralmente variam de 50 a 3.000
mg.kg™, dos quais apenas 0,1% esta acessivel para absorcdo pelas plantas. Isso ocorre devido a
precipitacdo com cations no solo, imobilizagéo e adsocéo (Rawat et al., 2020a).

Algumas RPCPs sdo capazes de secretar acidos organicos, produzir enzimas (como
fosfatases e fitases), e quelantes de ions (como sider6foros), que auxiliam na biodisponibilidade
de P para as plantas (Rawat et al., 2020a; Tomer; Suyal; Goel, 2017). Muitas dessas bactérias
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também possuem a capacidade de promover o crescimento radicular, permitindo assim maior
exploracdo do solo e absorcdo de P, proporcionando maior intercepgédo radicular (Chaves;
Zucareli; De Oliveira Junior, 2013).

Entre os microrganismos, as bactérias desempenham um papel importante no ciclo
biogeoquimico do P. O fosfato encontra-se no solo em duas formas: o fosfato orgéanico,
derivado da decomposi¢do da matéria orgénica, e fosfato inorganico, originado de rochas
(Nascimento et al., 2024). As bactérias solubilizam os fosfatos inorganicos e mineralizam os
fosfatos organicos do solo por diversos mecanismos, disponibilizando o P de forma eficiente
(Figura 1).

Figura 1.Mecanismos de solubilizagcdo/mineralizagdo de fosfato que podem ser desempenhados por RPCP.
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(R-H,PO;)
Fonte: Nascimento (2022).

A solubilizacdo de P inorgéanico pelas bactérias pode ocorrer por: (i) redugdo do pH, (ii)
aumento da quelatacéo de cations ligados ao fosfato, (iii) competicdo com o fosfato por sitios
de adsorc¢do no solo e (iv) formacdo de complexos soltveis com ions metalicos como Ca, Al,
Fe (Sharmaet al., 2021).

A mineralizacdo do P acontece devido a acdo de numerosos organismos saprofitos que
realizam a liberacdo de ortofosfato radical da estrutura de carbono liberando o fosfato do P
organico através de acBes enzimaticas. As principais enzimas que auxiliam nesse processo sao
fosfatases inespecificas, fitases e fosfonatases (Nascimento et al., 2024; Pezoa Maldonado,
2021).



16

2.4.2 Producdo De Sideréforos

O Fe é um micronutriente essencial para a maior parte dos organismos vivos e encontra-
se na natureza essencialmente como Fe3*, na forma de sais e hidroxidos de baixa solubilidade,
formas que nédo sdo facilmente assimilaveis pelas plantas (Benite; Machado; Machado, 2002;
Joshi et al., 2023).

O Fe tem a capacidade de aceitar e doar elétrons, e variar entre a forma férrica (Fe3*) e
ferrosa (Fe2"). Para que o Fe do solo possa ser assimilado, algumas bactérias secretam
compostos conhecidos como sideréforos, Sdo moléculas de baixo peso molecular, variando
tipicamente de 500-1500 daltons, que sequestram Fe®* na presenca de outros ions metalicos do
ambiente, para reduzi-lo a Fe?* (Deb; Tatung, 2024; Joshi et al., 2023)

As bactérias produtoras de sideréforo atuam na promogdo de crescimento vegetal de
forma indireta, possibilitando a resisténcia contra patégenos. Como o mecanismo para producao
de sideroforos é realizado somente sob condicdes de baixa disponibilidade de Fe no solo, 0s
microrganismos capazes de produzi-los possuem vantagem sobre os demais, podendo inibir
patégenos por antagonismo microbiano (Vieira Junior et al., 2013)(Aguado-Santacruz et al.,
2012). Os mecanismos diretos incluem fornecimento de Fe para a planta hospedeira além de
constituem importante mecanismo de solubilizacdo de P (Figura 1).

Para Benite et al. (2002) a captacdo de ferro mediada por sideréforos ocorre apds 0s
processos quimicos de: (1) quelacdo seletiva de Fe®*; (2) reconhecimento molecular do
complexo sideroforo- Fe®*; (3) transporte de Fe complexado pela membrana celular; (4)

deposicdo do Fe em um sitio apropriado na célula (superficie ou interior celular).

2.4.3 Sintese De Compostos Indolicos

Os microrganismos beneficos promovem o crescimento das plantas principalmente pela
producdo ou modulagdo de complexos hormonios vegetais. As auxinas influenciam na divis&o,
no crescimento e na diferenciacdo celular e estdo envolvidas em muitos processos de
desenvolvimento fisioldgico vegetal, controlar o alongamento das raizes e aumentar o
desenvolvimento de pelos radiculares e das raizes laterais (Di et al., 2016b; Florentino et al.,
2017).

Ainda, tem acdo integrada com vias sinalizadoras de diferentes fitormonios,
influenciando em varios processos como: crescimento e formacdo de raizes, direcdo de
crescimento, arquitetura radicular, dominancia apical, absciséo de 6rgaos, desenvolvimento de

flores e frutos e diferenciagdo celular (Jordan; Casaretto, 2006). As plantas possuem trés tipos
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de auxinas: acido indol acético (AlA), acido 4 cloroindélico e acido fenilindélico; destes, sendo
0 AlA o mais abundante e estudado (Di et al., 2016b).

RPCP também possuem capacidade de sintetizar AIA, majoritariamente utilizando
triptofano exsudado pelas raizes do hospedeiro como precursor (Khan et al., 2020). Porém, a
biossintese microbiana de AIA pode ser classificada em vias dependentes de triptofano e
independentes de triptofano (Tang et al., 2023).

A producdo de AIA pelas RPCP pode alterar os reservatorios de auxina das plantas,
aumentando o crescimento das raizes e o nivel de exsudados radiculares disponiveis para
absorcéo pelas plantas (Joshi et al., 2023; Olanrewaju; Glick; Babalola, 2017).

De fato, todos 0s processos desde a iniciacdo até o alongamento das raizes séo regulados
pela biossintese e sinalizacdo das auxinas. 1sso permite as plantas uma maior permeabilidade
de agua e de nutrientes (Orhan, 2016) tornando maior a tolerancia ao estresse hidrico e
osmatico, pois a area de exploracdo das raizes torna-se maior. Apresenta também uma
diminuicdo da pressdo da parede, sintese de proteinas, retardo na abscisdo folear e induz a
floracdo e a frutificacdo (Mohite, 2013).

Mesmo que as auxinas produzidas por microrganismos estimulem uma maior absorcao
de 4gua e nutrientes pela alteracdo na morfologia e comprimento das raizes, quando produzidas
em altas concentracGes podem exercer atividade inibitoria para o alongamento das raizes e
crescimento das plantas, sendo a implicagdo prejudicial durante periodos de seca. Porém a alta
producdo de auxinas quando combinada da producdo de ACC-deaminase (1-
aminociclopropano-1-carboxilato) pelas RPCP pode evitar essa complicacdo (Grover et al.,
2021; Naing; Maung; Kim, 2021).

2.4.4 Producgéo De Substancias Poliméricas Extracelulares E Biofilme

Uma ampla variedade de biopolimeros sdo produzidos por microrganismos em
condicBes naturais, dentre os quais destacam-se 0s exopolissacarideos (EPS). Os EPS séo
polimeros de alto peso molecular, compostos por diferentes monossacarideos soluveis em agua,
que podem estar associados com outros polimeros como lipideos, acidos nucleicos e proteinas,
excretados na parte externa de suas paredes celulares (Sharma et al., 2021). De acordo com as
condicBes ambientais e disponibilidade de nutrientes, diferentes bactérias podem produzir EPS
com variagdes em sua composicao bioquimica (Naseem et al., 2018).

Para as RPCP, o EPS é um importante fator de sinalizacdo com a planta hospedeira e

colonizagdo da rizosfera e rizoplano (Santaella et al., 2008). Além disso, os EPS formam
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camadas negativamente carregadas que conseguem agregar particulas de argila por pontes de
hidrogénio, adsorcéo de anions, forcas de Van der Walls e pontes cationicas; a formacéo de tais
microagregados e posterior adesdo em macroagregados confere mais salde ao solo
especialmente pela maior capacidade de retencdo de dgua e nutrientes (Dar et al., 2021).

Cerca de 97% do peso do EPS é representado por moléculas de 4gua agregadas a matriz
polimérica, garantindo a protecao da bactéria em condigdes de estresse hidrico pela manutencéo
de um microambiente hidratado (Ghosh; Gupta; Mohapatra, 2019).

Ainda, desempenham papéis essenciais na degradacdo de compostos, oferecem protecao
contra estresse osmotico e contribuem para a tolerdncia de micro-organismos a agentes
ambientais. (Roper et al., 2007). A produgdo de EPS por RPCP, como Pseudomonas spp., é
relevante para a sobrevivéncia vegetal em ambientes estressantes, como a desidratacdo e o
estresse salino (Sandhya; Ali, 2015).

Diversos trabalhos descrevem RPCPs produtoras de EPSs como tolerantes e resistentes
ao estresse hidrico, osmético e salino melhorando o crescimento das culturas sob essas
condi¢cdes. Como por exemplo, Nadeem et al. (2020) que relataram uma melhora no
crescimento e fisiologia do milho sob estresse osmotico induzido por PEG utilizando uma
estirpe da espécie Bacillus velezensis que possui atividade de ACC-desaminase, capacidade de
producdo de EPS na presenca de PEG, producdo de sideroforos e capacidade de solubilizacéo
de fosfato.

Outra caracteristica importante da producdo de EPSs por RPCP é sua atuacdo na
formacdo de biofilme, em conjunto dos flagelos e lipopolissacarideos (LPSs) (Bogino et al.,
2013); séo eles que proporcionam a forma arquitetonica dos biofilmes e garantem a estabilidade
de sua estrutura tridimensional. Biofilmes sdo agregados de células estruturalmente complexos,
de uma Unica ou de mdltiplas espécies microbianas, aderidas a um substrato biético ou abidtico
(Ghosh; Gupta; Mohapatra, 2019). Os biofilmes podem se formar em uma ampla variedade de
superficies, incluindo tecidos vivos (Heindl et al., 2014).

Para que a formacéo de biofilme aconteca varios mecanismos e mudancas fenotipicas
estdo envolvidos. Segundo Heindl et al. (2014), inicialmente acontece a repressdo da motilidade
flagelar com a desaceleragdo rotacional, devido ao contato com a superficie que permite a
estabilizagdo e fixacdo pelas adesinas; entdo as células individuais comegam a se agregar
formando microcoldnias submersas pela matriz que posteriormente geram o biofilme mais
complexo. A microcol6nia (biofilme menos complexo e com numero menor de células) é a
unidade basica de crescimento de um biofilme, e esta presente em quase todos os ambientes

naturais (Seneviratne et al., 2010).
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Na configuragéo de biofilme, as col6nias bacterianas tém a capacidade de se comunicar
quimicamente umas com as outras através da percep¢do de quorum, funcionando como uma
unica unidade (Seneviratne et al., 2010). Assim, as RPCP na configuracéo de biofilme possuem
uma maior protecdo individual e possibilitam maior protecdo as plantas, pois diminuem o0s
efeitos deletérios. Principalmente, inibindo os organismos competidores e funcionando como
uma barreira para fitopatégenos, além de possibilitar maior aquisi¢do de nutrientes e respostas
mais rapidas a adaptacdo a condi¢des ambientais em mudanca (Boari et al., 2009; Bogino et al.,
2013; Gupta et al., 2016).
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3 JUSTIFICATIVA

Qualquer alteracdo adversa na fisiologia da planta devido a um fator externo que
modifique seu equilibrio pode ser definida como estresse (Bittencourt et al., 2023). RPCP
podem contribuir para a nutricdo vegetal e aliviar os efeitos de estresses causados por agentes
bidticos e abidticos e, indiretamente, melhorar a fertilidade e qualidade do solo (Chukwuneme
et al., 2020).

E importante salientar que diversas espécies bacterianas podem desempenhar uma dada
atividade promotora do crescimento comum, ou seja, possuem redundancia funcional. Além
disso, uma mesma bactéria pode desempenhar diversas atividades, sendo considerada
multifuncional. Nas duas situagdes, deve-se levar em consideracao que as comunidades bidticas
do solo constituem um sistema altamente dindmico no qual diferentes grupos taxonémicos
podem desempenhar fungbes semelhantes sob diferentes condi¢Ges ambientais (Banerjee et al.,
2016).

