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RESUMO

A utilizagao de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP) abre
oportunidades para uma produgéo agricola mais sustentavel. O objetivo geral
deste trabalho foi realizar a bioprospeccao de RPCP cultivaveis em meios de
cultura, associadas a raizes de duas plantas nativas do bioma Caatinga:
Cnidoscolus quercifolius Pohl (faveleira) e Commiphora leptophloeos (mart.)
J.B.Gillett (umburana de camb&o) do semiarido pernambucano. Apds a obtengao
de 40 isolados em culturas puras, os mesmos foram caracterizados quanto a
velocidade de crescimento, coloracdo de Gram e caracteristicas das colbnias;
em seguida, foram realizados os testes para avaliagdo do potencial
biotecnolégico das RPCP, dentre eles: atividade antagonista in vitro por meio do
meétodo de cultura dupla contra os patdégenos Lasiodiplodia theobromae,
Macrophomina sp. e Fusarium sp; potencial para solubilizagdo de fosfatos; do
potencial para a fixagao bioldgica de nitrogénio em vida livre; e do potencial para
a producdo de Acido Indol Acético (AIA). Alguns isolados foram selecionados
para identificagdo por meio do sequenciamento do gene rDNA 16S. Dos isolados
obtidos, 18 foram provenientes da rizosfera de faveleira e 22 de umburana de
cambao. Quanto a velocidade de crescimento, 52 % apresentaram crescimento
rapido (24 h apéds inoculagédo) e 48 % tardio (72 h). Em relagdo a forma das
células, 38 sao bacilos e 2 cocobacilos. Foi possivel detectar que 77,5 % dos
isolados sao Gram negativos e 22,5 % sdo Gram positivos. A agao antagonista
em cultura dupla contra os fungos fitopatogénicos Lasiodiplodia theobromae,
Macrophomina sp. e Fusarium sp, foi eficaz para 23 isolados. A porcentagem de
inibicao do crescimento radial do fungo foi calculada e observou-se que o isolado
TU38 inibiu 76,6 % do crescimento de L. theobromae e 82,3 % do crescimento
de Fusarium sp., o isolado TF29 inibiu 90,3 % do crescimento de Macrophomina
sp. Um total de 9 isolados (22,5 %) dos isolados foram capazes de solubilizar
fosfato. O indice de solubilizacao de fosfato variou de 1,15 a 2,81, apresentando
indices de solubilizagao médios (2 < IS < 4). Todos os isolados foram capazes
de fixar nitrogénio, testados em meios de cultura (livres de N) JMV e LGI. A
producao de AlA foi observada em todos os isolados, dentre eles, TU23, RF11,
RU5, TF39, TU38 e TF30 apresentaram melhores resultados com produgao
média de 3,50 yg mL'. Sete isolados foram identificados dos quais obtivemos

Priestia megaterium e Pseudomonas aeruginosa conhecidos quanto a atividade



antimicrobiana e por promover crescimento vegetal. Outros como o Bacillus
wiedmannii e Lysinibacillus sphaericus no controle de outros fitopatdégenos.
Conclui-se que as RPCP isoladas dessas plantas nativas da caatinga possuem
potencial biotecnolégico para produgédo de bioinsumo. Com destaque para 23
isolados entre eles RU22 (Pseudomonas aeruginosa) e TU23 por serem
positivos em todos os testes e os isolados RF11 (Lysinibacillus sphaericus),
RU26, TF32, TU38 e TF40 sendo promissores por apresentarem melhores
resultados globais para atividades antagonistas e promotoras do crescimento
vegetal.

Palavras-chave: Potencial biotecnolégico, Sustentabilidade, Atividade

antagonista, Producao de AlA, Bioinsumo.



ABSTRACT

The use of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) opens up opportunities
for more sustainable agricultural production. The general objective of this work
was to carry out bioprospecting of PGPR cultivable in culture media, associated
with the roots of two plants native to the Caatinga biome: Cnidoscolus quercifolius
Pohl (faveleira) and Commiphora leptophloeos (mart.) J.B.Gillett (umburana de
cambao) from the semi-arid Pernambuco. After obtaining 40 isolates in pure
cultures, they were characterized in terms of growth rate, Gram staining and
colony characteristics; then, tests were carried out to evaluate the
biotechnological potential of PGPR, including: in vitro antagonistic activity using
the double culture method against the pathogens Lasiodiplodia theobromae,
Macrophomina sp. and Fusarium sp; potential for phosphate solubilization; the
potential for free-living biological nitrogen fixation; and the potential for the
production of Indole Acetic Acid (IAA). Some isolates were selected for
identification through sequencing of the 16S rDNA gene. Of the isolates obtained,
18 came from the rhizosphere of faveleira and 22 from umburana of cambé&o.
Regarding growth speed, 52% showed rapid growth (24 h after inoculation) and
48% late growth (72 h). Regarding the shape of the cells, 38 are bacilli and 2
coccobacilli. It was possible to detect that 77.5% of the isolates are Gram
negative and 22.5% are Gram positive. The antagonistic action in double culture
against the phytopathogenic fungi Lasiodiplodia theobromae, Macrophomina sp.
and Fusarium sp, was effective for 23 isolates. The percentage of inhibition of the
radial growth of the fungus was calculated and it was observed that isolate TU38
inhibited 76.6% of the growth of L. theobromae and 82.3% of the growth of
Fusarium sp., isolate TF29 inhibited 90.3% of the growth of Macrophomina sp. A
total of 9 isolates (22.5%) of the isolates were able to solubilize phosphate. The
phosphate solubilization index ranged from 1.15 to 2.81, presenting medium
solubilization indexes (2 < IS < 4). All isolates were capable of fixing nitrogen,
tested in JMV and LGI (N-free) culture media. AIA production was observed in all
isolates, among them, TU23, RF11, RUS, TF39, TU38 and TF30 showed better
results with an average production of 3.50 ug mL-1. Seven isolates were
identified from which we obtained Priestia megaterium and Pseudomonas
aeruginosa known for their antimicrobial activity and for promoting plant growth.

Others such as Bacillus wiedmannii and Lysinibacillus sphaericus in the control



of other phytopathogens. It is concluded that the PGPR isolated from these native
plants of the caatinga have biotechnological potential for the production of
bioinput. With emphasis on 23 isolates, including RU22 (Pseudomonas
aeruginosa) and TU23 for being positive in all tests and isolates RF11
(Lysinibacillus sphaericus), RU26, TF32, TU38 and TF40 being promising for
presenting better overall results for antagonistic and promoter activities plant
growth.

Keywords: Biotechnological potential, Sustainability, Antagonistic activity, AIA

production, Bioinput.
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1. INTRODUGAO

As mudancas climéaticas estdo nos centros das discussdes
emergentes em todo o mundo. Os resultados desse impacto refletem
diretamente na vida social, econébmica e em nossos ecossistemas. Mudancas
sdo esperadas principalmente na agricultura mundial pelas alteracdes na
temperatura e precipitacdo, impactando as formas de producao, rendimento e
aproveitamento dos recursos naturais (TANURE et al., 2023).

Para o bioma Caatinga espera-se um aumento da aridez, visto ser
afetada pelo atual clima de variabilidade interanual de precipitacdo, ocorrera uma
expansdo de zonas desérticas e semidesérticas, segundo projecdes para o
proximo século (TORRES et al.,, 2017). Estudos mostram que a regido da
Caatinga sera profundamente afetada com consequéncias negativas ao bioma,
tendo como principal agente de mudanca do clima os gases de efeito estufa
(MARENGO & BERNASCONI, 2014).

A alta produtividade em curtos periodos de tempo, € resultado de
excessivas aplicagdes de agrotdxicos em nossos agroecossistemas (MOHRING
et al., 2020). Os custos desta forma de manejo séo elevados, a exemplo do uso
de fertilizantes inorganicos como na adubagéao nitrogenada, por exemplo, pode
resultar em problemas como a lixiviagdo, poluicdo dos recursos hidricos,
emissdes de gases responsaveis pelo efeito estufa e intensificando as mudancgas
climaticas (ZAHID et al., 2015).

A sustentabilidade também é um tema alvo nas discussfes sobre
agricultura a varias décadas. Contudo estamos diante de desafios, como a
expansdo de cultivos voltados a se tornarem Commodities, monoculturas e
perda dos recursos naturais (PICHURA et al., 2023).

Novos conceitos sao utilizados, como a “agricultura amiga da
biodiversidade” na Unido Européia, mas ainda é urgente a reforma no sistema
alimentar global (FISHER, 2023). Sabe-se que os ecossistemas dependem da
“satide do solo”, este termo abrange aspectos que véo para além da producao
agricola ou em outros beneficios explicitamente humanos - tendo vinculos com
o conceito emergente de “One Health”, no qual a saude dos seres humanos, dos

animais e do meio ambiente estdo todos conectados (LEHMANN et al., 2020).



15

Estudos mostram que a sustentabilidade agricola esta associada a eficiéncia
econdmica, a equidade social e a seguranca ecoldgica (SINGH et al., 2022;
SONG et al., 2022).

Sao emergentes em todo o mundo a necessidade de colocar como
prioridade os desafios sociais, econdmicos, ambientais, sanitarios e ecoldgicos
na producao agricola (DEGUINE et al., 2021). A busca por estratégias indica que
ser@o necessarias medidas de equilibrio do rendimento da producéo agricola,
com o potencial biologico, reduzindo as consequéncias da agricultura intensiva
e visando a sustentabilidade (CHEN et al., 2011).

A utilizacdo de recursos biolégicos pode ser uma das alternativas
inteligentes para a reduzir a dependéncia em relacdo a insumos importados,
como também favorecer a oferta interna de matéria prima (KUMARI, 2023). A
biodiversidade que o Brasil possui favorece esta alternativa visando o
desenvolvimento e o uso sustentavel da diversidade bioldgica (MAPA, 2023).

Os microrganismos benéficos do solo desempenham um papel
importante na fitoestimulacéo, biorremediacao e biofertilizacdo. Sdo capazes de
promover o crescimento de plantas, acelerando a acessibilidade e a busca de
outros elementos necessarios (RAFI, 2018). Estes microrganismos estao muitas
vezes aderidos as suas particulas ou em interacdo com as raizes das plantas
em uma regido conhecida como rizosfera (CELESTINO, 2019).

