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DIVERSIDADE E PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE PLANTAS POR
BACTERIAS ASSOCIADAS AO CAPIM PANGOLAO

Resumo Geral

Algumas espécies de gramineas sao resilientes sob condi¢cGes ambientais estressantes,
como o capim pangoldo (Digitaria eriantha cv. Suvernola). Uma das possiveis razfes é a
presenca de bactérias promotoras de crescimento. Assim, o objetivo foi avaliar a diversidade e
o potencial de promocdo de crescimento da comunidade bacteriana endofitica do capim
pangoldo, de diferentes ambientes de Pernambuco. Foram isoladas bactérias associadas a
folhas, colmo, raiz e solo rizosférico do pangoldo das mesorregides Sertdo, Agreste e Zona da
Mata em Pernambuco - Brasil. A avaliacdo da diversidade foi feita inicialmente por
caracterizacgdo fenotipica, sequida de avaliacao genotipica por BOX-PCR, e sequenciamento do
gene 16S rRNA, Representantes dos grupos formados pelo BOX-PCR a 90% de similaridade
foram escolhidos para avalia¢do in vitro dos mecanismos de promocéo de crescimento vegetal
(fixacdo bioldgica de nitrogénio - FBN, sintese de AlA, solubilizacao de fosfato e producéo de
siderdforos), bem como por experimentos em casa de vegetacdo em milho destinados a verificar
cada mecanismo separadamente. FBN foi avaliado pelo cultivo sob déficit de N, producéo de
AlA pelo cultivo sob déficit hidrico, solubilizacdo de P e producdo de siderdforos pelo
fornecimento de P e Fe de baixa solubilidade, respectivamente. O capim pangolao teve alta
diversidade com 325 isolados caracterizados fenotipicamente e 244 estirpes a 100% de
similaridade pelo BOX-PCR, sendo 132 estirpes enviadas para sequencimento. 118 estripes
mostraram 96,84 — 99,9 % de similaridade com alguma previamente descrita no BLAST e
foram identificados 2 filos, 4 classes, 7 ordens, 13 familias e 17 géneros: Achromobacter,
Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium, Enterobacter, Herbaspirillum,
Kosakonia, Ochrobactrum, Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia,
Shinella, Stenotrophomonas e Variovarax. Na avaliacdo in vivo, as estirpes do estudo foram
superiores ao inoculante comercial em todos os experimentos. Estirpes do capim pangoléo
superaram o0 inoculante comercial no experimento de baixa disponibilidade de N para todas as
variaveis avaliadas, com excecédo da eficiéncia relativa ao sem inoculagdo e ao N mineral. No
experimento sob déficit hidrico, as novas estirpes também mostraram melhores resultados para
todas as variaveis avaliadas em relagdo ao inoculante comercial. No ensaio realizado com fonte
de ferro de baixa solubilidade ndo houve diferenca entre a testemunha inoculante comercial e
todos os demais tratamentos para didmetro do colmo, area foliar, massa seca da parte aérea,
acumulo de N e P na parte aérea e as eficiéncias relativas. No entanto, a estirpe 252A colaborou
com uma maior altura e 5227 apresentou o maior valor de massa seca da raiz. No experimento
com fornecimento de fésforo de baixa solubilidade ndo houve diferenca entre a testemunha
inoculante comercial e os demais tratamentos para massa seca da parte aérea, acumulo de N na
parte aérea e todas as eficiéncias relativas, enquanto seis estirpes apresentaram maior acimulo
de P. A diversidade de bactérias associadas ao pangoldo pode ter promovido a sua resiliéncia.
Embora cada experimento com milho tenha enfatizado um dos mecanismos de promocéo de
crescimento estudados in vitro, seus resultados in vivo podem néo ter sido obtidos em virtude
de apenas um mecanismo, mas sim, pela combinacdo destes e de outros mecanismos nédo
avaliados.

Palavras-chave: Mecanismo de promogéo de crescimento. Digitaria. PBPG. Zea mays.






DIVERSITY AND PLANT GROWTH PROMOTION BY DIGIT GRASS
ASSOCIATED BACTERIA

General Abstract

Some grass species are resilient under stressful environmental conditions, such as
pangol&o grass (Digitaria eriantha cv. Suvernola). One of the possible reasons is the presence
of growth-promoting bacteria. Thus, the objective was to evaluate the diversity and the growth
promotion potential of the endophytic bacterial community of pangol&o grass, from different
environments in Pernambuco. Bacteria associated with leaves, stem, root and rhizospheric soil
were isolated from the pangolon of the Sertdo, Agreste and Zona da Mata mesoregions in
Pernambuco - Brazil. The diversity assessment was done initially by phenotypic
characterization, followed by genotypic evaluation by BOX-PCR, and sequencing of the 16S
rRNA gene. Representatives of the groups formed by the BOX-PCR at 90% similarity were
chosen for in vitro evaluation of the promotion mechanisms. of plant growth (biological
nitrogen fixation - FBN, AIA synthesis, phosphate solubilization and production of
siderophores), as well as by experiments in a greenhouse on corn intended to verify each
mechanism separately. FBN was evaluated by cultivation under deficit of N, production of AIA
by cultivation under water deficit, solubilization of P and production of siderophores by the
supply of low solubility P and Fe, respectively. Pangolao grass had high diversity with 325
isolates phenotypically characterized and 244 strains at 100% similarity by BOX-PCR, with
132 strains sent for sequencing. 118 strains showed 96.84 - 99.9% similarity with some
previously described in BLAST and 2 phyla, 4 classes, 7 orders, 13 families and 17 genera were
identified: Achromobacter, Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium,
Enterobacter, Herbaspirillum, Kosakonia, Ochrobacterium, Paenibacillus, Pantoea,
Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Shinella, Stenotrophomonas and Variovarax. In the in vivo
evaluation, the strains in the study were superior to the commercial inoculant in all experiments.
Strains of pangoldo grass outperformed the commercial inoculant in the experiment of low N
availability for all evaluated variables, except for the efficiency related to no inoculation and
mineral N. In the experiment under water deficit, the new strains also showed better results for
all variables evaluated in relation to the commercial inoculant. In the test performed with a low
solubility iron source, there was no difference between the commercial inoculating control and
all other treatments for stem diameter, leaf area, dry mass of the aerial part, accumulation of N
and P in the aerial part and the relative efficiencies. However, strain 252A collaborated with a
higher height and 5227 had the highest dry weight of the root. In the experiment with supply of
low solubility phosphorus, there was no difference between the commercial inoculant control
and the other treatments for aerial part dry mass, N accumulation in the aerial part and all the
relative efficiencies, while six strains showed greater accumulation of P. A diversity of bacteria
associated with the pangolon may have promoted its resilience. Although each experiment with
corn emphasized one of the growth promotion mechanisms studied in vitro, its results in vivo
may not have been obtained due to only one mechanism, but rather by the combination of these
and other mechanisms not evaluated.

Key words: Growth promoting mechanhims. Digitaria. PGPB. Zea mays.
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1 INTRODUCAO GERAL

O continuo crescimento populacional mundial provoca a necessidade do aumento da
producdo de alimentos pela pecudria e agricultura. O principal fator para esse aumento esta no
adequado fornecimento de nutrientes ao solo, obtido pelo uso de fertilizantes quimicos e
minerais, acompanhado da expanséo de areas agricultaveis.

Tratando-se da pecuaria, pastagens de alta qualidade e bem manejadas sdo um ponto
chave para o sucesso e aumento da produtividade dos rebanhos, além de serem o alimento de
menor custo para a producgdo animal, principalmente em regides semiaridas.

No entanto, a degradacao de pastagens € um dos maiores problemas do setor pecuério,
e a sua recuperacdo uma das principais prioridades do governo brasileiro, uma vez que as
estimativas mostram que o Brasil possui em torno de 180 milhdes de hectares de pastagens, dos
quais 70% apresenta algum estagio de degradacao.

Um dos motivos da degradagdo de pastagens, além da superlotacdo de animais, € 0 baixo
teor de nutrientes no solo, sobretudo nitrogénio e fdsforo, considerados como dois dos
nutrientes de maior exigéncia pelas plantas, ocasionando declinio de produtividade,
disponibilidade, vigor e qualidade das forragens. Assim, a recuperacdo desses ambientes é
imprescindivel para a sustentabilidade da producao animal e a contribui¢do para que ndo ocorra
0 desmatamento de novas areas.

A recuperacdo de areas degradadas exige o restabelecimento da fertilidade do solo,
como a realizacdo de calagem e fertilizagdo quimica para o crescimento de plantas. Nesse
sentido, o uso de inoculantes microbianos com bactérias promotoras de crescimento de plantas
pode ajudar neste processo, pelos seus beneficios tdo difundidos.

Contudo, algumas espécies de graminea ainda sdo pouco pesquisadas, como € o caso de
Digitaria eriantha cv. Survenola, conhecida popularmente no Brasil como capim pangoléo,
pangola peluda ou capim faixa-branca. Seu uso é mais restrito a regido Nordeste,
principalmente Sergipe e Alagoas, apesar de apresentar qualidade e potencial produtivo para
ser cultivada nas mais diversas regides. Essa graminea apresenta interesse particular pelo seu
historico de adaptacdo a condi¢cdes edafoclimaticas desfavoraveis, como tem sido observado
durante 30 anos em Araripina, Pernambuco - Brasil, em semiarido tropical, sem calagem nem
adubacdo e com exploracdo animal. Além das caracteristicas adaptativas que proporcionam
tolerancia ao déficit hidrico como a capacidade de absorver o orvalho, pode-se também sugerir
a presenca de bactérias promotoras de crescimento como mecanismo de extrema importancia a

sua resisténcia e sobrevivéncia a ambientes adversos.
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Agroecossistemas complexos como pastagens tem potencial para a atividade e
abundancia de diversas bactérias, que sdo moduladas por diversos fatores bidticos e abioticos
que influenciam a colonizacéo nas plantas. No entanto, ndo hé relatos quanto a diversidade e
presenca de bactérias promotoras de crescimento associadas ao capim pangolao.

O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas € uma alternativa sustentavel
e promissora para aumentar a eficiéncia de fertilizantes minerais e reduzir o impacto ambiental.
Essas bactérias habitam diferentes partes da planta e rizosfera sem provocar prejuizos ao seu
hospedeiro, suavizando efeitos de estresses bidticos e abidticos no crescimento e
desenvolvimento das plantas, promovendo aumento no crescimento das plantas por diversos
mecanismos de atuacdo: fixacdo bioldgica de nitrogénio, sintese e liberacdo de fitohorménios,
quelacéo e disponibilidade de Fe junto ao controle de fitopatdgenos pela sintese e liberacao de
sideroforos ou a solubilizagédo de fosfato.

Muitos estudos mostram géneros bacterianos possuindo pelo menos um mecanismo de
promog&o de crescimento associados a plantas, tais como Acetobacter, Aerobacter, Aeromonas,
Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Chryseomonas, Curtobacterium,
Enterobacter, Erwinia, Flavimonas, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella,
Pseudomonas, Rhizobium e Sphingomonas e que as diferentes espécies vegetais selecionam
micro-organismos especificos para colonizarem os seus tecidos e viverem em ambientes
circundantes como a rizosfera, em um processo determinado pelo genétipo do hospedeiro e
condi¢cdes ambientais, o que pode estimular a discussdo sobre a composicdo de comunidades
microbianas especificas.

Desta forma, o uso da inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento é uma
alternativa viavel, mais econdmica e ecoldgica para reduzir os impactos causados ao ambiente
pela utilizacdo de insumos agricolas poluentes e onerosos, principalmente os nitrogenados.

Um exemplo de estirpe utilizada refere-se as linhagens Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum
brasilense, isolada do milho e comercializada como inoculante para milho, trigo, arroz, e
braquiaria, conferindo aumento de produtividade através de diferentes efeitos. Essa espécie
bacteriana também tem sido usada na co-inoculacdo para feijdo e soja juntamente com as
estirpes rizobianas recomentadas para cada cultura obtendo resultados satisfatorios.

Diante do exposto, 0 conhecimento da associacdo entre o capim pangoldo e bactérias
promotoras de crescimento, sera com certeza primordial para promover o entendimento do
papel que esses micro-organismos desempenham no seu hospedeiro, bem como sua possivel

utilizacdo em outras culturas de importancia agricola.
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1.1 HipOteses

1 - O pangolao apresenta grande diversidade de bactérias endofiticas que podem
contribuir para sua resiliéncia a estresses ambientais

2 - Bactérias associadas ao capim pangoldo apresentam diferentes mecanismos com
potencial para promocao de crescimento e podem afetar o crescimento do milho sob condigdes

estressantes.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a diversidade e o potencial de promocdo de crescimento da comunidade
bacteriana (cultivavel) endofitica do capim pangol&o.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Isolar e avaliar a diversidade de bactérias endofiticas e rizosféricas cultivaveis
associadas ao capim pangolao a partir de amostras de folha, caule, raiz e solo rizosférico das
trés mesoregides de Pernambuco;

2. Avaliar in vitro o potencial dos isolados bacterianos obtidos para diferentes
mecanismos de promocao de crescimento;

3. Avaliar a eficiéncia de bactérias obtidas para cada mecanismo de promocéo de

crescimento no milho em casa de vegetacédo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Capim Pangoléo

O capim pangoldo, classificado anteriormente como Digitaria pentzii e Digitaria
umfolozii, foi reclassificado como Digitaria eriantha Steud. cv. Suvernola (COOK;
SCHULTZE-KRAFT, 2015). E um hibrido resultante do cruzamento entre a Digitaria setivalva
Stent e a Digitaria valida Stent (COOK; SCHULTZE-KRAFT, 2015), distribuida como X 46-
2, também identificada como Survenola (NAVARRO et al., 2005). Esta espécie foi langada em
1982 e difundida nos paises da regido centro sul-americana, principalmente no Brasil,
Suriname, Venezuela, Peru, Porto Rico e México devido a sua resisténcia ao virus Pangola
Stunt Virus (PSV), transmitido pela cigarrinha Sogata furcifera, e a seu rendimento de forragem
(SCHANK et al., 1990). Devido a essas caracteristicas o pangoléo foi introduzido no Brasil
para substituir o capim pangola (Digitaria decumbens) e aumentar a produtividade de pastos
(ARONOVICH; CASTAGNA; ARONOVICH, 1996).

Conhecida popularmente como pangola peluda ou capim faixa-branca, seu uso no Brasil
€ mais restrito a regido Nordeste, principalmente Sergipe e Alagoas (SOUZA et al., 2016),
apesar de apresentar qualidade e potencial produtivo para ser cultivada nas mais diversas
regides (ARONOVICH; CASTAGNA; ARONOVICH, 1996). O motivo para 0 sucesso nessa
regido deve-se as caracteristicas adaptativas que proporcionam tolerancia ao déficit hidrico
através da capacidade de absorver orvalho, lhe permitindo ter uma certa resisténcia a regides
com baixa pluviosidade e baixa exigéncia em fertilidade do solo (NAVARRO et al., 2005).

E uma graminea C4 perene e fortemente estolonifera, produzindo colmos de até 120 cm
de altura, simples ou ramificados na base, em linha reta ou dobrados nos nos, resistente a seca,
ao fogo e ao pastejo, e que se adapta a uma ampla variedade de solos (RATTRAY, 1960),
desenvolvendo-se bem em solos arenosos e argilosos, ndo encharcados, com pH variando entre
4,3 e 6,8 (GARCIA; PEREZ, 2005). Por possuir sementes estéreis, sua propagagio ocorre
vegetativamente por meio de mudas e estol6es formando touceiras com raizes rizomatosas
(RATTRAY, 1960). A producdo de matéria seca varia com a fertilidade, genétipo, condigdes
ambientais e de gestdo, mas, normalmente, € de cerca de 10 a 20 t/ha. Quando cultivada em
condicgdes ideais, pode alcancar produtividade superior a 30 t/ha (COOK et al., 2005),
contribuindo assim com a qualidade das pastagens e de sua produtividade. A espécie apresenta
teor de proteina bruta entre 10 e 15% (GUSMAO FILHO, 2018) e 59% de digestibilidade total

de nutrientes (OLIVEIRA et al., 2015), indicando seu potencial para uso em pastagens.
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Os poucos trabalhos realizados utilizando o capim pangoldo demonstraram
superioridade em relagdo a outras gramineas para caracteristicas morfogénicas e preferéncia
alimentar. No estado de Sergipe, Souza et al. (2012), mostraram uma maior taxa de
alongamento foliar e relacdo lamina foliar/colmo em comparacdo as espécies Brachiaria
humidicola, Urochloa mosambicensis e Digitaria decumbens, enquanto que no Agreste
pernambucano, o capim pangol&o foi melhor quanto ao nimero de perfilhos, desejabilidade e
cobertura do solo quando comparada as forrageiras Cenchrus ciliaris L. e Panicum maximum
Jacq. (SANTOS, 2012).

Coeficientes médios de digestibilidade in vitro da matéria seca acima de 60%, durante
0 pastejo, foram observados e associados aos menores teores de fibra em detergente neutro, por
ter caules finos e alta relacdo folha/caule, quando comparada a outras gramineas. Estes
resultados sdo considerados satisfatorios para as condi¢bes semiaridas em que as pastagens
estavam crescendo (COELHO et al., 2018).

Além destes pontos, outro fator a ser considerado sobre capim pangoldo é a sua
resiliéncia observada ao longo de anos em algumas areas cultivadas em Pernambuco,
principalmente em uma area de 80 hectares na Estacdo Experimental de Araripina do Instituto
Agrondmico de Pernambuco, localizada no sertdo Pernambucano. Nessa area ndo foram
realizadas nenhuma correcdo de solo ou adubacéo durante 30 anos (TAVARES, 2017), e a
graminea continua com baixa degradacdo, mostrando a possibilidade da presenca de bactérias
promotoras de crescimento como mecanismo de sustentabilidade da cultura. Agroecossistemas
complexos como pastagens tem potencial para elevada diversidade bacteriana nativa, com sua
atividade, abundancia e composi¢do das popula¢des moduladas por fatores bidticos e abioticos
que influenciam a colonizagéo nas plantas (RILLING et al., 2019).

2.2 Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas

Em meados do século XX, o interesse pelos beneficios das bactérias as plantas ja
despertava em pesquisadores ocidentais, com estudos da entdo Unido Soviética sobre bactérias
benéficas em raizes de plantas (FREITAS, 2007). No entanto, o dificil acesso aos trabalhos
soviéticos, associado a falta de andlises estatisticas, atrapalhava a aceitacdo desses estudos,
levando-os a algum descrédito por parte dos ocidentais (BURR; CAESAR, 1985).

Somente em 1978, dados resultantes de experimentacdo realizada por Kloepper e

Schroth (1978) passaram a ser aceitos pela comunidade cientifica internacional. Esse trabalho
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propos pela primeira vez o termo “plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR)”, derivando

em seguida a denominacao mais ampla bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP).

Desde aquela época, as atividades de pesquisa objetivavam compreender como essas
bactérias realizam beneficios as plantas, e junto com o0 aumento no interesse de uma agricultura
sustentavel e ecologica, levou ao aumento do uso de praticas como a inoculagéo das culturas
com BPCP (GARCIA et al., 2017). Este interesse pode ser comprovado pelo nimero de artigos
publicados neste tema (Figura 1) e aumentado de forma constante.
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Figura 1. Evolugdo dos trabalhos publicados com “bactérias promotoras de crescimento de
plantas”. Fonte: Scopus, 19 de janeiro de 2021, pesquisa de 1990 a 2020

Estas bactérias tém se destacado por seu potencial de aplicacdo na producédo vegetal,
permitindo a reducdo do uso de fertilizantes e pesticidas por estimularem o crescimento das
plantas por diferentes mecanismos (ANDRADE et al., 2019).

As BPCP consistem em um amplo grupo de micro-organismos, habitando qualquer
parte da planta (filosfera e tecidos internos) e rizosfera sem provocar prejuizos ao seu
hospedeiro, desenvolvendo algum mecanismo que promova melhoras ao crescimento e
desenvolvimento ao desempenhar papéis importantes na aptiddo das plantas (PIETERSE et al.,
2016; BASU et al., 2017). Essas bactérias proporcionam um beneficio reciproco com o
hospedeiro, pelo qual tem acesso privilegiado a nutrientes, &cidos organicos, agucares, e
compostos aromaticos, beneficiando-se dessas fontes de carbono e energia (ROZIER et al.,
2019). As BPCP podem também suprimir micro-organismos deletérios ou patogénicos por

meio do controle bioldgico, incluindo secre¢do de antibidticos, competicdo por nutrientes,
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producdo de enzimas liticas e indugdo de resisténcia sistémica em plantas (DUCA et al., 2014;
BRINGEL; COUEE, 2015).

As BPCP podem ser de vida livre, associativa ou endofitica. As bactérias associativas
colonizam tanto a superficie radicular (rizoplano) como o interior da planta (bactérias
endofiticas) (BALDANI et al., 1986; MICHIELS et al.,, 1989). Os endoéfitos vivem
principalmente no interior dos tecidos, podendo habitar a rizosfera e o rizoplano em alguma
fase do ciclo de vida (DURAND et al., 2018; DUBEY et al., 2020). Além disso, podem habitar
qualquer parte da planta sem causar qualquer sintoma visivel de sua presenca, com reducédo do
estresse ambiental e da competicdo microbiana, proporcionando um melhor crescimento de
plantas hospedeiras (QIN et al., 2011; GARCIA et al., 2015). Esses micro-organismos podem
auxiliar no crescimento vegetal, desenvolvimento e induzir resisténcias contra estresses bioticos
e abidticos, seja por fitoestimulacdo, biofertilizacdo ou biocontrole (BODENHAUSEN et al.,
2013; SANTOYO etal., 2016; LIU et al., 2017; AFZAL etal., 2019; RILLINGA etal., 2019).
Porém, seu efeito pode ser influenciado pela espécie, cultivar, idade, tipo de tecido da planta e
estresse (ANDREOTE et al. 2010; PATEL; ARCHANA, 2017)

A inoculacdo de BPCP pode ndo apenas promover a absorcdo de nutrientes sob
condic@es de limitacdo nutricional, mas também restringir a absorcéo e transporte de elementos
toxicos, atenuando assim o estresse causado pela contaminacdo por metal pesado (MA et al.,
2019; SING et al., 2019).

Bactérias de varios géneros foram relatadas nas ultimas decadas como tendo associa¢do
com plantas e capazes de promover seu crescimento, incluindo Acetobacter, Aerobacter,
Aeromonas, Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Chryseomonas,
Curtobacterium, Enterobacter, Erwinia, Flavimonas, Gluconacetobacter, Herbaspirillum,
Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium e Sphingomonas que foram isolados de uma ampla gama
de plantas (VIDEIRA et al. 2012; SILVEIRA et al., 2016; XING et al., 2016).

Porém, mundialmente, a comercializacéo e utilizacdo de inoculantes contendo BPCP na
agricultura abrange o0s géneros Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Bulkholderia,
Pseudomonas e Streptomyces, com potencial fertilizante, controle de doencas vegetais e
gerenciamento de pragas (BHATTACHARYYA; JHA, 2012).