No atual cenédrio de mudancgas climéticas, torna-se necessario isolar e caracterizar
microrganismos que tenham a capacidade de manter suas atividades promotoras do crescimento
mesmo em condic¢des de estresses abidticos, em especial hidrico e osmotico. Durante periodos
de seca, as plantas fecham os estdmatos para evitar a perda de &gua e isso acaba afetando a
entrada de CO; e a fotossintese. Desta forma, o crescimento e sua capacidade de se defender e
se recuperar sdo impactadas negativamente (Bittencourt et al., 2023).

Além de sua ja consolidada relevancia para agroecossistemas, a inoculacdo de RPCP
tolerantes a estresses abidticos pode dar suporte ao desenvolvimento de estratégias de
monitoramento e regeneracdo de ecossistemas terrestres degradados. Essa relagdo planta-
microrganismos pode proporcionar uma melhor adaptacdo as espécies vegetais, nativas e
endémicas, preservando a sua existéncia em ecossistemas naturais.

O sucesso de um processo de bioprospecgdo depende muito do planejamento das etapas
envolvidas no isolamento. Para tanto, associar o efeito rizosférico de uma dada espécie vegetal
com estratégicas de selecéo e cultivo podem permitir mais eficiéncia no processo de busca por
rizobactérias ecologicamente competentes (ou seja, capazes de colonizar o rizoplano/rizosfera
de uma espécie de interesse) e eficientes. Nesse sentido, o milho é consolidado como importante
modelo vegetal por representar um cultivo agricola de relevancia global, com diversidade

genética e fenotipicas Unicas (Peiffer et al., 2013).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e caracterizar, genotipica e fenotipicamente, bactérias isoladas da rizosfera do milho (Zea

mays) cultivado em solos com diferentes historicos de uso.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Ultilizar o conceito de efeito rizosférico para enriquecimento da rizosfera do milho,
utilizando solos com diferentes histéricos de uso;

e Implementar estratégia de isolamento de RPCP com capacidade solubilizacéao de fosfato
concomitante & tolerancia a estresse osmotico;

e Identificar o género das estirpes selecionadas por meio do sequenciamento do gene 16S
rDNA;

e Quantificar a capacidade de solubilizacdo de fosfatos inorganicos e mineralizacao de
fosfatos organicos;

e Avaliar a tolerancia dos isolados, producdo de biofilme e AIA frente a condicdo de
estresse osmatico induzido por polietilenoglicol (PEG);

e Identificar a producdo de EPS e siderdforos pelas bactérias isoladas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 CARACTERISTICAS DAS AREAS DE COLETA DO SOLO

Foram coletados solos em trés regides inseridas no Bioma Mata Atlantica, de
fitofisionomia campestre (Campos Nativos) com diferentes historicos de usos, localizadas nos
Campos Gerais no Parana, municipio de Ponta Grossa. A regido tem predominio de Cambissolo
e Latossolo Vermelho distréfico (Embrapa, 2018) e, segundo a classificacdo climética de
Koppen-Geiger, apresenta clima do tipo Cfa (subtropical umido quente), com influéncia
indireta do clima Cfb (temperado sempre Umido). As coletas dos solos foram realizadas em
2022, no més de agosto, que é considerado 0 més mais seco na regido, com precipitacdo média
entre 50 e 90 mm (INPE, 2023). Cada amostra foi constituida por 15 subamostras de solo,
coletadas a uma profundidade de 0-20 cm em sistema de “zigue-zague”, por uma area de cerca
de 1 ha. As subamostras foram peneiradas e homogeneizadas em betoneira para compor cada
amostra composta.

O primeiro ponto de coleta foi uma area pertencente a Fazenda Escola Campéo da Onca
em Ponta Grossa, PR (25,09576°S, 50,04426°0) que passa por restauracdo ecoldgica passiva
desde 2017. O segundo ponto de coleta se trata da Fazenda Modelo da Embrapa em Ponta
Grossa, PR (25,15820°S, 50,07272°0), estabelecida em 1912, utilizada para experimentacao
agricola e aclimatacdo de culturas. A area selecionada tem longo histérico de rotacdo
milho/feijdo/aveia/soja/aveia/soja/milho e sem histdrico de uso de inoculantes bioldgicos. A
terceira amostra foi coletada em area com vegetacdo nativa pertencente ao Parque Nacional dos
Campos Gerais, em zona de transicdo Campos Naturais-Floresta Ombrofila Mista (25,14615°S,
49,95519°0) (autorizagdo MMA/IMCBIo/Sisbio 81846-1).

5.2 OBTENCAO DE SOLO DA RIZOSFERA DE MILHO (ZEA MAYS)

As caracteristicas fisicas, quimicas e de biondicadores dos solos foram analisadas. Os
solos das areas descritas acima foram alocados em vasos de 5 litros, em quintuplicata. Em cada
vaso, foram introduzidas trés sementes da cultivar PRE22S18 TP2 (Sempre AgTech LTDA) de
milho. Estes vasos foram mantidos em casa de vegetacdo da UEPG, por um periodo de 40 dias,
com temperatura de 24 a 27 °C, luz natural, fotoperiodo de 12h e irrigacdo regulada de 250 mL
a cada intervalo de 48 horas. N&o foi realizada correcdo do pH ou fertilizagdo nos solos.

Apbs o periodo de 40 dias, os vasos foram desmontados e as plantas de milho foram

transferidas para o Laboratério de Biodiversidade da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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As raizes foram vigorosamente agitadas e solo rizosférico foi coletado por remogdo manual,

com o auxilio de espatulas metélicas esterilizadas.

5.3 ISOLAMENTO INICIAL DE BACTERIAS RIZOSFERICAS

Amostras de 1g de solos rizosféricos de cada tratamento foram pesados e transferidos
para um tubo de ensaio contendo 9 mL de solugdo salina estéril (NaCl 0,9%). Essas amostras
foram homogeneizadas em agitador de tubos tipo vortex (TECNAL) por 30 segundos e
incubadas por 15 minutos a uma agitacdo constante de 120 rpm, temperatura de 28°C. Apos a
incubac&o, realizou-se a diluicdo seriada até a concentragio 107,

As suspensdes de solo foram inoculadas em meio Tryptone Soya dgar (TSA, Himedia)
a 10% e incubadas a 28°C por 24 e 48 horas. Ap6s determinacdo do numero de unidades
formadoras de colénia em cada tratamento, realizou-se o isolamento das col6nias isoladas,
transferindo-as para novas placas contendo meio TSA 10% e incubadas nas condicdes

previamente estabelecidas.

5.4 SELECAO QUALITATIVA DE BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO E
TOLERANTES AO ESTRESSE OSMOTICO

Os isolados obtidos passaram por uma dupla triagem, para selecdo de microrganismos
capazes de solubilizar fosfato inorgéanico e crescer em condicBes de baixa atividade de agua
(estresse osmatico).

Cada isolado foi inoculado em meio de fosfato do National Botanical Research Institute
(NBRIP): 10 g/L glicose, 5 g/L de MgCl..6H20, 0,25 g/L de MgS0..7H>0, 0,25 g/L de KClI,
0,1 g/L de (NH4)2S0O4, acrescido de Cas(PO4)2 a uma concentracgdo de 5 g/L. As placas de Petri
foram incubadas a 28°C por 72 horas em camara de crescimento BOD (Logen Scientific).
Microrganismos foram considerados solubilizadores de fosfatos inorganicos se geraram um
halo transparente ao redor de suas colénias durante o periodo de incubagéo.

Simultaneamente, realizou-se o cultivo dos mesmos isolados em meio TSA 10%
contendo 28,5% de sorbitol, resultando em um valor de 0,963 de atividade de agua (Aw). Apés
24 e 48h de incubacéo, foram identificados os isolados capazes de manter o crescimento em

menor Aw.
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5.5 CARACTERIZACAO GENETICA DOS ISOLADOS SELECIONADOS

Para a execucdo dos experimentos sequenciais, foram selecionados quarenta isolados
rizosféricos que demonstraram desempenho destacado nos ensaios qualitativos de solubilizacéo

de fosfato e resisténcia ao estresse 6smotico.

5.5.1 Extracdo Do DNA Total, Sequenciamento Do Gene 16S Dnar E Identificacdo Molecular

Dos Isolados

O DNA total das quarenta bactérias selecionadas, crescidas em meio de cultivo TSB
liquido, foi extraido utilizando GenElute Bacterial Genomic DNA Kits (SIGMA-ALDRICH) e
seguindo instrugdes do fabricante. A integridade do DNA total foi verificada mediante
eletroforese em gel de agarose 1%.

Para amplificacdo do gene 16S DNAr, o DNA total de cada estirpe bacteriana foi
utilizado como molde e a reacdo se deu através dos indicadores universais fD1 (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e rD1 (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3)
(WEISBURG et al., 1991). Para realizar a reagao foi utilizado o mix contendo: 35,5 pL de agua
ultrapura estéril; 3,0 uL de ANTPs contendo 1,5 mmol de cada nucleotideo; 5,0 uL. de tampao
10X (500 mM KCL; 200mM Tris-HCL, pH 8,4); 1,5 uLL de MgCl1 (50mmol/L); 1,5 uL de cada
um dos iniciadores (10pmol/uL); 0,2 uLL de Taq DNA polimerase (5U/ 0,2 ulL) e 2,0 uL de
DNA (50ng/uL), em um volume final de 50 uL. A reacdo consistiu em um ciclo inicial de
desnaturacdo a 95°C por 2 minutos, 32 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, 93°C
por 45 segundos, anelamento a 55°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 2 minutos e um
ciclo final de extenséo por 5 minutos. Os produtos de PCR (aproximadamente 1500pb) foram
purificados utilizando o Illustra GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).

Para o sequenciamento, os produtos de PCR purificados foram submetidos a uma nova
amplificacdo, a qual consistiu na adi¢do de 3 uL de DNA (15ugmL™?), 1,3 pL de BigDye
(compativel com o sequenciador ABI3500XL, Applied Biosystems), 1 uL de iniciador (3,2
pmol), 2,5 pL de tampao 10x (500 mM KCI; 200mM Tris—HCI, pH 8,4) e 12,2 uL. de H.O
ultrapura estéril, totalizando um volume de 20uL por reagdo. Para sequenciamento do gene 16S
DNAr, foram utilizados os iniciadores 362f e 786f (Menna et al., 2006).

As amostras foram submetidas a um ciclo inicial de 96° C por 1 min, seguido de 35 ciclos
de 96° C por 15 s, 50° C por 15 s e 60° C por 4 min em termociclador (MJ Research Inc.
PTC200). Depois de amplificadas, as amostras foram precipitadas (Menna et al., 2006). e
submetidas ao sequenciamento em ABI 3500XL (Applied Biosystems).
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As sequéncias de bases nitrogenadas obtidas no sequenciamento foram analisadas com o
programa Geneious v.7.1 (Biomatters). As sequéncias consenso geradas pelo alinhamento dos
produtos de sequenciamento obtidos com os iniciadores 362f e 786f foram utilizadas para busca
no banco de dados “rRNA/ITS” do NCBI, utilizando a ferramenta BlastN.

5.6 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DOS ISOLADOS SELECIONADOS

Todos os ensaios fenotipicos descritos a seguir foram realizados em triplicata, com
excecao da producéo de biofilme, que foi conduzida em quintuplicata.

5.6.1 Quantificagdo Da Solubilizagcdo De CazPO4

A quantificacdo dos niveis de fdésforo solivel foi avaliada para os 40 isolados
identificados, utilizando o método colorimétrico de Murphy & Rylei (1962), com o meio de
cultivo liquido NBRIP enriquecido com Cas(PO4)2 a 5 g/L como a unica fonte de fosforo
(MARRA et al., 2012). O ajuste de pH para 7,0 precedeu a esterilizagdo. Em um erlenmeyer,
adicionou-se 50 mL de meio NBRIP liquido + Caz(PO4)2, sendo inoculado com 0,5 mL de pré-
indculo bacteriano com densidade 6tica de 630 nm (DOs30) ajustada entre 0,7 — 0,9.