O microbioma que hospeda a rizosfera vem sendo considerado como
segundo genoma da planta, por conferirem saude, promocao do crescimento e
resisténcia a pragas e doencas (FENG et al, 2021). Este grupo de
microrganismos sdo conhecidos como Rizobactérias Promotoras do
Crescimento de Plantas ou RPCP (GLICK, 2021).

Sabe-se que os beneficios das RPCP sao diversos, porém se
restringem por alguns fatores, como, colonizagdo insatisfatoria devido a
competicdo com micrébios residentes, estresses abioticos, entre outros. Por
outro lado, a produgao de bioinsumos produzidos por meio de microrganismos
nativos, resilientes e adaptados oferecem as condi¢gdes propicias para a
expressao e/ou atividades caracteristicas da RPCP em beneficio das plantas-
alvo (HASKETT et al., 2021).

A Caatinga possui plantas extremamente adaptadas as suas
condicbes semiaridas, a exemplo da Cnidoscolus quercifolius Pohl da familia

Euphorbiaceae, popularmente conhecida como faveleira e da Commiphora
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leptophloeos (Mart.) J.B. Gillett da familia Burseraceae, popularmente conhecida
como umburana de camb&o. Realizar a bioprospeccado de microrganismos da
rizosfera de plantas nativas da Caatinga, nos direciona a obter conhecimento
sobre o estabelecimento, distribuicdo de novas bactérias e seus potenciais
(PANCHAMI et al., 2020).

Contudo levanta-se a hipétese de que existem RPCP que possam ser
isoladas de plantas do bioma Caatinga e que possuam um potencial de
produzirem substancias que auxiliem no crescimento vegetal e atuem no
controle de doencgas causadas por fungos fitopatogénicos, com possibilidades
para serem promissores bioinsumos a serem aplicados na agricultura.

Este trabalho teve como objetivo geral a bioprospeccado de
Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCP) cultivaveis in vitro,
associadas a raizes de plantas nativas do bioma Caatinga, bem como analisar
seus potenciais por meio de testes de fixagcdo biolégica de nitrogénio, agéo
antagonista a fitopatogenos, solubilizacado de fosfatos e produgao de compostos

indolicos (AlA), para posterior identificac&o.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 DESAFIOS PARA A AGRICULTURA SUSTENTAVEL

O Brasil se destaca por ser um dos maiores produtores agropecuarios
do mundo e ocupa a quarta posi¢ao entre os paises que mais exportam produtos
agricolas, (FAOSTAT, 2021). E um dos trés maiores produtores e exportadores
de acucar, café, suco de laranja, soja, carne bovina, fumo, etanol e frango de
corte do mundo (PIGNATTI et al., 2017).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) (2022),
a produtividade agricola no Brasil aumentou, principalmente na producédo de
commodities. Este aumento esta atrelado a expansao de terras, exploracdo dos
recursos naturais e utilizagdo de agrotoxicos e de fertilizantes minerais.

O Brasil também abriga as maiores reservas de biodiversidade do
planeta, que vem sendo ameacada por esta expansao agricola convencional
(PEREIRA et al., 2012; ALVEZ et al., 2020). Por um lado, existe a preocupacao
com as mudangas climaticas afetando a agricultura e a vida humana, e por outro,
a seguranca econdmica do pais que visa 0 aumento da producdo agricola
(GAYATHRI & DONALD, 2017). De acordo com projecoes da Organizacao das
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Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacao (FAO), as terras cultivadas nos
paises em desenvolvimento podem aumentar em cerca de 110 milhfes de
hectares até 2050 (FAOSTAT, 2021).

Estamos diante do risco de perda dos ecossistemas naturais, e
diminuicao substancial das reservas de fosfato de rocha. Este desafio pode ser
enfrentado sem a expanséo de terras e com a utilizagcdo de insumos naturais
e/ou integracdo e diminuicdo de agrotoxicos prejudiciais ao meio ambiente
(HASKETT et al., 2021).

Muitas das culturas comercializadas no pais estdo sujeitas a perdas
causadas por insetos, fungos, plantas espontaneas, entre outros. Para soja,
milho e feijdo, culturas que recebem adubacdo mineral e agrotoxicos (MAPA,
2022; SINDIVEG, 2023), as perdas na produtividade giram em média de 26 a 29
% globalmente (HEINRINCHS & MUNIAPPAN, 2019). Para minimizar as
consequéncias dessa exposicdo, fungicidas, inseticidas, herbicidas e outros
agrotoxicos sao aplicados as culturas para garantir maior produtividade, com
grau de qualidade satisfatério pelo mercado consumidor (PENIDO et al., 2019).

Os riscos das aplicacbes excessivas vém sendo relatados por
diversos pesquisadores (NING et al., 2017; PRABAKARAN et al.,, 2018;
SRIVASTAVA et al., 2020). Esta pratica leva a desestruturacdo da cadeia
alimentar e das comunidades dominadas por algumas espécies de insetos.
Ambos fatores contribuem para o surto de pragas e doencas (CROWDER et al.,
2010). Como também intensifica as mudancas climaticas, podendo prolongar os
periodos de hibernacdo das espécies; O que seria amenizado sazonalmente,
ndo estd acontecendo (MA et al., 2021). Podendo causar desequilibrio, com
diminuicdo na diversidade de plantas, resultando em solos distroficos,
deficientes quanto aos niveis de matéria organica, com baixa capacidade de
retencdo de agua e solubilizacdo reduzida de nutrientes (MEYER, 2022).

Segundo a ANVISA, pelo Programa de Andlise de Residuos dos
Agrotéxicos em Alimentos (PARA), indicaram que dos 25 alimentos ja
analisados, 14 registram médias acima de 50% de ingredientes ativos nao
autorizados, entre os que foram detectados (LOPES et al., 2021).

O modelo agricola adotado no Brasil esta fortemente vinculado ao uso
de agrotoxicos, uma dependéncia que culminou para o pais se tornar um dos
maiores consumidores de agrotéxicos do mundo (RIBEIRO et al., 2021). Estima-

se que sdao investidos nestes produtos, em meédia, no Brasil e em paises
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emergentes e dependentes, uma variacao de 20 a 80 bilhées de ddlares por ano
(CARNEIRO, 2022). Apesar do aumento na produtividade a curto prazo
resultante do uso intensivo desses insumos, essas préaticas requerem alto custo
energético. Além de gerar acumulo pela degradacao lenta desses compostos,
ocasionam contaminacdes, deterioracdes e alteracdes nos sitios da rizosfera
das plantas e no solo (NETTLES et al., 2016).

A busca por métodos alternativos para melhoria do manejo, vem
sendo alvo de pesquisas (GOPALAKRISHNAN et al., 2015). Em todo o mundo,
0 aumento sustentavel da producéo nas terras agricolas atuais tem sido proposto
como solucdo para o conflito entre a expansdo da produgcdo agricola e a
conservacgao dos ecossistemas naturais (PHALAN et al., 2012; STRASSBURG
et al., 2014). A procura por inovacdes ambientalmente corretas se alinha com a
agricultura regenerativa sustentavel (MEYER, 2022).

Pesquisas acerca da utilizagdo de microrganismos, macro-
organismos, metabdlitos, extratos vegetais, algas marinhas e formulagées, que
proporcionam beneficios as culturas agricolas e favorecam para o equilibrio e
saude do solo (BASU et al.,, 2021) tem sido cada vez mais utilizadas. A
exploracdo de servicos ecossistémicos dos microrganismos tem se
apresentando como alternativa promissora para o manejo integrado no combate
aos ataques de pragas ou doencas (TABASSUM et al., 2017). A agricultura
brasileira e do mundo tém obtidos avancos significativos nos processos de
intensificacdo na aplicacdo de manejos cada vez mais sustentaveis (BOLFE et
al., 2018). Serdo necessarias medidas de equilibrio do rendimento da producéo
agricola com o potencial biologico, para a reducdo das consequéncias da
agricultura intensiva (CHEN et al., 2011).

A utilizac&o dos recursos naturais como solo e agua, deverao ser cada
vez mais eficientes, integrando os ciclos biogeoquimicos e formas de controles
bioldgicos contra os ataques de pragas e doencas (BOLFE et al., 2018). O novo
direcionamento da producdo agricola, visa desenvolver praticas de menor
impacto, onde, por meio de métodos alternativos, possam ser ferramentas para
substituicdo ou reducédo da utilizacdo de agrotoxicos, por meio do manejo
integrado favorecendo o uso sustentavel da biodiversidade (LACEY et al., 2001;
SILVA et al., 2010). Potencial este, ainda pouco explorado, ja que o Brasil possui
uma imensa diversidade de plantas e microrganismos com potencial

biotecnoldgico eadaptados aos nossos mais diversos biomas.
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2.2 RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS
(RPCP)

A utilizacdo de microrganismos benéficos capazes de promover o
crescimento de plantas, melhorar a qualidade do solo, bem como, atuar no
controle bioldgico de pragas e doengas pode ser uma das alternativas para o
manejo integrado (ATTIA et al., 2020). Estes microrganismos estdo muitas vezes
aderidos as suas particulas ou em interacdo com as raizes das plantas em uma
regido conhecida como rizosfera (CELESTINO, 2019).

A interacdo solo-planta-microrganismos na regido rizosférica é
responsavel por varios processos que influenciam o crescimento e
desenvolvimento da planta, na decomposicdo, mobilizacdo e liberacdo de
nutrientes inorganicos para as plantas (MARSCHNER et al., 2011; MEENA,
2017). Essas interacdes se ddo por meio de trocas de sinais quimicos e
mecanicos para reconhecimento entre os diferentes organismos, e assim,
manter relacdes de simbiose, comensalismo ou protocooperacdo na rizosfera
(KLEINGESINDS, 2016) que podem beneficiar as plantas hospedeiras. Essas
interagbes complexas podem influenciar na saude das plantas, na sua
produtividade, consequentemente na saude do solo (ZAHID et al., 2015).

Microrganismos rizosféricos possuem alto potencial biotecnolégico
para aplicacdo em diversos segmentos, incluindo terapéuticos, industriais, satde
humana e animal, meio ambiente e na agricultura (MOKRANI; NABTI, 2020). A
utilizacdo destes microrganismos € realizada por promover o0 crescimento
vegetal e auxiliarem no aumento da resisténcia das plantas a estresses bidticos
e abibticos (ETSAMI, 2018).