Embora os estudos e o uso de inoculantes venham sendo realizados a mais de um século,
somente nos ultimos dez anos ganharam uma maior importancia. Durante muito tempo, no
Brasil, o uso de inoculante referia-se somente aqueles contendo rizébios, principalmente para

a soja, mas em 2009 foi langado o primeiro inoculante comercial para gramineas, como milho,
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trigo, arroz e braquiaria, e co-inoculacao de soja e feijdo, contendo as cepas Ab-V5 e Ab-V6 de
Azospirillum brasilense (HUNGRIA et al., 2010; SANTOS et al., 2019; SANTOS et al., 2021).

O Brasil teve seus estudos com Azospirillum realizado inicialmente pela Dra. Johanna
Dobereiner ao isola-lo da rizosfera de Digitaria decumbens (DOBEREINER; DAY, 1976), e
descrever a sua capacidade de realizar FBN quando associado a gramineas (DOBEREINER,
1979). Azospirillum brasilense é uma espécie bacteriana capaz de colonizar muitas espécies de
plantas cultivadas proporcionando melhoras no crescimento, desenvolvimento e produtividade
(DAR et al., 2018). Sua utilizacdo mundial como inoculante ocorre por apresentar efeitos
benéficos as plantas hospedeiras proporcionando melhoria do estado nutricional das plantas
(CRUZ-PEREZ et al., 2021).

Embora o nitrogénio seja o principal nutriente limitante nos solos tropicais (PURI;
PADDA e CHANWAY, 2018), a FBN por Azospirillum nas gramineas nem sempre é capaz de
suprir toda a demanda de N e substituir o uso de fertilizantes, exigindo a aplicagéo de doses
complementares para atingir uma maior produditividade (SILVA et al., 2015), mas permite a
reducdo de 25 a 50% (HUNGRIA et al., 2010; FUKAMI et al., 2016).

2.2.1 Mecanismos de Promogéo de Crescimento Vegetal

Considera-se gque as bactérias promotoras de crescimento tém um efeito benéfico nas
plantas hospedeiras, melhorando seu crescimento por diferentes mecanismos (RIBEIRO et al.,
2018). Esse beneficio pode ocorrer por meio de mecanismos diretos e/ou indiretos como a
fixacdo biologica de nitrogénio, producdo de fitohormdnios como &cido indol-3-acético,
solubilizacdo de fosfato inorganico e também por meio da producdo de metabdlitos
antimicrobianos ou sider6foros (HABIBI et al., 2014; JASIM et al., 2015).

A fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) é considerada a principal fonte de N em
sistemas agricolas e naturais (HUNGRIA; VARGAS, 2000, VITOUSEK et al., 2013). E
efetuada por micro-organismos chamados de diazotréficos que sdo 0s Unicos capazes de
converter N2 atmosférico em amonia, por possuiram um complexo enzimatico conhecido como
nitrogenase, capaz de romper a tripla ligacéo existente entre os dois &tomos de N2 (MASSON-
BOIVIN; SACHS, 2018). Esse processo necessita de grande quantidade de energia,
frequentemente proveniente da fotossintese realizada pelas plantas hospedeiras (REINHOLD-
HUREK; HUREK, 2011; FIDELIS et al., 2012), e tem enorme importancia para os solos das
regibes tropicais, tendo em vista o baixo conteudo de nitrogénio existente (SANTIAGO et al.,
2013).
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A FBN foi a principal fonte de conversdo do nitrogénio atmosférico em uma forma
utilizavel até que o processo Haber-Bosch foi descoberto no inicio do século 20. Neste processo,
0 N2 atmosférico reage com o Hz ou metano a presséo (200 atm) e temperatura (450 ° C) muito
altas sobre um catalisador de ferro produzindo amonia (ALBERTON et al., 2020). No entanto,
devido as preocupagdes ambientais em relacdo aos fertilizantes nitrogenados e ao custo
adicional do cultivo, a importancia do FBN voltou a ganhar foco nos sistemas de producao
agricola (LEITE et al., 2018). Assim, a associa¢do de plantas com BPCP eficientes para a FBN
pode ser altamente benéfica, especialmente em condi¢bes de baixa fertilidade do solo,
contribuindo para a sustentabilidade das culturas e a recuperacdo de areas degradadas
(MARQUES et al., 2017). A inoculacdo com bactérias diazotréficas contribui para a reducédo
de uso dos fertilizantes nitrogenados, diminuindo a emissdo de milhdes de toneladas de didxido
de carbono equivalente (tCO-eq) e 0xido nitroso (WEBB et al., 2014; HUNGRIA et al., 2016;
KHATOON et al., 2020).

Como as gramineas nao formam associa¢des simbioticas para a fixagdo de nitrogénio,
sendo menos eficientes no processo do que as leguminosas (SPRENT; SPRENT, 1990). Apesar
disto, tem se dado grande importancia para a FBN em gramineas visando diminuir os gastos
com adubos nitrogenados que s&o 0 insumo mais caro nessas plantas principalmente para
culturas como trigo, arroz, cana-de-agucar, milho, braquiéria e sorgo (RANA et al., 2020).
Assim, mesmo que apenas parte do N seja fornecido através da associacdo com micro-
organismos diazotréficos, a ideia de permitir que essas plantas obtenham o nitrogénio com
menor dependéncia de insumos externos tem chamado a aten¢do da comunidade cientifica nas
ultimas décadas (SATURNO et al., 2017).

Por exemplo, a inoculacdo com a mistura de A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 em poés-
emergéncia das plantulas apresenta potencial para substituir a adubacdo nitrogenada de
cobertura na cultura do trigo (PERINI et al., 2021) e aumentou a produtividade de graos de
milho em mais de 30% (MARTINS et al., 2018 ) em um Latossolo com baixa capacidade de
fornecimento de N.

Outro mecanismo bastante estudado de promog¢do de crescimento é a producdo de
fitohormonios como as auxinas, relacionadas ao desenvolvimento das raizes, consequentemente
aumento no seu crescimento pela maior absorgédo de nutrientes e agua do solo (MEKONNEN;
KIBRET, 2021). Estas sdo pequenas moléculas biologicamente ativas envolvidas em varios
processos fisioldgicos nas plantas, desempenhando um papel importante na modulagdo do
crescimento e desenvolvimento das plantas (SWARNALAKSHMI et al., 2020). A auxina é

sintetizada na parte aerea, principalmente no meristema apical do caule e transportada de forma
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unidirecional até as raizes, utilizando duas vias, o floema ou via célula, podendo se deslocar em
direcdo a extremidade das raizes, contra a forca de gravidade, dependendo de energia para
ocorrer (PARK et al., 2017). Além disso, também € sintetizada por grande variedade de
bactérias como Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium, Enterobacter,
Klebsiella, Kocuriae, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium e Staphylococcus (AIT-KAKI et al.,
2014; PEREIRA; CASTRO, 2014; SCHILLACI et al., 2014; KUZMICHEVA et al., 2017;
TABASSUM et al., 2017; VOLPIANO et al., 2018; ARSHAD et al., 2019; JIANG et al., 2019;
MANZOOR et al., 2019).

A presenca de auxinas é demonstrada em varios ambientes e com fun¢&o bioldgica em
varios organismos, principalmente em plantas onde atua como um horménio do
crescimento. Entre as auxinas, o &cido indol-3-acético (AlA), auxina natural produzida por
plantas e BPCP, foi o primeiro fitohormonio descoberto que favorece o crescimento radicular,
formacdo de 6rgdos, estimula germinacdo de sementes, influencia a formagdo de pigmentos,
fotossintese, biossintese de diferentes metabdlitos e nas respostas das plantas aos estimulos
ambientais. (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011; PAQUE; WEIJERS, 2016; PATHANIA
et al., 2020). A existéncia de micro-organismos com a capacidade de catabolizar ou assimilar
AlA h& muito é reconhecida (LAIRD; FLORES; LEVEAU, 2020). O AIA desempenha um
papel fundamental na fisiologia da planta pelo envolvimento na divisdo, alongamento e
diferenciagdo celular resultando em maior massa radicular e consequentemente, uma maior
capacidade de absorcdo de agua e nutrientes pela planta (HUSSAIN et al., 2015; ARSHAD et
al., 2016). De acordo com Olenska et al. (2020), o AIA também é responsével por parte do
sistema de comunicacdo e sinalizacdo entre plantas e bactérias em um contexto ecoldgico para
obter ganhos com o crescimento das plantas.

Os efeitos do AlA sdo dependentes da dose e a producdo de quantidade excessivas pode
inibir o crescimento da raiz em vez de promover (RAUT et al., 2017). Assim, para estimular o
crescimento das plantas com AlA, esse fitohormonios deve ser cuidadosamente regulado para
evitar efeitos inibitorios, entdo o nivel endogeno ideal deve ser estritamente controlado por
biossintese, degradacédo, conjugacao e transporte polar (ABBAS et al., 2018).

Moura et al. (2018) mostraram que o0 uso de Azospirillum na cultura da cana-de-agUcar
melhorou o sistema radicular levando a uma melhor absorc¢ao de agua e nutrientes que, por sua
vez, pode influenciar positivamente a produtividade. Mudas de Picea glauca x engelmannii
inoculadas com bactérias tiveram o comprimento e biomassa de raiz significativamente maior
do que as mudas de controle (> 100%), talvez em funcéo de sua capacidade de produzir AIA
(PURI et al., 2020).
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No milho, Bacillus e Enterobacter aumentaram significativamente o comprimento da
raiz e a area da superficie da raiz, tendo Enterobacter sp. exibindo maiores efeitos no
comprimento, didmetro e ramificacdo da raiz, enquanto Bacillus sp. aumentou
significativamente a ramificacdo da raiz do trigo (JOCHUM et al., 2019). Esses pesquisadores
sugeriram que as alteracfes na arquitetura do sistema radicular de mudas de trigo e milho
associadas a aplicacdo de PGPR ocorreram em decorréncia da producdo de AlA por essas
bactérias.

A solubilizacdo de fosfato é outro mecanismo bastante relatado e importante na
disposicdo de fosforo as plantas em solos com limitada disponibilidade de fésforo. O fosforo
(P) é o0 segundo nutriente mais exigido pelas plantas e muitas vezes um fator limitante nos solos
tropicais, uma vez que a disponibilidade de P pode ser restrita devido a baixa solubilidade do
elemento na solucdo do solo e a sua fixacdo aos minerais do solo (ALORI et al., 2017;
HEYDARI et al., 2019). Cerca de 20-80% do P do solo encontra-se na forma inorganicas com
calcio, ferro e aluminio, ou em formas orgéanicas derivando-se de organismos em decomposicao
(Lletal., 2017).

A maioria dos solos tem uma grande reserva de P total, porém, a quantidade de P
realmente disponivel para o crescimento ideal das plantas é muito pequena, tornando a
aplicacdo continua de fertilizantes fosfaticos essencial para 0 aumento da produtividade das
culturas (MAHARANA et al., 2020). No entanto, a fabricacéo de fertilizante P convencional
inclui o tratamento quimico de minério de fosfato de alto grau com &cido sulfdrico a uma
temperatura elevada que € onerosa e pode causar danos ambientais (VASSILEV et al. 2006).

A solubilizacdo de fosfato € uma das caracteristicas muito importantes para selecionar
micro-organismos promotores de crescimento de plantas eficazes para o desenvolvimento de
bioformulacdes a fim de diminuir o uso de fertilizantes fosfaticos (ALAYLAR et al., 2020).

Algumas bactérias solubilizantes de fosfatos foram langcadas como inoculantes
comerciais, como QuickRoots ® da AcceleronSAS nos Estados Unidos (MONSANTO, 2018).
No Brasil, o primeiro inoculante comercial, Biomaphos®, contendo bactérias solubilizadoras
de fosfato (Bacillus subtilis e B. megaterium) foi lancado em 2019, pela Embrapa Milho e Sorgo
e a empresa Biomas, pesquisando e selecionando microrganismos solubilizadores de fosfato
durante quase 20 anos. Nos estudos feitos em areas produtoras de milho, a aplicacdo do
Biomaphos® resultou em ganho médio de produtividade de milho de 8,9% (OLIVEIRA et al.,
2020).

Bacillus € um dos géneros de BPCP mais verséteis, pela capacidade de formacédo de

enddsporos, pela sua adaptacdo a ambientes adversos de temperaturas, pH ou exposic¢éo a
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pesticidas, permitindo sua sobrevivéncia por longos periodos nessas condigdes, podendo
promover o crescimento da planta, aumentar o rendimento, solubilizar potéssio e fosfato, e
resisténcia sisttmica induzida (ISR) sobr ataques de patogenos (WU et al., 2015; FERREIRA
etal., 2019; LEAL et al., 2021).

Essa mobilizagdo estd associada principalmente a libertacdo de &cidos orgénicos e
enzimas como as fosfatases e fitases (PRASAD et al., 2019; ZAHEER et al.,, 2019),
convertendo, assim, o fosfato em formas disponiveis para plantas. Outros mecanismos estariam
relacionados a extrusdo de prétons de H+ acompanhada de absorcdo de NH4" ou pelo
mecanismo de translocacdo de H* pela enzima H* - ATPase no processo de liberagdo de energia
pela hidrélise do ATP (CANELLAS et al., 2006). Recentemente, estudos relatam que exudacdo
de exopolissacarideos e sideroforos também podem ter efeito na solubilizacao de fésforo, pela
complexacdo dos céations ligados ao P, algo que ainda é pouco conhecido (Y| et al., 2008; JING
et al., 2017). Independente do mecanismo utilizado, deve prevalecer a importancia da
inoculagcdo com esses micro-organismos solubilizadores, sugerindo-os como forma de diminuir
o uso de fertilizantes fosfatados, desenvolvendo uma agricultura sustentavel e mais econémica.

Rosa et al. (2020) avaliaram o efeito da inoculacdo de Bacillus subtilis, Pseudomonas
fluorescens e Azospirillum brasilense e cinco doses de P na cana-de-agucar e relataram que a
inoculacdo pode desempenhar um papel fundamental no cultivo, gerando grandes beneficios a
cultura e economizando até 75% do custo com fertilizantes. Esses resultados revelaram que a
combinacdo de Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis aliada ao baixo uso do P2Os foi 0
melhor manejo de fertilizantes na cana-de-acuUcar. Pantoea sp. promoveu significativamente o
aumento da altura da planta, a biomassa, o crescimento da raiz e a absorgéo de P em arroz
mostrando alta capacidade de solubilizacédo de P para Pi e Po (CHEN; LIU, 2019). Quatro cepas
de actinobactéria mostraram alta eficiéncia de desempenho na solubilizacéo de rocha fosfatada,
melhorando a nutri¢cdo em P e crescimento do milho (SOUMARE et al., 2021).

As BPCP também podem produzir moléculas de baixo peso molecular (entre 500 e 1500
dalton), conhecidas com siderdforos, que atuam como agentes quelantes especificos com alta
afinidade com o fon Fe®*, permitindo sua solubilizacdo e extracio de minerais e compostos
organicos (KHAN et al., 2018; MILJAKOVIC et al., 2020). Existem varios tipos de sider6foros
produzidos por micro-organismos, sendo 0s grupos mais comuns o catecolato, hidroxomato e
carboxilato (KHAN et al., 2018). Em trabalhos recentes foi relatado que compostos sintéticos
contendo grupos catecolato e hidroxamato sdo potenciais quelantes de ferro para nutricdo de
ferro em plantas (MARTINS et al., 2018; FERREIRA et al., 2019).
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Em geral, a aquisicéo de ferro comega com a ligag&o dos siderdforos excretados com o
ion férrico disponivel formando um complexo ferro-sider6foro e, em seguida, ligado a proteina
receptora especifica presente na superficie da célula microbiana (KHAN; SINGH,;
SRIVASTAVA, 2018).

Bactérias produtoras dessas moléculas podem atuar como agentes de biocontrole
(BENEDUZI et al., 2012). Essas bactérias que produzem sider6foros competem com
fitopatdgenos ao adquirirem o ferro disponivel no ambiente (SULOCHANA et al., 2014), Em
contrapartida, os sideréforos de bactérias (ou plantas) quelam o ferro e o disponibilizam para
as plantas (SINHA; PARLI, 2020).

Estudos tém empregado rizobactérias produtoras de sideréforos como potenciais
agentes de biocontrole, uma vez que esses compostos quelantes de ferro tém sido envolvidos
na acao antifingica de patdgenos vegetais pela privacdo deste nutriente (KOUR et al., 2019).
Por exemplo, o Bacillus subtilis produtor de sider6foro reduziu a incidéncia de murcha de
Fusarium e aumentou o crescimento e a producdo em guandu (DUKARE; PAUL, 2021). A
inoculacdo com Sphingobium fuliginis mostrou efeitos benéficos na soja, principalmente no
nivel da raiz pela melhora da atividade do quelato férrico (111%), resultando no aumento do
teor de Fe da raiz (62%), sugerindo que a inoculacéo pode ser eficaz em melhorar a absorcéo e
0 acumulo de Fe em solos calcarios com deficiéncia desse elemento (RORIZ et al., 2021).

Os 6xidos de ferro do solo sdo os principais adsorventes de fosforo (P), devido & alta
afinidade do P com a superficie ativa dos 6xidos de Fe. Portanto, a interacao entre as espécies
P e a superficie do 6xido de Fe normalmente resulta em complexacdo (RUTTENBERG;
SULAK, 2011; LI et al., 2013; FENG et al., 2016). Os sider6foros podem se comportar como
outros acidos organicos que podem afetar a maneira como o P foi complexado, ou seja,
guebrando as camadas fixadoras do P, induzindo a dissolu¢do (JOHNSON; LOEPPERT, 2006),
uma vez que essas moléculas atuam como agentes solubilizantes para o ferro de minerais ou
Ccompostos organicos.

Além do Fe, os sideroforos também tém a capacidade de se ligar a uma variedade de
metais no ambiente, agindo assim como agentes de biorremediacdo (HOFMANN et al., 2021).
H&a evidéncias de que os sider6foros formam compostos estdveis com outros metais
potencialmente tdxicos, como Al, Cd, Cu, Pb, Zn e As (SINGH et al., 2020), tornando-se
vantajoso para aliviar o estresse das plantas causado por metais potencialmente tdxicos
presentes em solos poluidos (AHEMAD; KIBRET, 2014).
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Também é relatado que rizobactérias produtoras de siderdforos podem representar uma
alternativa promissora aos fertilizantes quimicos devido ao combate simultaneo aos efeitos do

estresse salino e ao aumento do ferro disponivel em solos salinos (FERREIRA et al., 2019 ).

2.3 Estudo da Diversidade Bacteriana Endofitica

Agroecossistemas complexos como pastagens tem potencial para alta diversidade de
micro-organismos nativos, onde a atividade, abundancia e composicdo das populagdes
bacterianas sdo moduladas por diversos fatores bioticos e abidticos que influenciam a
colonizagdo nas plantas (RILLING et al., 2019).

As pesquisas com bactérias promotoras de crescimento necessitam como passo inicial
realizar os procedimentos de isolamento, caracterizacéo e utilizacdo dessas bactérias (SILVA
et al., 2013), para que em seguida sejam identificadas por técnicas moleculares. Alguns
trabalhos demostram a importéncia da avaliagcdo da diversidade e potencial de promocao de
crescimento das comunidades endofiticas por meio de técnicas de isolamento e caracterizacéo,
principalmente em diferentes ambientes (DWIVEDI et al., 2015; GRESSHOFF et al., 2015;
RODRIGUEZ-BLANCO et al., 2015; SOUZA et al., 2015; JEZ; LEE; SHERP, 2016; SILVA
et al.,, 2016; SANTOYO et al.,, 2016). Embora a caracterizacdo fenotipica classica seja
frequentemente utilizada para identificacdo de micro-organismos, ndo permite diferenciar entre
espécies e estirpes, mas quando realizada juntamente com técnicas moleculares, resultam na
identificacdo microbiana confiavel.

O desenvolvimento da biologia molecular foi uma das maiores conquistas da ciéncia no
século XX (VALONES et al., 2009). Por volta da década de 80, o estudo da diversidade e
ecologia de micro-organismos em ambientes naturais por meio de técnicas moleculares
comecou a ser utilizado, tendo como principio a aplicacdo de biomarcadores, moléculas com
regides altamente conservadas ou variaveis, consideradas a impressdo digital, ou seja,
especifica de cada organismo (PACE et al., 1986; HEAD; SAUNDERS; PICKUP, 1998).

Com os avancos da biologia molecular, através de técnicas de amplificacdo por reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento de DNA, tem sido possivel a identificacéo
de novos micro-organismos bacterianos. O método de PCR foi desenvolvido em 1983 por um
quimico com doutorado em bioquimica chamado Kary Mullis, baseando-se na duplicacédo de
DNA, na qual tornou-se uma das técnicas mais realizadas em laboratorios de molecular, é um
método de sintese enzimatica de fragmentos de DNA que inclui as etapas de desnaturacéo,

anelamento e extenséo (ou polimerizagdo) (NONOHAY; HEPP, 2017). A PCR é uma técnica
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molecular que a partir da extracdo do DNA, permite a sintese de acidos através dos quais um
segmento de DNA ou RNA pode ser especificamente replicado, possibilitando a amplificacdo
de sequéncias de interesse utilizando primers ou iniciadores especificos ou ao acaso e primers
de regides conservadas do DNA. Esses primers sdo pequenas sequéncias de DNA, construidas
artificialmente, complementares e especificas a duas regides distintas no DNA microbiano de
interesse (OLIVEIRA et al., 2007).

A utilizacdo de métodos moleculares tem ajudado na identificacdo da diversidade de
bactérias promotoras de crescimento. Técnicas da biologia molecular que utilizam marcadores
como por exemplo BOX-PCR tém permitido estudar a variabilidade genética microbiana em
plantas. A técnica de BOX-PCR consiste na andlise de perfis de DNA que detecta regides
repetitivas e altamente conservadas localizados no cromossomo bacteriano impossibilitando
que estirpes distintas apresentem o mesmo perfil de bandas (EL-BADAWY et al., 2020). Lima
et al. (2020) estudando a diversidade genética da comunidade bacteriana promotora de
crescimento de plantas em cana-de-acUcar relataram alta diversidade bacteriana e baixa
similaridade entre os isolados por BOX-PCR, visualizando bandas entre 100 e 2000 pb. Os
dados da BOX-PCR mostraram diversidade intragénica e intraespecifica e puderam discriminar
estirpes em bromélias mostrando que a diversidade de bactérias epifiticas e endofiticas foi
maior do que a observada na analise morfoldgica (VIANA et al., 2020). O perfil BOX-PCR de
93 isolados de Bradyrhizobium também revelou variabilidade genética em cana de agicar com
alguns gendtipos dominantes (até 18 representantes) e menos dominantes (MENEZES JUNIOR
etal., 2019).

Para que possam ser conhecidas a nivel de género e espécie, a identificacdo das bactérias
é baseada no sequenciamento de genes. A maioria dos estudos de filogenia é fundamentada no
RNA ribossomal (rRNA) por representar um bom marcador universal, particularmente o de
menor subunidade (16S) pela alta preservacio de suas sequéncias (WOZNIAK et al., 2018).
Esta aplicacdo estd baseada no fato de genes serem altamente conservados e possuirem
diferentes dominios, alguns conservados e outros varidveis. As regides conservadas entre as
espécies sao utilizadas como molde para o desenho de oligonucleotideos iniciadores tornando
possivel a amplificagdo da regido por PCR enquanto as regides variaveis permitem a distingdo
filogenética dos micro-organismos (RONG; HUANG, 2014).