Os cultivos foram incubados a 28°C por 96 horas sob agitacdo de 120 rpm.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4500 xg por 10 minutos e filtradas em papel
Whatman n° 42. Aliquotas de 0,5 ml do filtrado foram misturadas com 5 ml de &gua ultrapura
e 1 mL de solugdo MIX (125 mL de éacido sulfarico (12%), 75 mL de acido ascérbico (0,099
M), 37,5 mL de molibdato de amonio (0,03 M) e 12,5 mL da solucéo de tartarato de antiménio-
potassio (0,75 g m 100 mL) (Murphy e Riley., 1962). Como branco, utilizou-se 0,5 mL do meio
NBRIP acrescido de Caz(PO4)2 sem inoculo, 1 mL da solugdo MIX e 5 mL de agua ultrapura.
Apos 20 minutos da adicdo do MIX, a intensidade da cor azul foi aferida em espectrofotdmetro
(Thermoscientific GENESYS 50) a 880 nm. Para calculo da quantidade de P solubilizada,
utilizou-se uma curva padrdo baseada em gradiente de fosfato de potassio monobasico
(KH2PO4) em oito concentragdes: 1,2 mg/L, 2,4 mg/L, 4,8 mg/L, 6,0 mg/L, 8,0 mg/L, 10 mg/L,
12 mg/L e 14 mg/L.

Todos os materiais utilizados para esta analise eram novos ou foram submetidos a banho
acido cloridrico (HCL) e agua destilada (1:1) e esterilizados em autoclave, visando evitar

contaminacdo com P residual.



26

5.6.2 Producdo De Siderdforos

Para a deteccdo da producéo de sideroforos pelos 40 isolados, foi utilizada a estratégia
de “overlaid CAS” ou O-CAS (Pérez-Miranda et al., 2007), que consiste na sobreposi¢do de
solucao de cromoazurol S (CAS) em cultivos ja crescidos. Aliquotas de 5 uL de cada pré-
indculo foram depositadas em pontos distintos em meio TSA, seguido de incubacgéo a 28°C por
48 horas em camara BOD (Logen Scientific).

A solucdo CAS foi preparada de acordo com Pérez-Miranda et al. (2007), agindo como
revelador. Para um litro de solucgdo foram utilizados: 60,5 mg de CAS; 72,9 mg de brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HDTMA); 30,24 g de Piperazina-1,4-bis (acido 2-etanossulfonico)
(PIPES); e 1 mM FeCl3.6H.0 em 10 mM HCI; Agarose (0,9%, p/v), utilizada como agente
gelificante e pH ajustado em 6,8.

A deteccdo de sideroforos foi obtida apds a aplicacdo de 15 mL solucdo sobre os
cultivos. As placas foram mantidas em temperatura ambiente por aproximadamente 60 minutos.
Em seguida foi realizada a observacédo das placas e aquelas que apresentaram uma mudanca de
cor, em formato de halos no meio sobreposto, foram consideradas positivas para producao de
siderdéforo. As coloracBes observadas variaram de azul para roxo, indicando a presenca de
sideroforos do tipo catecol, ou de azul para laranja/amarelo, denotando a producdo de
hidroxamatos por microorganismos (Pérez-Miranda et al., 2007). Todos os experimentos foram
conduzidos em triplicata, sendo sempre incluida uma placa controle contendo uma bactéria

anteriormente relatada como produtora de sideréforo.

5.6.3 Producéo De Biofilme E EPS

O teste de formacdo de biofilme foi realizado seguindo a metodologia proposta por
O'Toole e Kolter (1998). A cada poco de microplacas de poliestireno (com 96 pogos) foram
adicionados 180 pL de meio de cultivo TSA (Himedia) acrescido de 20 uL de pré-inoculo
bacteriano com DOez30 ajustada entre 0,5 a 0,6. As placas foram vedadas com pléstico filme e
incubadas a 28°C por 72 horas em camara BOD (Logen Scientific).

Apos o periodo de incubagédo, a DOe3o dos cultivos foi determinada usando uma leitora
de microplacas (Synergy H1 BioTek). Os pogos foram lavados com 200 uL de PBS (solugéo
salina tamponada com fosfato) e corados por 15 minutos com 200 pL de solucédo de 0,1% cristal
violeta em etanol a 5%. Os pocos foram entdo lavados com agua e o corante retido foi
ressuspenso com 200 L de solucgéo etanol:acetona (80:20 v/v). Apos a incubacéo (temperatura

ambiente por 30 minutos), foi determinada a DOs7o com a utilizagdo da leitora de microplacas.
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A quantidade de biofilme produzido foi estimada conforme LUCERO et al. (2020)
determinando o indice de Formagc&o de Biofilme (BI) pela seguinte formula: Bl = DOs7o/ DOss3o.

Para observar a producao de EPS dos quarenta isolados, utilizou-se metodologia descrita
por Paulo et al. (2012). Em placas de Petri contendo o meio de cultura acrescido de sacarose
10% (extrato de levedura 20,0 g/L; K2HPO4 15,0 g/L; 0,2 g/L MgSOs; 0,015 g/L MnSOg; 0,015
g/L FeSOs; 0,03 g/L CaCly; 0,015 g/L NaCl e 15,0 g/L Agar), foram depositados discos de
papel filtro de 5 cm de didmetro inoculados com 3 uL de pré-indculo de cada isolado, seguido
de incubacéo por 4 dias a 28°C em BOD. A producao de EPS foi entdo avaliada com base na
formacdo de uma colénia mucoide ao redor dos discos. A producdo deste biopolimero pelos
isolados foi confirmado pela mistura de uma porcéo da substancia mucoide em 2 mL de &lcool
absoluto (Paulo et al., 2012).

5.6.4 Quantificacdo Da Solubilizacdo De Fosfato De Ferro E Aluminio

Com base nos resultados dos ensaios anteriores, foram selecionadas oito estirpes para
os ensaios de solubilizacdo de fosfato de ferro (FePQ.), fosfato de aluminio (AIPO.) e
mineralizacdo de P pela atividade da enzima fosfatase acida.

A quantificagdo da solubilizacdo de FePOs4 e AIPQO4 in vitro baseou-se no método
colorimétrico de Murphy & Riley (1962), o mesmo utilizado para quantificacdo da

solubilizacdo de Cas(POs)2, conforme descrito no item 5.6.1.1.

5.6.5 Atividade Da Enzima Fosfatase Acida Em Cultivos Isolados

Para a determinagdo de atividade da enzima fosfatase, utilizou-se a técnica desenvolvida
por Tabatabai e Bremner (1969) que envolve a quantificacdo do p-nitrofenol (p-NP) liberado a
partir da hidrolise do substrato p-nitrofenil fosfato (p-NPP) pela fosfatase presente no solo.
Foram realizadas alteracOes para adaptar a técnica para realiagdo em meio com culturas,
seguindo os seguintes passos: 2mL de cada um dos cultivos (DOe30=0,7-0,8) foram submetidos
a incubacdo a 37 °C apds o acréscimo de 0,48 mL de tampéo (1,21g TRIS; 1,169 de acido
Maleico; 1,40g de acido citrico; 0,639 de acido Borico; completar para 500 mL com agua) com
pH ajustado em 6,5, e 0,12 mL de solucéo aquosa de p-nitrofenil fosfato 0,05M. Apos o periodo
de incubacéo foram adicionados 0,12 mL de CaCl;a 0,5 M e 0,48 mL de NaOH a 0,5M para
interromper a reacdo e desenvolver a cor.

A absorbancia do filtrado foi medida a 400 nm em espectrofotdmetro e cada estirpe
possuia um meio como branco. A concentracdo de p-nitrofenol liberado, proporcional a

atividade da fosfatase, foi determinada utilizando uma curva padréo de p-nitrofenol composta
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por 5 pontos. Para obter a atividade enzimatica em pg de p-NP liberado por grama de solo por

hora, um fator de correcdo foi empregado apos os calculos da curva, seguindo a férmula abaixo:

FCU - (Volume amostra) + (Volume da solugdo tampao) + (Volume do substrato)
~ (Volume amostra) x (Tempo de incubacio (hora)) X (Grama da amostra)

5.6.6 Respostas A Tolerancia Ao Estresse Osmoético Induzido Por Polietilenoglicol (PEG)

5.6.6.1 Tolerancia a condices de estresse osmotico induzido por polietilenoglicol (PEG)

Para avaliar o efeito do estresse osmdtico, ao meio de cultivo TSA (Himedia) foi
adicionado PEG 6000 nas concentracdes 11%, 21% e 26%, resultando nos potenciais osmaticos
(Aw) de 0,15, 0,49 e 0,73 MPa, respectivamente. Como controle, utilizou-se 0 meio sem PEG.
As bactérias foram cultivadas a 28°C sob agitacéo orbital de 120 rpm por 48 horas. Apds 24 e
48h de incubac¢do, uma aliquota de 1000 pL de cultura foi coletada e o crescimento foi avaliado

por absorbancia (D.O.s30nm).

5.6.6.2 Analise quantitativa da producdo de compostos inddlicos em condi¢cfes de estresse
osmotico induzido por PEG

Para os ensaio de quantificacdo de compostos inddlicos, 0,3 mL do pré-inéculo foi
inoculado em 30 mL de meio liquido TSA com L-triptofano (100 pg.mL™1), em trés repeticdes
bioldgicas. Para avaliar o efeito do estresse osmatico na sintese de compostos indolicos, aos
meios de cultivo TSB + triptofano foi adicionado polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) nas
seguintes concentracfes: 11%, 21% e 26 (0,380 Aw; 0,727 Aw € 0,899 Aw). Como controle,
utilizou-se 0 meio sem PEG. As bactérias foram cultivadas a 28°C sob agitacédo orbital de 120
rpm por 48 horas. Apos 24 e 48h de incubagdo, uma aliquota de 1000 pL de cultura foi coletada
e o crescimento foi avaliado por absorbancia (D.O.s30nm).

A quantificagdo da producdo de compostos inddlicos seguiu 0 método colorimétrico
descrito por Gordon e Weber (1951). As culturas foram centrifugadas a 12000 xg por 10
minutos, em seguida a 250 pL dos sobrenadantes foram acrescentados 1000 pL do reagente
Salkowski (30 mL de acido sulfarico; 50 mL de agua destilada; 1 mL de cloreto de ferro 0,5
M) (Gordon & Weber, 1951).

Apbs incubacdo por 30 minutos no escuro e em temperatura ambiente, foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro (modelo Thermoscientific GENESYS 50), no comprimento de

onda de 530 nm. Para estimativa da quantidade de compostos inddlicos foi construida uma
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curva de calibragdo com concentragdes crescentes de AIA sintético (SIGMA) de 0 a 100 pug.mL"
! composta por 8 pontos. E os dados foram entéo obtidos utilizando a equacio da reta expressa
como:
y=a+b-x
onde y é a variavel dependente e x é a variavel independente. A reacdo com o reagente
de Salkowski resulta em uma coloracdo amarelada para auséncia de AlA e rosa avermelhado
para a presenca de AlA.

5.6.6.3 Producéo de Biofilme em condicdes de estresse osmético induzido por PEG

O teste de formacdo de biofilme foi realizado seguindo a metodologia proposta por
O'Toole e Kolter (1998). Para avaliar a formacdo de biofilme foram utilizados os meios de
cultivo TSA (controle) e TSA+PEG nas concentragdes 11%, 21% e 26%. A cada poco de
microplacas de poliestireno (com 96 pogos) foram adicionados 180 pl dos respectivos meios de
cultivo acrescidos de 20 ul de pré-indculo bacteriano com DOs3o ajustada entre 0,5 a 0,6. As
placas foram incubadas a 28°C por 72 horas em camara BOD (Logen Scientific).

As demais etapas da metodologia foram realizadas como descrito anteriormente (item
5.6.1.3).

5.6.7 Andlise Estatistica Das Variaveis Fenotipicas

Para os dados quantitativos de solubilizacdo de fosfato de célcio, ferro e aluminio,
atividade da fosfatase, biofilme e dados de biomassa os dados foram submetidos a teste de
normalidade e homogeneidade de variancia de Shapiro-Wilk e o teste de Levene e
estatisticamente utilizando ANOVA e diferencas foram analisadas utilizando o teste post-hoc
de Tukey com p < 0.05. Todas essas analises estatisticas foram realizadas utilizando a
linguagem de programacao R no ambiente RStudio (verséo 3.2.4).