Dentre estes microrganismos rizosféricos, destacamos as
Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas conhecidas como RPCP
ou do inglés, Plant Growth Promoting Rhizobacteria — PGPR. Estas sdo capazes
de produzir auxinas, enzimas hidroliticas, substancias antimicrobianas ao
produzir metabdlitos secundarios, e ainda, sdo capazes de disponibilizar fosfato
e nitrogénio para as plantas (LINS, 2014; VOCCIANTE et al., 2022). Estas
também possuem importancia na ciclagem de nutrientes, pois também sao
responsaveis pela degradacdo de diferentes compostos orgéanicos
(VASCONCELLOS et al., 2010).
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Outros beneficios relevantes ao degradar compostos, s&8o o0s
nutrientes e substancias promotoras de crescimento para as plantas que
melhoram o desenvolvimento do sistema radicular e maior absorcédo de
elementos (LI et al., 2020). Contribuem também, para o aumento nos indices de
acido indol acético (AlA), acido giberélico, clorofilas (a, b), carotenoides e
reducdo no nivel de &cido abscisico (ARKHIPOVA et al., 2020). A principal
auxina de ocorréncia natural (AIA), importante para o crescimento vegetal, é
produzida por algumas rizobactérias que sintetizam horménios de crescimento,
idénticos aos encontrados nas plantas (PEDRINHO et al., 2010). Mecanismo
interessante € a producdo da enzima ACC-desaminase, que reduz o nivel de
etileno em resposta aos estresses por seca ou salino, por exemplo, por meio da
hidrolise do ACC gerado (precursor da sintese de etileno) (KHALILPOUR et al.,
2021).

As RPCP podem produzir sideroforos bacterianos, que facilitam a
absorcdo de ferro pelos microrganismos (KARUPPIAH et al., 2022). Os
sideréforos sdo compostos que permitem que 0s microrganismos sequestrem e
solubilizem ferro férrico (Fe3*) em ambientes pobres em ferro, podendo prevenir
0 crescimento de patdogenos do solo devido a essa competicdo mediada por
sideréforos (CHAIHARN; CHUNHALEUCHANON; LUMYONG, 2009). O
fornecimento desse nutriente as plantas por bactérias € interessante,
principalmente em solos expostos a estresse ambiental, como em solos
contaminados por metais pesados, os sideréforos amenizam este impacto
imposto ao sistema (GLICK, 2014).

O mecanismo de acdo das RPCP envolve a promocédo direta e
indireta. A direta se refere a maior aquisicdo de nutrientes do ambiente como
fésforo, nitrogénio, ferro e potassio acelerando a acessibilidade e a busca de
outros elementos necessarios para as plantas (RAFI, 2019). Como também, pela
modulagdo dos niveis de hormdnios da planta como auxina, citocininas e
giberelinas (PEREZ-FLORES et al., 2017; GLICK, 2021). Dos mecanismos
indiretos se refere a sintese de antibidticos, proteases, quitinases, bacteriocinas,
sideroforos, lipopeptideos e compostos organicos volateis (GLICK, 2014) que
estdo relacionados com a diminuigdo dos danos as plantas apos infecgéo por
fitopatdgenos (HERNANDEZ-LEON et al., 2015; OROZCO-MOSQUEDA et al.,
2018).
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Diferentes espécies de plantas ou cultivares podem produzir
exsudados liberados na rizosfera, que servirdo de substrato para o
desenvolvimento dos microrganismos, como também servem para a formacao
de substancias biologicamente ativas que serdo benéficas para a comunidade
microbiana (RAMADAN et al., 2016).

Além disso, outra caracteristica de algumas RPCP é a inducédo de
resisténcia sistémica. Essas bactérias possuem potenciais para uma
colonizacéao rapida e agressiva, caracterizada como um mecanismo de controle
de doencas, que evita a entrada de microrganismos patogénicos (RAMADAN et
al., 2016). A sua utilizacdo abre oportunidades para que bioinsumos sejam
desenvolvidos podendo trazer resultados positivos no desenvolvimento e no
mecanismo de resposta as substancias excretadas, beneficiando e garantindo

um cultivo mais sustentavel (PEREIRA et al., 2019).

2.3 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DOS MICRORGANISMOS DO SOLO

O potencial para a biotecnologia microbiana, vem sendo objeto de
pesquisa em todo o mundo. Argentina, Brasil e Colébmbia séo os pioneiros nessa
iniciativa para a agricultura (GOULET, 2021). Embora se necessite de mais
avancos sobre as interacfes entre microrganismos benéficos, plantas e/ou tipo
de solo, sabe-se que esta interacdo é sustentavel e melhor para a saude do solo
(ZOYA et al., 2021).

A agricultura organica € uma das principais linhas de producéo de
alimentos que sao fontes para o aumento de microrganismos, como carga
fungica e bacteriana no solo sendo conhecidos como probidticos vegetais
(YADAV et al., 2017). O maior desafio tem sido encontrar estratégias emergentes
de biocontrole para a agricultura convencional e biotecnologias que atendam a
necessidade de uma producdo agricola mais sustentavel (HUSSAIN et al.,
2020).

Diferentes biofertilizantes a base de microrganismos foram
desenvolvidos e uma gama de fungos e bactérias com potencial de promocéo
do crescimento de plantas sdo utilizados como inoculantes em sementes (ALORI
et al.,, 2017). As bactérias dos géneros Rhizobium sp., Agrobacterium spp.,
Pseudomonas sp., Bacillus sp., Azobacter sp., Priestia sp. sdo alguns exemplos

positivos de relatos na literatura como promotoras de crescimento e supressoras
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de fitopatogenos (BHATTACHARYYA et al.,, 2012; PASSERA et al.,, 2017;
KHALILPOUR et al., 2021; UZMA et al., 2022).

Um estudo constatou a presenca da espécie Bacillus subtilis BEB-
13bs como promotor do crescimento de plantas em tomate, com resultados
significativos em maior peso de raiz e aumento da produtividade nas plantas
inoculadas (MENA et al., 2007). Outros estudos sobre microrganismos tolerantes
a seca se mostraram eficazes na germinacéo e crescimento de Setaria italica
(painco, milheto), isolados da regido semiarida do nordeste da China (NIU X et
al., 2018). A acéao positiva também foi constada nas culturas como o tomate,
pepino, feijao, trigo, milho, videira, pistache e varias outras culturas de interesse
agrondomico (NASSAR et al., 2003; ROSE et al., 2003; ABALLAY et al., 2011;
BINGBING et al.,, 2021; KARIMI; NOORI, 2022). Em alguns estudos foram
comprovados que o potencial dos compostos organicos volateis que bactérias
dos géneros Bacillus spp., Streptomyces spp. e Pseudomonas fluorescens
produzem, serviram para o0 biocontrole de doencas da antracnose na pés-
colheita em manga e pimenta, e desempenho produtivo em repolho (BOUKAEW
et al., 2018; VIJ et al., 2022).

Acdes em torno dos insumos agricolas que se definem bioinsumos,
incluem tanto agentes de biocontrole, quanto biofertilizantes (GOULET, 2021).
Utilizar os microrganismos como fonte para os biofertilizantes € uma tecnologia
com baixo custo em comparacdo com insumos quimicos, e mais sustentavel
(FASUSI et al., 2021).

Segundo a ANVISA (2023), houve crescimento significativo na
quantidade de analises para aprovacdo de produtos de origem bioldgica para
utilizacao na agricultura em 2022. O mercado nacional em 2019, movimentou R$
675 milhdes, 15% maior que em 2018 conforme apontou o Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Os bioinsumos surgem como
emergentes na crise ambiental, da saude humana, do meio ambiente e
econbmica, sendo uma nova alternativa para a agricultura brasileira e do mundo.
De acordo com o MAPA (2023), por meio da criacdo do Programa Nacional de
Bioinsumos, procura-se adotar os ativos sustentaveis desenvolvidos a partir dos
recursos renovaveis, por meio da acdo integrada dos setores de ciéncia,
tecnologia e inovacdo, além do setor produtivo e 0 mercado. Atualmente em
torno de 1.100 bioprodutos ja foram registrados entre controle de pragas e

inoculantes a base de microrganismos no Brasil (MAPA, 2023).
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Nesse sentido, os bioinsumos, se bem utilizados, podem otimizar as
areas agricolas e trazer produtividade aos agroecossistemas. Aliado ao seu uso,
0s sistemas produtivos devem se tornar mais eficientes na utilizagéo de recursos
locais (SOUZA et al., 2022). A utilizacdo da matéria prima local e regional, é o
ponto de partida estratégico para a producao destes produtos, que podem gerar
tecnologias apropriadas, empregos, renda e organizacdo de novas cadeias
produtivas em todo o pais (MAPA, 2023).

Ainda ha um campo aberto para o desenvolvimento de pesquisas que
visem a producdo cada mais sustentavel, visto o Brasil ser um pais que abriga a
maior parte de terras com potencial agricola, com centros de biodiversidade em
seus diferentes biomas. A Caatinga, por exemplo, € o menos estudado e o
potencial dos microrganismos ainda € pouco conhecido (KAVAMURA et al.,
2013).

2.4 RIZOBACTERIAS ADAPTADAS AO BIOMA CAATINGA

A Caatinga é um bioma exclusivo do Brasil que apresenta médias de
temperatura variando entre 20 e 28 °C e recebe alta intensidade de radiacao
solar (CUNHA, 2013). Além disso, apresenta ventos fortes e secos, elevada taxa
de evapotranspiracao e baixo indice de pluviosidade com distribuicdo espacial e
temporal heterogénea, consequentemente apresenta deficiéncia hidrica no solo
na maioria dos meses do ano (MAIA, 2004). Com relacdo as mudancas
climaticas, segundo projecdes do clima, a Caatinga ira sofrer com o aumento da
temperatura e areas novas de desertificacdo. Sabe-se, portanto, da importancia
da cobertura e saude do solo afim de minimizar estes efeitos (TORRES et al.,
2017; OLIVEIRA et al., 2019).

Este bioma pode abrigar microrganismos que estao condicionados a
estresse hidrico por evoluirem em condi¢fes climaticas com predominancia de
clima seco e quente (ALVES et al., 2018).