Wau et al. (2021) por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA, encontraram cinco
filos bacterianos dominantes entre as comunidades bacterianas endofiticas das duas espécies de
gramineas, Phragmites australis e Chloris virgata, e incluindo Proteobacteria, Actinobacteria,

Firmicutes, Bacteroidetes e mostraram que a diversidade de Chloris virgata era maior do que
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Phragmites australis.

Diante do exposto, 0 uso da inocula¢do com bactérias promotoras de crescimento tem
sido uma alternativa considerada viavel, mais econdmica e ecoldgica para reduzir os impactos
causados ao ambiente pela utilizacdo de insumos agricolas poluentes e onerosos,
principalmente os nitrogenados.

Embora muitos micro-organismos promotores de crescimento tenham sido detectados
em associacdo com as mais diversas gramineas, a diversidade dessas bactérias associadas ao
capim pangoldo ainda permanece desconhecida. Assim, o0 estudo da diversidade de bactérias
associadas com a cultura do pangolao pode fornecer informagoes valiosas para o conhecimento
sobre a interacdo planta/bactéria, além da possibilidade de ser fonte para a selecéo de bactérias
cultivaveis com potencial para a inoculacdo e reconhecer as estratégias que podem beneficiar a

producdo de outras culturas.
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3 DIVERSIDADE BACTERIANA ASSOCIATIVA EM CAPIM PANGOLAO (Digitaria
eriantha steud. CV. SURVENOLA)

Resumo

No Brasil, a pecuaria € baseada em pastagens, naturais ou cultivadas. No entanto,
algumas espécies forrageiras sdo pouco pesquisadas, como é o caso do capim pangoldo
(Digitaria eriantha Steud. cv. Survenola). Essa graminea demonstra resiliéncia em areas
semiéridas sem fertilizacdo e com baixa degradacdo. Um possivel mecanismo para esta
resiliéncia é a presenca de micro-organismos endofiticos e rizosféricos, que ainda nao foi
avaliada. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a diversidade de bactérias
associativas nessa graminea. Foram isoladas e caracterizadas bactérias associadas a raiz, colmo,
folhas e solo rizosférico do pangoldo em trés mesorregides (Sertdo, Agreste e Zona da Mata)
de Pernambuco - Brasil. A avaliacdo inicial da diversidade foi feita fenotipicamente, seguida
por avaliacdo genotipica por BOX-PCR e sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Foram
obtidos 325 isolados fenotipicos que agruparam em 244 estirpes ao nivel de 100% de
similaridade pelo BOX-PCR, das quais 135 foram sequenciadas. A amplificacdo do gene 16S
rRNA mostrou similaridade (de 96,84 a 99,9%) de 118 estirpes com alguma previamente
descrita no BLAST, enquanto 17 ndo obtiveram similaridade suficiente para classificagcdo
taxonémica. Foram identificados 2 filos, 4 classes, 7 ordens, 13 familias e 17 géneros:
Achromobacter, Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia, Curtobacterium, Enterobacter,
Herbaspirillum, Kosakonia, Ochrobactrum, Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas,
Rhizobium, Serratia, Shinella, Stenotrophomonas e Variovarax. A alta diversidade de bactérias
endofiticas e rizosféricas geneticamente diferentes pode contribuir para a resiliéncia do
pangol&o, visto que muitas delas sdo descritas na literatura como possuindo algum mecanismo
capaz de promover o crescimento de plantas.

Palavras-chave: Poaceae. Endofitico. Rizosfera.
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ASSOCIATIVE BACTERIA DIVERSITY IN DIGIT GRASS (Digitaria eriantha steud.
CV. SURVENOLA)

Abstract

Brazilian cattle raising is mostly based on pastures, natural or cultivated. Even so, some
species are not well studied, such as pangolao grass (Digitaria eriantha Steud. cv. Survenola).
This grass has shown resilience over more than 30 years in semiarid areas without fertilization
and with little degradation. A possible mechanism for this resilience is the presence of
endophytic and rhizospheric microorganisms, which have not been evaluated in this species.
So, this work aimed to evaluate associative bacteria diversity in Pangolao grass in different
environments of Pernambuco — Brasil. Bacteria associated to root, colm, leaves and
rhizospheric soil of Pangolao grass from three mesoregions of Pernambuco-Brasil grass isolated
and characterized. Initially phenotypical diversity was evaluated, followed by genotypical
evaluation through BOX-PCR and partial sequencing of the 16S rRNA gene. Pangolao grass
presented high associative bacteria diversity with 244 strains isolated, of which 135 were
sequenced. The 16S rRNA gene amplification has shown similarities (96,84 to 99,9%) of 118
strains with a previously described on in BLAST, while 17 were not sufficiently similar for
taxonomical classification. Bacteria were identified in 2 phyla, 4 classes, 7 orders, 13 families
and 17 genera, with species of Achromobacter, Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia,
Curtobacterium, Enterobacter, Herbaspirillum, Kosakonia, Ochrobactrum, Paenibacillus,
Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Shinella, Stenotrophomonas e Variovarax. The
great diversity of endophytic and rhizospheric bacteria genetically different might have
promoted Pangolao grass resilience, since several of them are described in the literature as
having some mechanism apt to promote plant growth.

Keywords: Poaceae. Endophytic. rhizosphere.
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3.1 Introducgéo

A pecuaria brasileira é principalmente baseada em pastagens, naturais ou cultivadas
(DIAS-FILHO, 2014). No entanto, algumas espécies ainda sd@o pouco pesquisadas, como é o
caso de Digitaria eriantha Steud. cv. Survenola. Conhecida popularmente no Brasil como
capim pangoldo, pangola peluda ou capim faixa-branca, seu uso é mais restrito a regido
Nordeste, principalmente aos estados de Sergipe e Alagoas (SOUZA et al., 2016), apesar de
apresentar qualidade e potencial produtivo para ser cultivada nas mais diversas regides
(ARONOVICH et al., 1996) por possuir teor de proteina bruta entre 10 e 15% (Gusmaéo Filho,
2018) e 59% de nutrientes digestiveis totais (Oliveira et al., 2015). E um hibrido resultante do
cruzamento entre a D. setivalva Stent e D. valida Stent (COOK; SCHULTZE-KRAFT, 2015),
com caracteristicas adaptativas que proporcionam tolerancia ao déficit hidrico e capacidade de
crescimento em solos com baixa fertilidade (NAVARRO et al., 2005), mecanismos de extrema
importancia a sua resisténcia e sobrevivéncia a ambientes adversos.

Outro possivel mecanismo de adaptacdo dessa cultura a esses ambientes € a presenca de
micro-organismos endofiticos, ja que estes podem desenvolver associagdes com as plantas,
auxiliando no crescimento, desenvolvimento e permitindo-lhes resisténcias contra estresses
bidticos e abidticos, seja por fitoestimulacdo, biofertilizacdo ou biocontrole (BODENHAUSEN
etal., 2013; SANTOYO etal., 2016; LIU et al., 2017; AFZAL et al., 2019; RILLINGA etal.,
2019).

Embora muitos endofitos tenham sido detectados em associacdo com as mais diversas
gramineas e alguns trabalhos demostrem a importancia da avaliacdo da diversidade das
comunidades endofiticas, e a influéncia do ambiente e do tipo de tecido na diversidade de
endofitos (GUO et al., 2020; MOHAMAD et al., 2020; VISHWAKARMA; DUBEY, 2020;
LUetal., 2021; MEIKE etal., 2021;), adiversidade das bactérias associadas ao capim Pangoldo
ainda é desconhecida, como também a possibilidade dessas bactérias poderem beneficiar esta
ou outras culturas.

Um exemplo de estirpe heter6loga utilizada na inocula¢do em diferentes culturas pode
ser observado no Brasil. As linhagens Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense foram
isoladas no milho e séo utilizadas como inoculante para milho, trigo, arroz (FUKAMI et al.,
2016; ANDRADE et al., 2019; GALINDO et al., 2020) e braquidria (HUNGRIA et al., 2016),
como também coinoculacéo de leguminosas (PUENTE et al., 2019) como a soja, € junto com
Rhizobium sp. na cultura do trigo (PERINI et al., 2021), obtendo resultados satisfatorios e se

expandindo no Brasil e nos paises vizinhos.


https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-204X2019000104303#B10
https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0269749119345853?via%3Dihub#bib62
https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0944501320304687?via%3Dihub#bib0160
https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0269749119345853?via%3Dihub#bib1
https://www-scopus-com.ez19.periodicos.capes.gov.br/authid/detail.uri?authorId=56506872100&amp;eid=2-s2.0-85071536686
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Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi isolar, caracterizar, selecionar e identificar
bactérias endofiticas em diferentes partes do capim Pangoldo e solo rizosférico, e estudar a
diversidade de bactérias endofiticas nessa graminea em diferentes mesorregides de Pernambuco

- Brasil.

3.2 Material e Métodos

O estudo foi realizado em trés mesorregides do estado de Pernambuco (Figura 2): Sertdo
(clima semiarido guente e seco); Agreste (zona de transicao entre Zona da Mata e Sertdo, clima
quente sub-Umido seco) e Zona da Mata (clima tropical quente e Umido) (IBGE, 2010;
DUBREUIL et al., 2018; MILET-PINHEIRO; SCHLINDWEIN, 2008); respectivamente, nos
municipios de Araripina, Gravata e Nazaré da Mata, em areas de cultivo do capim Pangolédo
(Tabela 1).

N b' B
«1 Araripina

‘ Nazaré

3 5 '

! ata
Grmat da Mata

‘

[T Sertio

= Agreste

[ Zona da Mata

[ Regidio Metropolitana

Figura 2. Localizagdo da regido Nordeste com énfase no estado de Pernambuco, suas
respectivas mesorregides e recorte dos municipios Araripina, Gravata e Nazaré da Mata, Brasil,
2020

Foram coletadas 20 plantas da graminea em Araripina, Gravata e Nazaré da Mata na
estacdo chuvosa, e em Araripina foram realizadas amostragens adicionais na mesma area inicial
com e sem a realizacéo de calagem, e também no periodo seco (Tabela 1). As plantas formaram
amostra composta e foram fracionadas em folhas, colmo, raiz e solo rizosférico. Também foi

realizado a caracterizagdo quimica e fisica do solo das &reas de coleta (Tabela 2).
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Tabela 1. Amostragens em pastagens de Pangol&o (Digitaria eriantha cv. Suvernola) em trés mesorregides de Pernambuco, Sertdo, Agreste e

Zona da Mata
Local de C?.hma Data da ~ Coordenadas Te”!po de pH P K- Ca Mg Na Al H+Al Classificagéo
amostrage (Koppen- coleta Estacdo Calagem Geoaraficas cultivo do Aqua M9 dm- . dm-3 Textural
m Geiger) g Pangolao 9 3 "T?f A
Dezembro o .0 gem [ 27742°S 53 2 018 16 050 005 015 323 Francoarenoso
Araripina BSh 2016 4072571270 > 30 anos
Marco Chuvosa Com 7°27°48” S 6,1 3 0,13 220 09 0,05 0,00 247 Franco arenoso
2017 Sem 40°25°16” O 53 2 0,08 16 050 0,05 0,15 3,23
Gravata ~ As QU0 cpivosa Sem 8 86 S  anos 57 35 022 08 08 006 012 342 Francoarenoso
2017 35022!51"0 ) i) ) ) i) ) 1 1
Nazaré da Novembr 7°47'7"S
Mata As 02017 Chuvosa Sem 35°14'37"0 >11 anos 5,6 10 0,22 150 0,9 0,07 0,10 4,10 Franco arenoso



https://pt.wikipedia.org/wiki/Classifica%C3%A7%C3%A3o_clim%C3%A1tica_de_K%C3%B6ppen-Geiger
https://pt.wikipedia.org/wiki/Classifica%C3%A7%C3%A3o_clim%C3%A1tica_de_K%C3%B6ppen-Geiger
https://pt.wikipedia.org/wiki/Classifica%C3%A7%C3%A3o_clim%C3%A1tica_de_K%C3%B6ppen-Geiger
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3.2.1 Isolamento e caracterizacao fenotipica das bactérias endofiticas

Todas as amostras foram desinfestadas através de uma lavagem inicial em &gua corrente,
seguida de imersdo em etanol 70 % por um minuto e hipoclorito de sédio (2,5%) por cinco
minutos e quatro lavagens em agua autoclavada. Posteriormente triturou-se o material fresco
em solucdo salina autoclavada (DOBEREINER et al., 1995) formando a diluicdo 102, e em
seguida foram feitas diluicdes de 107 até 10~ também em solucgdo salina autoclavada. Os
extratos diluidos foram inoculados em triplicata em frascos tipo penicilina contendo 5 mL dos
meios semissolidos livres de N, NFB (DOBEREINER et al., 1995), INFB (BALDANI et al.,
1986) e IMV (BALDANI et al., 1996) e incubados a 28 °C.

Os isolados foram purificados em meio de cultivo YMA (VINCENT, 1970) e
caracterizados com base na alteragdo do pH (&cido, neutro e alcalino), presenca de muco

(presente ou ausente) e cor (rosa, amarela, branca e creme) das col6nias (SILVA et al., 2012).

3.2.2 Estudo do perfil fenotipico da comunidade bacteriana endofitica

Uma matriz binéria foi construida a partir das caracteristicas morfoldgicas e 0s isolados
agrupados pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Analysis), com base no Indice de
Jaccard, formando grupos com 100% de similaridade. Dendrogramas foram construidos para
cada parte da planta e cada area amostral (separadamente e em conjunto), permitindo a
avaliacdo da diversidade utilizando os indices de diversidade de Shannon-Weaver
(SHANNON; WEAVER, 1949), de uniformidade de Pielou (PIELOU, 1959) e de dominancia
de Simpson (SIMPSON, 1949), riqueza de Margalef, riqueza total de espécies de Chaol,
considerando o grupo fenotipico como a espécie e o isolado como o individuo, todos utilizando
0 PAST (HAMMER et al., 2001).

3.2.3 Estudo do perfil genotipico da comunidade bacteriana endofitica

Os isolados foram inoculados em 5,0 mL do meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB)
e agitados a 180 rpm por 72 h em 28°C. Em seguida, 2mL de suspensdo bacteriana foram
centrifugados a 7.500 rpm por 3 min, descartou-se o0 sobrenadante e o pellet formado foi
utilizado para extracdo do DNA através do kit Kit MiniPrep (Axygen) de acordo com as

recomendacdes do fabricante. A integridade do DNA foi analisada por eletroforese em gel de
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agarose 0,8% por 30 min em tamp&o TBE 0,5X (Tris Base, Acido borico, EDTA) a 100 v,
depois de corado com SybrGold. Utilizou-se o 100 pb Plus DNA Ladder (Invitrogen), como
padrdo molecular. O DNA extraido de cada isolado foi quantificado em NanoDrop 2000c da
Thermo cientifica e sua concentragdo padronizada em 20-30 ng puL*. O armazenamento das
amostras de DNA genémico foram realizadas a -20 °C.

Os isolados foram caracterizados genotipicamente por BOX-PCR, utilizando-se o
iniciador BOX AIR (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3") (VERSALOVIC et al.,
1994). A reacdo de amplificacéo foi feita em um volume final de 10 uL contendo: 1 uL. de DNA
molde (20-30 ng uLt), 2 pmol do iniciador (BOX A1R), 0,3 mM de dNTP’s, 1 pL de tampdo
10X, 5mM de MgCl: e 1,5 U de Taq polimerase platinum e agua Mili-Q para completar a
reacdo. As condicOes de amplificacdo foram ajustadas de Freitas et al. (2007): desnaturacéo
inicial a 95 °C por 9 min, 30 ciclos de desnaturacdo (1 min, a 94 °C), anelamento (1 min, a 55
°C) e extensdo (5 min, a72 °C), um ciclo de extens&o final a 72 °C por 10 min. Todas as rea¢des
foram realizadas em termociclador 2720 da Applied Biosystems. Os fragmentos amplificados
foram separados por eletroforese, contendo tampédo TBE 0,5X a 100 V, durante 180 min em
géis de agarose a 1,2 %, corados com SybrGold.

Dendrogramas foram construidos usando o programa Geljv2 empregando o coeficiente
de Jaccard e algoritmo UPGMA (HERAS et al., 2015; DELAMUTA et al., 2017) a 100% de
similaridade, com os grupos a 100% de similaridade sendo considerados como estirpes

distintas.

3.2.4 Sequenciamento dos fragmentos dos 16S rRNA re-amplificados e purificados

O DNA de representantes de cada grupo formado pelo agrupamento do Box-PCR a 90%
de similaridade foi amplificado com os iniciadores para 0s genes rRNA 16S usando os primers
universal 27F (5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) e 1492R (5TACGGTTAACCTT
GTTACGACTT-3') (WEISBURG et al., 1991).

A reacdo de amplificagdo com um volume final de 50 pL foi: 2 uL. de DNA (20-30 ng
uL?), 1,5 uL de MgCl2, 5,0 pL tampdo 10X para PCR, 1,0uL dNTP’s, 2,0 pL de cada primer
(27F e 1492R), 0,6 uLL de Taqg DNA Polimerase platinum e agua Mili-Q para completar a reagéo.
A reacdo de amplificagéo foi realizada nas seguintes condig¢des: desnaturacdo inicial de 94°C,
por 3 min, 30 ciclos de desnaturacdo (94 °C, por 45 segundos), anelamento (56°C, por 30
segundos), extensédo (72 °C, por 2 min) e uma extenséo final de 72°C, por 7 min. Os produtos

amplificados foram avaliados em tamp&o TBE 0,5X a 100 V durante 90 min em gel de agarose
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1% corados com SybrGold e visualizados sob luz UV em fotodocumentador LPIX-HE da
Loccus do Brasil. As reag0es foram realizadas no termociclador 2720 da Applied Biosystems.
Os produtos da PCR foram enviados para Macrogen, Coréia do Sul, para purificacdo e

sequenciamento.

3.2.5 Andlise comparativa das sequéncias dos 16S rRNA

As sequéncias obtidas foram comparadas ao banco de dados do NCBI com “type
strains”. Para a determinacdo da identidade molecular, as sequéncias dos produtos da PCR dos
isolados foram, individualmente, submetidas a andlise de similaridade pelo algoritmo
MEGABLAST (sequéncias altamente similares). Para os isolados que ndo tiveram alta
similaridade utilizou o algoritmo BLASTN (sequéncias parecidas). As mesmas sequéncias
foram entdo analisadas comparativamente quanto a porcentagem de identidade molecular,
empregando-se 0 método de multipla progressao de Clustal W (THOMPSON et al., 1994) pelo
programa MEGA7.1. O método de juncéo de vizinhos Juke-Cantor foi utilizado para determinar
o valor de similaridade e a matriz de distancia e construir arvores génicas das sequéncias
concatenadas para cada isolado (KUMAR et al., 2018). A significancia da ramificacdo dentro
das arvores foi avaliada pela anélise bootstrap de 1.000 repeticGes geradas por computador. As

sequéncias que ndo apresentaram alta similaridade ndo foram incluidas na arvore filogenética.

3.3 Resultados

3.3.1 Avalicao da diversidade fenotipica das bactérias endofiticas e rizosféricas

Foram obtidos 325 isolados dos quais 80,3 % dos isolados acidificaram o meio, 3,7%
alcalinizaram e 16% mantiveram-se neutro. Predominaram as cores de colOnia creme com
amarelo e creme, 45,5% e 32 %, respectivamente, sequido de amarelo (21,2%) e rosa (1,3%).
Quanto a borda, forma, opacidade e superficie, 88,9% sdo inteiras, 92,9% circular, 75,4%

opaca, 98,5% lisa. 72,6 % dos isolados produziram muco (Figura 3 e Tabela Suplementar 1).
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Figura 3. Porcentagem de isolados bacterianos por caracteristicas fenotipicas oriundos de
Digitaria eriantha cv. Suvernola.

O agrupamento a partir das caracteristicas fenotipicas revelou 63 grupos a 100% de
similaridade com isolados de diferentes regides unidos no mesmo grupo (Figura 4). Obteve-se
indice de diversidade de Shannon 5,57, Simpson 0,99, Margaref 10,49, equitabilidade 0,96 e de
dominéncia 0,003 (Tabela 3).
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Figura 4. Agrupamento hierarquico pelo coeficiente de Jaccard em forma de dendrograma
circular de acordo com a similaridade de ocorréncia das caracteristicas fenotipicas de isolados
bacterianos oriundos de Digitaria eriantha cv. Suvernola coletadas em diferentes mesorregides
(Sertéo, Agreste e Zona da Mata) em Pernambuco

Avaliando as areas sem calagem e chuvosa, Zona da mata apresentou 62 isolados

distribuidos em 26 grupos (Tabela 2). Também exibiu os maiores indices de diversidade de

Shannon (4,03) e Simpson (0,9822). O indice de dominéncia apresentou valores proximos a



61

zero (0,01783). Para as Mesorregides Sertdo e Agreste, foram isoladas 63 bactérias com
formacdo de 22 grupos e 24 bactérias em 15 grupos, respectivamente.

Tabela 2. NUmero de bactérias isoladas de Digitaria eriantha cv. Suvernola com os indices de
diversidade calculados por area de estudo e condicao de isolamento em Pernambuco

. Total . . N
Ambiente de Dominance Simpson Shannon Equitability
isolamento de D 1-D H Margaref J Grupos
Isolados
Total 325 0,003815 0,9962 5,576 10,49 0,9641 63
Sertdo 63 0,02158 0,9784 3,849 2,126 0,9291 22
Agreste 24 0,05256 0,9474 2,948 0,8135 0,9277 15
Zona da Mata 62 0,01783 0,9822 4,03 2,078 0,9764 26
Colmo 104 0,01171 0,9883 4,455 3,459 0,9593 26
Folha 83 0,01465 0,9853 4,23 2,775 0,9573 37
Raiz 66 0,0207 0,9793 3,89 2,226 0,9284 27
Solo
. (. 72 0,01663 0,9834 4,101 2,413 0,959 19
rizosférico

O isolamento em diferentes tecidos vegetais e solo rizosférico de Pangoldo proveniente
das areas sem calagem e chuvosa mostram maior nimero de isolados originarios do colmo,
seguido das folhas, do solo e raiz, 104, 83, 72 e 66, respectivamente, a mesma ordem ocorrendo

para os indices de diversidade, uniformidade e riqueza de estirpes.

3.3.2 Diversidade genotipica pela amplificacdo dos elementos BOX

Dentre 316 isolados, 311 amplificaram os elementos BOX, apresentando eficiéncia na
producdo de bandas (228 a 1736 pb). O resultado da analise de agrupamento para os trés locais,
formado pelo dendrograma a 100% de similaridade, demonstrou a formagéo de 244 estirpes

(Tabela 3) dos quais 191 sdo formados por apenas um isolado.
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Tabela 3. Numero de bactérias e grupos formados no dendrograma de similaridade com base
em caracteristicas genotipicas dos isolados bacterianos associados a Digitaria eriantha cv.
Suvernola coletadas em diferentes mesorregides (Sertdo, Agreste e Zona da Mata) em
Pernambuco.