Para a producéo de &cidos organicos, todos os dados foram testados quanto a normalidade
e homogeneidade de variancia utilizando o teste de Shapiro-Wilk e o teste de Levene,
respectivamente. Em seguida, os dados foram analisados estatisticamente utilizando ANOVA
unidirecional e o teste post-hoc de Tukey com p < 0.05. Todas as analises estatisticas foram

realizadas utilizando o software Rstudio (versao 2.3).
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6 DIVERSIDADE E ATIVIDADE PROMOTORA DO CRESCIMENTO DO MILHO
(ZEA MAYS) DE RIZOBACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

Resumo

Devido a situacdes de emergéncia climética atual, a intensificacdo de estresses como salinidade
e deficiéncia hidrica, causam as plantas um grande desafio. A plasticidade fenotipica de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) sob essas condi¢des é fundamental
para sua sobrevivéncia e funcdo. O objetivo deste estudo foi o isolamento e a caracterizacao de
rizobactérias solubilizadoras de fosfato e tolerantes a estresse osmético, de milho (Zea mays)
em solos com diferentes historicos de uso dos Campos Gerais, Parana. Um total de 179 estirpes
apresentaram a dupla caracteristica, com maior frequéncia de isolados oriundos de solos
agricolas. Um total de 40 estirpes foram selecionadas e caracterizadas com base na producéo
de biofilme, exopolissacarideos (EPS), acido indolacético (AlA), sideréforos e na capacidade
de solubilizar diferentes fontes de fosforo. O DNA dos 40 isolados foi amplificado e
sequenciado para o gene 16S DNAr que revelou a predominancia do género Pseudomonas
(42%). Outros géneros identificados incluiram Enterobacter, Achromobacter, Priestia,
Bacillus, Pantoea, Rhodococus, Lecrercia, Cedecea, Burkholderia e Microbacterium. Entre os
oito melhores solubilizadores de Ca3(PO,),, 0 género Pseudomonas apresentou destaque
(embora o desempenho variou amplamente entre as estirpes), com seis estirpes e indices de
solubilizac&o superiores a 100 mg.L ™ apds 72 horas de cultivo, das quais, cinco foram capazes
de produzir sideréforos. Todos os oito isolados selecionados mostraram solubilizacdo de
AIPO4, com Pseudomonas sp. P.C.G 13.33 e P.C.G 92.22 apresentando os maiores indices.
Para FePOa, apenas quatro estirpes foram positivas, com destaque para Enterobacter sp. A.A
15.28. A atividade da enzima fosfatase acida foi detectada em todas as estirpes, e 0s maiores
valores foram alcancados por Pseudomonas sp. F.E 59.4 e P.C.G 92.22. Além de Pseudomonas,
isolados do género Enterobacter também se destacaram pela solubilizacdo de diversas fontes
de P, inclusive FePOQu, e pela producéo de EPS e a estirpe Microbacterium sp. A.A 42.29 que
esteve entre maiores solubilizadoras de fosfato Cas(PO,), e AIPO,, com producdo de
sideréforos e &cido indolacético (AlA) e robustez em condicBes de estresse osmotico. Os
resultados demonstraram géneros que possuem potencial para promover o crescimento de
plantas em condi¢cfes adversas sugerindo que podem ser utilizados em estratégias de manejo
sustentavel do solo e na mitigacdo dos efeitos das mudangas climéticas. Embora os resultados
in vitro sejam promissores, a eficacia das estirpes selecionadas esta sendo validada em
condigdes in vivo.

Palavras-chave: Solubilizagdo de P, estresse osmotico, Rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas.
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6.1 INTRODUCAO

O fosforo (P) € um macronutriente vital para o crescimento e desenvolvimento das
plantas e, apesar dos indices de P na maioria dos solos serem geralmente elevados (de 50 a
3.000 mg/l), apenas cerca de 0,1% encontra-se em formas assimilaveis pelas plantas (Rawat et
al., 2020b)

As plantas absorvem o P solavel (Sarikhani; Aliasgharzad; Khoshru, 2020),
principalmente, na forma de ion ortofosfato (H,PO,™ e HPO,%") (Pereira et al., 2021). Porém,
essa molécula possui natureza altamente reativa, que a torna propensa a adsor¢do em superficies
minerais, precipitacdo em alguns sais (Ca, Fe, Al e Mn) e imobilizacdo em fosforo organico
(De Zutter et al., 2022). Isso, faz com que grande parte do P seja retido e sua disponibilidade
para a absorc¢do pelas raizes, seja pequena.

As plantas formam uma entidade ecol6gica com seu microbioma, um holobionte, e
contam de sua comunidade microbiana para funcBes e habilidades especificas
(Vandenkoornhuyse et al., 2015a), inclusive no que diz respeito a aquisicdo de P. As
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP) contemplam variados grupos
taxondmicos, com ampla diversidade genética e funcional, e sdo capazes de aumentar o
crescimento e a produtividade vegetal (Etesami; Maheshwari, 2018; Olenska et al., 2020b).

As RPCP solubilizam os fosfatos inorganicos e mineralizam os fosfatos organicos do
solo por meio de diversos mecanismos. Essas atividades microbioldgicas podem envolver a
producdo de enzimas fosfatase, liberacdo de acidos orgénicos com baixo peso molecular,
liberacdo de ions H*, quelacéo e acidificacdo (Glick, 2012b; Nascimento et al., 2024), que
convertem o P do solo em formas sollveis, tornando-o acessivel as plantas ao longo do tempo.
Outra contribuicdo para absorcao de P é a capacidade rizobacteriana de promover o crescimento
radicular, permitindo assim, uma maior exploracdo do solo e absorcdo de P pelas raizes
(Chaves; Zucareli; De Oliveira Junior, 2013).

Visto que o P é um nutriente limitante para culturas agricolas, o desenvolvimento de
métodos alternativos ao uso excessivo de fertilizantes fosfatados é essencial. As bactérias
solubilizadoras de P (BSP) consolidam-se como importantes RPCP de aplicagédo
biotecnoldgica, sendo base do desenvolvimento de inoculantes agricolas que melhoram a
aquisicdo de P, de forma mais econdmica e sustentavel (De Oliveira-Paiva et al., 2024).
Contudo, as estratégias mais adotadas para isolamento e prospeccdo in vitro de BSP muitas
vezes ndo sdo correspondentes aos resultados em casa de vegetacdo ou experimentos de campo.

Dentre os principais fatores para tal inconsisténcia estdo a ndo-consideracdo de fenotipos
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relacionados ao estabelecimento e persisténcia das estirpes no solo (Amaya-Gomez et al., 2020)
e falta de competéncia rizosférica das bactérias inoculadas (De Zutter et al., 2022).

Além disso, as alteracdes climaticas e 0 aumento das influéncias ambientais causadas pela agdo
humana tornam as condi¢fes cada vez mais imprevisiveis.

Considerando que o ambiente rizosférico € crucial na garantia dos beneficios oriundos
da interagdo planta-microrganismos, no qual grande parte dos mecanismos diretos e indiretos
de promocdo do crescimento vegetal sdo desempenhados pela microbiota (De Zutter et al.,
2022; Lucero et al., 2022), utilizamos nesse estudo uma estratégia de selecdo de BSP a partir
de rizosferas de milho (Zea mays) cultivado em trés solos de Campos Naturais com diferentes
historicos de uso. Além disso, as BSP foram também triadas quanto a capacidade de tolerancia
a estresse osmotico, condicdo usualmente presente em solos brasileiros, antes de serem
caracterizadas fenotipica e geneticamente.

Pois, compreender e explorar o potencial biotecnoldgico das bactérias solubilizadoras
de fdésforo (BSP) ndo apenas oferece uma alternativa sustentavel ao uso de fertilizantes
guimicos, mas também contribui para a preservacdo da saude dos solos e o fortalecimento da
resiliéncia agricola frente as mudancas climaticas. Além disso, refor¢ca a importancia da
biodiversidade microbiana em ecossistemas naturais e restaurados, beneficiando tanto o manejo
agricola quanto a recuperacdo de areas degradadas. Este estudo visa ampliar o conhecimento
sobre a interacdo planta-microrganismo, selecionando e caracterizando estirpes capazes de
promover o crescimento vegetal em condicGes adversas, apontando caminhos para praticas

agricolas mais sustentaveis e alinhadas com os desafios ambientais contemporaneos.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Obtencdo De Solo Rizosférico De Milho (Zea Mays)

Foram coletados solos em trés regides inseridas no Bioma Mata Atlantica, de
fitofisionomia campestre (Campos Nativos) com diferentes historicos de usos, localizadas nos
Campos Gerais no Parana, municipio de Ponta Grossa. A regido tem predominio de Cambissolo
e Latossolo Vermelho distréfico (Embrapa, 2018) e, segundo a classificacdo climatica de
Koppen-Geiger, apresenta clima do tipo Cfa (subtropical umido quente), com influéncia
indireta do clima Cfb (temperado sempre umido). As coletas dos solos foram realizadas em
2022, no més de agosto, que é considerado 0 més mais seco na regido, com precipitacdo média
entre 50 e 90 mm (INPE, 2023). Cada amostra foi constituida por 15 subamostras de solo,

coletadas a uma profundidade de 0-20 cm em sistema de “zigue-zague”, por uma area de cerca
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de 1 ha. As subamostras foram peneiradas e homogeneizadas em betoneira para compor cada
amostra composta.

Uma éarea pertencente a Fazenda Escola Campdo da Onca em Ponta Grossa, PR
(25,09576°S, 50,04426°0), em processo de restauracdo ecoldgica passiva desde 2022. Um
segundo solo pertencente a Fazenda Modelo da Embrapa em Ponta Grossa, PR (25,15820°S,
50,07272°0), utilizada para experimentacdo agricola e aclimatagdo de culturas sem histérico
de uso de inoculantes bioldgicos. E a terceira amostra foi coletada em area com vegetacao nativa
pertencente ao Parque Nacional dos Campos Gerais, em zona de transicdo Campos Naturais-
Floresta Ombréfila Mista (25,14615°S, 49,95519°0) (autorizacdo MMA/IMCBIo/Sisbio
81846-1).

Os solos de cada uma das areas descritas foram alocados em vasos de com trés sementes
de milho e permaneceram em casa de vegetacdo por quarenta dias. N&o foi realizada qualquer
correcdo ou fertilizacdo nos solos. Apds o periodo de quarenta dias, os vasos foram
desmontados e as plantas de milho foram transferidas para o laboratério. As raizes foram
vigorosamente agitadas e solo rizosférico foi coletado por remocdo manual com auxilio de uma

espatula metalica.

6.2.2 Isolamento e triagem das BSP resistentes a estresse osmotico

Amostras de 1g solos rizosféricos de cada tratamento foram transferidos para tubos de
ensaio contendo 10mL de solucéo salina estéril e diluidos seriadamente até 107°. As suspensdes
foram inoculadas em meio Tryptone Soya agar (TSA, Himedia) a 10% e incubadas a 28°C por
24/48 horas. Apds determinacdo do numero de unidades formadoras de col6nia em cada
tratamento, realizou-se o isolamento das col6nias, transferindo-as para novas placas contendo
meio TSA 10% e incubadas nas condi¢0es previamente estabelecidas.

Os isolados obtidos passaram por uma dupla triagem, para selecdo de microrganismos
capazes de solubilizar fosfato inorganico e crescer em condicOes de baixa atividade de agua
(estresse osmotico). Cada isolado foi inoculado em meio NBRIP sélido (Nautiyal, 1999),
acrescido de 5 g.L? Cag(POa).. As placas de Petri foram incubadas a 28°C por 72 horas.
Isolados classificados como BSP geraram um halo transparente ao redor de suas colbnias
durante o periodo de incubacdo. Simultaneamente, realizou-se o cultivo dos mesmos isolados
em meio TSA 10% contendo 28,5% de sorbitol, resultando em um valor de 0,963 de atividade
de &gua (Aw). ApOs 24/48 horas de incubacdo, foram identificados os isolados capazes de

manter o crescimento em menor Aw.
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6.2.3 Identificacdo Molecular Dos Isolados

Foram selecionados quarenta isolados rizosféricos que demonstraram desempenho
destacado nos ensaios qualitativos de solubilizacdo de fosfato e resisténcia ao estresse 6smético.
O DNA total dos isolados foi extraido (GenElute Bacterial Genomic DNA Kits, Sigma-Aldrich)
e utilizado como molde para amplificacdo do gene 16S DNAr. A reacdo se deu através dos
indicadores  universais fD1 (5 -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e D1 (5-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3") (WEISBURG et al., 1991).