Por apresentar caracteristicas tdo peculiares, a Caatinga possui
plantas extremamente adaptadas as suas condi¢cdes semiaridas, a exemplo da
Cnidoscolus quercifolius Pohl da familia Euphorbiaceae, popularmente
conhecida como faveleira. Por ser tolerante a seca, a faveleira ocorre em toda
regido semiarida. Rustica e de rapido crescimento, € dotada de reservas
nutritivas acumuladas nas raizes (xilopédios). E uma planta oleaginosa, xerdfila,

decidua, encontrada com e sem aculeos. Com potencial nutritivo na maioria das
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suas partes, € muito utilizada na alimentacédo dos animais silvestres, de criacéo
e até pelo ser humano (FILHO et al., 2007). Outra planta nativa e de importancia
na regido é a Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett da familia botanica
Burseraceae, popularmente conhecida como umburana de camb&o. Arvore de
porte alto, copa irregular e ramos tortuosos, contendo espinhos, caules com até
60 cm de diametro e se desprende em laminas delgadas, deixando o caule
exposto de cor verde variando a laranja-avermelhada quando idosa, e plumbea
nos periodos de secas prolongadas (PAREYN et al., 2018).

Uma pesquisa realizada no semiarido brasileiro selecionou bactérias
de plantas nativas da Caatinga conhecidas como mandacaru (Cereus jamacaru),
xigue-xique (Pilocereus gounellei) e coroa de frade (Melocactus sp.), membros
da familia Cactaceae, onde foram capazes de promover crescimento em milho
(Zea mays L.) em 66,3% e 56,7% respectivamente, quando comparado ao
controle, a partir da inoculacdo de Bacillus spp. e Pantoea sp. ambos isolados
da rizosfera de Cereus jamacaru (KAVAMURA et al., 2013).

Realizar a bioprospecc¢éo de microrganismos da rizosfera de plantas
nativas, direciona a obter conhecimento sobre o estabelecimento, distribuicdo de
novas bactérias e seus potenciais (PANCHAMI et al., 2020). Como também, os
microrganismos nativos tém vantagem para facil aclimatacédo e fortalecimento
das intera¢Bes antagonicas e sinérgicas com as plantas e o solo, adaptados as
condicBes locais (GOUDA et al., 2018).

Por apresentarem tais caracteristicas de adaptacdo, as comunidades
microbianas que habitam a rizosfera destas plantas podem ter papel importante
no auxilio a adaptacdo das mesmas. Estas RPCP podem demonstrar
caracteristicas que auxiliem no cultivo de plantas de interesse agronémico, bem
como em programas de producdo de mudas para reflorestamento de areas
degradadas (LINS, 2014; OLENSKA et al., 2020).

Por outro lado, sabe-se que pode ocorrer colonizacdo insatisfatoria
devido a competicdo com microbios residentes, estresses abidticos, ou favorecer
plantas espontadneas criando competicdo com plantas-alvo. Contudo, o
bioinsumo produzido por meio de microrganismos nativos, resilientes e
adaptados oferecem as condi¢cOes propicias para a expressao e/ou atividades
caracteristicas da RPCP em beneficio das plantas-alvo (HASKETT et al., 2021).

Verifica-se que € essencial o estudo sobre o comportamento de

microrganismos adaptados as condi¢cdes que o bioma oferece, para entender
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sua dinamica em ciclos biogeoquimicos, na promoc¢do do crescimento de
plantas, ou no controle de doencas que possam contribuir para melhorar as
praticas agricolas na regiéo.

Esse grupo de microrganismos do bioma Caatinga apresenta grande
potencial a ser utilizado na agricultura, e ainda podem melhorar a qualidade dos
alimentos e contribuir para um desenvolvimento mais sustentavel. Com base no
exposto, levanta-se a hipétese de que existem RPCP que possam ser isoladas
de plantas nativas do bioma Caatinga e que possuam um potencial de
produzirem substancias que auxiliem no crescimento das plantas e atuem no
controle de doencas causadas por fungos fitopatogénicos, com possibilidades

para serem promissores bioinsumos para aplicacdo na agricultura.
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4. BIOPROSPECCAO E CARACTERIZAGAO DE RPCP ISOLADOS DE
Cnidoscolus quercifolius POHL (FAVELEIRA) E Commiphora
leptophloeos (MART.) J.B. GILLETT (UMBURANA DE CAMBAO)

RESUMO

A utilizacdo de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP)
adaptadas ao bioma Caatinga abre oportunidades para garantir a eficiéncia e
vantagem de aclimatacdo as intempéries climaticas. Espera-se que estes
microrganismos nativos possam colonizar as raizes de plantas cultivaveis de
valor econdmico, diminuindo os danos e impactos do cultivo convencional. Este
capitulo teve como objetivo geral realizar a bioprospecgao de RPCP cultivaveis
in vitro, associadas a raizes de plantas nativas do bioma Caatinga semiarido
pernambucano, com potenciais para aplicagdes na promogao do crescimento
vegetal e controle de doengas de plantas. Foram realizados os testes in vitro
para avaliacdo dos potenciais para atividade antagonista por meio do método de
cultura dupla; em solubilizar fosfatos; para a fixagéo biolégica de nitrogénio; e do
potencial para a produgdo de Acido Indol Acético (AIA). Alguns isolados foram
selecionados e realizadao o sequenciamento do gene 16S rRNA, para posterior
comparagao das sequencias com as depositadas no National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Ao total foram obtidos 40 rizobactérias, sendo
18 de faveleira e 22 de umburana de cambao. Quanto ao crescimento 52%
apresentou crescimento rapido (24 h apds inoculagéo) e 48% tardio (72 h). Em
relacdo a forma das células das 40 rizobactérias, 38 sado bacilos e 2 cocobacilos.
Foi possivel detectar que 77,5% dos isolados sdo Gram negativos e 22,5% sao
Gram positivos. A acao antagonista em cultura dupla com Lasiodiplodia
theobromae, Macrophomina sp. e Fusarium sp, foi eficaz para 23 isolados. A
porcentagem de inibicdo do crescimento radial do fungo foi calculada e
observou-se que o isolado TU38 inibiu 76,6% do crescimento de L. theobromae
e inibiu 82,3% do crescimento de Fusarium, o isolado TF29 inibiu 90,3% do
crescimento de Macrophomina. Um total de 9 isolados (22,5%) dos isolados
foram capazes de solubilizar fosfato. O indice de solubilizacdo de fosfato variou
de 1,15 a 2,81, apresentando IS médios (2 < IS < 4). Todos os isolados foram
capazes de fixar nitrogénio, testados in vitro em dois meios de cultura (livres de
N) JMV e LGI. A producéo de AlA foi observada em todos os isolados, dentre
eles, 6 obtiveram melhores resultados com produgdo média de 3,49 ug mL". O
sequenciamento do gene 16S rRNA permitiu identificar 7 isolados, como Bacillus
wiedmannii, Priestia megaterium e Pseudomonas aeruginosa. Conclui-se que as
RPCP isoladas de plantas nativas da Caatinga possuem potencial biotecnolégico
para producdo de bioinsumo. Com destaque para 23 isolados entre eles RU22
(Pseudomonas aeruginosa) e TU38 por serem positivos em todos os testes e o
restante por demonstrarem potenciais in vitro de atividades antagonistas e
promotoras do crescimento vegetal.

Palavras-chave: Microrganismos nativos, Semiarido, Atividade antagonista,
Solubilizacao de fosfato, Fixacdo de Bioldgica de Nitrogénio. Producao de AlA.
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4.1 INTRODUCAO

A agricultura do Brasil e do mundo apontam para a adogao de praticas
agricolas cada vez mais sustentaveis (BOLFE et al., 2018). A alta produtividade
em curtos periodos de tempo, € resultado de excessivas aplicagbes de
agrotoxicos e fertilizantes minerais em nossos agroecossistemas (ZAHID et al.,
2015).

Isto também se deve a muitas culturas comercializadas no pais
estarem sujeitas a perdas causadas por insetos, bactérias, fungos, plantas
espontaneas, entre outros, e para minimizar as consequéncias dessa exposi¢ao,
agrotoxicos sao aplicados (PENIDO et al., 2019).

Como também os fertilizantes sdo amplamente utilizados na
agricultura convencional. A exemplo do fosforo, que naturalmente esta presente
em altos teores nos solos brasileiros, que em suma nao esta prontamente
disponivel para as plantas (OLIVEIRA, 2021). Os custos desta forma de manejo
s&o elevados, ndo so de forma econémica, mas também esta atrelada ao custo
ambiental (ZAHID et al., 2015).

Encara-se o enorme desafio em potencializar a produtividade para um
futuro préximo, que demanda alimentos e outros produtos agricolas de forma
sustentavel, com menor impacto ao meio ambiente. A manutencdo da
produtividade agricola e da saude ambiental esta posta como um dos objetivos
para o desenvolvimento sustentavel (ODS) (KAMINI et al., 2021). Este desafio
deve ser enfrentado sem a expansao de terras e com a utilizacdo de insumos
naturais e/ou diminuicdo de agrotoxicos e fertilizantes minerais prejudiciais aos
Nossos recursos naturais (HASKETT et al., 2021).

Uma dessas alternativas trata-se da utilizagdo de microrganismos
benéficos que desempenham um papel importante na fitoestimulagao,
biorremediacao e biofertilizacdo. Sdo capazes de promover o crescimento de
plantas por meio da maior acessibilidade e a busca de outros elementos
necessarios (RAFI, 2018). Estes microrganismos estdo muitas vezes aderidos
as suas particulas ou em interagcdo com as raizes das plantas em uma regiao
conhecida como rizosfera (CELESTINO, 2019).

As plantas permanentemente liberam compostos nesta regido, que
favorecem as inumeras interagbes que facilitam a circulacdo de carbono e
nitrogénio sendo liberados pelas raizes como também retirados do solo

(OLENSKA et al., 2020). O microbioma que hospeda a rizosfera vem sendo
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considerado como segundo genoma da planta, por conferirem saude, promogao
do crescimento e resisténcia a pragas e doengas (FENG et. al, 2021).

As rizobactérias fazem parte deste grupo, e sdo capazes de produzir
auxinas, enzimas hidroliticas, substancias antimicrobianas ao produzir
metabdlitos secundarios, e ainda sdo capazes de disponibilizar fosfato e
nitrogénio para as plantas (LINS, 2014; FLARD & BUTTNER, 2009). As
rizobactérias solubilizadoras de fosfato realizam a acumulacao e transformacao
de fosfato aumentando este recurso e ainda melhorando a saude dos solos
(BATOOL, 2019). A principal auxina de ocorréncia natural € denominada acido-
indol-acético (AIA), algumas rizobactérias sintetizam horménios de crescimento,
idénticos aos encontrados nas plantas (PEDRINHO et al., 2010). Outro beneficio
€ a producéo de sideroforos bacterianos, que facilitam a absorgao de ferro pelos
microrganismos (NIU X et al., 2018). Além disso, é caracteristica de algumas
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP), a solubilizagao de
minerais e inducdo de resisténcia sistémica, por possuirem potencial para uma
colonizagéao rapida e agressiva, sendo assim caracterizada como um mecanismo
de controle de doencgas, que evita a entrada de microrganismos patogénicos
(RAMADAN et al., 2016).