Ambiente de Total de isolados Totalde  Grupos formados por 1
isolamento grupos isolado

Diversidade genética geral

Total 316 244 191
Mesorregides

Sertdo 59 52 46

Agreste 24 22 20

Zona da Mata 62 61 60
Partes da planta

Colmo 99 83 71

Folha 82 66 53

Raiz 63 61 59

Solo rizosférico 72 68 64

Avaliando as mesorregides separadamente, os dendrogramas exibiram a formacéo de
52 grupos totais para o Sertdo, sequido de Zona da Mata (61 grupos) e Agreste (22 grupos).
Sertdo, Zona da Mata e Agreste, também formaram 46, 60 e 20 grupos, respectivamente,
contendo apenas um isolado.

Para os tecidos vegetais e solo rizosférico, colmo e solo rizosférico apresentaram uma

maior diversidade bacteriana, com 83 e 68 grupos genéticos, seguido de folha (66) e raiz (61).

3.3.3 Amplificacdo e Sequenciamento do gene 16S rRNA

O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA mostrou que as estirpes representantes
dos 135 grupos formados a 90% de similaridade pelo BOX PCR exibiram similaridade com
alguma estirpe previamente descrita no BLAST, levando a classificacdo de 118 estirpes ao nivel
de género (96,84 — 99,9% de similaridade), enquanto 17 bactérias ndo obtiveram semelhanca
suficiente para classificagdo taxonémica, variando entre 68 e 92,4% de similaridade. Quatro
estirpes (5294, N18E, N37C e N40E) néo obteve similaridade com nenhuma sequéncia geneética
disponivel no banco de dados do GenBank.

Os géneros mais abundantes foram Rhizobium (22,03%), Stenotrophomonas (19,49%),
Pantoea (16,1%), Pseudomonas (12,71%) e Enterobacter (8,47%). Outros géneros tambem
foram associados com as bactérias desse estudo: Achromobacter (3,39%), Bacillus (1,69%),
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Bulkholderia (2,54%), Curtobacterium (0,85%), Herbaspirillum (0,85%), Kosakonia (0,85%),
Ochrobacterium (2,54%), Paenibacillus (1,69%), Serratia (0,85%), Shinella (0,85%) e
Variovarax (3,39%).

Foram identificados 2 filos, 4 classes, 7 ordens, 13 familias e 17 géneros diferentes
(Tabela 4), de acordo com LPSN (List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature)
(ADNAN et al., 2016; PARTE, 2018). As classes y-proteobacteria (58,47%) (Enterobacter,
Kosakonia, Pantoea, Serratia, Pseudomonas e Stenotrophomonas) e a-proteobacteria
(27,97%), (Shinella, Agrobacterium, Rhizobium e Ochrobactrum) apresentaram 0 maior
namero de isolados, respectivamente, sendo encontradas nos trés locais de coleta e em todas as

partes da planta.

Tabela 4. Classificacdo taxondmica das bactérias isoladas de Digitaria eriantha cv. Suvernola
no Nordeste brasileiro

Filo Classe Ordem Familia Género Total de isolados
Shinella 1
Rhizobiaceae Agrobacterium 3
a - proteobacteria Rhizobiales Rhizobium 26
Brucellaceae Ochroactrum 3
Oxalobacteriaceae Herbaspirillum 1
Burkholderiales Comamonadaceae Variovarax 4
BB - proteobacteria Alcaligenaceae Achomobacter 3
Burkholderiaceae Burkholderia 3
Proteobacteria

Enterobacteriaceae Enterobacter 10
Enterobacterales Kosakonia !
Pantoea 19
. Yersiniaceae Serratia 1

y - proteobacteria
Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 15
Xanthomonadales Xanthomonadaceae  Stenotrophomonas 23
Firmicutes Bacill Bacillales Bacillaceae Bacillus 2
Paenibacillaceae Paenibacillus 2
Actinomycetales Microbacteriaceae Curtobacterium 1
N&o houve classificagdo taxondmica Bactérias 17

Pseudomonas, Rhizobium e Stenotrophomonas foram isolados em todos os locais e
condic@es de isolamento (Figura 5). Agrobacterium, Pantoea e Rhizobium foram encontrados
em todas as partes da planta, porém, s6 nas areas de Sertdo e Zona da Mata, enquanto que

Enterobacter surgiu em todas as condicGes, mas em Sertdo e Agreste.
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Figura 5. Diagrama de Venn representando o nimero total e o compartilhamento de géneros
nos diferentes locais (A) e parte da planta (B). Origem de géneros bacterianos para cada
condicéo de isolamento (C e D)
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Tratando-se das diferentes partes da planta, folha (13), colmo (12) e solo rizosférico (12)
apresentaram maior nimero de géneros que a raiz (8), compartilhando 7 géneros entre eles

(Agrobacterium, Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas, Rhizobium e Stenotrophomonas).

3.3.4 Relacgoes filogenéticas entre isolados bacterianos

A arvore filogenética baseada no gene 16S rRNA agrupou 0s 17 géneros em seis grandes
grupos polifiléticos (Figura 6), que apresentaram isolados de Sertdo, Agreste e Zona da Mata e

todas condigdes de isolamento, com a maioria das estirpes (68,94%) nos Gl, Glll e GVI.
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Figura 6. Arvore filogenética determinada pelo método Neighbour-Joining gerada a partir do
parametro Jukes Cantor e teste de bootstrap com 1000 repeti¢cGes das sequéncias do gene 16S
rRNA dos isolados do capim pangol&o
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Agrobacterium, 5057A a 100% com Shinella, 360B e 33B a Rhizobium com 58% de
compartilhamento, e 3 estirpes a 99 % com Ochrobactrum. O segundo subgrupo formado pela
estirpe 335C ndo se agrupou a nenhum género.

No Gll a estirpe 294D foi agrupada a Curtobacterium, 5358A e 396A a Paenibacillus,
enquanto que 387B2 e 231B1 foram agrupadas a Bacillus (100% de associacdo pelo teste de
bootstrap).

O GIIl compreende a organizacdo de 28 estirpes aos géneros Stenotrophomonas e
Pseudomonas. O primeiro subgrupo relacionou 22 estirpes a Stenotrophomonas e
Pseudomonas, porém com compartilnamento de até 70% de nucleotideos de acordo com o teste
de bootstrap. O segundo subgrupo agrupou 6 estirpes com Stenotrophomonas, porém, com
compartilhamento de até 57% de nucleotideos.

O GIV agrupou 11 estirpes aos géneros Burkholderia, Variovorax, Herbaspirillum e
Achromobacter. O subgrupo | uniu 3 estirpes a Burkholderia a 100% de bootstrap. Enquanto
que o subgrupo Il juntou 4 estirpes a Variovorax com 100% de compartilhamento de bases e 4
estirpes a Achromobacter e Herbaspirillum a 72%.

O GV relacionou 11 estirpes a Pseudomonas (100% de associacdo pelo teste de
bootstrap). No entanto, o0 GVI, conectou 31 estirpes a Enterobcater, Kosakonia, Serratia e
Pantoea. O subgrupo | associou a 100% a estirpe N41A ao acesso 135211.1 Kosakonia. No
subgrupo 11, 10 estirpes compartilnaram 54% de nucleotideos com Enterobacter, N46D 71%
com Serratia, enquanto 19 estirpes relacionaram a Pantoea.

A andlise do teste de bootstrap ndo revelou compartilhamento entre as estirpes e a
espécie Escherichia coli constituinte do outgroup. Porém, o GIV ficou mais préximo
filogeneticamente.

3.4 Discussao

3.4.1 Avalicdo da diversidade fenotipica das bactérias endofiticas

A bioprospeccéo por bactérias associadas ao capim pangoldo tem grande importancia e
potencial tanto para essa cultura como para outras, envolvendo futuros estudos biotecnologicos.
Bactérias endofiticas e rizosféricas nesse capim podem ser capazes de promover sua resiliéncia
em semiarido sem manejo de fertilidade, visto que podem possuir algum mecanismo capaz de
promover o crescimento de plantas. Bactérias endofiticas podem ser encontradas em

praticamente todas as espécies de plantas, onde cada uma pode ser hospedeira de pelo menos
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uma espécie de micro-organismo endofitico (KULKARNI; DALAL; BODHANKAR, 2014;
CHEBOTAR etal., 2015; RYAN et al., 2008). O presente trabalho obteve 325 isolados, nimero
que poderia ser maior, uma vez que a selecdo ocorreu por meio de bactérias capazes em se
desenvolver apenas no meio de cultura utilizado. Segundo Cerigioli (2005) tais limitacGes
aplicam-se a maioria dos estudos baseados em métodos de cultivo, porém, esse método fornece
indicacOes da estrutura da populacdo bacteriana. Mesmo assim, a quantidade de isolados foi
superior as 84 bactérias cultivaveis encontrados em folha, raiz e solo rizosférico em capim
braquiaria no Instituto Internacional de Pesquisa Pecuaria em Nairobi, Quénia (MUTAI,
NJUGUNA,; GHIMIRE, 2017) e aos 117 isolados bacterianos endofiticos e rizosféricos obtidos
em abacaxi de regides semiaridas no leste de Nusa Tenggara, Indonésia Oriental (FITRIANI et
al., 2020).

A identificacdo inicial dos isolados foi feita com base em caracteristicas morfoldgicas.
As colbnias bacterianas endofiticas do estudo apresentam diversificacdo quanto a morfologia,
com cores de colonia creme com amarelo, creme, amarelo e rosa, bordas, forma, opacidade e
superficie predominando as inteiras, circulares, opacas e lisas. Caracteristicas fenotipicas
semelhante foram encontradas na planta medicinal Tinospora cordifolia, com isolados no
formato circular e irregular, cores esbranquigadas e amareladas e bordas regulares e onduladas
(DUHAN; BANSAL; RANI, 2020). Bactérias com col6nias circulares, inteiras, creme, rosa e
amareladas, opaca e translucidas, também foram obtidas em rizobactérias halotolerantes
em Triticum turgidum subsp. durum em &reas da regido do Mar Morto (ALBDAIWI et al.,
2019).

A caracterizacdo fenotipica revelou que 80,3 % dos isolados obtidos acidificou o meio.
Essa modificacdo do pH do meio para acido pode estar associada com a assimilagcdo ou
producdo de acidos organicos (SANCHEZ LOPEZ et al., 2012), indicando que os isolados
podem usar como um mecanismo de promocao de crescimento como por exemplo para realizar
a solubilizacdo de fosfatos (WANG et al., 2020).

Neste estudo, 72,3% dos isolados apresentam producdo de muco. O extrato de levedura
presente no meio de cultura utilizado para caracterizacdo morfologica é considerada como a
fonte de nitrogénio mais adequada para a producdo de muco devido ao seu efeito estimulador,
rico em proteinas, aminoacidos e vitaminas (POKHREL; OHGA, 2007). Também tem sido
verificado que o acumulo ou formagédo desta substancia tende a aumentar a medida que algum
tipo de estresse aumenta no ambiente (CERQUEIRA et al., 2015).
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O agrupamento a partir das caracteristicas fenotipicas revelou que havia isolados de
diferentes regides unidos no mesmo grupo, indicando a possibilidade de serem a mesma estirpe
e uma relacéo entre diversidade de endofiticos e 0 ambiente.

As plantas coletadas no Sertdo e Zona da Mata, apresentaram o maior numero de
isolados e indices de diversidade em virtude do maior tempo de cultivo dessa pastagem, levando
a maior comunidade endofitica. Observagdes semelhantes foram feitas por Tannenbaum et al.
(2020) ao estudarem o perfil bacteriano de brotos (folha e caule) e raiz de Lolim perene
(Azevém perene), que constataram que plantas maduras eram muito mais diversas quando
comparado aos de mudas, sugerindo que as bactérias foram recrutadas do ambiente e
incorporadas.

Os resultados de dominancia e equabilidade nas trés mesorregides convergem com
Uramoto, Walder e Zucchi (2005), que relata que quanto menor a dominancia, maior a
equabilidade de espécies de uma comunidade, indicando mais estabilidade e maior resisténcia
dessas bactérias em sofrerem impactos ambientais. Ou seja, a maioria das espécies bacterianas
sdo igualmente abundantes (BROWER; ZAR, 1984).

Quando avaliado o isolamento em diferentes tecidos vegetais e solo rizosférico, o
ambiente endofitico apresentou a maior diversidade de micro-organismos em comparagao ao
ambiente rizosférico. Os resultados mostram maior nimero de isolados, indices de diversidade,
uniformidade e riqueza de estirpes originarios do colmo, seguido das folhas, do solo e raiz. Um
padrdo semelhante com menor numero de isolados das raizes também foi observado por Pirhadi
et al. (2018) na cana de acucar no Ird. Resultados contraditérios foram encontrados por Mutai,
Njuguna e Ghimire (2017) em braquiaria, com isolados distribuidos de folhas, raizes e solo
rizosférico, respectivamente. 1sso mostra a importancia da avaliacdo da populacdo endofitica
em diferentes tecidos vegetais, uma vez que apesar da maior quantidade de isolados ter sido
encontrada neste trabalho no colmo, existe uma diferenca na distribuicdo de endoéfitos entre

partes da planta.

3.4.2 Diversidade genotipica e sequenciamento do gene 16S rRNA ribossomal

A caracterizacdo fenotipica de micro-organismos em meios de cultura € necessaria para
uma analise detalhada de seus aspectos fisioldgicos, servindo como primeiro passo para o
estudo da diversidade microbiana, bem como para garantir a pureza das colbnias e seu

armazenamento (VIANA et al., 2020). No entanto, os dados de BOX-PCR e do sequenciamento
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do 16S rRNA mostraram que a diversidade genotipica das bactérias endofiticas e rizosféricas
foi maior do que a diversidade fenotipica, mostrando efeito dos diferentes locais e tecidos.

O resultado da analise de BOX — PCR pelo uso do coeficiente de similaridade de Jaccard
evidenciou alta variabilidade genética entre os isolados no pangoldo. Rodrigues et al. (2006)
afirmaram que o genotipo de planta pode influenciar a diversidade de bactérias. Os trés
ambientes apresentaram diversidade genética ainda maior do que a apontada no agrupamento
morfofisiol6gico. Para os tecidos vegetais e solo rizosférico, houve uma inversdo as respostas
fenotipicas, sendo colmo e solo rizosférico mais diversos geneticamente do que folha e raiz.
Colmo representa um ambiente menos competitivo para as bactérias, podendo se beneficiar
primeiramente dos fotossintatos em comparagdo com micro-organismos da raiz (KOOMNOK
et al., 2007). Segundo Freitas et al. (2007) ainda ha a necessidade de se obter mais marcadores
genotipicos e que, a unido com a caracterizacdo morfofisiolégica, produzam dados mais
completos.

O sequenciamento genético do gene 16S rRNA mostrou 2 filos, 4 classes, 7 ordens, 13
familias e 17 géneros diferentes, revelando uma alta diversidade genética. Teve como géneros
mais abundantes Rhizobium, Stenotrophomonas, Pantoea, Pseudomonas e Enterobacter.
Outros géneros encontrados foram: Bacillus, Curtobacterium, Bulkholderia, Achromobacter,
Herbaspirillum, Kosakonia, Ochrobacterium, Paenibacillus, Serratia, Shinella e Variovarax.
Esses géneros também foram encontrados em estudos avaliando a comunidade endofitica de
outras gramineas, como braquiaria, arroz, setaria, milho, cana de agucar, (MUTAI, NJUGUNA
e GHIMIRE, 2017; ESCOBAR RODRIGUEZ et al., 2018; MASHIANE et al., 2018; LIU et
al., 2019; LIMA et al., 2020).

Proteobacteria foi o filo dominante, como também encontrado em sementes de milho
(LIU et al, 2020), no trigo (ROBINSON et al., 2016) e bambu (SINGH et al., 2020). As
proteobactérias sdo consideradas como um dos maiores Filos e apresentam caracteristicas
morfolégicas, fisiologicas e ecoldgicas altamente diversificadas, respondendo por mais de 45%
de todas as bactérias cultivadas (KERSTERS et al., 2006 ). Dessa forma, pode-se sugerir que
as Proteobactérias sdo um grupo de endéfitos regularmente encontrado nas plantas.

A classe y-proteobacteria apresentou 0 maior numero de estirpes e géneros
(Enterobacter, Kosakonia, Pantoea, Serratia, Pseudomonas e Stenotrophomonas) nos trés
locais de coleta. Conforme Garcia-Salamanca et al. (2013) as y-proteobacterias respondem a
exsudatos liberados pelas plantas e séo eficientes na utilizacdo destes produtos, ocorrendo um

beneficio comum, uma vez que essas bactérias possuem mecanismos capazes de disponibilizar
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nutrientes inorganicos favorecendo o crescimento das plantas. Enquanto 0s géneros
Pseudomonas, Agrobacterium e Stenotrophomonas aparecem em Araripina, Gravata e Nazaré,
0s genéros Pantoea e Rhizobium s6 em Araripina e Nazaré e Enterobacter somente em
Araripina e Gravata, o que pode sugerir a presenca de endofiticos sistémicos e transitorios de
acordo com WANI et al. (2015).

As proteobacterias (Pseudomonas, Agrobacterium, Enterobacter, Pantoea, Rhizobium,
Stenotrophomonas) surgiram em todos os tecidos e solo, enquanto que Firmicutes so surgiram
em folhas, colmo e solo. Muitas espécies de Firmicutes formam enddsporos, assim, folhas e
colmos podem ser colonizados a partir da deposicdo desses enddsporos presentes no solo em
aberturas naturais como estdmatos, hidatddios e ferimentos, por meio de respingos de chuva ou
dispersdo no ar (ROBINSON et al., 2016). Isso pode indicar uma especificidade de colonizagéo
entre a estirpe e o tecido no pangoldo, uma vez que também sé foi observada a presenca de
Variovorax nas raizes, colmo e folhas.

Além disso, Elmagzob, Ibrahim e Zhang (2019) sugerem que espécies de
Proteobacteria e Firmicutes (filos dominantes nesse estudo) sdo bem expressivos como
promotores de crescimento vegetal, por se adaptarem as mais diversas condi¢cdes ambientais.
Também foi possivel observar que bactérias promotoras de crescimento estudadas e utilizadas
com mais frequéncia como Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia e Bacillus, ndo foram
encontrados ou apresentaram pouca abundancia nesse estudo, sugerindo que as bactérias
encontradas em associa¢do ao pangoldo podem ser mais eficientes nas condicdes estudadas e
mais eficientes do que os inoculantes comerciais.

Outros trabalhos realizados em regides semiaridas do Brasil, india, Namibia e China,
em plantas como sorgo, algod&o, milheto, capim buffel e capim tifton 85, também apresentaram
auséncia desses géneros (SILVA et al., 2018; ANTUNES et al., 2019; GROVER et al., 2014;
KUMAR et al., 2014; HAIYAMBO et al., 2015; NIU et al., 2018).

A andlise filogenética mostrou que o primeiro grupo associou estirpes a Rizhobium e
Agrobacterium. Isso pode ser explicado por esses dois géneros apresentarem sinonimia entre
eles (YOUNG et al., 2008).

O segundo grupo apresentou a maior similaridade genética entre a estirpe 294D e
Curtobacterium. Algumas espécies de Curtobacterium tem sido identificada como endofito,
associada ao a inducéo de resisténcia sistémica e interagindo com outras bactérias promotoras
de crescimento (XU et al.,, 2019). Da mesma forma, outras estirpes se aproximaram de
Paenibacillus e Bacillus. Esses dois géneros sdo vistos como promotores de crescimento de

plantas, por sintetizarem hormonios vegetais, aumentar a absorcdo de micronutrientes, fixando
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nitrogénio atmosférico, solubilizacdo do fésforo do solo, supressdo de patdgenos e formacao de
biofilme (GOVINDASAMY et al., 2010; PIETERSE et al., 2014), atraindo atencédo
consideravel para producao de inoculantes.

O GIIl apresentou similaridade genética das estirpes com Stenotrophomonas e
Pseudomonas. Stenotrophomonas é relatada como bactéria fixadora de nitrogénio que coloniza
com eficiéncia as raizes de cana de actucar (RAMOS et al., 2011), enquanto que Pseudomonas
sdo colonizadores usuais de folhas, raizes e sementes de diversas plantas (ESPINOSA-URGEL,
2004).

O quarto grupo mostrou maior similaridade dos isolados apresentando analogia com
espécies de Burkholderia, Variovorax, Herbaspirillum e Achromobacter. Isolados bacterianos
Achromobater e Variovorax tém sido frequentemente isoladas de raizes de planta e descrita
como rizobactérias promotoras de crescimento (CHANDRA et al., 2020), capazes de degradar
hexabromociclododecano (HUANG et al., 2020) e serem avaliadas para biorremediacdo de
contaminacdo ambiental. Os géneros Burkholderia e Herbaspirillum inclui diversas espécies
bactérias fixadoras de nitrogénio, encontradas desempenhando um papel significativo na FBN
de gramineas como cana-de-acticar e milho (PERIN et al., 2006; CURA et al., 2017; VAN
DEYNZE et al., 2018).

Por fim, é interessante notar que o GVI compreendeu a organizacdo de bactérias
associadas principalmente aos géneros Enterobacter e Pantoea. Uma provavel explicacdo seria
a semelhanca do perfil bioquimico desses dois géneros (MURRAY et al., 1997). No entanto,
embora constituam um agrupamento Unico, ndao houve expressao de comportamento
monofilético entre as bactérias isoladas e espécies identificadas como Enterobacter, uma vez
que as sequéncias entre as espécies identificadas e isoladas compartilharam até 54% de
nucleotideos de acordo com o teste de bootstrap.

O sequenciamento do gene 16S rRNA permitiu visualizar afinidades das bactérias do
nosso estudo com géneros bacterianos ja classificadas, mas ndo o suficiente para classificar a
nivel de espécie, como também identificado por Kumar et al. (2014 ). Desta forma, faz se
necessario utilizar outros genes housekeeping para sua identificacdo a esse nivel (DELAMUTA
etal., 2017).
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3.5 Conclusédo

Provamos que a espécie de Digitaria eriantha cv. Suvernola apresenta uma alta
diversidade de bactérias associadas e que variam de acordo com as condi¢fes ambientais e ao
compartimento da planta a qual se encontram.

A diversidade de bactérias endofiticas e rizosféricas geneticamente diversas no capim
pangoldo pode ter promovido sua resiliéncia em semiarido sem manejo de fertilidade, visto que
muitas das estirpes identificadas possuem algum mecanismo capaz de promover o crescimento
de plantas fornecendo como base para estudos mais detalhados.