Para o0 sequenciamento, os produtos de PCR purificados foram submetidos a uma nova
amplificacdo, utilizando os iniciadores 362f e 786f (Menna et al., 2006). As amostras foram
precipitadas (Menna et al., 2006) e submetidas ao sequenciamento em ABI 3500XL (Applied
Biosystems).

As sequéncias de bases nitrogenadas obtidas no sequenciamento foram analisadas com
o programa Geneious v.7.1 (Biomatters). Foram utilizadas as sequencias consenso, geradas pelo
alinhamento dos produtos de sequenciamento obtidos com os iniciadores 362f e 786f, para
busca no banco de dados “rRNA/ITS” do NCBI, através da ferramenta BlastN.

1.2.4 Quantificacdo Da Solubilizacdo De Fosfato De Caz(PO4)2 Dos Isolados

A quantificacdo dos niveis de fosforo soltvel foi avaliada para os quarenta isolados
identificados, utilizando o método colorimétrico de Murpy & Riley (1962), empregando meio
de cultivo liquido NBRIP enriquecido com Cas(PO4). a 5 g/L como a Unica fonte de fésforo.

Os cultivos foram incubados a 28°C por 96 horas sob agitacdo de 120 rpm.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4500 xg por 10 minutos e filtradas em papel
Whatman n° 42. Aliquotas de 0,5 mL do filtrado foram misturadas com 5 mL de agua ultrapura
e 1 mL de solu¢do MIX (125 ml de acido sulfarico (12%), 75 mL de &cido ascorbico (0,099
M), 37,5 mL de molibdato de aménio (0,03 M) e 12,5 mL da solucdo de tartarato de antiménio-
potassio (0,275g em 100 mL de agua) (Murphy e Riley, 1962). Como branco, utilizou-se 0,5
mL do meio NBRIP acrescido de Caz(POa4)2 sem inoculo, 1 mL da solugdo MIX e 5 mL de 4gua
ultrapura. Apos 20 minutos da adicdo do MIX, a intensidade da cor azul foi aferida em
espectrofotdbmetro (Thermoscientific GENESYS 50) a 880 nm. Para calculo da quantidade de
P solubilizada, utilizou-se uma curva padrdo baseada em gradiente de fosfato de potassio
monobasico (KH2PO4).
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6.2.5 Producdo De Siderdforos

Para a deteccdo da producdo de sideroforos pelos isolados, foi utilizada a estratégia de
“overlaid CAS” ou O-CAS (Pérez-Miranda et al., 2007), que consiste na sobreposi¢do de
solucdo de cromoazurol S (CAS) em cultivos ja crescidos. Aliquotas de de cada pré-inoculo
foram depositadas em pontos distintos em meio TSA, seguido de incubacdo a 28°C por 48
horas. A solu¢do CAS (Pérez-Miranda et al., 2007)foi utilizada como revelador pela aplicacéo
sobre os cultivos. Apds 60 minutos, coldnias produtoras de sideroforos apresentavam mudanca

na coloracdo dos halos, com cores variando entre laranja/amarelo.

6.2.6 Producgéo De Biofilme E EPS

O teste de formacdo de biofilme foi realizado segundo a metodologia proposta por
O’Toole & Kolter (1998). A quantidade de biofilme produzido foi estimada conforme Lucero
et al. (2020) determinando o indice de Formagc&o de Biofilme (BI) pela seguinte formula: Bl =
DOs70/ DOgs3o.

Para observar a producdo de EPS, utilizou-se metodologia descrita por Paulo et al.,
2012) em placas de Petri contendo o meio de cultura acrescido de sacarose 10%. Foram
depositados sob 0 meio discos de papel filtro de 5 cm de didmetro inoculados com 3 pL de pré-
inéculo de cada isolado, seguido de incubagdo por 4 dias 28°C. A producdo de EPS foi entdo
avaliada com base na formacéo de uma coldonia mucoide ao redor dos discos e confirmado pela

mistura de uma por¢do da substancia mucoide em alcool absoluto (Paulo et al., 2012).

6.2.7 Determinacdo De P Disponivel Em Meios De Cultura Liquidos Com Al(H2PQO4)s E Fepoa

E Atividade Da Enzima Fosfatase.

Com base nos resultados anteriores, oito isolados foram selecionados para avaliagéo da
capacidade em solubilizar outras fontes de P e mineralizac&o de fosfato organico pela atividade
da enzima fosfatase &cida.

Para solubilizacdo de AI(H2PO4)s e FePOg, utilizou-se 0 método do fosfomolibdato
(Marra et al., 2012), conforme previamente descrito.

A atividade da enzima fosfatase foi baseada na metodologia descrita por Tabatabai e
Bremner (1969) com a substitui¢do de solo por 2 mL de culturas crescidas em meio TSB 100%.
As amostras foram incubadas com p-nitrofenil fosfato (pNPP) e subsequentemente realizou-se
a medida atraves da leitura da absorbancia em DOaoo do p-nitrofenol (pNP) liberado. A curva
padrdo foi baseada em concentragdes crescentes de p-nitrofenol, para calcular a quantidade de
PNP liberado em cada amostra.



36

6.2.8 Respostas A Tolerancia Ao Estresse Osmatico Induzido Por Polietilenoglicol (PEG)

Para avaliar o efeito do estresse osmotico no crescimento, producéo de AIA e biofilme
dos quarenta isolados da rizosfera de milho, ao meio de cultivo TSA (Himedia) foi adicionado
PEG 6000 nas concentracdes 11%, 21% e 26%, resultando nos potenciais osmaticos (Aw) de
0,15, 0,49 e 0,73 MPa, respectivamente. Como controle, utilizou-se 0 meio sem PEG.

Para avalia¢do do efeito no crescimento microbiano, as bactérias foram cultivadas a 28°C
sob agitacdo orbital de 120 rpm por 48 horas nos meios de cultivo descritos. Apds 24 e 48h de
incubacdo, uma aliquota de 1000 pL de cultura foi coletada e o crescimento foi avaliado por
absorbancia (D.O.s30nm).

Para avaliar o efeito do estresse osmotico na sintese de compostos indolicos, seguiu-se 0
método colorimétrico descrito por Gordon e Weber (1951), conforme descrito anteriormente.

O teste de formacéo de biofilme foi realizado seguindo a metodologia proposta por
O'Toole e Kolter (1998), mediante crescimento dos isolados em microplacas nas condi¢6es

acima descritas.

6.2.9 Analise Estatistica Das Variaveis Fenotipicas

Para todos os dados quantitativos, os valores foram submetidos a teste de normalidade e
homogeneidade de variancia de Shapiro-Wilk e teste de Levene e estatisticamente utilizando
ANOVA e diferengas foram analisadas utilizando o teste post-hoc de Tukey com p < 0.05.
Todas essas analises estatisticas foram realizadas utilizando a linguagem de programac&o R no

ambiente RStudio (versdo 3.2.4).

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Obtencdo De BSP A Partir Da Rizosfera Do Milho

Um total de 7.056 unidades formadoras de coldnias (UFCs) foram isoladas das
rizosferas de milho, com maior proporcao correspondente as plantas crescidas em solo de area
agricola (41,41%) e o menor numero no solo de origem florestal (25,02%). Dentre os isolados
de solo agricola, 16,1% solubilizaram Caz(PO4)2 em meio solido, 8,2% foram capazes de
crescer em reduzida Aw e 4,7% foram positivos em ambos os testes. Ja o solo oriundo da area
em restauracdo apresentou o menor percentual em relacdo ao nimero de col6énias crescidas sob
estresse osmatico (0,9%) e numero de colbnias eficientes em ambos os testes (0,8%). O solo da

regido de vegetacao nativa apresentou a menor porcentagem de isolados solubilizadores (4,1%),
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sendo 2,1 % resistentes a estresse osmotico e 1,5% solubilizadores e tolerantes a estresse
osmatico.

No total, 179 isolados das trés origens foram positivos em ambas as etapas de triagem.
A partir destes, foram selecionados quarenta isolados que apresentaram indices de solubilizagéo
satisfatorios e maior eficiéncia de crescimento em meio com baixa Aw quando comparado a
condicdo controle (sem sorbitol). As caracteristicas morfoldgicas das col6nias e microscopia
também foram consideradas, visando excluir/evitar grupos clonais. Ao todo, foram
selecionados 11 isolados do solo de preservacdo, 18 da area agricola e 11 do solo de restauragéo
(Tabela 1).

6.3.2 Identificacdo Molecular Dos Isolados

O DNA total dos 40 isolados foi utilizado para amplificacdo e sequenciamento do gene
ribossomal 16S DNAr (Tabela 1). Apesar de apresentar os dados de espécies com a maior
pontuacdo, € importante ressaltar que essa estratégia ndo permite a identificacdo em nivel de
espécie, devendo ser posteriormente associada a uma andlise filogenética para maior definicdo
taxonémica. Contudo, o gene 16S DNAr é um excelente marcador para géneros bacterianos.

Dentre as bactérias identificadas, o género Pseudomonas destacou-se, totalizando 17
(42%) dos isolados rizosféricos selecionados (Tabela 1). Cabe salientar que nenhum meio de
cultivo ou estratégia de isolamento adotada foi direcionada a bactérias do género. Dentre 0s
isolados do género, seis apresentaram os maiores indices de identidade nucleotidica com a

espécie P. tolaasii.



Tabela 1.ldentificagdo molecular baseada em sequencias parciais do gene 16S rDNA de bactérias rizosféricas.
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Origem! Isolado ldentificacdo NCBI/Blast? Identidade (%0) Tamanho (pb)
Género Pseudomonas

P.C.G 49.12 P. baetica a390 (NR_116899.1) 99,54 1080
P.C.G 86.5 P. baetica a390 (NR_116899.1) 99,45 1459
P.C.G 97.07 P. baetica a390 (NR_116899.1) 99,54 1081
F.E 102.28  P. baetica 390 (NR_116899.1) 99,45 1080
AA 35.12 P. glycinae MS586 (NR_179889.1) 99,91 1085
AA 38.12 P. glycinae MS586 (NR_179889.1) 99,45 1080
AA 82.13-2  P. glycinae MS586 (NR_179889.1) 99,86 1461
P.C.G 92.22 P. glycinae MS586 (NR_179889.1) 99,26 1078
P.C.G 92.11 P. koreensis Ps 9-14 (NR_025228.1) 99,79 1398
P.C.G 13.33 P. tolaasii LMG 2342 (NR_041799.1) 99,71 1448
P.C.G 12.4-2 P. tolaasii LMG 2342 (NR_041799.1) 99,79 1447
AA 20.7-3  P. tolaasii LMG 2342 (NR_041799.1) 99,72 1078
PCG 497 P. tolaasii LMG 2342 (NR_041799.1) 99,72 1457
P.C.G 97.9-1 P. tolaasii LMG 2342 (NR_041799.1) 99,65 1440
P.C.G 97.10 P. tolaasii LMG 2342 (NR_041799.1) 97,11 1398
F.E 59.4 P. veronii CIP 104663 (NR_028706.1) 99,72 721
F.E 90.07 P. zeiradicis P1116 (NR_181890.1) 99,08 1308
Género Enterobacter

AA 15.22 E. mori YIM Hb-3 (NR_146667.2) 98,36 731
AA 15.28 E. mori YIM Hb-3 (NR_146667.2) 98,8 1083
AA 15.24  E.mori YIM Hb-3 (NR_146667.2) 98,61 1068
AA 39.40 E. mori YIM Hb-3 (NR_146667.2) 99,52 1045
AA 43.30 E. mori YIM Hb-3 (NR_146667.2) 99,52 1052
F.E 56.17 E. ludwigii EN-119 (NR_042349.1) 99,18 1468
F.E 56.33 E. ludwigii EN-119 (NR_042349.1) 99,66 1463
Géneros Priestia e Bacillus

F.E 76.32 B. aerophilus 28K (NR_042339.1) 99,72 1084
AA 34.04 B. wiedmannii FSL W8-0169 (NR_152692.1) 99,48 1139
F.E 65.22 B. zhangzhouensis MCCC 1A08372 (NR_148786.1) 99,73 1472
AA 111.3 P. aryabhattai B8W22 (NR_115953.1) 99,86 1466
AA 115.32  P. aryabhattai BBW22 (NR_115953.1) 99,86 1481
F.E PR 31 P. aryabhattai B8W22 (NR_115953.1) 99,79 1439
F.E PRO3 P. aryabhattai B8W22 (NR_115953.1) 99,8 1476
Demais géneros

AA 35.02 Achromobacter deleyi LMG 3458 (NR_152014.1) 99,72 1435
AA 39.1 Burkholderia ambifaria AMMD (NR_074687.1) 99,51 1443
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AA 38.22 Cedecea lapagei 99,44 706
Leclercia adecarboxylata LMG 2803

AA 36.14 99,71 1049
(NR_117405.1)

AA 42.29 Microbacterium hydrocarbonoxydans 100 704

F.E 53.7 Pantoea agglomerans NCTC9381 (NR_114735.1) 98,38 1426
Rhodococcus gingshengii CCM 4446

AA 137.36 99,85 1399

(NR_145886.1)

Rhodococcus gingshengii CCM 4446
P.C.G 5.04 100 1059
(NR_145886.1)

1P.C.G.: area de preservagdo; A.A.: area agricola; F.E.: area de restauragdo
2 0 nome da espécie e nlimero de acesso so relativos aos maiores valores de score apos busco no bando de
dados rRNAV/ITS via NCBI/Blast.