Sabe-se que os beneficios da RPCP sdo diversos, porém se
restringem por alguns fatores, como, colonizacdo insatisfatéria devido a
competicdo com microbios residentes, estresses abioticos, ou favorecer plantas
espontaneas criando competicdo com plantas-alvo. Contudo, o inoculante
produzido por meio de microrganismos nativos, resilientes e adaptados oferecem
as condicdes propicias para a expressdo e/ou atividades caracteristicas da
RPCP em beneficio das plantas-alvo (HASKETT et al., 2021).

A Caatinga possui plantas extremamente adaptadas as suas
condi¢cbes semiaridas, a exemplo da Cnidoscolus quercifolius Pohl da familia
Euphorbiaceae, popularmente conhecida como faveleira e da Commiphora
leptophloeos (Mart.) J.B. Gillett da familia Burseraceae, popularmente conhecida
como umburana de camb&o. Realizar a bioprospecc¢éo da populacdo microbiana
da rizosfera de plantas nativas da Caatinga, nos direciona a obter conhecimento
sobre o estabelecimento, distribuicdo de novas bactérias e seus potenciais
(PANCHAMI et al., 2020).

Por serem microrganismos nativos, ha garantia da atividade biolégica

adequada ao clima severo do semiarido, por meio da vantagem de aclimatagéo
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(TABASSUM et al., 2017). Espera-se que estes microrganismos possam
colonizar a raizes de plantas-alvo de valor econémico, diminuindo os danos e
impactos do cultivo convencional, sendo promotoras do crescimento ou
suprimindo fitopatdgenos de forma adaptada as condigbes climaticas
(REVILLINI; GEHRING; JOHNSON, 2016). O potencial para especificidade da
planta hospedeira e a colonizagdo dos micros sitios de raizes sugere que a
adaptacgao local possa ter a capacidade de influenciar o retorno da interacéo
entre solo, bactéria e planta (PIl et al., 2015).

Contudo, levanta-se a hipotese de que existem RPCP que possam
ser isoladas de plantas do bioma Caatinga e que possuam um potencial de
produzirem substancias que auxiliem no crescimento de plantas e atuem no
controle de doencgas causadas por fungos fitopatogénicos, com possibilidades
para serem promissores inoculantes a serem aplicados na agricultura.

Assim o objetivo do presente estudo € realizar a bioprospeccao de
Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCP) cultivaveis in vitro,
associadas a raizes de plantas nativas do bioma Caatinga no semiarido
pernambucano (nordeste do Brasil), bem como realizar a caracterizagao das

bactérias e seus potenciais.

5. MATERIAL E METODOS
5.1 COLETA DO SOLO RIZOSFERICO

As amostras de solo rizosférico aderido as raizes foram coletadas de
trés plantas adultas e saudaveis de Cnidoscolus quercifolius Pohl (faveleira) e
Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett (umburana de cambéo) (50 g para
cada espécie). As plantas estavam localizadas em um fragmento de vegetacao
de Caatinga nativa no Campus Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Vale do Sdo Francisco — (Univasf-CCA), Estado de Pernambuco, Brasil (S
09°26'20.6”/W 040°29'22.4”). Para a coleta das amostras de solo rizosférico
foram removidas as camadas de serrapilheira e os solos coletados 0 a 10 cm da
camada de solo onde as raizes estavam concentradas. As amostras foram
armazenadas em sacos plasticos, acomodadas em caixas térmicas com gelo e
conduzidas ao Laborat6rio de Microbiologia para o isolamento bacteriano. As
raizes foram agitadas para remover o excesso de solo. As trés amostras de cada

planta, para cada espécie, foram misturadas e obtidas aproximadamente 50 g
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de solo rizosférico, formando uma amostra composta para cada espécie das

plantas estudadas.

5.2 ISOLAMENTO BACTERIANO

Para cada amostra composta de solo rizosférico de cada espécie de
planta, foi retirada 1 g e adicionado a 9 mL de solu¢éo salina estéril (NaCl, 0,85%)
e homogeneizados em vortex por 30 s a 150 rpm. Apos este procedimento, foram
realizadas diluicGes seriadas (101 a 10-°), seguidos de plagueamentos de cada
diluicido em placas de Petri com meio de cultura Agar Nutriente (AN), em
triplicatas. As placas foram incubadas a 28 °C no escuro até o aparecimento das
colénias bacterianas, visando obter isolados com crescimento rapido, apos 24
horas, e tardio, até 72 horas.

Cada colonia foi repicada isoladamente em uma placa de Petri pela
técnica de esgotamentos por estrias compostas e o procedimento foi repetido
por trés vezes consecutivas, até a obtencdo de culturas puras para cada colbnia
selecionada. Os isolados receberam codigos comegando com as letras “R”
(crescimento rapido - apds 24 h) ou “T” (crescimento tardio - apds 72 h); codigo
“F” e “U” relacionados as plantas de faveleira (Cnidoscolus quercifolius Pohl) e
umburana de cambdo (Commiphora leptophloeos Mart. J.B.Gillett)

respectivamente, finalmente, nimeros sequenciais para identificacao.

5.3 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

As colbnias foram analisadas quanto a morfologia (cor, forma, bordas,
brilho, superficie e aspecto), quanto ao crescimento sendo classificadas como
rapido apos 24 h da inoculacao e tardio, 72 h. Foi realizada a coloracdo de Gram
e verificados a forma e o arranjo das células bacterianas sob microscopia éptica

com uma objetiva de 100 x.

5.3 TESTES IN VITRO PARA IDENTIFICACAO DO POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO

5.3.1 Fixagao Biolégica de Nitrogénio

Cada isolado foi inoculado em placas de Petri, testados em dois meios
de cultura isentos de nitrogénio: LGI (Sacarose 5,0 g; KH2PO4 0,6 g; K2HPO4 0,2
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g; MgS04.7H20 0,2 g; CaCl2.2H20 0,02 g; FeCl2 0,01 g; azul de bromotimol 5
mL; FeEDTA 0,066 g a pH 6,0-6,2; agar) e JMV (Manitol 5,0 g; K2HPO4 0,6 g;
KH2PO4 1,8 g; MgS04.7H20 0,2 g; CaCl2.2H20 0,022 g; NaMo004.2H20 0,002 g;
NaCl 0,01 g; azul de bromotimol 5 mL; FEEDTA 0,066 g; extrato de levedura 0,1
g; agar). Plagueados com duas estrias por placa, de modo que a repeticao foi
realizada na propria placa, inoculados a 28 °C em BOD, de 24 a 72 h para

avaliacao do crescimento.

5.3.2 Teste para atividade antagonista em cultura dupla

Apds a obtencdo de culturas puras das RPCP isoladas, foram
realizados os testes de cultura dupla para avaliar a agdo desses isolados em
regido do semiarido pernambucano. Foram utilizadas as estirpes de
Lasiodiplodia theobromae, Macrophomina sp. e Fusarium sp., fornecidos pelo
laboratério de Fitopatologia da UNIVASF.

Foram inoculados, em placas de Petri em meios de cultura AN, um
disco de micélio, com 6 mm de diametro de cada fitopatdgeno, individualmente,
a 1 cm de distancia da borda da placa de um lado, e do lado oposto, também
com 1 cm de distancia da borda, foi inoculado cada isolado das RPCP, testados
individualmente. A atividade antagonica foi estimada comparando o crescimento
fungico das placas de cultura dupla com o de placas de controle (auséncia de
RPCP). Os ensaios foram realizados em triplicata e conduzidos até que, na placa
controle, o fungo fitopatogénico alcancasse a borda oposta a qual foi inoculada,
mantidos a 28 °C. O célculo das porcentagens de inibicdo de cada estirpe foi
realizado pela aplicacdo da seguinte férmula:

%= (DM - dm) / DM) x 100

Onde 1%= porcentagem de inibicdo do crescimento do fungo, DM =
diametro médio das col6nias do fitopatdogeno das trés replicatas do controle e dm
= didametro médio das coldnias do patégeno das trés replicatas do ensaio de
cultura dupla (WALUNJ; ABHANG; JOHN, 2015). Os diametros das col6nias

fungicas foram medidos com o auxilio de paqguimetro digital.
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5.3.3 Avaliacao da habilidade para solubilizagao de fosfato

Foi utilizado o meio especifico NBRIP (National Botanical Researh
Institute’s Phosphate Growth Medium), onde a Unica fonte de Fésforo (P) estava
na forma menos disponivel, fosfato tricalcio (NAUTIYAL, 1999). Os isolados de
RPCP foram inoculados em 4 repeticdes e foram avaliados os seus potenciais
para solubilizacdo de P. Apos a inoculagéo foram acondicionados a uma camara
BOD por 14 dias a 28 °C. A formacao de halo transparente ao redor do isolado
foi indicativo da solubilizac&o de fosfato. Os indices de Solubilizag&o (IS) foram
avaliados por meio da raz&o entre o diametro do halo de solubilizacdo pelo
didmetro da colonia, em mm, seguindo a metodologia de Sarkar et al., (2012).
Para cada isolado, foram utilizadas 4 repeticbes. Com base nos indices, 0s
isolados foram classificados por capacidade de solubilizacdo como: baixa (1S<2),
média (2<IS<4) e alta (IS>4) (SARKAR et al., 2012).

5.3.4 Producao de AIA pelas RPCP com auséncia e presenc¢a de

suplementagao de L-Triptofano

A producéo de compostos inddlicos (AlA) foi determinada de acordo
com o metodo de Glickmann e Dessaux (1994). As culturas RPCP foram
cultivadas em caldo Tryptic Soy Broth (TSB). As culturas foram mantidas em
agitador rotativo a 140 rpm sob temperatura ambiente, 28 °C por 48 h. Apés o
cultivo, foram retirados 2 mL e adicionados em microtubos, centrifugados a
12000 rpm durante 3 min, posteriormente foram coletados 1 mL do sobrenadante
coletado para cada isolado. A quantidade de AIA por mL foi estimada conforme
o protocolo de GORDON e WEBWER (1951) com algumas modificacdes e
consistiu da mistura de 1 mL do reagente de Salkowski (2% de FeCls. 6H20 0,5
M em 37% de H2SOa4) com 1 mL do sobrenadante da cultura, as amostras foram
homogeneizadas e incubadas no escuro por 30 min. Para cada isolado foram
realizadas trés repeticdes, bem como, um controle contendo apenas meio de
cultura estéril.