Estudos futuros que incluem a anélise desses micro-organismos quanto a promocao de
crescimento podem fornecer mais informacdes sobre a capacidade de resposta sobre a interacdo

desses micro-organismos com o pangoldo.
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4 PROMOCAO DE CRESCIMENTO DO MILHO POR BACTERIAS ENDOFITICAS
DE Digitaria eriantha cv. SUVERNOLA

Resumo

A busca pela agricultura mundial sustentavel tem levado ao uso de bactérias promotoras
de crescimento de plantas (BPCP) para diminuir o uso de fertilizantes. No entanto, algumas
espécies de plantas, como o capim pangoldo (Digitaria eriantha cv. Suvernola), ainda nédo
foram estudadas quanto a associacdo com BPCP, podendo suas bactérias associativas
aumentarem a produtividade de outras culturas. Dessa forma, o objetivo foi avaliar o potencial
de promogé&o de crescimento de bactérias associativas do capim pangolao in vitro e sua possivel
relacdo com a promocdo de crescimento no milho. Foram isoladas e caracterizadas bactérias
associadas a raiz, colmo, folhas e solo rizosférico do pangoldo. 132 representantes dos grupos
formados pelo agrupamento a 90% de similaridade do BOX-PCR tiveram o gene 16S rRNA
sequenciados e foram escolhidos para avaliacdo in vitro dos mecanismos de promoc¢édo de
crescimento vegetal. Cada mecanismo de promocéo de crescimento também foi avaliado em
experimentos em casa de vegetacdo no milho. A fixacdo bioldgica do N (FBN) foi avaliada por
baixa disponibilidade de N, a producdo de AIA foi avaliada através de estresse hidrico,
solubilizacdo de P e producéo de sideréforos pelo uso de fontes com baixa solubilidade de P e
Fe, respectivamente. Todas as estirpes sintetizaram AIA usando o triptofano como precursor,
63 estirpes cresceram na auséncia de nitrogénio fixado, 114 sintetizaram sideréforos, e 46
solubilizaram fosfato inorganico. Das 132 estirpes, 19 apresentaram todos 0s mecanismos
avaliados in vitro. De maneira geral, as estirpes do estudo foram superiores ao inoculante
comercial em todos 0s experimentos in vivo. Estirpes se sobressairam ao inoculante comercial
no experimento de baixa disponibilidade de N para todas as variveis avaliadas, com exce¢do
da eficiéncia relativa ao sem inoculacdo e N mineral. No experimento sob déficit hidrico,
estirpes também mostraram melhores resultados para todas as variaveis avaliadas em relacdo
ao inoculante comercial. No ensaio realizado com fonte de ferro de baixa solubilidade néo
houve diferenga entre a testemunha inoculante comercial e todos os demais tratamentos para
didametro do colmo, area foliar, massa seca da parte aérea, acimulo de N e P na parte aérea e as
eficiéncias relativas. No entanto, a estirpe 252A colaborou com uma maior altura e 5227
apresentou o maior valor de massa seca da raiz. No experimento com fornecimento de fosforo
de baixa solubilidade n&o houve diferenca entre a testemunha inoculante comercial quando
comparado a cada um dos demais tratamentos para massa seca da parte aérea, acumulo de N na
parte aérea e todas as eficiéncias relativas. O acimulo de P revelou 6 estirpes superiores ao
inoculante comercial. As respostas das estirpes in vitro e in vivo mostrou um desempenho
variado indicando uma ampla forma de mecanismos de acdo, o que € desejavel em termos de
aplicacdo prética, indicando a possibilidade de uso heterélogo destas no milho.

Palavras-chave: FBN. Solubilizacdo de fosfato. AlA. Sideroforos. Crescimento vegetal.
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CORN GROWTH PROMOTION BY PLANT GROWTH PROMOTING BACTERIA
ISOLATED FROM Digitaria eriantha cv. SUVERNOLA

Abstract

The search for sustainable world agriculture has led to the use of plant growth promoting
bacteria (PGPB) as an alternative to reduce fertilizer use. However, some plant species, such as
pangoldo grass (Digitaria eriantha cv. Suvernola), have not yet been studied as to the
association with PGPB, and their associative bacteria may increase the productivity of other
crops. Thus, the objective was to evaluate the potential for promoting the growth of associative
bacteria of pangol&o grass in vitro and their possible relation with corn growth promotion.
Bacteria were isolated and characterized from root, colm, leaves and rhizospheric soil of
pangolao grass from three mesoregions of Pernambuco — Brazil. 132 representatives of the
grouping at 90% similarity by BOX-PCR had the 16S rRNA gene sequenced and were chosen
for in vitro evaluation of the plant growth promoting characteristics. Each mechanism was also
evaluated on a greenhouse experiment on corn. Biological nitrogen fixation (BNF) was
evaluated by N deficiency, IAA production by water deficiency, P solubilization and
siderophores production by supplying P and Fe as low solubility sources, respectively. All
strains synthesized IAA with trypthophan as a precursor, 63 strains grew in the absence of fixed
nitrogen, 114 produced siderophores, and 46 solubilized inorganic phosphate. Of the 132
strains, 19 had all mechanisms evaluated in vitro. In general, the study strains were superior to
the commercial inoculant in all in vivo experiments. Strains stood out to the commercial
inoculant in the experiment of low availability of N for all evaluated variables, except for the
efficiency related to no inoculation and mineral N. In the water deficit experiment, strains also
showed better results for all variables evaluated in relation to the commercial inoculant. In the
test performed with a low solubility iron source, there was no difference between the
commercial inoculating control and all other treatments for stem diameter, leaf area, dry mass
of the aerial part, accumulation of N and P in the aerial part and the relative efficiencies.
However, strain 252A collaborated with a higher height and 5227 had the highest dry weight
of the root. In the experiment with supply of low solubility phosphorus, there was no difference
between the commercial inoculating control when compared to each of the other treatments for
dry mass of the aerial part, accumulation of N in the aerial part and all the relative efficiencies.
The accumulation of P revealed 6 strains superior to the commercial inoculant. The responses
of the strains in vitro and in vivo showed a varied performance indicating a wide form of
mechanisms of action, which is desirable in terms of practical application, indicating the
possibility of their heterologous use in corn.

Keywords: BNF. Phosphate solubilization. IAA. Siderophores. Plant growth.
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4.1 Introducgéo

O continuo crescimento populacional mundial provoca a necessidade do aumento da
producdo de alimentos e consequentemente da pecudria e agricultura (MONTIEL-GONZALEZ
et al., 2021). Este aumento depende do adequado fornecimento de nutrientes ao solo pelo uso
de fertilizantes, que eleva os custos de produgdo e pode contribuir para o agravamento do
aquecimento global e eutrofizacdo (BAO et al., 2021; HU et al., 2021; YE et al., 2021).

Assim, a procura pelo aumento da sustentabilidade da agricultura mundial tem levado
ao uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) como alternativa para
diminuir a dependéncia de fertilizantes e seu impacto ambiental (ZULUAGA et al., 2021).
Essas bactérias habitam qualquer parte da planta e rizosfera sem provocar prejuizos ao seu
hospedeiro, e apresentam algum mecanismo que aumente o crescimento das plantas (FARIA et
al., 2021).

A literatura indica diversos mecanismos de atuacdo potencialmente importantes, tais
como fixacdo bioldgica de nitrogénio, sintese e liberacao de fitohormoénios como AlA, controle
de fitopatogenos pela sintese e liberacdo de siderd6foros ou solubilizacao de fosfato (BATISTA
et al., 2021). No entanto, ainda ndo se sabe quais desses mecanismos levam a promogdo de
crescimento ou se a combinacdo desses mecanismos beneficia o crescimento das plantas
(DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003).

Estes mecanismos sdo encontrados em bactérias de varios géneros relatadas como
associadas a diversas espécies vegetais e como Acetobacter, Aerobacter, Aeromonas,
Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Chryseomonas, Curtobacterium,
Enterobacter, Erwinia, Flavimonas, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella,
Pseudomonas, Rhizobium e Sphingomonas que foram isolados de uma ampla gama de plantas,
como milho, trigo, arroz, cana de acucar, soja, sorgo e braquiaria (GOVINDASAMY et al.,
2017; MUTAI et al.,, 2017, CARPENTIERI-PIOLO et al.,, 2019; REZAMAHALLEH,;
KHODAKARAMIAN; HASSANZADEH, 2019; TAPIA-GARCIA et al., 2020; ZIAROVSKA
etal., 2020; DARAZ et al., 2021; IKHAJIAGBE et al., 2021; LEANDRO et al., 2021).

No entanto, algumas espécies, como 0 capim pangoldo (Digitaria eriantha cv.
Survenola), ainda ndo foram estudadas quanto a associacdo com BPCP. Essa graminea
apresenta interesse particular pelo seu historico de adaptagdo a condicfes estressantes, como
exemplificado por sua sobrevivéncia em regido tropical semiarida em Araripina (Pernambuco
-Brasil) por pelo menos 30 anos, sem fertilizagéo e com explora¢do animal ndo bem controlada
(TAVARES, 2017).


https://www-scopus.ez19.periodicos.capes.gov.br/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=24472547400&zone=
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Trabalhos vem mostrando que plantas adaptadas a ambientes sob estresse séo fontes
potenciais de bactérias promotoras de crescimento (CHERIF-SILINI et al., 2019; JOCHUM et
al., 2019; DIF et al., 2021; DUBEY et al., 2021). Um exemplo de uso de estirpe isolada em uma
cultura na inoculacdo de outras é o Azospirillum brasilense, cujas estirpes Ab-V5 e Ab-V6
foram isoladas do milho e sdo comercializadas como inoculante para milho, trigo e arroz
(BRASIL, 2011). Essa espécie bacteriana também tem sido usada na coinoculacdo para soja
juntamente como Bradyrhizobium (HUNGRIA et al., 2016), e junto com Rhizobium sp. na
cultura do trigo (PERINI et al., 2021), obtendo resultados satisfatorios

Dessa forma, o objetivo foi avaliar o potencial de promocéo de crescimento de bactérias
associativas do capim pangoldo (Digitaria eriantha cv. Suvernola) in vitro e sua possivel

relacdo com a promogcdo de crescimento no milho.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Amostragem e selecdo de bactérias associadas ao Pangolao

A amostragem e selecdo das bactérias associadas ao Pangol&o, assim como a avaliagdo
genotipica e formacdo de grupos para sequenciamento estdo descritas no capitulo anterior.
Representantes dos grupos formados na avaliacédo genotipica pelo agrupamento do BOX - PCR
a 90% de similaridade, tiveram o gene 16S rRNA sequenciados e escolhidos para avaliagdo in

vitro dos mecanismos de promocao de crescimento vegetal.

4.2.2 Avaliacdo dos mecanismos de promogéo de crescimento in vitro

4.2.2.1 Crescimento em meio de cultura livre de N

Os isolados foram inoculados em frascos tipo penicilina contendo 5 mL do meio
semissdlido NFB (DOBEREINER et al., 1995) e incubados a 28 °C em estufa bacteriolégica
por um periodo de quatro a sete dias para a formacao da pelicula aerotadxica em forma de véu.
Os isolados que formaram a pelicula aerotaxica por 3 inoculagdes sucessivas foram

classificados como fixadores de nitrogénio.

4.2.2.2 Capacidade de produzir acido idol-3-acetico (AlA)

A quantificagdo do AlA foi realizada pelo método de Kuss et al. (2007) modificado. Os

isolados foram cultivados no meio de cultura TSB 3g/L + L-triptofano (5mM) e incubados por
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48 horas a 28° C, sob agitacdo (120 rpm). 1,5 mL da cultura dos isolados foram centrifugados
a5.000 rpm e 4 °C, durante 20 minutos. 1 mL do sobrenadante foi misturado a 1 mL do reagente
de Salkowski. O reagente de Salkowski foi preparado utilizando 1 mL de FeCl; 0,5 mol L e
35 mL de HCIO4 35% (SERGEEVA et al., 2002). As amostras foram armazenadas em local
escuro por 30min e realizadas as leituras em espectrofotdometro A = 520 nm. A concentragéo de
compostos indolacéticos foi estimada com uma curva padrdo, previamente preparada com meio
de cultura estéril ndo inoculado e quantidades conhecidas de AlA: 0, 10, 30, 50, 70, 90 e 100

ug mL, sendo obtida a equacio:
A =0,0118C + 0,0069; R? = 0,9961

Onde: A ¢é a leitura da absorbancia e C a concentragdo de IAA em pg mL™,

As estirpes foram classificadas de acordo com Brigido et al. (2017) em: baixa producéo
(< 15 pg mL1), média produgdo (> 15 e < 30 ug mL™?), alta producdo e (> 30 e <45 pg mL™Y)
e elevada produgéo (> 45 pug mL™).

4.2.2.3 Capacidade de produzir siderdforos

A producdo de sideroforos foi avaliada utilizando-se a metodologia de Schwyn e
Neilands, (1987). Os isolados foram cultivados em meio TSB diluido (TSB foi diluido em &gua
deionizada na proporcdo 1/10por 72 h a 32 °C, sob agitacdo constante. Apos esse periodo, foram
adicionados em microtubos 1 mL do sobrenadante das culturas e 1 mL de solugdo CAS. Apds
15 minutos, foi realizada leitura em espectrofotdmetro com A = 630 nm. A porcentagem da

producdo de siderdforos foi determinada pela seguinte formula (PAYNE, 1994 ):

. . (Ar - As)
unidades de sider6foro (%) = Ev— x 100

Onde: Ar: Absorbancia de Referéncia, As: Absorbancia da amostra).

4.2.2.4 Capacidade de solubilizar fosfato inorganico

A capacidade de solubilizagédo de fosfato foi avaliada em meio NBRIP (NAUTIYAL,
1999). As bactérias foram multiplicadas em meio TSB por 72h a 180 rpm e inoculadas em 3

pontos distintos no meio de cultura NBRIP solido. Apds o periodo de incubacgéo de 15 dias a


https://link-springer-com.ez19.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10534-011-9503-9#ref-CR19
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28 °C no escuro, mediu-se o halo de solubilizacdo e da colénia. O célculo do indice de
solubilizacéo (IS) foi realizado da seguinte maneira:

didmetro do halo (mm)
IS = |7 - x 100
didmetro da col6nia (mm)

Os isolados que solubilizaram fosfato foram classificados de acordo com Chagas Janior et al.
(2010) em baixa (IS < 2), média (2 > IS < 4) e alta (IS > 4) solubilizacéo.

4.2.3 Eficiéncia das bactérias promotoras de crescimento associadas ao capim pangoldo quanto
ao crescimento inicial do milho

Cada mecanismo de promocgéo de crescimento foi avaliado em experimentos in vivo
individual em casa de vegetacdo, nas dependéncias da Instituto Agronémico de Pernambuco.

Os isolados foram testados em funcdo do estresse ambiental (auséncia de N, déficit
hidrico e fontes de baixa solubilidade de P e Fe na cultivar de milho BR — 5026 (S&o José), em
vasos com capacidade de 5 L contendo areia e vermiculita. O milho BR —5026 é recomendada
como cultivar rastica para regides semiaridas ou similares e desenvolvida para producdo de
forragem, espigas verdes ou producéo de graos (MAPA, 2021).

As sementes de milho foram desinfestadas superficialmente com alcool a 70% durante
30 segundos, depois imersas em solucdo de hipoclorito de sddio a 2,5% durante 2 minutos e
lavadas oito vezes com agua destilada autoclavada e inoculadas com 1 mL por semente de uma
suspensdo contendo 10° células com cada respectiva estirpe. O preparo do caldo bacteriano
consistiu na retirada de uma pequena quantidade de muco das bactérias crescidas em placas de
petri em meio 79 utilizando-se uma al¢a de platina e inoculadas em 5 mL de meio TSB,
mantidas sob agitacdo orbital a 180 rpm até a obtencao de 10° células viaveis mL™.

O semeio foi feito com trés sementes por vaso a 3 cm de profundidade. Realizou-se
irrigacdo com agua destilada mantendo a capacidade de vaso de cada vaso 3 vezes na semana
(Excecgéo de AIA). Os experimentos foram conduzidos em delineamento em blocos ao acaso,
com trés repeticoes.

A avaliagdo ocorreu 20 dias apds a emergéncia. Inicialmente foram feitas as leituras da
altura da planta, diametro do colmo e area foliar. Em seguida, a parte aérea foi separada do
sistema radicular, acondicionada em sacos de papel para secagem em estufa de circulacdo

forcada a 60 °C por quatro dias e posteriormente pesadas, para se obter a massa seca da parte
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aérea (MSPA) e do sistema radicular (MSSR). Em sequéncia, toda a parte aérea foi moida para
determinacdo dos teores de N pelo método de colorimetria (EMBRAPA, 2009) e acimulo desse
nutriente (ANPA) (obtido pela multiplicacdo dos teores adquiridos pela massa seca da parte
aérea). A concentracdo de N foi estimada com uma curva padréo, previamente preparada com
guantidades conhecidas de N: 0, 10, 30, 50, 70, 90 e 100 mg L™, foram preparadas de acordo

com a equacéo:

A =0,1925C + 0,1667; R* = 0,9921

Onde: A ¢ a leitura da absorbancia e C a concentragdo de N em mg L.

O teor de P foi obtido pelo método de colorimetria (EMBRAPA, 2009) e acimulo desse
nutriente (APPA) (obtido pela multiplicacdo dos teores adquiridos pela massa seca da parte
aérea). A concentracdo de P foi estimada com uma curva padrdo, previamente preparada com
quantidades conhecidas de P: 0, 0,5, 1, 2, 3 e 4 mg L, foram preparadas de acordo com a
equacao:

A=0,1011C + 0,0805; R? = 0,9951

Onde: A ¢é a leitura da absorbancia e C a concentragdo de N em mg L.

4.2.3.1FBN

Foram selecionadas 20 estirpes, sendo 7 positivos e 13 negativos para crescimento em
meio de cultura sem N, todos sequenciados (Tabela 5). As estirpes foram selecionadas
aleatoriamente dentro desta caracteristica, de forma a representar a diversidade genética
encontrada pelo BOX - PCR.

Visto que a inoculagdo com BPCP consegue suprir apenas parcialmente as necessidades
das plantas (HUNGRIA, 2011; FUKAMI et al., 2016), fornecemos 30% da dose recomendada
de fertilizante nitrogenado na semeadura, equivalente a 20 kg N ha* (TABOSA et al., 2008).
Além das estirpes, os tratamentos também incluiram um controle com 100% da dose
recomendada (20 kg N ha), controle ndo inoculado, da inoculagdo com produto comercial
AzzoFix®, um inoculante liquido para milho contendo as cepas Ab-V5 e Ab-V6 com
concentragdo de 2,0 x 108 UFC mlL,

Foi aplicada solucéo nutritiva de Hoagland sem N (HOAGLAND; ARNON, 1950) uma

Vez por semana.
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Foram calculadas as eficiéncias relativas ao controle ndo inoculado (ERSI), eficacia ao
nitrogénio (ERN) e efetividade a estirpe recomendada (ERIC) conforme a equac6es I, 1l e 11l

abaixo:
I — ERSI (%) = (MSPA planta inoculada) %100
(%) = MSPA Controle
I — ERN (%) = (MSPA planta inoculada) X100
(%) = MSPA Controle com N
Il — ERIC (%) = (MSPA planta inoculada) X100
(%) = MSPA Recomendada
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Tabela 5. Estirpes selecionadas para os experimentos in vivo em baixa disponibilidade de
nitrogénio (FBN), sob estresse hidrico (AlA), fosfato de baixa solubilidade (P) e ferro de baixa
solubilidade (Sider6foro). Linhas grifadas em cinza representam estirpes em comum aos quatro
experimentos in vivo

Bactérias Classificacdo FBN AlA P Sideroforo
5038 X X X X
5095 Enterobacter - X X X
5155 Rhizobium X - -
5211 Stenotrophomonas X X X X
5227 Pseudomonas - - - X
5276 Rhizobium - X - -
5287 Stenotrophomonas - X - X
5289 - X - -
5297 Rhizobium X - X
5347 Stenotrophomonas X X X X
5410 Rhizobium - - X

121B1 Ochrobactrum - X - X
14C Variovorax X - - -
192C Achromobacter - X - X
212B2 Rhizobium X X - X
230A Rhizobium - X - -
231B1 Priestia - - - X
252A Pantoea X - X X
289A X - -
303A2 Agrobacterium - X - -
331C Rhizobium - - - X
333B Pantoea X X X X
334C1 Pantoea - X -
335C Rhizobium - X X X
338A Rhizobium X X - X
344B Rhizobium - - - X
347B Stenotrophomonas - - X -
36D Stenotrophomonas X - - -
377D Pantoea - - X -
389B Pantoea X - X -
394D Rhizobium X - - -
396B X - X X
402B - X - -
413D2 Ochrobactrum - - X X
415A Pantoea - X - -
41C Enterobacter - - X -
425B Rhizobium - X - -
432D Stenotrophomonas X X X X
5038A Pantoea X X - -
5057A Shinella X - X X
5358A Paenibacillus X X - X
G20 Enterobacter - - X -
N1C Variovorax X - - -
N27D Pseudomonas X - - -
N37C X - X -
N40E - - X -
N42A Agrobacterium - X - -
N5G Burkholderia - X -
N9B Burkholderia - - X X
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1913989
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90

4.2.3.2 AlIA

Vinte e quatro estirpes foram selecionadas de forma a representar os percentis 0-5, 5-
25, 25-50, 50-75, 75-95 e 95-100 para producdo de AIA in vitro. Os tratamentos para o
experimento de AIA foram: estirpes selecionadas (Tabela 5) e controles: capacidade de vaso
sem inoculacdo, inoculante comercial e sem inoculagdo. A irrigacdo ap6s germinagdo para
todos os tratamentos, exceto a capacidade de vaso sem inoculacdo, foi mantida em 30% da
capacidade de vaso, submetendo os tratamentos a estresse hidrico.

Calculou-se as eficiéncias relativas ao controle ndo inoculado (ERSI), eficiéncia a
capacidade de vaso (ERCv) e efetividade a estirpe recomendada (ER) conforme a equagoes I,
Il e 111 abaixo:

MSPA planta inoculada
MSPA Controle

I — ERSI (%) = ( >x100

MSPA planta inoculada ) 00

II — ERCv (%) = (
v (%) MSPA Controle Capacidade de vaso

MSPA planta inoculada
) X100

[II — ERIC (¢ =(
(%) MSPA Recomendada

4.2.3.3 Sideréforo

Vinte e quatro estirpes foram selecionadas de forma a representar os percentis 0-5, 5-
25, 25-50, 50-75, 75-95 e 95-100 para producéo de siderdforos in vitro.

Os tratamentos desse experimento consistiram em: estirpes selecionadas (Tabela 5) e
controles: inoculante comercial, sem inoculacdo, aplicacdao de Fe soltvel e sem Fe. A solucdo
nutritiva do experimento de sideroforo foi feita com fonte uma de ferro de baixa solubilidade
(Fe(OH).).

Foram calculadas as eficiéncias relativas ao controle ndo inoculado (ERSI), eficacia a
fonte de ferro sollvel (ERFeso) e efetividade a estirpe recomendada (ERIC) conforme a

equacoes I, 11 e 111 abaixo:

100

MSPA planta inoculada
MSPA Controle )
MSPA planta inoculada
MSPA Controle Fe solﬁvel) 00

I — ERSI (%)=(

II — ERFesol (%) = (
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MSPA planta inoculada
MSPA Recomendada

[IT — ERIC (%) = ( >X100

4.2.3.4 Solubilizacao de fosfato

As bactérias foram selecionadas de forma a representar os percentis 0-75, 75-95 e 95-
100 para solubilizacdo de fosfato in vitro, destacando que para esta caracteristica foi respeitada
a proporcionalidade de isolados nédo solubilizadores encontrada, usando o mesmo critério de
selecdo de estirpes representativas j& mencionadas no experimento de FBN.