Outras sete estirpes (17,5%) foram identificadas como pertencentes ao género
Enterobacter, com maior identidade com as espécies E. mori e E. ludwigii. Outro destaque foi
para a espécie Priestia aryabhattai (anteriormente Bacillus), que apresentou elevada identidade

nucleotidica com quatro estirpes do presente estudo.

6.3.3 Producdo De Sideréforos E Quantificacdo Da Solubilizagdo De Fosfato

Os ensaios no meio TSB-CAS apresentaram a formacdo de halo amarelo/laranja que
indica a producdo de sideroforos do tipo hidroxamato e carboxilato em 65% das estirpes
analisadas (Figura 1). Entre os isolados que mais solubilizaram P apenas as estirpes
Pseudomonas sp. P.C.G 13.33 e Pantoea sp. F.E. 53.7 ndo apresentaram producdo de
sideroforos (Figura 1).

Nas andlises quantitativas realizadas para teste de solubilizacdo de Casz(POa4)2, as estirpes
Pseudomonas sp. P.C.G 97.10, Pseudomonas sp. P.C.G 92.22, Pseudomonas sp. P.C.G 92.11,
Pseudomonas sp. F.E 59.4, Microbacterium sp. A.A 42.29, Pseudomonas sp. A.A 38.12,
Enterobacter sp. A.A 15.28 e Pseudomonas sp. A. A 13.33 alcancaram indices de solubilizacéo
superiores a 100mg.L* ap6s 72 horas de cultivo.

O género Pseudomonas sp. apresentou destaque com 6 (75%) representantes entre as
oito maiores solubilizadoras. No entanto, € possivel observar que elevadas taxas de
solubilizacéo e a producdo de siderdforos in vitro ndo séo caracteristicas do género, visto que
outros isolados de Pseudomonas sp. tiveram desempenhos significativamente inferiores (Figura

5). O mesmo foi observado entre os isolados dos géneros Enterobacter e Priestia.
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A estirpe Rhodococcus sp. P.C.G. 5.4 apresentou formacdo de halo na triagem
qualitativa, mas ndo apresentou valores de solubilizagdo detectveis e/ou producdo de

sideroforos no tempo estabelecido.
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Figura 2. Solubilizagéo de fosfato em meio liquido NBRIP acrescido de Cas(PO4)2, mg/L apds 72 horas incubacéo por bactérias rizosféricas isoladas de solos dos Campos Gerais. As estirpes estdo

separadas por géneros. Barras amarelas indicam estirpes produtoras de sider6foros e barras azuis indicam resultado negativo.
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6.3.4 Solubilizacio De Alpos, Fepos E Atividade Da Enzima Fosfatase

A realizacdo dos testes seguintes ocorreu apés a selecdo das oito estirpes bacterianas que
apresentaram maior eficiéncia no teste de solubilizacdo de CasPO4: Pseudomonas sp. P.C.G
97.10, Pseudomonas sp. P.C.G 92.22; Pseudomonas sp. P.C.G 92.11, Pseudomonas sp. F.E
59.4, Pseudomonas sp. A.A 38.12, Pseudomonas sp. P.C.G 13.33, Enterobacter sp. A.A 15.28
e Microbacterium sp. A.A 42.29.

Todas as oito estirpes apresentaram valores detectaveis de AIPO4, sendo que as estirpes
que mais solubilizaram foram Pseudomonas sp. P.C.G 13.33 (7,348 mg.L™) e Pseudomonas
sp. P.C.G 92.22 (7,060 mg.L™1), ambas oriundas do solo de unidade de preservagdo (Figura 2).
Ja no teste de solubilizacdo de FePQOs, apenas 4 estirpes apresentaram valores detectaveis de
solubilizacdo com destaque para a estirpe Enterobacter sp. A.A 15.28 com 3,376 mg.L* (Figura
3).

Figura 3. Solubilizacdo de fosfato em meio liquido NBRIP acrescido de AIPO4, mg/L ap6s 72 horas incubagdo por bactérias
rizosféricas isoladas de solos dos Campos Gerais. O resultado do teste de Tukey esta representado pelas letras acima das barras.
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Figura 4. Solubilizagdo de fosfato em meio liquido NBRIP acrescido de FePO4, mg/L apds 72 horas incubagéo por

bactérias rizosféricas isoladas de solos dos Campos Gerais.
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menores valores foram de 35,495 pg p-NP/g e 51,061 pg p-NP/g pertencentes as estirpes

Pseudomonas sp. P.C.G 13.33 e Enterobacter sp. A.A 15.28, respectivamente. As demais

estirpes apresentaram valores estatisticamente iguais entre 107,341 e 93,429 pg p-NP/g.

Figura 5. Atividade da enzima fosfatase acida produzida por BSP isoladas da rizosfera de milho.
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6.3.5 Producédo EPS E Biofilme

A producédo de EPS foi analisada observando o aparecimento de coldnia mucdide ao
redor dos circulos de papel filtro e a confirmagao foi obtida através do teste de mistura com
alcool, onde para os isolados positivos para EPS, a mistura permanecia translicida e sem
homogeneizacdo da colénia com o liquido, enquanto para os resultados negativos para producao
de EPS a mistura ficava turva e a colonia era homogeneizada. Dentre os sete isolados que
apresentaram resultado negativo para producdo de EPS, apenas a estirpe Microbacterium sp.
A A 49.29 também foi negativa para a producdo de biofilme.

Dos 40 isolados analisados quanto a producédo de biofilme, apenas o isolado F.E 75.08
(ndo identificado) ndo apresentou formacdo em meio TSB. Os maiores indices (BI) foram

alcangados pelo isolado Enterobacter sp. A.A 15.28 com Bl = 1,28 (Figura 5).

Figura 6.Indices de formaco de biofilme (BI) em meio TSB e producio de EPS por rizobactérias isoladas em rizosfera de
milho cultivado em diferentes solos dos Campos Gerais do Parana.
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6.3.6 Producdo De AIA

Dos 40 isolados analisados quanto a producdo de AIA em meio TSB+triptofano, 36
foram considerados positivos, apresentando valores entre 0,64 pg/mL (97.7) e 184,060 pg/mL
(Pseudomonas sp. P.C.G 97.9-1), seguida de Microbacterium sp. A.A 42.29 (140,85 ug/ml),
Enterobacter sp. A.A 15.24 (134,79 ug/ml) e Pseudomonas sp. A.A 82.13 (138,58 ug/ml). Nove
estirpes ndo produziram/produziram pouco AlA detectdvel em TSB. Entre elas estdo trés estirpe
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de Pseudomonas sp. com o0s maiores indices de solubilizacdo de fosfato, P.C.G 92.22, P.C.G
92.11 e A.A 38.12. As demais estirpes do género produziram valores que variaram de 9,85
ug/ml (Pseudomonas sp. P.C.G 59.4) e 48,81 ug/ml (Pseudomonas sp. P.C.G 86.5). Cabe
ressaltar, que todos as estirpes do género Enterobacter produziram quantidades substanciais de

AIlA, com valores que ficaram entre 51,729 ug/ml (Enterobacter SP. A.A 15.22) e 134,79 ug/ml
(Enterobacter sp. A.A 15.24).

Figura 7. Producdo de AIA (ug/ml) em TSB+triptofano, produzido por rizobactérias isoladas dos Campos Gerais.
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6.3.7 Efeitos Do Estresse Osmatico No Crescimento, Producdo De AIA E Biofilme

Os quarenta isolados foram analisados quanto a capacidade de crescimento em condicdes
crescentes de estresse osmatico induzido por PEG, a habilidade de producéo de AlA e produgéo
de biofilme nas mesmas condi¢6es. Ao analisar os dados da razdo do crescimento bacteriano
(DO na condicdo de estresse/DO na condigdo controle) e producdo de AIA sob estresse, foi
possivel perceber que a producéo de AIA ndo teve relagdo com o crescimento bacteriano, uma
vez que, as bactérias que apresentarm maiores valores na razdo de cresimento nao
necessariamente produziram maiores niveis de AlA. Ja em relagdo ao crescimento aquelas que
apresentaram valores altos em PEG 11% mantiveram o crescimento elevado em ambas as
concentragoes.
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Todas as estirpes foram capazes de crescer nas condi¢Ges de estresse osmotico testadas.
A estirpe que apresentou destaque de crescimento, de acordo com a razdo, foi Pseudomonas sp.
P.C.G 35.12, com altos indices nas trés concentracdes de PEG. Em PEG 11% Pseudomonas sp.
P.C.G 86.5 possuiu a segunda maior razdo. Em PEG 21% e 26%, Pseudomonas sp. P.C.G 35.12
foi seguida das estirpes Pseudomonas sp. P.C.G 92.22; Pseudomonas sp.A.A 38.12;
Pseudomonas sp. P.C.G 92.11 e Pseudomonas sp. P.C.G 97.9.

A producdo AIA em diferentes concentracdes de PEG, foi distinta ndo existindo
semelhaca entre as maiores produtoras em cada um dos meios. Especificamente as estirpes que
apresentaram os maiores valores de AIA na concentracdo de PEG 11% foram as estirpes
Microbacterium sp. A.A 42.29 (151,27 ug/ml), Pseudomonas sp.A.A 20.7-3 (133,68 ug/ml) e
Enterobacter sp. F.E 56.17 (128,68 ug/ml). Ja na concentracdo de PEG a 21%, foram as estirpes
Pseudomonas sp. P.C.G 97.9-1 (126,18 ug/ml), Microbacterium sp. A.A 42.29 (101,98 ug/ml)
e Pseudomonas sp. A.A 20.7 (99,09 ug/ml) e na concentracgdo de 26% foram as etirpes Pantoea
sp. P.C.G 53.7 (190,76 ug/ml), Enterobacter A.A 39.40 (128,24 ug/ml) e Enterobacter sp.
56.33 (114,93 ug/ml).
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Figura 8. Valores de AIA (ug) produzidos pelos isolados dos Campos Gerais, sob condig@es de estresse osmotico gerado por PEG 11% ,21 e26%.
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Figura 9. Crescimento bacteriano em PEG 11%, 21% e 26% ap0s 48 horas de crescimento.

1.5

21%

B e
L
[ 26%

1.0

hMMMMMMMJMhMMM

0.5

0.0

¥O0'5 O 0 d ds snosooopoLy
9EJE | ¥ SN20000p0LX

71 EE Yy dSSELOWOpnas

f 4R O O d ds SEUOLIOpnas
LB OO d ds seuoLopnasd
7206 O 0 d 'ds seuowopnasd
LVER O o' d ds SEUoWopnas
GO8 O 0 d dS SEUOLIOpnas
¥E5 O 0 d ds sEuoLIopnasd
LEY O 0 d ds seuoLopnasd
VP O 0 d 'ds seuowopnasd
Z1SE O 0 d ds SEUDWOpNas
EECL O 0 d ds SBUDWOPNaS
TP Tl O 0 d ds sEuDwopnasd
206 T 4°ds seuowopnasd
8Z'Z01 7 4 ds SEUOWOpNas
£l Za Y'Y ds SELOWOpNas
L0z W'y ds seuowopnasd
0146 O 0 d d's seuowopnasd
Ledd 34 ds ensaug

eoud 3 4 ds ensaud

£ 1LYy ds ensalg

Ze5 1Ly “ds epeyqeiie eysaug
LES O 0 d ds esojuUEH

62T Yy 'dS WNUajoeqoInly
POy ds Blola)nan

££'95 374 "ds Jajeqoia
2195 3 4 ds Jepegoisig
825 Yy ds Jejoegouaiug

0 £F vy 'ds Jajaeqoia

0% BE vy "ds Japeqosay
P25 Yy ds Japeqosau
CC5 LYY dS Jejaeqouall s
Zoae 'y ds eaoapan

| BE ¥y 'ds BUSp|oLINg
7558 9 4 ds snjoeg

O vE Wy ds snjoeg

Ze'as T 4 ds snjjoeg

TGE YOS J9I0BqoLInIL Y

(s 34)

Estirpe



49

Ao analisar os indices de producéo de biofilme (BI) dos 40 isolados nos meios sob trés
condigdes estressantes induzida por PEG (11%. 21% e 26%), a estirpe Enterobacter sp A.A
15.22 destacou-se, uma vez, que ficou entre os maiores Bl nas trés concentracGes, sedo 0 maior
em 11% e 21% e segundo maior em 26%.