Posteriormente, a intensidade da cor foi determinada em um
espectrofotdbmetro a 530 nm de absorbancia, conforme o método de ASGHAR et
al., (2002). Foi utilizada uma curva padrao com concentracdes conhecidas de
AlA (0; 0,25; 0,50; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75; 2,0; 2,25; 2,5 pgmL™). Os isolados

foram classificados quanto a producdo de AIA segundo o0s parametros
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estabelecidos por Hartmann et al. (1983), sendo eles: baixa produc¢éo (<1 pgmL-
1); média producdo (1-10 pgmL?); alta producdo (11-50 pgmL?) e elevada
producéo (>51 pgmL1).

O segundo teste para producdo de compostos inddlicos (AIA) as
culturas RPCP foram cultivadas em caldo Tryptic Soy Broth (TSB) contendo 5
mL do mesmo meio suplementado com 200 ugmL™* de L-Triptofano (1 mM)
seguindo o mesmo protocolo do teste anterior de acordo com o método de

Glickmann e Dessaux (1994) modificado.

5.3.5 Analise do gene 16S rDNA de cepas bacterianas selecionadas

Apos as avaliagdes sobre as potencialidades agrondémicas da
aplicagao dos isolados, 7 foram selecionados para identificagdo molecular das
espécies. Foram realizadas as extracdes do DNA total com o auxilio do Kit de
extragcado NucleoSpin Soil seguindo a recomendagéo do fabricante. Em seguida,
as amostras DNA total foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
(0,8%), corados com brometo de etidio e visualizados sob luz UV para
verificagdo da presenga de DNA gendémico da amostra. Posteriormente, para
amplificagdo do gene rDNA 16S foram realizadas reag¢des de PCR utilizando os
primers  27F (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1492R (5
ACGGCTACCTTGTTACGACTT) (Lane, 1991). Os amplicons obtidos foram
encaminhados para empresa Macrogen-Korea para realizagdo do
sequenciamento pelo método lllumia miseq. As sequéncias obtidas foram
verificadas e comparadas por meio de consulta de similaridade de nucleotideos
com sequéncias depositadas no banco de dados do National Center for
biotecnology Information (NCBI) para identificacdo das espécies, utilizando a
ferramenta BLASTn.

5.3.6 Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analises de variancia (ANOVA) a 5%
de significancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, ou agrupadas pelo teste Scott Knott (P<0,05) utilizando o software
Speed Stat (CARVALHO et al., 2020).
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6. RESULTADOS

3.4.1 Isolamento bacteriano e caracterizacao

Ao total foram obtidos 40 isolados de rizobactérias, sendo 18 de faveleira
e 22 de umburana de cambdo. Quanto ao crescimento 52% apresentou
crescimento rapido (24 h apds inoculacao) e 48% tardio (72 h apos inoculacéo).
Ao observar as formas dos 40 isolados, verificou-se que 38 sdo bacilos e 2
cocobacilos. O teste de Gram foi possivel detectar que 31 sdo Gram-negativas

e 9 Gram-positivas (Tabela 1).



43

Tabela 1: Caracterizagéo dos isolados quanto a: forma da célula, coloracdo de Gram, velocidade de crescimento e caracteristicas das colénias como, cor (incolor,
pigmentada), bordas (Ondulada, liso, lobado, filamentosos lacerados), brilho (transparente, translucida, opaca), superficie (plana, convexo, elevado, ondulada,
concava, achatada), aspecto (viscosa, umida, membranosa, gelatinosa, leitosa).

ISOLADOS | FORMA/GRAM | VELOCIDADE DE CRESCIMENTO | COR BORDAS BRILHO | SUPERFICIE | ASPECTO
RF1 Bacilo/- Rapido (R) Pigmentada | Ondulada Opaca Achatada Leitosa
RU2 Bacilo/- Rapido (R) Incolor Lisa Brilhosa | Achatada Membranosa
TU3 Bacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Lisa Brilhosa | Elevada Leitoso
RU4 Bacilo/+ Rapido (R) Pigmentada | Filamentoso | Opaca Achatada Leitoso
RUS Bacilo/+ Rapido (R) Pigmentada | Filamentosa | Brilhosa | Achatada Membranosa
RU6 Bacilo/- Rapido (R) Pigmentada | Filamentosa | Opaca Achatada Leitoso
TU7 Bacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Filamentosa | Brilhosa | Achatada Leitoso
TU8 Bacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Lisa Brilhosa | Achatada Leitosa
RU9 Bacilo/- Rapido (R) Pigmentada | Lisa Brilhosa | Elevada Leitosa
TF10 Bacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Ondulada Brilhosa | Elevada Leitoso
RF11 Bacilo/- Rapido (R) Pigmentada | Lisa Brilhosa | Elevada Leitoso
RF12 Bacilo/+ Répido (R) Pigmentada | Lisa Brilhosa | Elevada Leitoso
RF13 Bacilo/- Répido (R) Pigmentada | Lisa Opaca Elevada Leitoso
RF14 Bacilo/- Répido (R) Pigmentada | Ondulada Opaca Achatada Leitoso
RF15 Bacilo/- Répido (R) Pigmentada | Filamentoso | Brilhosa | Achatada Leitoso
RF16 Bacilo/- Répido (R) Pigmentada | Lobado Brilhosa | Elevada Leitoso
RF17 Bacilo/- Répido (R) Pigmentada | Filamentoso | Brilhosa | Achatada Leitosa
TU18 Bacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Filamentoso | Brilhosa | Achatada Leitosa
TU19 Bacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Filamentoso | Brilhoso | Achatada Leitoso
TU20 Bacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Filamentosa | Brilhosa | Elevada Leitoso
TU21 Bacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Filamentosa | Brilhosa | Elevada Leitoso
RU22 Bacilo/- Répido (R) Pigmentada | Lisa Opaca Achatada Leitoso
TU23 Bacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Lisa Opaca Elevada Leitoso
RU24 Bacilo/+ Répido (R) Pigmentada | Ondulada Opaca Achatada Leitoso
RU25 Bacilo/- Répido (R) Pigmentada | Filamentosa | Brilhosa | Achatada Leitoso
RU26 Bacilo/- Répido (R) Pigmentada | Lisa Opaca Achatada Leitosa
RU27 Bacilo/- Répido (R) Pigmentada | Filamentosa | Brilhosa | Elevada Leitoso
TU28 Bacilo/+ Tardio (T) Pigmentada | Filamentosa | Brilhosa | Elevada Leitoso
TF29 Bacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Lisa Opaca Achatada Leitoso
TF30 Bacilo/+ Tardio (T) Pigmentada | Lisa Brilhosa | Achatada Leitoso




TF31 Bacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Lisa Brilhosa | Achatada Leitoso
TF32 Cocobacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Lisa Brilhosa | Achatada Leitoso
TF33 Bacilo/- T Tardio (T) Pigmentada | Lisa Brilhosa | Elevada Leitoso
TF34 Cocobacilo/+ Tardio (T) Pigmentada | Lisa Opaca Elevada Leitosa
RU35 Bacilo/- Rapido (R) Pigmentada | Lobada Brilhosa | Achatada Leitosa
RU36 Bacilo/- Rapido (R) Pigmentada | Filamentosa | Brilhosa | Achatada Leitosa
RU37 Bacilo/+ Rapido (R) Pigmentada | Lisa Brilhosa | Achatada Leitoso
TU38 Bacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Lisa Opaca Achatada Leitoso
TF39 Bacilo/- Tardio (T) Pigmentada | Lisa Brilhosa | Achatada Leitoso
TF40 Bacilo/+ Tardio (T) Pigmentada | Lisa Brilhosa | Achatada Leitosa

44
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6.1 TESTES IN VITRO DOS POTENCIAS DE ANTAGONISMO E PROMOGCAO
DO CRESCIMENTO DE PLANTAS

6.1.1 Fixacao Bioldgica de nitrogénio atmosférico

Todos os isolados foram capazes de crescer em meios de cultura
isentos de nitrogénio mineral em sua formulagao (LGl e JMV), o que indica a
capacidade de fixacdo nitrogénio atmosférico das RPCP de vida livre

encontradas nas rizosferas das plantas estudadas (Figura 1).
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Figura 1: Cultivo dos isolados das Rizobactérias Promotoras de Crescimento de plantas isoladas
de Faveleira e Umburana de Cambao, cultivados em meio LGI, apds 24 a 72 horas de cultivo.

6.1.2 Teste em Cultura dupla entre os isolados das RPCP e os fungos

fitopatogénicos L. theobromae, Macrophomina sp. e Fusarium sp.

Foi utilizado o método da cultura dupla para verificar a acédo
antagonista de todos os isolados contra os fungos fitopatogénicos L.
theobromae, Macrophomina sp., Fusarium sp. Em relacdo ao tratamento
controle in vitro, 7 isolados foram estatisticamente iguais e superiores as demais
para o crescimento de L. theobromae (Figura 2), 10 isolados para Macrophomina

sp. (Figura 3), e 6 isolados para Fusarium sp. (Figura 4).
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Figura 2: Teste de cultura dupla com os isolados das RPCP obtidas da rizosfera de plantas de
Faveleira e Umburana de Cambao na inibicdo do crescimento de L. theobromae frente aos
isolados TU20, RU22, TF30, TF32, RU37, TU38 e TF40, em meio agar nutriente apos 18 dias de
inoculacéo a 28 °C.
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Figura 3: Teste de cultura dupla com os isolados das RPCP obtidas da rizosfera de plantas de
Faveleira e Umburana de Camb&o na inibi¢do do crescimento de Macrophomina sp. frente aos
isolados RU9, RF11, RF13, RF14, TF40, RU22, RU25, RU26, TF29 e TU38, em meio agar
nutriente apos 12 dias de inoculagao a 28 °C.