Os tratamentos consistiram em: 21 estirpes selecionadas (Tabela 5) e controles: 60 kg
hal de P,Os (superfosfato triplo — ST), dose recomendada para o milho no estado de
Pernambuco (TABOSA et al., 2008), inoculante comercial e sem inoculacdo. A solucédo
nutritiva do experimento de solubilizacdo de fosfato constou de uma fonte de fosforo de baixa
solubilidade (Cas (PO.) - - fosfato de célcio tribasico).

As eficiéncias relativas ao controle ndo inoculado (ERSI), eficicia a fonte de fosforo
soluvel (ERPsa), eficacia ao superfosfato triplo (ERP20s) e efetividade a estirpe recomendada

(ERIC) foram calculadas conforme a equacdes I, Il, I11 e IV abaixo:

MSPA planta inoculada

[ —ERSI (%) = ( MSPA Controle > 100
MSPA planta inoculada

MSPA Controle P soluvel

Il — ERPsol (%) = ( >x100

MSPA planta inoculada
MSPA Controle P205

IIl — ERP205 (%) = ( >x100

MSPA planta inoculada
MSPA Recomendada

IV — ERIC (%) = ( >x100

4.2.4 Andlise estatistica

Os dados de promocéo de crescimento in vitro foram agrupados a 100% de similaridade
pelo modelo Jaccard e algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic

averages). Os dados dos experimentos com milho foram submetidos a avaliagcdo de homocedase
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e presenca de outliers, e quando necessario submetidos a transformacéo log10 e eliminagdo de
outliers, seguido por andlise de variancia e quando apropriado teste de Dunnet ao nivel de 5%
de significancia, em relacdo ao tratamento inoculado com o produto comercial. Em seguida,
nova analise foi efetuada considerando somente os tratamentos controle em fungédo de seu
agrupamento em percentis para os diferentes fatores de promocao de crescimento, considerando
a variacdo entre isolados para um mesmo agrupamento como sendo efeito do acaso, e 0
agrupamento como efeito fixo. Também foi realizada anélise de correlagdo linear de Pearson
entre os valores de cada estirpe na promocao de crescimento in vitro e no milho, para cada

experimento individual.

4.3 Resultados

4.3.1 Caracteristicas de promocao de crescimento de plantas de isolados endofiticos

63 estirpes (47,73%) foram capazes de crescer e formar pelicula em meio de cultura
semissalido livre de nitrogénio (Fig. 7A), predominando estirpes oriundas de solo e colmo, 19
e 18 estirpes, seguido de folha e raiz, 15 e 11 estirpes respectivamente. Rhizobium apresentou
mais representantes entre os fixadores de nitrogénio (14 estirpes, 10,6%), seguido por Pantoea
(10 estirpes, 7,58%), Pseudomonas (9, 6,82%), Stenotrophomonas (7 estirpes, 5,3%),
Enterobacter (5 estirpes, 3,79%) e Variovorax (4 estirpes, 3,03%) com os demais 51%
distribuidos entre Achromobacter, Agrobacterium, Burkholderia, Herbaspirillum, Kosakonia,
Paenibacillus e Serratia, além de 6 ndo classificadas (Tabela suplementar 3).

Todas as estirpes produziram entre 4,19 pg / mL a 212,05 pg / mLde AIA, sendo que
9,85% apresentaram baixa producdo dessa auxina (< 15), 18,18% média (> 15 e < 30), 12,88%
alta e (> 30 ¢ <45) e 59,09% elevada (> 45) produgdes (Fig. 7B). As estirpes que produziram
AIA em niveis elevados (> 45 pg / mL) pertenciam aos géneros Achromobacter,
Agrobacterium, Enterobacter, Kosakonia, Ochrobactrum, Paenibacillus, Pantoea,
Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Shinella e Stenotrophomonas sp. (Tabela Suplementar 3).
Ja comparando o local de isolamento, colmo e solo apresentaram 0 maior numero de estirpes
com producdo elevada, 24 e 22 estirpes, sequido de folha e raiz, 17 e 15 estirpes.

86,36% das estirpes avaliadas sintetizaram sideréforos (Fig. 7C). Colmo e folha
apresentaram o maior numero de estripes, 34 e 33 produtores de siderdforo, seguido de solo e
raiz, 24 e 23. Os produtores de siderdforos corresponderam a 15 estirpes identificadas como
Pantoea (11,36%), seguido por Enterobacter (7, 6,82%), Rhizobium (5 estirpes, 3,79%, cada),


https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0048969720378712?via%3Dihub#f0020
https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0048969720378712?via%3Dihub#f0020
https://www-sciencedirect.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0048969720378712?via%3Dihub#f0020

93

Pseudomonas e Stenotrophomonas (3, 2,27%, cada), Burkholderia e Ochrobactrum (2 estirpes,
1,52%, cada), Achromobacter e Variovorax (1, 0,75%, cada) e 7 estirpes ndo classificadas (7,
6,82%) (Tabela Suplementar 3).

Apenas 34,85% das estirpes solubilizaram fosfato inorganico, com IS variando entre
1,10 - 3,11, incluindo 15 estirpes de Pantoea (32,61%), sete de Enterobacter e estirpes ndo
identificadas (15,22%), cinco estirpes de Rhizobium (10,87%), trés Pseudomonas e
Stenotrophomonas (6,52%), duas Burkholderia e Ochrobactrum (4,35%), uma Achromobacter
e Variovorax (2,18%). Das estirpes que solubilizaram fosfato 23,49% tiveram baixa (IS < 2)
(11 Pantoea, 5 estirpes ndo classificadas, 4 Enterobacter, 3 Stenotrophomonas e Pseudomonas,
2 Rhizobium, 1 Ochromobactrum, Achromobaterium e Burkholderia) e 11,33% média (2 > IS
< 4) (2 bactérias ndo classificadas, 4 Pantoea, 3 Enterobacter e Rhizobium, 1 Burkholderia,
Ochrobactrum e Variovorax) solubilizacdo (Fig. 7D e Tabela suplementar 3). Nado foram
obtidas estirpes com alta solubilizagdo de fosfato, assim como também 8,33% nao cresceu no
meio de cultura. Também foi possivel observar que as estirpes capazes de solubilizar fosfato

foram provenientes de colmo, folha, raiz e solo, 17, 11, 10 e 8 estirpes, respectivamente.
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Figura 7. Caracterizagdo funcional e nimero de bactérias associadas a plantas de Digitaria
eriantha cv. Suvernola testados in vitro para fixacdo do nitrogénio através do crescimento em
meio NFB (A); sintese de acido indolacético (B); producéo de siderdforos (C); solubilizagdo de
fosfato inorgénico (D)

4.3.2 Ligacao dos mecanismos promotores de crescimento in vitro

As 132 estirpes foram agrupadas pelo conjunto dos mecanismos de promogédo de
crescimento, formando oito grupos (Figura 8). O primeiro grupo (GI) foi representado por
Rhizobium (5276) e Stenotrophomonas (331A2) provenientes de raiz e solo, respectivamente,
com capacidade de sintetizar AlA e fixar nitrogénio.

Dois Rhizobium (270C e 335C) demonstraram capacidade para AIA, NFB e Fosfato
(GII), ambas isoladas de colmo. No GllI enquadraram-se 1 Enterobacter e 3 Pantoea, isoladas
de colmo, folha e raiz, com capacidade de sintetizar AIA e solubilizar fosfato. E interessante

notar que 10 estirpes possuiram somente a capacidade de sintetizar AIA (GIV), entre essas, 4
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Stenotrophomonas, 3 Rhizobium e 1 Ochrobactrum. Estas estirpes foram procedentes de colmo
(5), solo rizosférico (4) e raiz (1).

No GV, 19 estirpes apresentaram todos os mecanismos avaliados, sendo a maioria
oriundas de solo rizosférico (3 Pantoea, 2 Enterobacter e 1 estirpes néo classificadas) e colmo
(4 Pantoea e 1 Stenotrophomonas).

No GVI, 40 estirpes apresentaram os mecanismos AlA, sideréforo e FBN, sendo 2
bactérias ndo identificadas, 11 Rhizobium, 7 Pseudomonas, 5 Stenotrophomonas, 3 Variovorax,
2 Achromobacter, 2 Enterobacter e uma Agrobacterium, Burkholderia, Herbaspirillum,
Kosakonia, Paenibacillus e Serratia. Dentre estas, 12 foram originarias de solo rizosférico, 11
de colmo e 11 de folha.

No GVII foram agrupadas 34 estirpes sintetizadoras de AlA e sideréforo. Nesse grupo
se enquadraram 9 Stenotrophomonas, 6 Rhizobium, 5 Pseudomonas, 2 Agrobacterium e 1
Bacillus, Curtobacterium, Enterobacter, Paenibacillus, Pantoea, Priestia, Shinella e 5 néo
identificadas. A maior parte proveniente de folha (13), colmo (9) e raiz (8). Vinte e uma estirpes
(GVIII) apresentaram capacidade para AlA, sideroforo e fosfato. Neste grupo incluiram-se 4
bactérias ndo identificadas, 4 Pantoea, 3 Enterobacter, 3 Rhizobium, 2 Stenotrophomonas, 2
Ochrobactrum, 2 Burkholderia, 1 Pseudomonas e Achromobacter e 3 ndo identificadas. 8
estirpes foram oriundas de colmo, 6 de folha, 5 de raiz e apenas 2 de solo rizosférico.



96

415A - Panloea sp. O
402B 0
398 - Enterobacier sp-

3998 - Pantoed P

R Sl_enn‘.fu'ﬂnom
AABAZ - pa
3338 -

ea s
. pant®
fj’.’a‘}l:"

onas sp- -
toed op- -

_ aged 5P
toea %

oF

W - O5E

obacter sp

'mobacter

T

o
ds suu-.-su.;oudu-mua;g

y e WOz - 9LE%

L ds Tl
O121A - Ente
192C - Aghy,
19501 . pgg,
15

~ a0l

-
+

\"'.

Sl

0 505
5? W'FA' - h.'l"ﬂl'l'-_‘
< S1g7 s sp,

sp.

]
4108 O

Y
3940 - Rhizobium sp.
-g8ZE U

g\ EeT

‘ds Wwnqoziy = YEEE L
‘e WO - Zasee

Stenotr ophoman
s winigoziu

R
o
@0&
{ﬁ? e
A
& .
@t"?'?
onf‘t' LB
Q_(\\G(_ b"“"{‘ .
R g

R
e -
- 3=
- R el " e
1%‘[.1- . ack®
ok = e
b i - ¥ iz
3:2,'1-3 -Rh'.?.('.h‘.uﬂ sp
a0 -
( is'sa - SEer'o'tmphgn_o

JATRZ - Bacillus sp

() 396/ - Paenibacillus SE
3 403B - Rhizobium sp.
432D - Stenotrophoma

5038
50384 -

Pantoes g

Figura 8. Agrupamento das estirpes associadas ao capim pangolao em relagdo aos mecanismos
de promocéao de crescimento in vitro para: N - fixacdo bioldgica de nitrogénio; | - producéo de
acido indolilacético; S - producédo de sider6foros; P - solubilizacdo de fosfa to; (+) resultado

positivo ao mecanismo; (-) resultado negativo ao mecanismo

4.3.3 Eficiéncia das bactérias promotoras de crescimento inicial do milho

De modo geral, estirpes se sobressairam ao tratamento inoculante comercial no
experimento de baixa disponibilidade de N (Tabela 6) para todas as varidveis avaliadas, com

excecdo da eficiéncia relativa ao sem inoculagdo e N mineral. Observou-se que 15 estirpes, N

mineral e sem inoculacdo diferiram do tratamento inoculante comercial para altura de planta na
faixa de 65 — 73 cm. A estirpe 396B (5,9 mm) e N mineral (6,7 mm) foram superiores em

didmetro do colmo. Para &rea foliar 11 estirpes e o controle sem inoculagdo diferiram do

inoculante comercial. Observou-se que as bactérias inoculadas néo tiveram efeito sobre a massa
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seca da parte aérea, consequentemente, 0 mesmo ocorreu para eficiéncia relativa. Apenas sem
inoculacdo e N mineral promoveram efeito a MSPA. 15 estirpes foram superiores para massa
seca da raiz. O acimulo de N mostrou que apenas o tratamento N mineral (158 mg planta )
foi superior ao inoculante comercial. Enquanto que o acimulo de P, apenas a estirpe 5347 (11
mg planta ") e 0 sem inoculagéo (11 mg planta ) foram eficientes ao IC. 7 estirpes, N mineral
e sem inoculagdo apresentaram o mesmo comportamento, com melhor eficiéncia relativa a

estirpe recomendada.

Tabela 6. Avaliacdo das estirpes associadas ao capim pangoldo no milho crescimento do milho
com reducao no suprimento de N aos 20 dias ap0s germinacao

Altura DC AF MSPA MSR  ANPA APPA ERIC ERSI ERN

Tratamento
(cm) (mm) (cm?) (mg) mg planta %
0 70* 5NS 99* 1261* 867NS 108NS  10* 242* 97* 69*
14C 73* 4,8NS 82* 1029NS  788NS  87NS 8NS 198* 79NS  56NS
212B2 65* 5,3NS 7* 1113NS 655* 89NS 8NS 218* 86NS  61INS
252A 65* 5NS 94NS  895NS 506* 90NS ONS 172NS 69NS  49NS

333B 6INS 48NS  82* 759NS 528* 56NS  8NS  18INS 58NS  41NS
338A 60NS  4NS 87* 86INS  436NS 87NS  9NS 166NS 66NS 47NS

36D 67 5INS  91* 817NS 566* 94NS  7NS  157NS 63NS  44NS
389B 65* 57NS  98* 661NS 583* 6INS  5NS 127NS 5INS  36NS
394D 72*  55NS  91* 994NS 668* 85NS  8NS 191*  76NS  54NS
396B 71* 5,9* 116NS 968NS  563NS 85NS  7NS 186* 75NS  53NS
432D 71*  54NS 97  1078NS  759NS  99NS  7NS 207*  83NS  59NS
5038 68* 5NS  70NS  890NS 694* 79NS  7NS  17INS 69NS 48NS

5038A 64NS  4,8NS 103NS  856NS 745* 68NS  9ONS 166NS 66NS  47NS
5057A 66* 54NS 98NS  91INS 524* 65NS  8NS 175NS 70NS  50NS

5211 69* 57NS 107NS 110INS 766NS 107NS 8NS 212*  85NS  60NS
5297 67* 53NS 108NS 838NS 706* 73NS  7NS  16INS 64NS  46NS
5347 72* 58NS 123NS 1073NS 501*  100NS  11* 206* 83NS 58NS
5358A 68* 53NS  91* 939NS 667* 86NS  7NS 18INS 72NS 5INS
N1C 65* 4,6NS 92NS  894NS 674* 87NS  8NS 172NS 69NS  49NS

N27D 63NS 5INS  85*% 874NS 568* 78NS  7NS 168NS 67NS 48NS
N37C 62NS 45NS  79* 668NS 543* 88NS  3NS 124NS 5INS  36NS
N mineral 73* 6,7 128NS  1786* 1543NS  158* 19NS  274*  137* 97*
IC 53NS 45NS 48NS 498NS  225NS 6INS 5NS  93NS 38NS 27NS
CV 1,7 5,9 3 3,5 3,9 4,8 14,5 3,9 5,6 6,1

100% N = Aplicacdo de 100% da dose recomendada; IC = Inoculante comercial; SI = Sem inoculagdo; DC=
diametro do colmo; AF= &rea foliar, MSPA= massa seca parte aérea; MSR= massa seca do sistema radicular;
ANPA = acimulo de N na parte aérea; APPA = acimulo de P na parte aérea; ERIC= eficiéncia relativa com
Inoculante comercial; ERSI= eficiéncia relativa ndo inoculado; EFN= eficiéncia relativa com 100% N. Dados de
MSPA, MSR, ANPA, APPA, ERIC, ERSI e ERN foram transformas por log10. Médias seguidas por um asterisco
diferem significativamente da inoculagdo com o inoculante comercial a 0,05 de probabilidade, pelo teste de
Dunnet.
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No experimento sob déficit hidrico (Tabela 7), as estirpes 335C (71 cm), 5289 (67 cm)
e 5358A (68 cm), classificadas como Rhizobium sp., ndo classificada e Paenibacillus sp.,
respectivamente, ocasionaram maior altura de planta, enquanto que 335C e 402B (nédo
classificada) apresentaram os maiores didmetros de colmo, 5,4 e 5,2 mm. N&o houve diferenca
estatistica entre as estirpes, sem inoculacdo e capacidade de vaso quando comparados ao
inoculante comercial em relagdo a area foliar. 5038A (Pantoea sp.) e 5358A mostraram 0s
melhores resultados de massa seca da parte aérea, 1140 e 821 mg. 19 estirpes foram inferiores
e 5 estirpes (338A, 402B, 425B, 5095 e 5358A) junto com sem inoculacdo tiverem efeito na
massa seca da raiz. 335C, 338A, 425B, 5358A, N42A (Agrobacterium sp.) e capacidade de
campo proporcionaram maior acimulo de N, em relacdo a testemunha inoculante comercial,
acontecendo o mesmo para 121B1 (Ochrobactrum sp.), 303A2 (Agrobacterium sp.), 338A,
402B, 5155 (Rhizobium sp.) e capacidade de campo para acimulo de fésforo. 5038A, 5276

(Rhizobium sp.), 5289 e 5358A exibiram maiores eficiéncias relativas.
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Tabela 7. Avaliacdo das estirpes associadas ao capim pangoldo quanto a sintese de acido
indolacético in vivo e crescimento do milho 20 dias ap6s germinacdo, submetidos ao estresse
hidrico

Altura DC AF  MSPA MSR ANPA APPA ERIC ERSI ERCv

Tratamento
cm)  (mm)  (cm2) (mg) mg planta ! %

0 56NS 47NS 74NS 505NS 1149* 46NS 4NS 72NS  75NS  76NS
121B1 58NS 45NS 66NS 556NS 891< 37NS 6* 97NS 10INS 102NS
192C 60NS 4,INS 73NS 564NS 664NS 46NS 5NS 100NS 104NS 106NS
212B2 5ONS 43NS 76NS 560NS  866< 36NS  4NS 99NS 104NS 105NS
230A 65NS 43NS 74NS 718NS 595NS  35NS 3NS 127NS 133NS 134NS
289A 60NS 44NS  75NS 465NS 579NS  37NS 4NS 83NS 86NS 87NS
303A2 59NS 46NS 74NS 626NS 813< 46NS 6* 109NS 114NS 115NS
333B 65NS 49NS 85NS 702NS 613NS 38NS ANS 125NS 130NS 131NS
335C 71* 5,4* 7ANS  642NS 803< 59* 6NS 114NS 119NS 120NS
338A 60NS  6,5NS 106NS 727NS 939* 86* 5* 108NS 113NS 114NS
402B 60NS 5,2* 72NS 700NS 1066* 123NS * 124NS 130NS 131INS
415A 56NS 49NS 53NS 614NS 798< 41NS ANS  109NS 114NS 115NS
425B 5INS 44NS 64NS 496NS 993* 57* 3NS 88NS 92NS 93NS
432D 60NS 42NS 76NS 585NS 657NS  33NS 2NS  104NS 108NS 109NS
5038 61NS 5NS  100NS 688NS 898< 34NS 3NS 122NS 127NS 129NS
5038A 64NS 46NS 104NS 1140* 1450NS 43NS 4NS 202* 211* 213*
5095 56NS 4,INS 49NS 455NS 911* 32NS 4ANS 78NS  8INS 82NS
5155 58NS 3,5NS 70NS 499NS 784< 43NS 5* 92NS  96NS  97NS
5211 63NS 42NS 76NS 572NS 766NS  40NS 3NS 10INS 106NS 107NS
5276 60NS 45NS 8INS 659NS 803< 43NS 4NS 145* 151* 153*
5287 65NS 46NS 58NS 633NS 750NS 36NS ANS 112NS 117NS 119NS
5289 67* 49NS 72NS 804NS 859< 44NS 4NS 140* 146* 148*
5347 63NS 5INS 78NS 661INS 907NS  49NS 5NS  117NS 122NS 124NS
5358A 68* 49NS 8INS 821* 1010* 77* 8NS 146* 152* 154*

Cv 54NS 46NS 55NS 470NS 261INS 77* 6* 80NS 84NS 85NS
N42A 60NS 42NS 77NS 579NS 670NS 61* 3NS 103NS 107NS 108NS

IC 55NS 4NS 7ANS 432NS 384NS 28NS 3NS 75NS  79NS  79NS

Ccv 1,7 6,2 4.1 3,4 3,8 6,2 14,4 4 4 4

Sl = Sem inoculagéo; IC = Inoculante comercial; Cv = capacidade do vaso; DC= didmetro do colmo; AF= area
foliar; MSPA= massa seca parte aérea; MSR= massa seca do sistema radicular; ANPA = acimulo de N na parte
aérea; APPA = acumulo de P na parte aérea. Dados de altura, AF, MSPA, MSR, ANPA, APPA foram transformas
por log10. Médias seguidas por um asterisco diferem significativamente da testemunha inoculante comercial a
0,05 de probabilidade, pelo teste de Dunnet.

No ensaio realizado com fonte de ferro de baixa solubilidade (Tabela 8) ndo houve
diferenga entre a testemunha inoculante comercial e todos os demais tratamentos para didmetro
do colmo, area foliar, massa seca da parte aérea, acimulo de N e P na parte aérea e as eficiéncias

relativas. A estirpe 252A (85 cm) (Pantoea sp.) colaborou com uma maior altura de plantas e a
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5227 (Pseudomonas sp.) apresentou o maior valor (1512,0 g) de massa seca da raiz, quando

comparadas ao inoculante comercial.