Entre os maiores Bl estiveram também as estirpes Pseudomonas sp. P.C.G 49.12 e
Enterobacter sp A.A 15.22 em 11%, Bacillus sp. F.E 65.22 e Microbacterium sp. A.A 42.29
em 21% e Priestia sp. F.E. PR31 em 26%. A estirpe F.E. 75.8 (ndo identificada) ndo produziu
biofilme em condig¢des controle, mas apresentou valores positivos de Bl nas trés concentracoes
de PEG.

Com excecdo da estirpe Enterobacter sp A.A 15.22 que esteve entre os maiores Bl, em
ambas as concentra¢des, ndo houve simetria entre as estirpes com maior Bl quando comparado
nas diferentes concentracGes de PEG. Cabe ressaltar, que nenhuma estirpe que apresentou maior

Bl em concentragdes de PEG, possuiu bom desempenho em condigdes controle (TSB)
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Figura 10. Valores de Bl dos isolados dos Campos Gerais em estresse induzido por PEG 11%, 21% e 26% e meio controle.
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6.4 DISCUSSAO

O P é um nutriente essencial no crescimento das plantas e € encontrado abundantemente
nos solos, mas sua disponibilidade é limitada devido & sua alta reatividade. Como resultado, a
agricultura tem optado pelo uso excessivo de fertilizantes quimicos. Grande parte desses
quimicos persistem no solo na forma insoltvel, podendo gerar contaminacao e alterando a
matriz do solo e suas funcdes ecoldgicas. Em solos calcérios, o P é frequentemente precipitado
com Ca e em solos acidos a sor¢do de P é atribuida aos éxidos hidratados de Fe e Al (Tariq et
al., 2014), resultando em poucas formas biodisponiveis de P para absorcéo pela raiz, o que afeta
0 crescimento e a produtividade vegetal. Com isso as BSP apresentam um papel fundamental
nos processos biogeoquimicos que envolvem fosforo.

Por outro lado, o estresse osmotico/hidrico atrelado as mudangas climéticas €
considerado um dos mais prevalentes estresses abidticos enfrentados pelas plantas e suas
respectivas comunidades microbianas associadas. De forma similar as plantas, as bactérias
rizosféricas também sofrem efeitos causados pelo estresse osmotico, afetando sua viabilidade,
crescimento e funcgdes bioquimicas (Ahmad Ansari; Ahmad; Pichtel, 2023). Desta forma, no
atual cenario de emergéncias climaticas, torna-se necessario isolar e caracterizar
microrganismos que tenham a capacidade de manter suas atividades promotoras do crescimento
mesmo em condi¢Bes desfavoraveis, ou seja, que exibam maior plasticidade fenotipica
(Orozco-Mosqueda et al., 2023).

Nesse contexto, o presente trabalho apresentou uma estratégia dupla para
enriquecimento e selecdo de RPCP, bioprospectadas a partir de amostras de solo com diferentes
historicos de uso. Primeiramente, utilizou-se o conceito de efeito rizosférico a fim de selecionar
microrganismos capazes de colonizar a rizosfera do milho. Subsequentemente, foram adotadas
duas caracteristicas para a triagem inicial: a capacidade de solubilizar fosfatos inorganicos (no
caso, Caz(POas)2) e tolerar condicOes de estresse osmatico (inicialmente mediado por sorbitol).
Das 7.056 estirpes isoladas, apenas 179 mostraram potencial em ambas as etapas de triagem,
refletindo a seletividade nos critérios empregados para selecdo de RPCPs eficazes.

A frequéncia de isolados variou entre os diferentes tipos de solo. A predominancia de
isolados provenientes de solos agricolas (41,41%) em comparacdo com solos de preservagdo
(25,02%) e de restauracao (33,57%) sugere a maior demanda de P biodisponivel pelas plantas
de importancia agricola, visto que as plantas desempenham um papel importante na
determinacdo do microbioma do solo, moldado principalmente pelos exudatos radiculares,que

atraem os microrganismos fundamentais. Outro fator é a influéncia das atividades agricolas,
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uma vez que perturbagdes antropicas no solo abalam o equilibrio do ecossistema, selecionando
0S microrganismos ao novo habitat (Luft Da Silva et al., 2017).

Subsequentemente, quarenta isolados foram selecionados para caracterizacdo com base
em suas atividades fenotipicas, como formacédo de biofilme, producdo de EPS, producao de
AlA, solubilizacdo/mineralizacéo de P in vitro, producdo de sideréforos e respostas frente ao
estresse osmatico.

A analise da sequéncia do gene 16S rRNA estabeleceu que a predominancia entre 0s
isolados selecionados foi do género Pseudomonas (42%). Isso é consistente com estudos
anteriores que destacam este género como uma das principais colonizadoras da rizosfera devido
a sua versatilidade metabdlica, tornando-as ecologicamente mais competentes mesmo sob
variadas condi¢des edaficas e de estresse (Patil et al., 2017). A capacidade de mineralizacdo de
P organico por Pseudomonas acontece por meio de varias enzimas conhecidas como fosfatases,
fitases e fosfonatases e o principal estimulo que afeta a regulacdo do gene da fosfatase é a
ativacdo em resposta a concentracBes de fosfato baixas, atuando através do regulon pho,
mecanismo de regulacdo que conserva e gere o P inorganico intracelular (Miller et al., 2010).

Seis das oito estirpes que alcancaram os maiores valores de solubilizacdo em CazPO4
foram classificadas como Pseudomonas, com valores entre 208,18 ug/ml e 162,89 ug/ml e tais
estirpes também solubilizaram AIPOs. O género também apresentou producdo de sideréforos
em onze isolados. Além de disponibilizar ferro, os sider6foros também podem contribuir para
a obtencdo de fosforo através da dissolucdo de minerais no solo. Embora a solubilizacdo de P
geralmente ocorra através da troca de ligantes com acidos organicos, a dissolugdo mineral,
facilitada pelos sideroforos, pode ser uma estratégia adjuvante (Kumar et al., 2018; Park; Lee;
Son, 2009).

As espécies fluorescentes de Pseudomonas sdo frequentemente relatadas quanto aos
seus mecanismos de promogdo do crescimento de diversas especies vegetais, como alface
(Freitas et al., 2002) e milho (Pereira; Castro, 2014). Sua promocéo indireta de crescimento
também ja foi relatada; por exemplo, O seu efeito a inoculacdo de P. fluorescens promoveu a
inducgdo de resisténcia sistémica a doenga causada por Rhizoctonia solani no arroz, reduzindo a
incidéncia da doenga e estimulando o crescimento das plantas, resultando em aumento tanto da
producdo de biomassa seca quanto a producdo de grdos (Nandakumar et al., 2001). P.
fluorescens biovar 1V e P. putida foram capazes de sintetizar IAA a partir do triptofano como
precursor e promover o crescimento de Lens culinaris e Hordeum vulgare (Meliani et al., 2017).

Os mecanismos de promocdo do crescimento de plantas, como a producgéo de AlA e a

solubilizacédo de P, podem atuar de forma sinergica na estimulacao do desenvolvimento vegetal,
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tornando fundamental a investigacdo da diversidade e do potencial das rizobactérias nesses
processos (Alemneh et al., 2021). A presenca de IAA ou seu precursor nos meios de cultivo
aumentou a capacidade solubilizadora de P por rizobactérias de grdo-de-bico cultivados em
diferentes tipos de solo e condi¢cdes ambientais na Australia, onde o AlA foi capaz de liberar
pequenas concentracdes de P do fosfato de rocha devido a extensdo da acidificagdo da solucéo
(Alemneh et al., 2021).

A estirpe Microbacterium sp. A.A 42.29 figurou entre as maiores solubilizadoras de
CasPO4 e AIPO4, com produgdo de sideroforos, crescimento em diferentes concentracdes de
PEG e na producéo de AlA nas concentracdes de 11% e 21%, producdo de biofilme e atividade
da enzima fosfatase acida. A capacidade de solubilizar fosfato (Di et al., 2016a; Malboobi et
al., 2009; Zhang et al., 2017b) e de promocdo de cresimento de plantas desse género ja foi
descrita anteriormente na literatura. Outras atividades como producdo de IAA e ACC
desaminase ja& foram destacadas em estirpes do género (Jayakumar; Natarajan, 2013;
Madhaiyan et al., 2010).

Muitos processos de prospeccdo de RPCP falham no sentido de que as estirpes séo
selecionadas para uma dada atividade promotora do crescimento e fatores relacionados a
capacidade de colonizacéo da rizosfera ndo sdo levados em consideracdo nas etapas de triagem.
A formacdo de biofilme e sintese de EPS, por exemplo, sdo mecanismos associados direta e
indiretamente a capacidade de solubilizacdo de P. No solo, os biofilmes microbianos possuem
papel crucial na formacéo e estabilidade de agregados, intemperismo biologico de diversos
minerais e sequestro de carbono organico (Velmourougane; Thapa; Prasanna, 2023). A
formacdo de biofilme pelas RPCPs esta associada a producgdo aprimorada de EPS e alginatos
conhecidos por reduzir os efeitos adversos da seca, patogenos e outros estresses (Ahmad Ansari;
Ahmad; Pichtel, 2023). O EPS produzido pelas RPCPs esta envolvido na agregacdo das
particulas do solo, e influencia associagdes entre matéria organica e minerais, afetando
composicdo da matéria organica e a reatividade dos minerais (Guhra; Stolze; Totsche, 2022).
Contudo, nem sempre a competéncia rizosférica esta diretamente associada com taxas de
producdo de biofilme in vitro, como ja apontado para Pseudomonas fluorescens (Barahona et
al., 2010).

Pseudomonas produzem varias moléculas de matriz de biofilme, incluindo
polissacarideos, cidos nucleicos, proteinas e componentes de matriz acessdria que auxiliam na
formacdo de biofilme e adaptabilidade sob condigdes variaveis (Mann; Wozniak, 2012),
protegendo-as de patdgenos e da escassez de agua (Selvakumar; Panneerselvam;
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Ganeshamurthy, 2012). Quinze isolados de Pseudomonas sp. apresentaram producdo de EPS,
com destaque para a estirpe A.A 35.12 obteve um alto indice de BI.

Estudos sobre a inoculagdo com Pseudomonas sp. mostraram que 0 uso aumentou a
sobrevivéncia de girassol em estresse hidrico (Sandhya et al., 2009), exibiu melhor producéo
de PGP, alginato, EPS e desenvolvimento de biofilme sob os trés estresses abidticos (estresse
hidrico, de temperatura e salino) (Ahmad Ansari; Ahmad; Pichtel, 2023) e construiu um
biofilme robusto em situacdes de estresse (Jadhav et al., 2024).