Controle

Figura 4: Teste de cultura dupla com os isolados das RPCP obtidas da rizosfera de plantas de
Faveleira e Umburana de Camb&o na inibicdo do crescimento de Fusarium sp. frente aos
isolados TU8, RF17, TU23, TF29, TF32 e TU38, em meio agar nutriente apés 14 dias de
inoculagéo a 28 °C.

Apés o célculo da porcentagem de inibicéo, foi observado que os 7
isolados TU20, RU22, TF30, TF32, RU37, TU38 e TF40 inibiram uma média de
69,35%, 11 isolados inibiram 55,33%, e 16 isolados inibiram 42,92% sendo em
sua maioria inibidores de crescimento de L. theobromae, conforme ilustrado na

Figura 5.
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Figura 5: Porcentagens de inibigcdo da inoculagdo em cultura dupla com os isolados de RPCP e
L. theobromae apds 18 dias. O agrupamento das médias seguidas pela mesma néo diferem entre
si pelo o teste de Scott Knott (P<0,05).

Do total, os 10 isolados RU9, RF11, RF13, RF14, TF40, RU22, RU25,
RU26, TF29 e TU38, inibiram uma média de 68,61%, 9 isolados inibiram 42,86%

e 10 isolados inibiram 32,19% do crescimento de Macrophomina sp. (Figura 6).
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Figura 6: Porcentagens de inibigdo da inoculagao em cultura dupla com os isolados de RPCP e

Macrophomina sp. apds 12 dias, as médias seguidas pela mesma nao diferem entre si pelo o
teste de Scott Knott (P<0,05).
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Do total os 9 isolados TU38, TF29, TF32, TU8, TU23, RF17, TU21,
RU26 e RF14 inibiram 66,3%, 7 isolados inibiram 48,51% e 15 isolados inibiram

38,26% do crescimento de Fusarium sp. (Figura 7).
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Figura 7: Porcentagens de inibigcdo da inoculagdo em cultura dupla com os isolados de RPCP e
Fusarium sp. apos 14 dias, as médias seguidas pela mesma nao diferem entre si pelo o teste de
Scott Knott (P<0,05).

Sobre o potencial inibitério em mais de um patdgeno, o isolado TU38
foi capaz de inibir as trés estirpes fungicas. Os isolados TU3, RU9, TU8, RF13,
RF17, RU22, TU23, TF33, RU36 inibiram duas estirpes entre as espécies
testadas, em sua maioria L. theobromae e Fusarium sp. conforme a Tabela 2.
Os isolados RF14, RF25 e RF26 possuem potencial em inibir apenas

Macrophomina sp. e o isolado RU37 em inibir L. theobromae.

Tabela 2: Potencial inibitério das rizobactérias frente aos fitopatdégenos L. theobromae e
Fusarium sp. e Macrophomina sp., as letras resultam do agrupamento de médias de Scott-Knott
a 5%;

Potencial das RPCP Teste de atividade antagonista
Isolados L. teobromae | Macrophomina sp. | Fusarium sp.
RF1 c b c
RU2 c e b
TU3 b d b
RU4 d e d
RUS e e d
RUG6 b d c
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TU7 b c c
TU8 b d a
RU9 b a c
TF10 c c d
RF11 b a d
RF12 c b d
RF13 b a b
RF14 c a e
RF15 c b d
RF16 c d c
RF17 c b a
TU18 b c c
TU19 c b c
TU20 a c b
TU21 b c e
RU22 a a b
TU23 b b a
RU24 d d d
RU25 c a c
RU26 c a e
RU27 c c d
TU28 d c c
TF29 c a a
TF30 a b c
TF31 c d c
TF32 a c a
TF33 b b c
TF34 d e C
RU35 c e b
RU36 e b b
RU37 a c c
TU38 a a a
TF39 c c d
TF40 a b c

6.1.3 Solubilizagao de fosfato inorganico

Quanto a solubilizacdo de fosfato inorganico in vitro um total de 9
isolados (TF33, TF31, RU22, TU20 TF39, RU25, RU26, RF1 e TU28)
apresentaram halo transparente em torno da colonia. Este nUmero corresponde
a 22,5% do total de isolados. O indice de Solubilizac&o de fosfato foi calculado
e observou-se uma variagéo de 1,15 a 2,81, sendo 7 isolados considerados com

média capacidade de solubilizacdo (2<IS<4), e 2 isolados RU26 e TU28
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considerados com baixa solubilizacdo. Dos 9 isolados que apresentaram halo
transparente, 1 isolado, TF33 (Figura 8), se apresentou estatisticamente igual ao
TF31 e superior aos demais com IS de 2,81, sendo os isolados TF31, RU22,
TU20 TF39, RU25 estatisticamente iguais (Figura 9).

Figura 8: Formacao do halo transparente indicativo da capacidade de solubilizagao dos isolados
de RPCP isolados da rizosfera de faveleira no 14° dia apds inoculagéo.
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Isolados rizosféricos

Figura 9: indice de solubilizag&o (didmetro do halo solubilizado/didmetro da colénia) de isolados
de faveleira e umburana de cambao. As letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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6.1.4 Producao de AIA

Os resultados das absorbancias foram convertidos em concentracao
de AIA produzido (ugmL™?) por meio da equacdo Y = 0,3164x-0,3358, obtida
através da construcdo de uma curva padrdao a partir de valores padrbes de
concentracéo de AlA ja estabelecida (0; 0,25; 0,50; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75; 2,0;
2,25; 2,5 ugmL1).

Todos os isolados foram capazes de produzir AIA com faixas
diferentes nos dois testes, o primeiro (sem adicao de triptofanto) ou o segundo
teste (com 200 pugmL-ide triptofano). A classificacdo para producédo deste
hormonio foi de acordo com os indices estabelecidos por Hartmann et al. (1983).
No primeiro teste, os 40 isolados foram enquadrados com uma média producao
do fitohbmonio com destaque para 6 isolados TU23, RF11, RU5, TF39, TU38 e
TF30 que obtiveram produgdo média de 3,50 ygmL, os isolados RU22, TF32,
RU37, TU3, RF14 e RU25 produziram, em média, 2,82 ugmL=. Os valores mais
baixos foram dos isolados RU4, TF34 e TF29 com valor médio de 1,43 ugmL?
(Figura 10).

-1

Concentragio de AIA pg.mL
]
W

|||||||||||||||||||||||||||||||||

Isolados rizosféricos

Figura 10: Producdo de AIA sem a presenca de triptofano dos isolados de RPCP obtidos de
Umburana de cambao e Faveleira. Médias seguidas pela mesma néao diferem entre si pelo teste
de Scott Knott (p<0,05).

No segundo teste (com adicdo de triptofano 200 pg.mL?), nos 40

isolados foram também observados uma producdo do fitoh6rmonio. Porém
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obtiveram uma producdo média menor em compara¢cao com o outro tratamento
sem adicédo do precursor, o valor médio produzido foi 1,95 ygmL-1, com destaque
para 9 isolados RU6, RF32, TU23, TF39, RU26, RU35, RU37, RU24, TF29.
Dentre os destaques deste tratamento, 4 se repetem nos dois testes com
melhores médias na producédo do fitohormdénio RF32, TU23, TF39 e RU37
(Figura 11).
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Figura 11: Producéo de AIA, com a presencga de triptofano, dos isolados de RPCP obtidas de
umburana de cambao e faveleira. Médias seguidas pela mesma nao diferem entre si pelo teste
de Scott Knott (p<0,05).

6.1.5 Analise do gene 16S rDNA dos isolados bacterianos selecionados

ApoOs constatacdo dos isolados com melhores resultados em todos os
testes de potencial biotecnolégico in vitro, alguns foram selecionados para
extracdo do DNA gendmico, amplificacdo da regido rDNA 16S e posterior
identificacdo molecular das espécies encontradas. Foram selecionados 7
isolados, sendo 5 isolados de Cnidoscolus quercifolius Pohl (faveleira) e 2 de
Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett (umburana de cambé&o). Com base
na identidade da sequéncia do gene 16S rRNA foi constado as espécies Bacillus
wiedmanni, Bacillus pumilus, Priestia megaterium, Lysinibacillus sphaericus e

Pseudomonas aeruginosa (Tabela 3).

Tabela 3: Identificagdo das cepas obtidas do solo rizosférico de Cnidoscolus quercifolius Pohl e
Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett de por meio do sequenciamento 16S rDNA.

Isolado Espécies mais proximas Acesso n® Similaridade
RF1 Bacillius wiedmanni  MF681896.1 99,42%
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TF2 Priestia megaterium  KF933675.1 98,84%
RF11 Lysinibacillus sphaericus EU741060.1 99,20%
RU22 Pseudomonas aeruginosa MK348757.1 83,03%
RU24 Priestia megaterium CP032527.2 99,71%
TF33 Bacillus pumilus GQ203617.1 97,44%
TF39 Bacillus wiedmannii  MF681896.1 97,85%
7. DISCUSSAO

Isolados de plantas nativas da Caatinga sdo promissores para a
utilizacdo na agricultura. A quantidade de bactérias constatadas com efeito
inibitorio a fitopatdgenos foi uma descoberta importante. No presente estudo de
40 isolados 34 foram capazes de inibir o crescimento de L. theobromae com
percentual de inibi¢cdo variando de 49,9 a 69,34%, indices maiores comparados
ao estudo de Chukeatirote, et al. (2018) que em sua triagem de rizobactérias
antagonicas a L. theobromae encontrou indices variando de 25 a 67% capazes
de inibir o fitopatbgeno. RPCP pertencentes aos géneros de Bacillus sp e
Pseudomonas sp. como os encontrados no presente estudo, podem suprimir
microrganismos patogénicos, por meio da secrecdo de metabdlitos
extracelulares que séo inibitérios (GOSWAMI et al., 2016; SIMONETTI et al.,
2018). Dentre estes compostos pode-se destacar as enzimas quitinase e
glucanase para bactérias destes mesmos géneros, que promovem uma acgao
litica aos patdgenos fungicos como também e emissdo de compostos volateis
antimicrobianos, que séo liberados pelas bactérias (KAVROULAKIS et al., 2010;
GUEVARA-AVENDANO et al., 2019).