Tabela 8. Avaliacdo das estirpes associadas ao capim pangoldo quanto a producéo de siderdforo
in vivo e crescimento do milho 20 dias apds germinacéo

Altura DC  AF MSPA  MSR ANPA APPA ERIC ERSI ERFesol
Tratamento
(em)  (mm)  (cm2) (mg) mg planta %

0 70NS 6,2NS 112NS 1208NS 683NS 115NS 8NS 82NS 94NS 11INS
121B1 7INS 57NS 90NS 922NS  75INS 93NS 10NS 63NS 72NS 85NS
192C 7ANS 55NS 94NS 1380NS 85INS 88NS 6NS  94NS 107NS 127NS
212B2 7ANS 6,2NS 10INS 1404NS 799NS 9INS 7NS 95NS 109NS 129NS
231B1 69NS 6,5NS 84NS 1263NS 927NS 82NS 9NS 86NS 98NS 116NS
252A 85* 6,8NS 115NS 1703NS 1322NS 131INS 1INS 116NS 132NS 157NS
331C 77NS 6,6NS 115NS 1538NS 1217NS 12INS 10NS 105NS 119NS 142NS
3338 76NS  62NS 113NS 1463NS 1080NS 109NS 14NS 99NS 113NS  135NS
335C 7ANS 6NS 126NS 1350NS 817NS 10INS 8NS 92NS 105NS  124NS
338A 56<  5INS 127NS 802NS  308< 69NS 7NS 55NS  62NS  74NS
3448 76NS  62NS 116NS 1300NS 864NS 115NS 8NS 88NS 10INS 120NS
396B 76NS 55NS 99NS 1066NS 567NS 87NS 13NS 72NS 83NS 98NS
413D2 79NS 6,3NS 137NS 1719NS 878NS 117NS 12NS 117NS 133NS 158NS
432D 78NS 5,6NS 110NS 1462NS 1067NS 129NS 9NS 99NS 113NS 135NS
5038 7INS 58NS 102NS 1198NS 760NS 103NS 7NS 8INS 93NS 110NS
5057A 70NS 6,2NS 12INS 1228NS 696NS 98NS 8NS 83NS 95NS 113NS
5095 78NS 6,5NS 107NS 1420NS 790NS 8INS 8NS 97NS 110NS 131INS
5211 78NS 50ONS 115NS 1130NS 728NS 103NS 8NS 77NS 88NS 104NS
5297 78NS 64NS 119NS 1442NS  1512* 82NS  8NS 98NS 112NS  133NS
5987 68NS 54NS 109NS 1310NS 985NS 107NS 10NS 89NS 102NS  12INS
5297 72NS 53NS 94NS 1152NS 865NS 103NS 7NS 78NS 89NS  106NS
5347 68NS 6,7NS 120NS 1314NS 689NS 86NS ONS  89NS 102NS  12INS
5358 7INS 58NS 104NS 1080NS 840NS 86NS 7NS  73NS 84NS  100NS
5410 69NS 509NS 110NS 1336NS 900NS 8INS 6NS 91INS 104NS 123NS
Fe SOL 56< 53NS 93NS 122INS 729NS 70NS 6NS 83NS 95NS 113NS
N9B 72NS 5/7NS 104NS 1113NS 775NS 95NS 7NS 76NS 86NS 103NS
IC 69NS 6,ANS 112NS 1133NS 738NS 89NS 8NS 77NS 88NS 104NS
cVv 15 6,2 2,4 2,3 3,4 59 11,5 3,7 3,6 35

Sl = Sem inoculagdo; IC = Inoculante comercial; Fesol = ferro solGvel na solugédo de Hoagland; DC= diametro do
colmo; AF=area foliar; MSPA= massa seca parte aérea; MSR= massa seca do sistema radicular; ANPA = acumulo
de N na parte aérea; APPA = acumulo de P na parte aérea. Todos os dados foram transformados por log10.
Médias seguidas por um asterisco diferem significativamente da testemunha inoculante comerciala 0,05 de
probabilidade, pelo teste de Dunnet.

No geral, no experimento com fornecimento de fosforo de baixa solubilidade ndo houve

diferenca entre a testemunha inoculante comercial quando comparado a cada um dos demais



101

tratamentos para massa seca da parte aérea, acimulo de N na parte aérea e todas as eficiéncias
relativas (Tabela 9). Porém, as estirpes 333B (Pantoea sp.), 396B e 5057A (Achromobacter
sp.) foram superiores para altura, correspondendo a 86, 90 e 96¢cm, respectivamente, em relagédo
ao inoculante comercial. O mesmo foi obtido para diametro de colmo, tendo as estirpes 335C
(7,4 mm; Rhizobium sp.) e N37C (7 mm; n&o classificada) as melhores respostas. 333B e N37C
também apresentaram 0s melhores resultados de &rea foliar. A massa seca de raiz revelou
superioridade de 7 estirpes (7,76 — 19,95 mg planta %) e 0 ST (7,59 mg planta ), enquanto que
o actimulo de P revelou 6 estirpes (7,76 — 19,95 mg planta ) superiores ao inoculante

comercial.
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Tabela 9. Avaliacdo das estirpes associadas ao capim pangoldo quanto a capacidade de
solubilizar fosfato inorganico in vivo e crescimento do milho 20 dias apds germinacéo

Altura DC AF  MSPA MSR ANPA APPA ERIC ERSI EFP205 EFPSol
(cm) (mm) (cm?) (mg) mg planta %

0 79NS 5,6NS 114NS 943NS 91INS 8INS B8NS 100NS 100NS 105NS  72NS
252A 76NS 5,6NS 120NS 1318NS 932NS 6INS ONS 140NS 140NS 146NS  100NS
333B 86* 5,6NS 157* 1315NS 1177NS 95NS ONS 140NS 139NS 146NS 100NS
334C1 8INS 6,INS 134NS 1558NS 1339NS 125NS 13NS 165NS 165NS 173NS  92NS
335C 7ANS  7,4* 123NS 1565NS 1441* 138NS ONS 166NS 166NS 174NS  119NS
347B 7INS 5,2NS 104NS 1002NS 1220NS 107NS 13* 106NS 106NS 11INS  76NS
377D 79NS 6,6NS 147NS 1655NS 279INS 87NS 7NS 176NS 175NS 184NS 126NS
389B 55NS 5,3NS 106NS 538NS 642NS 119NS 15* 109NS 109NS 114NS 78NS
396B 90* 6,INS 118NS 1448NS 1026NS 7INS 6NS 154NS 153NS 161NS 110NS
413D2 77NS 5,8NS 100NS 1370NS 2131* 97NS 8NS 145NS 145NS 152NS 104NS
41C 79NS 5,7NS 121INS 1300NS 1265NS 90NS 10NS 138NS 138NS 144NS  99NS
432D 79NS 5,4NS 10INS 1298NS 933NS 116NS 8NS 138NS 138NS 144NS  99NS
5038 7ANS 6,2NS 12INS 1275NS 593NS 100NS B8NS 135NS 135NS 142NS  97NS
5057A 96* 6,5NS 139NS 1966NS 1631* 106NS 15* 209NS 208NS 218NS 150NS
5095 72NS 5,4NS 106NS 1031INS 1029NS 82NS 7NS 109NS 109NS 115NS 78NS
5211 79NS 5,5NS 117NS 1123NS 1117NS 67NS 7NS 119NS 119NS 125NS 85NS
5347 73NS 5,INS 107NS 1173NS 812NS 111NS B8NS 128NS 128NS 134NS  92NS
G20 7ANS 5,7NS 102NS 1384NS 1413* 119NS 16* 147NS 147NS 154NS 105NS
N37C 75NS 7* 168* 1359NS 1564* 122NS 15* 144NS 144NS 151INS 103NS
N40E 7INS 5,6NS 88NS 1227NS 1595* 112NS O9NS 130NS 130NS 136NS  93NS
N5G 87NS 7,3NS 126NS 1714NS 1510* 163NS 15* 182NS 182NS 190NS 130NS
No9B 76NS 6,2NS 122NS 1305NS 1016NS 88NS 9NS 139NS 138NS 145NS  99NS
P SOL 66NS 6,4NS 99NS 1217NS 1095NS 83NS ONS 129NS 129NS 135NS  93NS
P205 66NS 5,2NS 82NS 876NS 2016* 69NS 6NS 93NS 93NS 97NS 67NS

IC 66NS 5NS 95NS 931INS 614NS 87NS 5NS 99NS 99NS 103NS  7INS

Cv 2 6,6 3,6 54 4.4 8,4 14,5 6,3 6,3 6,3 6,6

Sl =Sem inoculagdo; IC = Inoculante comercial; ST = dose recomendada de P,Os fornecia pelo superfosfato triplo;
Psol = fdsforo soltvel na solucdo de Hoagland; DC= didmetro do colmo; AF= &rea foliar; MSPA= massa seca
parte aérea; MSR= massa seca do sistema radicular; ANPA = acimulo de N na parte aérea; APPA = acumulo de
P na parte aérea. Todos os dados foram transformados por log10. Médias seguidas por um asterisco diferem
significativamente da testemunha inoculante comercial a 0,05 de probabilidade, pelo teste de Dunnet.

Tratamento

4.3.4 Ligacdo dos mecanismos promotores de crescimento in vitro e in vivo

No experimento com reducdo na disponibilidade de N, observou-se que as plantas
inoculadas com bactérias que ndo se desenvolveram em meio sem N, com maior sintese de AIA
e menor IS apresentaram maior DC, sem efeito para as demais caracteristicas (Tabela 10),
enquanto o maior APPA foi observado para as bactérias com menor 1S, ndo ocorrendo efeito

significativo em relacédo a sideroforos neste experimento.
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J& considerando a correlagdo entre as caracteristicas de promocdo de crescimento in
vitro e na planta (Tabela 10a), foram encontradas correlacGes significativas negativas, mas
relativamente baixas entre 1S e MSPA, APPA, ERCO e EFN, variando entre -0,30 e -0,36, bem

como entre presenca e auséncia de crescimento em meio sem N e AF.

Tabela 10. Avaliacdo das estirpes associadas ao capim pangoldo quanto aos mecanismos
promotores de crescimento in vitro e ligacdo com resultados obtidos no experimento sob baixa
disponibilidade de nitrogénio.

Altura DC AF MSPA  MSR ANPA APPA ERIC ERCO EFN

NFB

+ 66a 5b 86b 871a 628a 80a Ta 172a 67a 473
- 67a 5a 97a 919a 607a 83a 8a 177a 7la 50a
IS

0-75 68a 5a 94a 928a 631a 83a 8a 179a 71a 50a
75-95 63a 5ab 88a 824a 517a 71a 8ab 177a 63a 453
95-100 62a 4h 80a 668a 541a 88a 3b 124a 5la 36a
AlA

5-25 66a 5b 90a 919a 643a 8la 8a 177a 71a 50a
25-50 67a 5a 99a 899a 613a 87a 7a 172a 69a 49a
50-75 66a 5ab 90a 850a 582a 75a 7a 170a 65a 46a
75-90 69a 5a 84a 1054a 661a 87a 8a 204a 8la 57a
Sidero6foro

0-5 64a 5a 89a 839a 498a 90a 8a 161a 65a 46a
5-25 66a 5a 91a 908a 584a 76a Ta 175a 70a 49a
25-50 66a 5a 92a 808a 590a 83a 6a 154a 62a 44a

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minGscula na coluna, a 0,05 de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

Tabela 10a. Correlacdo de Pearson entre caracteristicas promotoras de crescimento in vitro das
estirpes e resultados obtidos no experimento sob baixa disponibilidade de nitrogénio.

Altura DC AF MSPA MSR ANPA APPA ERIC ERCO EFN

IS -0,242 -0,125 -0,093 -0,358 -0,173 -0,214 -0,297 -0,218 -0,358 -0,358
AlA -0,015 0,169 -0,154 -0,096 -0,110 -0,172 -0,091 -0,058 -0,096 -0,096
Sideroforo 0,182 0,228 0143 0078 0,100 -0,133 0,040 0,113 0,078 0,078
NFB -0,091 -0,204 -0,303 -0,095 -0,048 -0,069 -0,155 0,024 -0,095 -0,095

Todos os dados foram transformados por log10.
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O experimento sob estresse hidrico (Tabela 11), mostrou que estipes com menor
producdo de AIA apresentaram maior DC, MSR, ANPA, APPA, ERIC, ERCO e ERCy,
enquanto que maiores producdes desse fitohormoénio promoveu melhor altura e MSPA.
Também houve melhores respostas ao ANPA e APPA para estirpes que ndo cresceram em
meio de cultura livre de nitrogénio e baixa producdo de siderdforo. Ocorreu efeito significativo
em relacéo a estirpes com menor IS para MSPA, ERIC, ERCO e ERCv neste experimento.

Correlacionando as caracteristicas de promocao de crescimento in vitro e in vivo (Tabela
11a), foram encontradas correlacGes significativas positivas, porém baixas entre FBN e todas

as caracteristicas avaliadas, bem como entre IS e as variaveis DC e APPA.

Tabela 11. Avaliacdo das estirpes associadas ao capim pangoldo quanto aos mecanismos
promotores de crescimento in vitro e ligacdo com resultados obtidos no experimento sob
estresse hidrico.

Altura DC AF MSPA MSR ANPA APPA ERIC ERCO ERCv

NFB

+ 60a 5a 75a 614a 832a 43b 4b 108a 112a 113a
- 63a ba 73a 664a 795a 53a ba 122a 127a 128a
IS

0-75 6la ba 76a 662a 846a 47a 4a 118a 123a 124a
75-95 59a 4a 74a 550ab 696a 44a 4a 98b 102b  103b
95-100 63a 5a 60a 534b 857a 43a 5a 94ab 98b 99b
AlA

5-25 63ab 5a 90a 831ab 1101a 79a 6a 141a 147a  149a
25-50 64a 5ab 76a 611ab 778b 44bc 4b 109ab 114ab 115ab
50-75 59ab 5ab 68a 605a 796ab 36¢ 4b 107ab 111ab 112ab
75-90 62ab 4bc  70r a 630ab 749b 38bc 4b 112ab 116ab 118ab
Sideroforo

0-5 63a 5a 80ab 630a 876a 57ab 6a 106a 111a 119a
5-25 62a 5b 73ab 683a 880a 59a 6a 126a 132a  108a
25-50 58a 4c 67ab 580a 754a 41b 4b 103a 108a 97a
50-75 6la 4c 76ab 570a 763a 45ab 3b 10l1a 106a 85a
75-95 63a 5ab 85a 717a 844b 41b 4b 127a 132a  103a
95-100 58a 4c 60b 505a 779 38b 4ab 88a 92a 88a

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, miniscula na coluna, a 0,05 de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
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Tabela 11a. Correlacdo de Pearson entre caracteristicas promotoras de crescimento in vitro das
estirpes e resultados obtidos no experimento sob estresse hidrico.

Altura DC AF MSPA  MSR ANPA APPA ERIC ERCO0 ERCv

IS -0,134 0,012 -0,128 -0,090 -0,132 0,018 -0,100 -0,105 -0,105 -0,105
AlA -0,136 -0,180 -0,072 -0,115 -0,076 -0,013 -0,049 -0,115 -0,115 -0,115

Sideréforo  -0,086 -0,205 -0,134 -0,104 -0,115 -0,155 -0,169 -0,139 -0,139 -0,139

NFB 0,068 0,053 0,043 0,059 0,037 0,102 0,061 0,064 0,064 0,064

Todos os dados foram transformados por log10.

As avaliagdes das plantas de milho realizadas no ensaio sob disponibilidade de ferro de
baixa solubilidade e as respostas das estirpes obtidos in vitro (Tabela 12), nota-se efeitos
positivos ao crescimento do milho pela inoculacdo de estirpes que apresentaram niveis médios
de producdo de sideréforo para altura, AF, MSPA, MRS, ANPA, ERIC, ERCO e ERFesol.
Efeitos significativos foram obtidos pelas estirpes com maior capacidade de produzir AlA para
MSPA, ERIC, ERCO e Feso. J& producdo meédia de AlA colaborou para altura e area foliar.
Estirpes com médio IS contribuiram para maior altura, MSPA e MSR, engquanto que maior IS
promoveu maior AF. Nao houve diferenca significativa entre estirpes capazes ou nao de crescer
em meio livre de N neste experimento.

Analisando a correlagdo entre as caracteristicas de promocdo de crescimento in vitro e
plantas, observou-se correlacdo significativa positiva entre IS e AIA (Tabela 12a) nesse
experimento para todas as caracteristicas avaliadas variando entre 0,10 — 0,25. Sideroforo e
FBN também mostraram correlacdo positiva para a maioria das caracteristicas, porém

relativamente baixa.
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Tabela 12. Avaliacdo das estirpes associadas ao capim pangoldo quanto aos mecanismos
promotores de crescimento in vitro e ligacdo com resultados obtidos no experimento sob

disponibilidade de ferro de baixa solubilidade.

Altura DC AF MSPA MSR ANPA APPA ERIC ERCO0 ERFes
NFB
+ 73a 6a 108a 1273a 827a 98a 8a 87a 99a 117a
- 72a 6a 113a 1299a 903a 94a 8a 88a 101a 120a
IS
0-75 71b 6a 107b 1211b 807b 94a 8a 82b 94b 112b
75-95 78a 6a 109ab 1458a 1012a 110a 10a 99a 113a 134a
95-100 76a 6a 118a 1384ab 814ab 98a 8a 94ab  107ab  128ab
AlA
5-25 68b 6a 106ab 1097b 693a 88a 8a 75b 85hb 101b
25-50 75a 6a 115a 1287ab 849a 97a 9a 87ab  100ab  119ab
50-75 75a 6a 108ab 1348a 896a 103a 9a 92a 105a 124a
75-90 72ab 6a 114ab 1433a 888a 98a 8a 97a 111a 132a
Sidero6foro
0-5 69b 6a 113ab 1111b 692b 94a 9ab 76b 86b 102b
5-25 72b 6a 113ab 1258ab 966a 93a 8a 86ab 98ab 116ab
25-50 80a 6a 119a 1540a 1017a 123a 10a 105a 119a 142a
50-75 72b 6a 102b 1277ab 835ab 89a 7b 87ab 99ab 118ab
75-95 72b 6a 108ab 1253ab 752ab 96a 10a 85ab 97ab 116ab
95-100 74ab 6a 99b 1259ab 819ab 91la 7b 86ab 98ab 116ab

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minGscula na coluna, a 0,05 de

probabilidade, pelo teste de Tukey.

Tabela 12a. Correlacdo de Pearson entre caracteristicas promotoras de crescimento in vitro das
estirpes e resultados obtidos no experimento sob disponibilidade de ferro de baixa solubilidade.

Altura DC AF  MSPA MSR ANPA APPA ERIC ERCO ERFesol
IS 0,259 0,073 0,134 0,201 0,010 0,028 0,104 0,201 0,201 0,201
AlA 0,160 0,081 0,122 0,216 0,094 0,027 0,130 0,216 0,216 0,216
Sider6foro 0,145 -0,045 -0,132 0,058 -0,003 -0,051 -0,149 0,058 0,058 0,058
NFB -0,008 -0,019 0,073 0,002 0,062 -0,043 0,033 0,002 0,002 0,002

Todos os dados foram transformados por log10.

No ensaio com aplicagédo de solugdo nutritiva contendo fosforo de baixa solubilidade

observou-se que as plantas inoculadas com estirpes com maior IS promoveu maior massa seca

da raiz, assim como estirpes que se desenvolveram em meio sem N, com alta sintese de AlA e
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niveis baixos a medios de producéo de sider6foro. N&o ocorreu efeito significativo para nenhum
mecanismo avaliado e as demais caracteristicas avaliadas neste experimento.

Foi possivel notar correlacao positiva entre IS (Tabela 15a) e seu efeito na promocéo de
crescimento do milho para MSR (0,30), DC, ANPA e APPA, mas relativamente baixa para as
trés Gltimas caracteristicas citadas. As demais caracteristicas mostraram correlagdo negativa.
CorrelagBes negativas também foram observadas entre AIA e Sideroforo e todas as

caracteristicas, enquanto que ocorreu correlacéo positiva para FBN variando de 0,006 — 0,13.
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Tabela 13. Avaliacdo das estirpes associadas ao capim pangoldo quanto aos mecanismos
promotores de crescimento in vitro e ligacdo com resultados obtidos no experimento sob fosforo
de baixa solubilidade

Altura DC AF MSPA MSR ANPA APPA ERIC ERCO EFPsol EFP205

NFB

+ T7a 6a 117a 1267a 1145a 97a 9a 141a  140a 99a 147a
- 76a  6a 124a 1354a  1401b 111a 1la 144a  143a  103a 150a
IS

0-75 77a 6a 115a 1183a 916b 96a %a 138a  138a 99a 144a
75-95 80a 6a 129a 1389a 1378ab  100a 1la 148a  147a  102a 154a
95-100 74a 6a 113a 1311a 14l4a 107a 10a 139a 139a  100a 146a
AlA

5-25 8la 7a 124a 1496a 1239ab  120a 12a 159a 158a 1l4a

25-50 75a 6a 122a 1209a  1170b 101a %9a 139a 139a  100a 146a
50-75 78a 6a 120a 1307a  1151b 95a 10a 139a  139a 97a 145a
75-90 75a 6a 10la 1377a  1735a 107a 1la 146a  146a  105a 153a
Sideroforo

0-5 74a 7a 123a 1565a  1441a 138a %9a 166a 166a  119a 174a
5-25 8la 6a 130a 150la  165la 105a 12a 159a  159a  108a 167a
25-50 73a 6a 117a 1143a  115la 98a 10a 135a  134a 97a 141a
50-75 79a ba 117a 1123a 1117a 67a Ta 119a  119a 8ba 125a
75-95 79a 6a 115a 1348a  1102b 107a 10a 144a  143a  103a 150a
95-100 74a  6a 113a 1160a  1022b 85a 8a 123a  123a 88a 129a

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, mindscula na coluna, a 0,05 de
probabilidade, pelo teste de Tukey

Tabela 13a. Correlacdo de Pearson entre caracteristicas promotoras de crescimento in vitro das
estirpes e resultados obtidos no experimento sob fosforo de baixa solubilidade

Altura DC AF MSPA MSR ANPA APPA ERIC ERCO EFPsol EFP205

IS -0,167 0,096 -0,073 -0,009 0,309 0,029 0,072 -0,047 -0,047 -0,052 -0,047
AlA -0,083 -0,165 -0,212 -0,015 0,068 -0,014 0,094 -0,075 -0,075 -0,084 -0,075
Sideroforo -0,121 -0,221 -0,159 -0,126 -0,229 -0,080 -0,028 -0,167 -0,167 -0,147  -0,167

NFB -0,084 0,119 0,029 0,055 0,139 0,126 0,136 0,007 0,007 0,035 0,007

Todos os dados foram transformados por log10.

4.4 Discussao

As estirpes endofiticas e da rizosfera de Digitaria eriantha cv. Suvernola foram testadas
quanto as suas caracteristicas potenciais de promoc¢do do crescimento das plantas. Até o

presente ndo existe na literatura nenhum dado relacionado sobre esse assunto ligado a essa
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espécie e consequentemente, como possibilidade dessas estirpes poderem beneficiar outras
culturas. Sabemos que os mecanismos realizados por micro-organismos benéficos, possibilitam
as plantas tolerarem com mais eficiéncia estresses bidticos e abidticos, aumento da absorcéo e
utilizacdo de nutrientes e aumento da atividade fotossintética, o que resulta em maior
rendimento (VAN OOSTEN et al., 2017). No nosso estudo, a andlise in vitro de 132 estirpes
bacterianas isoladas de folha, colmo, raiz e solo rizosférico de pangoldo revelou propriedades
frequentemente associadas e consideradas importantes a promogéo do crescimento de plantas
por bactérias (WU et al., 2019).

Foi possivel observar 63 estirpes com indicacdo de serem fixadoras de N. Esse
mecanismo € muito discutido na literatura e visto com um dos mais importantes para o
desenvolvimento das plantas. Em funcéo disto é parte fundamental da ciclagem do nitrogénio
pelo seu suprimento em ecossistemas terrestres ndo fertilizados (LANGENHOVE et al., 2021).
Esta fixacdo é de enorme importancia para os solos das regides tropicais, tendo em vista o baixo
contetdo de nitrogénio existente (SANTIAGO et al., 2013). Além disso, BPCP que apresentem
esse mecanismo pode ser estudados pra uso como inoculante ao melhorar o crescimento e
rendimento de outras culturas (DI SALVO et al., 2018).

Todos os isolados demonstraram produzir AlA, que é frequentemente observada em
BPCP (FUKAMI et al., 2017) por afetar a arquitetura do sistema radicular pelo enraizamento
lateral, consequentemente aumento da area radicular, levado a maior absor¢do de agua e
nutrientes (FARIA et al., 2021). Também é importante mencionar que o AlA proporciona
vantagens ao seu hospedeiro, atuando de forma dependente da concentracdo, ou seja, a
producéo excessiva pode inibir o crescimento da raiz em vez de promover (RAUT et al., 2017).