Além disso nossos resultados mostraram que o segundo género com maior nimero de
representantes Enterobacter, também apresentou bom desempenho nos testes in vitro de
solubilizacdo de P nos trés testes, CasPO4, AIPO4, maior solubilizador em FePOs e alto BI. O
género também ja foi descrito por estudos anteriores como promotor de crescimento vegetal. A
estirpe Enterobacter sp. ITCB-09 apresentou maiores indices de solubilizacdo de P inorganico
pela produgdo de é&cidos organicos do que outras estirpes avaliadas, com producdo de
siderdforos e substancias poliméricas extracelulares, promovendo o crescimento de mudas de
pimenta Habanero (Mendoza-Arroyo et al., 2020). Os efeitos positivos da inoculacdo de
Enterobacter spp. também ja foram relatados para o tomate (Bendaha; Belaouni, 2019). Em
ensaio de bioprospeccédo de isolados a partir de rizosfera de tomate, os cinco isolados melhor
ranqueados quanto aos seus potenciais biotecnoldgicos também foram pertencentes ao género
(Zuluaga et al., 2020). Um desses isolados (Enterobacter sp. 15S) foi avaliado quanto aos
efeitos no crescimento de milho e pepino, evidenciando que as respostas podem variar de acordo
com as condicBes nutricionais e da planta hospedeira (Alzate; Zuluaga et al., 2021; Zuluaga et
al., 2020).

Diversas espécies bacterianas podem desempenhar uma dada atividade promotora do
crescimento comum, ou seja, possuem redundéancia funcional, e uma mesma bactéria pode ser
multifuncional. Nas duas situacdes, deve-se levar em consideracdo que cada bactéria
desempenha suas atividades biologicas em um conjunto de condigdes abioticas favoraveis.
Estabelecer condigcbes de estresse osmotico pela introducdo de agentes osmoticos (como
sorbitol e PEG) no meio de cultivo causa uma redugdo/bloqueio na quantidade de agua
disponivel para utilizagdo pelos microrganismos e, portanto, é capaz de simular um efeito de
estresse. Essa estratégia € eficiente para uma selecdo mais eficiente de microrganismos que
sejam capazes de manter suas atividades promotoras do crescimento mesmo em condicdes
ambientais adversas, tornando o processo de selecdo de RPCP mais adequado aos contextos

atuais.
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Por fim, este estudo demonstra que, para além das capacidades bioquimicas das estirpes,
a competéncia rizosférica e os mecanismos de colonizagdo do solo sdo fatores cruciais na
aplicacdo préatica dessas BSP. Assim, a integracdo de estratégias de selecdo mais abrangentes,
que considerem tanto a funcionalidade quanto a resiliéncia das estirpes em ambientes variados,
é essencial para viabilizar o uso de tecnologias microbianas na agricultura moderna. Essa
abordagem ndo apenas promove uma produgdo agricola mais sustentavel, como também
contribui para a mitigacdo dos impactos das mudancas climaticas e para a preservacéo da saude

dos solos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Solubilizagdo de fosfato em meio liquido NBRIP acrescido de Cas(POa4)2, mg/L apds 72 horas incubagédo por
bactérias rizosféricas isoladas de solos dos Campos Gerais. A coluna Tukey indica o agrupamento estatistico com teste de

Tukey (letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos).



Estirpe Meédia + SD Tukey Siderdéforo
Rhodococcus sp. P.C.G 5.04 0 q Sim
Priestia sp. F.E pr03 5,389 + 0,453 pq Sim
Enterobacter sp. A.A 43.30 7,493 £ 0,087 opq Sim
Bacillus sp.A.A 34.04 7,534 £ 0,761 opq Néo
Pseudomonas sp. P.C.G 12.4-2 13,406 + 0,796 nopq Sim
Pseudomonas sp. P.C.G 49.7 14,995 + 0,847 nopq Sim
Enterobacter sp. A.A 15.22 15,342 + 0,494 nopq Sim
Bacillus sp.F.E 65.22 16,022 +£ 1,494 nopq Sim
(F.E 75.8) 22,939 + 3,129 mnopq Sim
Priestia aryabhattai sp. A.A 115.32 23,748 + 1,880 Imnopq Né&o
Bacillus sp. F.E 76.32 26,187 + 2,166 Imnopq Sim
Pseudomonas sp. P.C.G 97.7 26,870 + 2,475 Imnopq Sim
Pseudomonas sp. F.E 90.7 27,786 + 0,723 Imnopq Sim
Pseudomonas sp. P.C.G 49.12 29,093 + 0,467 Imnop Sim
Rhodococcus A.A 137.36 32,173 + 0,700 kImnop Néo
Pseudomonas sp. P.C.G 35.12 35,714 + 3,528 kimno Sim
Priestia sp. A.A 111.3 36,141 + 4,408 kimn Nao
Enterobacter sp. A.A 15.24 50,222 + 8,379 jkim Nao
Enterobacter sp. F.E 56.17 51,465 + 3,098 jkim Nao
Pseudomonas SP. P.C.G 86.5 51,526 + 3,494 jkl Nao
Enterobacter sp. F.E 56.33 58,935 + 2,124 jk Sim
Burkholderia sp. A.A 39.1 59,858 + 5,266 jk Sim
Leclercia sp. A.A 36.14 66,040 + 1,066 j Né&o
Priestia sp. F.E pr31 103,119 + 15,622 i Né&o
Pseudomonas sp. A.A 82.13 113,949 + 0,805 hi Néo
Pseudomonas sp. F.E 102.28 120,181 + 28,623 ghi Néo
Cedecea sp. A.A 38.22 129,261 + 24,689 fghi Sim
Pseudomonas sp. P.C.G 97.9 134,645 + 2,487 efgh Sim
Enterobacter sp. A.A 39.40 137,611 + 3,743 defgh Né&o
Achromobacter sp. A.A 35.2 140,021 + 3,000 defgh Né&o
Pseudomonas sp. A.A 20.7 145,986 + 0,484 cdefg Sim
Enterobacter sp. A.A15.28 148,182 + 0,856 cdefg Sim
Pantoea sp. P.C.G 53.7 149,255 + 3,463 cdef Nao
Pseudomonas sp. P.C.G 13.33 162,886 + 4,668 bcde Nao
Microbacterium sp. A.A 42.29 165,408 + 9,070 bcd Sim
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Pseudomonas sp. P.C.G 92.11 169,911 + 2,435 bc Sim
Pseudomonas s.p P.C.G 97.10 172,663 + 18,137 bc Sim
Pseudomonas sp. P.C.G 59.4 177,947 £ 1,290 b Sim
Pseudomonassp. A.A 38.12 180,043 + 7,693 ab Sim
Pseudomonas sp. P.C.G 92.22 208,183 + 2,378 a Sim

Tabela S2. Solubilizagdo de fosfato em meio liquido NBRIP acrescido de AIPO4, mg/L apds 72 horas incubagdo por bactérias
rizosféricas isoladas de solos dos Campos Gerais. A coluna Tukey indica o agrupamento estatistico com teste de Tukey (letras

diferentes indicam diferencas significativas entre 0s grupos).

Estirpe

Pseudomonas sp. P.C.G 92.11
Pseudomonas sp. F.E 59.4
Pseudomonas sp. A.A 38.12
Enterobacter sp. A.A 15.28
Microbacterium sp. A.A 42.29
Pseudomonas sp. P.C.G 97.10
Pseudomonas sp. P.C.G 13.33
Pseudomonas sp. P.C.G92.22

Média+ SD  Tukey
230+066 e

2,89 +0,47 de
3,93+£1,25 cde
4,12 +£0,35 bed
4,75 +£0,25 bc
5,80+0,78 ab
7,35+0,14 a

7,06 £ 0,52 a

Tabela S3. Solubilizagdo de fosfato em meio liquido NBRIP acrescido de FePOa, mg/L apds 72 horas incubagdo por bactérias
rizosféricas isoladas de solos dos Campos Gerais. A coluna Tukey indica o agrupamento estatistico com teste de Tukey (letras

diferentes indicam diferencas significativas entre 0s grupos).

Estirpe Média £ SD Tukey
Pseudomonas sp. F.E 59.4 0,32 £ 0,0283 c
Microbacterium sp. A.A 42.29 0 c
Pseudomonas sp. A.A 38.12 0 C
Pseudomonas sp. P.C.G 92.11 0 c
Pseudomonas sp. P.C.G 97.10 0 c
Pseudomonas sp. P.C.G 92.22 1,44 + 0,018 b
Pseudomonas sp. P.C.G 13.33 1,36 + 0,103 b
Enterobacter sp. A.A 15.28 3,38 £ 0,575 a
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Tabela S4. Atividade da enzima fosfatase acida produzida por BSP isoladas da rizosfera de milho. A coluna Tukey indica o

agrupamento estatistico com teste de Tukey a 0,05% de confianca (letras diferentes indicam diferencas significativas entre os

grupos).

Estirpe Média+SD  Tukey

Enterobacter sp. A.A 15.28 51,1+3,15 d
Pseudomonas sp. P.C.G 13.33 355+1,54 d
Microbacterium sp. A.A42.29 107,3+0,78 ¢
Pseudomonas sp. P.C.G 97.10 101,7+4,4 c
Pseudomonas sp. A.A 38.12 93,4 +0,61 c
Pseudomonas sp. P.C.G92.11 1395+4,07 b
Pseudomonas sp. F.E 59.4 202,2+108 a
Pseudomonas sp. P.C.G92.22  198,7+9,05 a

Tabela S4. Indice de Biofilme (BI) produzido por BSP isoladas da rizosfera de milho. A coluna Tukey indica o agrupamento
estatistico com teste de Tukey a 0,05% de confianca (letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos).

Estirpe Média + SD Tukey
Achromobacter sp. A.A35.2 0.1891351 + 0.00361 jk
Bacillus sp. A.A 34.04 0.3865617 + 0.00774 f
Bacillus sp. F.E 65.22 0.1667892 + 0.0208 jkl
Bacillus sp. F.E 76.32 0.3185026 +0.0141 gh
Burkholderia sp. A.A 39.1 0.05451833 + 0.00242 nop
Cedecea sp. A.A 38.22 0.3600695 + 0.00238 fg
Enterobacter sp. A.A 15.22 0.2900812 + 0.00685 h
Enterobacter sp. A.A 15.24 0.2700541 £ 0.0065 hi
Enterobacter sp. A.A 15.28 1.287518 £ 0.075 a
Enterobacter sp. A.A 39.40 0.6672568 + 0.0373 c
Enterobacter sp. A.A 43.30 0.1667731 £ 0.0155 jkl
Enterobacter sp. F.E 56.17 0.1260805 + 0.00123 Im
Enterobacter sp.F.E 56.33 0.5558078 £ 0.0114 d
F.E75.8 0.0+0.0 p
Leclercia sp. A.A 36.14 0.124237 £ 0.00133 Im
Microbacterium sp. A.A42.29 0.5245562 £ 0.0184 d
Pantoea sp. F.E 53.7 0.4605895 + 0.0225 e
Priestia sp. A.A111.3 0.1238917 £0.0231 Im
Priestia sp. A.A 115.32 0.04635649 + 0.00309 nop



Priestia sp. F.E pr03

Priestia sp. F.E pr31

Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Pseudomonas sp
Rhodococcus sp.

Rhodococcus sp.

.A.A20.7-3
.A.A35.12
.A.A38.12
.A.A82.13
.F.E102.28
.F.E90.7
.P.C.G12.4-2
.P.C.G13.33
.P.C.G49.12
.P.C.G49.7
.P.C.G594
.P.C.G 86.5
.P.C.G92.11
.P.C.G92.22
.P.C.G97.10
.P.C.G97.7
.P.C.G97.9
A.A 137.36
P.C.G5.04

0.6471766 £ 0.0102
0.1379555 £ 0.0132
0.1594501 £ 0.00286
0.3123996 £ 0.0199
0.05473365 +0.00311
0.2783029 £ 0.0118
0.03062751 + 0.000309
0.133494 + 0.0055
0.05744686 + 0.0023
0.9546273 £ 0.0168
0.1541824 + 0.00304
0.02534062 £ 0.00298
0.04075849 £ 0.00327
0.1339417 £ 0.00688
0.09830542 £ 0.00686
0.02548991 + 0.00132
0.163686 + 0.00824
0.1513294 £ 0.0118
0.1258055 + 0.00326
0.01487112 + 0.00298
0.2160214 + 0.0189

klm
klm
gh

nop

op
klm

nop

kim
op
op
kim
mn
op
jkl
kim
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7 CONCLUSAO

O estudo evidenciou que os Campos Gerais do Parana abrigam uma grande diversidade
de rizobactérias com capacidade de solubilizacdo de P e caracteristicas promotoras de
crescimento de plantas sob situacdes de estresse osmotico, evidenciando a importancia e
potencial biotecnoldgico destas estirpes. Embora os resultados in vitro sejam promissores, a

validacgdo in vivo é crucial para confirmar sua eficacia no campo.
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