Para a Macrophomina sp. 26 isolados foram constatados com
percentual de inibicdo 24,35 a 42,86%. Dubei, et al. (2009) em seu experimento
demonstrou que a cepa Azobacter chroococcum causou 81% de inibicdo no
crescimento de Macrophomina phaseolina, verificado em microscopia de luz e
microscopia eletrénica de varredura, a lise das hifas com perfuragéo da parede
celular do patogeno. Outros micro-rganismos do solo como actinobactérias
halotolerantes foram capazes de inibir 65 % de M. phaseolina, evidenciando a

importancia de se bioexplorar areas nativas condicionadas a algum estresse
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(Shrivastava et al., 2017). Para Fusarium sp. 31 isolados apresentaram
percentual de inibicdo de 38,26 a 66,30 %. Estudos mostram que em condi¢des
de campo a acéo antagonica foi demostrada por Trichoderma harzianum, um
fungo com acéo fungicida, em consorcio com Pseudomonas fluorescens onde
reduziram a doenca da murcha do Fusarium sp. em 86 % (ANKATI et al., 2021).
A producao de substancias, possivelmente favoreceram o estimulo a indugéo de
resisténcia sistémica, competicdo com fitopatdgenos, aumento da nutricdo e
crescimento das plantas em troca de elementos que a planta oferta em sua
rizosfera (CHAIHARN et al., 2009; BOLFE et al., 2018; HASHEM et al., 2019;
PASCALE et al., 2020).

A producdo de exopolissacarideos é uma caracteristica importante
de adaptacdo ao clima semiarido. Os micro-rganismos rizosféricos podem ter
desenvolvido mecanismos de adaptacdo e tolerancia a seca produzindo
enzimas, exopolissacarideos e biofilmes que formam uma camada de protecdo
ao redor das células podendo estar atuando na antibiose, como também na
reducdo da perda de agua pelas plantas, aumentando a agregacdo e maior
estabilidade do solo (DENG et al., 2015).

Quanto as caracteristicas para promoc¢ao do crescimento vegetal, no
presente estudo, as RPCP puderam solubilizar fosfato, sendo interessantes
visando a diminuicdo do uso dos fertilizantes quimicos fosfatados. Na
solubilizac&o de fosfatos in vitro 22,5 % dos 40 isolados demostraram potencial
solubilizador sendo 10 % isolados da planta faveleira e 12,5 % da planta
umburana de cambé&o. Os isolados com este potencial solubilizador enriquece
0os sistemas agricolas de forma sustentdvel com possiveis melhorias na
produtividade (ZHANG et al., 2021). Além disso, as bactérias solubilizadoras de
fosfato por meio das enzimas irdo atuar nas moléculas com P organico
otimizando a liberacao de P biodisponivel via mineralizacdo da matéria organica
(HUANG et al., 2021). Os isolados apresentaram solubilizacdo de fosfato igual
ou superior a 2,0, sendo considerados solubilizadores (NAUTIYAL, 1999; HARA;
BATOOL et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2021). A obtencéo de rizobactérias com
estas caracteristicas ja foi observada em rizosferas de outras plantas da
Caatinga como Melocactus zehntneri, Cereus jamacaru e Pilosocereus gounellei
em sua maioria, da familia Bacillaceae, que trouxeram como beneficio o aumento
da é&rea foliar e do comprimento do colmo em Zea mays L. (KAVAMURA et al.,
2013).
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Com relacédo a producdo de AIA do primeiro teste (sem adicdo de
triptofano), todas as cepas produziram o fitohormonio, sendo enquadradas com
média producdo (HARTMANN et al., 1983). Se destacaram 6 isolados TU23,
RF11, RU5, TF39, TU38, TF30, os quais atingiram uma média igual a 3,49 ugmL-
1. Observacoes semelhantes para a producéo de AIA em condigGes semiaridas
foram relatadas por Silva, (2022) que de 32 isolados testados, todos produziram
AIA sendo 28 foram classificados com média producéo tendo destaque para 2
isolados com 5,95 uyg mL™.

Interessante observar que na maioria dos estudos, o L-triptofano é
adicionado ao meio de cultura, visto ser responséavel pela biossintese de AIA. A
média atribuida com adi¢éo do precursor em alguns estudos, variam de 5 a 50
pugmLt (HARTMANN et al., 1983; CHAVES et al., 2015). Entretanto no presente
estudo, o segundo teste (com adicdo de triptofano 200 pgmL), mesmo os
isolados sendo enquadrados com uma média producdo do fitohdmonio,
obtiveram uma producdo média menor em comparacado com 0 primeiro teste
(sem adicdo do precursor), o valor médio produzido foi 1,95 ugmL?. A via
dependente de triptofano sdo as que mais produzem o fitohormdnio nas
bactérias (NAVEED et al., 2015), porém existem outras vias independentes para
producédo de AIA, como pode ter ocorrido com os isolados testados (KHALID et
al., 2004; RAMOS et al., 2021). Como também o meio de cultura utilizado caldo
triptona de soja é composto por diversos aminoacidos o que pode ter influenciado
a producdo por outras vias, além disso, estes valores podem ser mais proximos
ao potencial de producdo destes isolados no solo, por ndo haver um
fornecimento deste aminoacido no ambiente na mesma propor¢ao que pode ser
fornecido no meio de cultura. Os indices propostos por Hartmann et al., (1983)
foram testados com e sem a adicdo de triptofano, na sua presenca houve
aumentos significativos na promoc¢ao do crescimento de plantas, mas que sem
ele os efeitos também foram positivos e mais similares com as condi¢cdes
naturais da rizosfera.

Foi sugerido em outro estudo que a eficiéncia de rizobactérias na
producédo de AlA variou conforme a cultura, solo (rizosférico x ndo-rizosfeérico) e
alteracdo do L-triptofano, onde algumas rizobactérias foram eficientes
produtoras de AIA mesmo sem a presenca do precursor produzindo até 6,35
ugmL1, sendo testadas em meios de culturas diferentes (KHALID et al., 2004).

Essa informacéo € apoiada pelo fato de que os micro-rganismos do solo, mais
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precisamente da rizosfera, sdo fontes potenciais de auxinas e que podem ser
promotoras do crescimento de plantas (FLARDH; BUTTNER, 2009).

Os isolados identificados foram constados em outros estudos como
sendo promissores antagonistas e promotores do crescimento vegetal, parentes
proximos das espécies encontradas neste estudo Bacillus wiedmannii, Bacillus
pumillis, Lysinibacillus sphaericus, como também da espécie Pseudomonas
aeruginosa. Segundo Mena, et al., (2007) a inoculagdo de RPCP do género
Bacillus sp. mostraram-se eficientes no aumento do sistema radicular do
tomateiro, como maior peso seco da raiz e comprimento. Bacillus wiedmannii
esta relacionado com a inducdo de tolerancia a seca as plantas como sendo um
dos métodos promissores para reduzir o consumo de agua nas culturas,
conforme demonstrou Karimzad, et al., (2023) no isolamento e testes in vitro na
regidao do Irda em campos de trigo. B. xiamenensis foi testado em casa de
vegetagdo contra a podriddo vermelha da cana-de-agucar com resultados
promissores podendo suprimir os sintomas da doenca, como aumentar a
producao de enzimas antioxidantes e do conteudo de prolina, o que explica a
resisténcia sistémica induzida contra a podridao vermelha da cana-de-agucar (Ye
XIA et al., 2020). Outro potencial das RPCP interessante no ponto de vista do
estresse por seca, B. amyloliguefaciens MMR04 como outras cepas do mesmo
género, induziam, através da ACC desaminase, a tolerancia ao estresse hidrico
apos a bacterizacdo em sementes de milheto (MURALI et al., 2021).

Pseudomonas aeruginosa confere protecdo contra agentes
patogénicos de varias plantas importantes para agricultura conforme a literatura
(GHADAMGAHI et al., 2022; UZMA et al.; 2022). Outra espécie préxima a
Pseudomonas fluorescens serviram para uma gama de beneficios RPCP
incluindo o desempenho produtivo em repolho e aumento na formacao de raizes
(VIJ et al., 2022). Esta espécie € capaz de sintetizar sideroforos fluorescentes
amarelo-esverdeados soluveis em agua, o que é uma caracteristica muito
interessante do ponto de vista taxon6mico conforme constato em um dos
isolados (RU22) na caracterizacado (KASHYAP et al., 2020).

Levando em consideracdo que estes isolados com diferentes
potenciais biotecnolégicos sdo adaptados as condi¢cdes locais, oriundos de
plantas nativas da Caatinga, podem ser utilizados como promotores do
crescimento de plantas por fixarem nitrogénio atmosférico, solubilizar fosfatos,

produzirem AIA e serem antagonistas a fungos fitopatogénicos conforme
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constatado in vitro. Diante dos resultados existem oportunidades de avancar na
producdo de bioinsumos para utilizacdo na agricultura. Com relevancia na
questdo ambiental para potencializar os sistemas agricolas de forma mais
sustentavel.

A Caatinga em comparacdo com outros biomas, ainda € pouco
estudado (OLIVEIRA et al., 2018). As plantas em ambientes naturais s&o
extremamente adaptadas ao clima &rido. Investigar o comportamento de
microrganismos adaptados as condi¢cdes que o bioma oferece, para entender
sua dinamica em ciclos biogeoquimicos, na promoc¢do do crescimento de
plantas, ou no controle de doencgas pode contribuir para melhorar as praticas
agricolas na regido, visando a sustentabilidade.

E de extrema importancia encontrar alternativas, como a utilizacdo e
descobertas de microrganismos nativos, para a mitigacao dos efeitos negativos
da agricultura intensiva e agregacao de valor na cadeia de producao regional.
Neste estudo, a bioprospeccao de rizobactérias que colonizam as raizes de
plantas nativas da Caatinga, revelou-se uma opc¢ao interessante para uma
agricultura mais sustentavel. Desta forma, estes isolados podem passar para a
proxima etapa, (casa de vegetacao), e posteriormente a campo para verificar se
os efeitos registrados in vitro, podem se reproduzir nestas condicbes com
eficiéncia para produc¢éo de bioinsumos.

8. CONCLUSAO

Os isolados obtidos no presente estudo tém potencial biotecnolégico.
A bioprospeccéo de plantas nativas da Caatinga sdo fontes promissoras para
obtencdo de microrganismos com potencial no uso agricola, apresentando
funcdes essenciais para promocao do crescimento vegetal. Com destaque para
os isolados RU22 (Pseudomonas aeruginosa) e TU23 que foram positivos em
todos os testes realizados, e para os isolados RF11 (Lysinibacillus sphaericus),
RU26, TF32, TU38 e TF40 sendo promissores.
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