Cerca de 86% demonstraram a capacidade de sintetizar sideréforos que sdo importantes
para a disponibilidade de ferro (Fe) pela sua alta afinidade com esse micronutriente e auxiliam
na antibiose contra micro-organismos fitopatogénicos (KOUR et al., 2019; SINHA; PARLI,
2020). Resultados semelhantes foi encontrado por Ribeiro et al. 2020, onde ao avaliar bactérias
endofiticas de Brachiaria quanto a producdo de siderdforos descobriram que 84,04%
produziam essa molécula. Além de fornecer ferro quelatado a planta, os sider6foros produzidos
por BPCP podem servir a um propdésito duplo na protecdo contra doengas de plantas - (i)
induzindo resisténcia sisttmica na planta hospedeira (CHEN et al., 2020); e (ii) eliminag&o e
sequestro de ferro de fitopatogenos que precisam de ferro para crescer e se
estabelecer (MEENA et al., 2020).

Observamos que 34,85% foram capazes de solubilizar fosfato tricalcico, principal forma

de fésforo inorgénico insoltvel. A presenca de bactérias capazes de realizar essa solubilizacdo
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pode levar ao aumento da disponibilidade de P, levando a absorgéo de P pela planta (PANDE
et al., 2017). A conversdo de fosfato em P disponivel tem grande importancia nas condi¢Ges
limitantes de P comumente observadas em solos tropicais e pela preocupante aplicacao continua
de fertilizantes fosfaticos, considerada onerosa e poluente (WANG et al., 2021).

De forma geral, nosso estudo mostrou que os isolados que apresentaram algum
mecanismo de promocdo de crescimento vegetal foram predominantemente provenientes de
colmo, folha e solo rizosférico, respectivamente. De acordo com Lareen et al. (2016), a
principal fonte de bactérias endofiticas € a rizosfera, um ambiente dindmico que muda com o
desenvolvimento do sistema radicular da planta e liberacdo de exsudatos favorecendo o
desenvolvimento de certos grupos de micro-organismos. As bactérias rizosféricas podem
penetrar na planta, se locomover através dos vasos do xilema e colonizar um tecido especifico
(TAULE; VAZ-JAURI; BATTISTONI, 2021). Isso mostra a presenca de espécies bacterianas
promotoras de crescimento semelhantes no solo rizosférico e no ambiente endofitico. Outro
fato, esta relacionado a muitos micro-organismos formarem enddsporos, assim, folhas e colmos
podem ser colonizados a partir da deposicdo desses enddsporos por aberturas naturais como
estdmatos, hidatddios e ferimentos, por meio de respingos de chuva ou dispersdao no ar
(ROBINSON et al., 2016), podendo indicar bactérias vindas de areas proximas que colonizaram
0s tecidos.

A avaliacdo dos dados in vitro mostrou que as estirpes associadas ao pangolao
apresentaram pelo menos uma das caracteristicas de promocdo de crescimento de planta. Esses
quatro mecanismos (fixacdo bioldgica de N, sintese de &cido indolécetico, solubilizacdo de
fosfato e producdo de sider6foro) sdo comumente usados para caracterizacdo de qualquer
micro-organismo quanto a capacidade de promover crescimento vegetal estando associados ao
crescimento e desenvolvimento da planta (KARMAKAR et al., 2021). Em geral, acredita-se
que as bactérias promotoras de crescimento beneficiam o crescimento das plantas pela
combinacéo de todos ou alguns desses mecanismos (DOBBELAERE et al., 2003).

De maneira geral, os experimentos in vivo realizados em casa de vegetacdo
estabelecidos para quantificar a promocao do crescimento das plantas pelas estirpes associadas
ao pangoldo em diferentes condi¢des nutricionais revelaram resultados semelhantes, com
algumas estirpes superiores ao inoculante comercial.

Foi possivel observar que no experimento com reducdo na disponibilidade de
nitrogénio, estirpes e N mineral promoveram melhores efeitos as plantas de milho, sendo
superiores ao tratamento inoculante comercial para todas as varidveis analisadas. No entanto,

as estirpes ndo foram eficientes a eficiéncia relativa sem inoculagdo e nitrogénio mineral.



111

Schultz et al. (2017) em seu estudo de inoculacdo em variedades de cana-de-agucar também
apresentou resultados semelhantes, embora tenham concluido que a promogao do crescimento
foi devido ao impacto ambiental positivo do biofertilizante.

A quantidade de nitrogénio absorvido pelo milho varia em fungdo da quantidade de
raizes e do estddio fenolégico (MENGEL; BARBER, 1974). No nosso estudo, a colheita
ocorreu na fase de desenvolvimento inicial do milho. Dessa forma, os 30% de N fornecido
podem ter sido suficientes para o desenvolvimento inicial das plantulas de milho, visto que as
maiores médias foram obtidas entre a controle com 100% de N, estirpes e o controle sem
inoculagéo.

A dose recomendada de adubagdo na semeadura € calculada para suprir a planta até a
aplicacdo da etapa de cobertura e como forma de minimizar as perdas. No nosso estudo, a
aplicacdo de apenas 30% da dose inicial leva a planta a requerer nitrogénio antes da aplicacdo
de cobertura, favorecendo a fixacdo biolégica de N. Na presenca de algum estresse nutricional,
as plantas podem fazer uma sinalizagao receptora aos micro-organismos, por meio de secrecdes,
que facilitam a colonizacdo de grupos especificos de bactérias (GARCIA et al., 2016), neste
caso, induzindo a fixacdo biologica de N. As respostas da inoculacdo das estirpes na planta,
tratamento com aplicacdo de 100% da dose recomendada e 0 sem inoculagao serem superiores
ao inoculante comercial, supde que melhores efeitos de superioridade das estirpes poderiam ser
obtidos com o avanco do desenvolvimento fenoldgico da cultura.

O principal efeito do AIA é promover o crescimento de raizes e caules, através do
alongamento das células recém-formadas nos meristemas (PARK et al., 2017). Isso foi
observado no nosso estudo, ocorrendo superioridade de estirpes em relacdo as variaveis
avaliadas quando comparado ao controle inoculante comercial, indicando a sintese de AIA
pelas estirpes. Também foi possivel observar que em nosso trabalho que cinco estirpes e o
controle sem inoculacdo apresentaram melhores respostas para a massa seca da raiz. A
sensibilidade das células a essa auxina varia nas diferentes partes da planta, onde o caule é
menos sensivel a concentracOes altas de AIA que a raiz, ou seja, a dose 6tima para o crescimento
do caule é inibitéria para o crescimento da raiz (PARK et al., 2017; ABBAS et al., 2018).

E interessante observar que as Unicas estirpes superiores quanto ao acimulo de
nitrogénio no experimento de AIA pertencem aos géneros Rhizobium, Paenibacillus e
Agrobacterium sp. vistas na literatura como fixadoras de nitrogénio (PEREZ-CORDERO et
al., 2018; HATA; FUTAMURA, 2021; LI et al., 2021). O baixo contetido de agua provocado
pelo estresse hidrico pode ter reduzido a assimilacdo de nutrientes da solugdo nutritiva,

induzindo essas estirpes a fixarem nitrogénio, visto que o tratamento de capacidade de campo
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também foi superior ao inoculante comercial para acimulo de N e P. Rhizobium sp. foi visto
como eficientes no aumento do teor de nitrogénio das plantas de soja (LI et al., 2018) e a
presenca do gene nifH e fixacdo de nitrogénio em gréo de bico (GOPALAKRISHNAN et al.,
2018). Agrobacterium e Paenibacillus tém sido isolados de uma grande variedade de fontes
incluindo, solo, rizosfera de plantas e materiais vegetais, sendo capazes de sintetizar hormonios
vegetais como a auxina (DAANE et al., 2002; CANBOLAT et al., 2006; RAZA et al., 2008).

No ensaio de sideréforos ndo houve diferenca entre as estirpes e o controle inoculante
comercial para diametro do colmo, area foliar, massa seca da parte aérea e acumulo de N e P
na parte aérea e as eficiéncias relativas. Os sideroforos sdo conhecidos por atuarem como
agentes quelantes especificos em funcéo da baixa disponibilidade de ferro e com alta afinidade
com o ion Fe®*, permitindo sua solubilizacio (KHAN et al., 2018; MILJAKOVIC et al., 2020).
O Fe é um micronutriente essencial necessario para varios processos biolégicos como um co-
fator enzimaético, necessario para fotossintese, respiracdo, sintese de clorofila (RORIZ et al.,
2021), sendo assim, a superioridade apresentada pela estirpe 252A para altura das plantas € um
indicativo da sua eficiéncia na producdo de moléculas de sideroforo.

As plantas do estudo foram submetidas a estresse nutricional pela aplicacdo de fonte de
fésforo de baixa solubilidade. No entanto, ndo houve diferenca entre inoculante comercial
quando comparado a cada um dos demais tratamentos para massa seca da parte aérea, acimulo
de N na parte aérea e todas as eficiéncias relativas. Essa semelhanca pode ter ocorrido em
decorréncia do N presente na solucdo nutritiva. A avaliacdo em um estagio inicial de
desenvolvimento do milho pode ndo ter promovido tempo suficiente para completa
solubilizacdo do fosforo, ja que os pequenos efeitos exercidos pelas bactérias solubilizadoras
de fosfato também foram relacionados a colheita em um estégio inicial de desenvolvimento do
trigo (RASUL et al., 2021). No entanto, mesmo com a menor tempo de cultivo, estirpes foram
superiores ao inoculante comercial para altura, didmetro do colmo, area foliar, massa seca da
raiz e acimulo de P na parte aérea.

As respostas das estirpes in vitro quando comparado aos ensaios em planta mostrou um
desempenho variado das estirpes indicando uma ampla forma de mecanismos de agéo, o que é
desejavel em termos de aplicagdo pratica.

A correlacdo no ensaio de baixa disponibilidade de nitrogénio exibe a importancia de se
avaliar a eficiéncia das estirpes na auséncia desse macronutriente in vivo, e a ndo necessidade
de estirpes terem gasto de energia ao realizarem outros mecanismos quando se ha presenca de

fosforo, ferro e baixo estresse como foi submetido as plantas.
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Outro dado interessante refere-se as respostas obtidas no ensaio de disponibilidade de
ferro de baixa solubilidade e as respostas bioquimicas obtidas in vitro, mostrado através da
correlacdo positiva e significativa a importancia da solubilizacdo de fosfato como possivel
mecanismo para auxiliar na solubilizacdo do ferro e a importancia do sideréforo na quelacéo e
transporte para planta. A correlagdo com niveis de AIA também apresenta a importancia de
transporte e aumento do sistema radicular como forma de busca do micronutriente sob estresse
nutricional. Além disso, a falta de correlacdo entre estirpes capazes ou ndo de crescer em meio
livre de N esta relacionado a presenca desse nutriente na solugédo nutritiva aplicada.

Ainda que a variagdo de resposta das estirpes em milho possa ser vista como indesejavel,
a possibilidade de manejo de estirpes em conjunto num futuro possivel inoculante, torna-se
mais interessante do que utilizar apenas um micro-organismo que atue somente em uma unica
condicdo, ou seja, capaz de realizar somente um mecanismo de promocao. Além disso, a
promocdo de crescimento pelas estirpes associadas ao pangoldo pode ser importante nas
condigdes encontradas no semiarido, uma vez que estes micro-organismos podem melhorar a
produtividade de culturas de grdo e o valor nutritivo das forrageiras, assim esta associacao
poderd, contribuir para o desenvolvimento socioeconémico através da diminuicdo dos custos

de producéo.

4.5 Conclusdo

A avaliacdo dos dados in vitro mostrou que as estirpes associadas ao pangoldo
apresentaram pelo menos uma das caracteristicas de promoc¢do de crescimento de planta,
predominando estirpes oriundas de colmo, folha e solo rizosférico, respectivamente e 0s
géneros Pseudomonas, Agrobacterium, Pantoea, Stenotrophomonas, Rhizobium e
Enterobacter.

Diferentes isolados associados ao capim pangoldo neste estudo promoveu o crescimento
inicial do milho de diferentes maneiras. Nosso estudo mostrou a possibilidade de os resultados
em cada experimento ndo terem sido obtidos em virtude de apenas um mecanismo, mas sim,
pela combinacao.

As plantas de milho inoculadas com estirpes de BPCP isoladas de capim pangoldo
apresentaram resultados positivos as condicGes de estresse que foram submetidas, indicando a

possibilidade de uso heterélogo destas no milho.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo permitiu a identificacdo e a avaliagcdo da diversidade existente na
cultura do capim pangol&o, sendo encontrados 244 estirpes, confirmando que plantas podem
ser consideradas um microecossistema complexo.

E provéavel que essa biodiversidade tenha proporcionado ao seu hospedeiro maior
resiliéncia a condicOes de estresse, por apresentar diferentes mecanismos de promocgao de
crescimento vegetal, fixacdo biologica de nitrogénio, sintese de &cido indolacético,
solubilizacdo de fosfato e producéo de siderdforo.

Os resultados para os testes de promocgédo de crescimento tanto in vitro quanto in vivo
indicam o potencial destas bactérias, ja que muitas apresentam mais de um mecanismo de
promocao de crescimento in vitro, e grande parte ndo se diferenciou do desempenho de plantas
ndo submetidas a estresses abioticos nos experimentos com o milho.

O desempenho das estirpes isoladas de pangoldo no milho confirma a possibilidade de
uso de espécies vegetais adaptadas a ambientes menos favoraveis como fonte de bactérias
promotoras de crescimento para culturas comerciais.

Embora os testes de promogéo de crescimento no milho tenham sido estabelecidos de
forma a testar de forma mais intensa um dos fatores de promocao de crescimento, os resultados

parecem confirmar a importancia da acdo conjunta dos diferentes mecanismos.
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6 APENDICES

APENDICE A

Tabela Suplementar 1. Descricdo das caracteristicas fenotipicas dos isolados bacterianos
associados ao capim Pangol&o, Brasil, 2020.

Isolado Descricao Isolado Descricdo Isolado Descricao Isolado Descricao
318 a-a-a-b-a-b-a 123D a-a-a-a-a-a-a 339B b-b-d-a-a-a-a  5172B2  a-b-a-a-a-a-a
5005 a-b-c-a-a-a-a 14C a-b-c-a-a-a-a 33A c-a-c-a-a-b-a 5224A  a-b-a-a-a-a-a
5007 b-b-c-a-a-b-a 15A a-a-a-a-a-a-a 33B a-a-b-b-a-a-a  5224B1  a-b-a-a-a-b-a
5010 a-b-b-a-a-a-a 168A2 b-b-b-a-a-b-a 33D a-a-a-a-a-a-a 5240C  b-b-b-a-a-a-a
5018 a-a-a-a-a-a-a 168A3 a-a-b-a-a-a-a 344B a-a-b-b-a-a-a 5333A b-a-a-a-a-a-a
5020 a-a-a-b-a-a-a 183C1 a-a-b-a-a-a-a 344C a-a-b-a-a-a-a 5333B c-a-b-a-a-a-a
5021 a-a-c-a-a-a-a 188B a-a-b-a-a-a-a 346A2 a-a-b-b-a-a-a 5358A a-a-a-a-a-a-a
5025 a-a-a-a-a-a-a 18C b-b-d-a-a-a-a 346B a-a-c-b-a-a-a 5368A  a-b-c-a-a-b-a
5026 a-a-c-a-a-a-a 18C2 a-a-a-b-a-a-a 347B a-a-b-b-a-a-a  5377EA  a-a-a-a-a-a-a
5028 a-b-a-a-a-b-a 191A a-a-a-a-a-a-a 347C a-a-a-b-a-a-a  5378EB  a-b-b-a-a-a-a
5038 a-a-a-a-a-a-a 192C a-a-b-b-a-a-a 347D a-a-b-a-a-a-a 5379A  a-b-b-a-a-a-a
5051 a-a-a-a-a-a-a 193A a-a-a-b-b-a-a 347E a-a-b-a-a-a-a 5383A  a-b-b-b-a-a-a
5068 b-b-a-b-a-a-a 194A b-a-b-a-b-a-a 354A a-a-a-b-a-a-a G20 a-a-b-a-a-a-a
5074 a-a-b-b-a-a-a 195A1 a-a-b-a-a-a-a 357A b-a-b-a-a-a-a G35A c-b-b-b-b-b-b
5083 a-a-b-b-a-a-a 195C1 b-a-b-a-a-a-a 358B a-a-b-b-a-a-a  G37Bl1  a-a-b-a-a-a-a
5088 b-b-c-a-a-a-a 198A b-b-a-b-a-b-a 359C a-a-a-a-b-a-a G4 a-a-c-a-a-b-a
5093 a-a-c-a-a-b-a 199B a-a-a-a-a-a-a 360B b-a-b-b-a-a-a N12A a-b-a-a-a-a-a
5094 a-a-a-a-a-a-a 199B2 a-a-a-a-a-a-a 361B b-a-b-a-a-a-a N12C a-a-c-a-a-a-a
5095 a-a-a-a-a-a-a 199C b-a-b-a-a-a-a 362A1 a-a-a-a-a-a-a N12F a-a-a-b-a-a-a
5098 a-a-a-b-b-a-a 20A1 a-a-b-a-a-a-a 362B1 a-a-a-a-a-a-a N13A a-a-a-b-a-a-a
5102 a-b-c-a-a-a-a 20A2 c-b-a-b-a-b-a 362C1 a-a-a-a-a-a-a N14C a-a-c-a-a-a-a
5112 b-b-b-a-a-a-a 20B a-a-c-b-a-a-a 363B c-b-b-b-a-a-a N14D a-a-a-a-a-a-a
5117 a-b-b-a-a-a-a 212B1 a-b-c-a-a-a-a 364A a-a-a-b-b-b-a  N15B1  a-b-c-a-a-b-a
5120 a-a-a-b-a-a-a 212B2 a-a-a-a-a-a-a 365A a-a-b-b-a-a-a N15D a-b-a-a-a-a-a
5132 a-a-a-a-a-a-a 219A a-a-a-a-a-a-a 36D a-a-b-a-a-a-a N16C a-a-a-a-a-a-a
5133 a-b-a-a-a-a-a 219B a-a-c-a-a-a-a- 372B b-a-b-a-a-a-a N16E a-b-a-a-a-a-a
5134 a-b-a-a-a-a-a 221A b-a-b-b-a-a-a 374B c-b-a-a-a-a-a N18A a-b-a-a-b-a-b
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Isolado Descricao Isolado Descricdo Isolado Descricao Isolado Descricao
5155 a-a-a-a-a-a-a 221C a-a-c-a-a-a-a 375B a-a-a-a-a-a-a N18B b-b-c-a-a-a-a
5167 b-b-c-a-a-b-a 223B a-a-b-a-a-a-a 376A a-a-b-b-a-b-a N18C a-a-b-a-a-a-a
5170 a-b-c-a-a-a-a 224B a-a-c-a-a-a-a 377C a-a-b-b-a-a-a N18E c-a-a-a-a-a-a
5172 a-a-a-a-a-a-a 225B a-a-b-a-a-a-a 377D a-b-c-a-a-a-a N19C a-a-a-a-a-a-a
5173 a-b-c-a-a-a-a 230A a-a-c-a-b-a-a 378B2 a-a-c-a-b-b-a N19D a-b-a-a-a-a-a
5177 a-a-b-b-a-a-a 231A a-a-a-a-a-a-a 379A2 a-a-c-a-a-a-a N1B a-a-a-a-a-a-a
5178 a-a-b-b-a-a-a 231B1 a-a-a-a-a-a-a 382A a-a-c-a-a-a-a N1C a-a-a-a-a-a-a
5180 b-a-b-b-a-a-a 232B2 a-b-b-a-a-a-a 387B2 a-a-a-a-a-a-a N1F a-b-b-b-a-a-a
5183 a-a-a-a-a-a-a 248C1 a-a-b-a-a-b-a 389B a-a-c-a-b-a-a N21A a-a-a-a-a-a-a
5184 a-a-b-a-a-a-a 24B a-a-b-b-a-a-a 38B a-b-a-a-a-a-a N21F a-a-b-a-b-b-a
5187 a-a-b-b-a-a-a 252A a-a-a-a-a-a-a 390B2 a-a-b-b-a-a-a N22A a-a-a-b-a-a-a
5191 b-b-b-a-a-a-a 258A2B a-a-b-a-a-a-a 392A a-a-a-b-a-a-a N22B a-a-b-b-a-b-a
5193 a-a-a-b-a-a-a 25B a-a-a-a-a-a-a 394D a-a-C-a-a-a-a N23A a-b-c-a-a-a-a
5194 a-a-a-a-a-a-a 261A a-a-b-a-a-a-a 396A b-a-b-a-a-a-a N23B a-a-a-b-a-a-a
5195 a-b-b-b-a-a-a 270A a-b-a-a-a-a-a 396B a-a-b-a-a-a-a N23C a-a-c-b-a-a-a
5196 b-b-b-a-a-a-a 270B a-a-c-a-a-a-a 399B a-a-b-b-a-a-a N27B a-a-a-a-a-a-a
5200 a-b-b-a-a-a-a 270C a-a-c-a-a-a-a 39B a-a-a-a-b-a-a N27D a-a-a-a-a-a-a
5202 b-b-b-a-a-a-a 273A a-a-a-a-a-a-a 400B b-b-b-b-a-a-a N27E b-a-c-a-b-b-a
5206 a-b-a-b-b-a-a 273B2 a-a-a-b-a-a-a 402A a-a-b-b-a-a-a N27F a-b-a-a-b-b-b
5211 a-b-b-a-a-a-a 273C a-b-c-a-a-a-a 402B b-a-c-b-a-a-a N27G b-b-b-a-a-a-a
5216 a-b-b-a-a-a-a 274A2 a-a-b-a-a-a-a 403B b-a-b-b-a-a-a N28C a-a-b-a-a-a-a
5222 a-b-b-a-a-a-a 274C a-a-a-a-a-a-a 406A a-a-a-b-a-a-a N28D b-a-a-b-a-a-a
5223 a-a-b-b-a-a-a 288A1A a-a-b-a-a-a-a 406C a-b-c-a-a-a-a N2A a-b-a-b-a-a-a
5225 b-b-b-a-a-a-a 288C a-a-a-a-a-a-a 410B b-a-b-a-a-a-a N2C a-a-c-a-a-b-a
5226 b-b-b-b-a-a-a 289A a-a-c-a-a-a-a 410C1 a-a-b-a-a-a-a N31C a-a-a-a-a-a-a
5227 a-b-b-a-a-a-a 28A a-a-c-a-a-a-a 412B1 a-b-a-a-a-a-a N31E a-a-a-a-a-a-a
5276 b-b-b-a-a-a-b 294A a-b-a-a-a-a-a 413B1 a-b-a-a-a-a-a N34B c-a-a-a-a-a-a
5284 a-a-a-a-a-a-a 294B a-b-c-a-a-a-a 413D2 a-b-a-a-a-b-b N35C a-a-a-a-a-a-a
5287 a-a-b-b-b-a-a 296C a-a-c-a-a-a-a 415A b-a-a-a-a-a-a N37C a-b-a-a-b-b-a
5289 a-b-c-a-a-a-a 297A a-a-b-a-a-a-a 416A a-a-b-b-a-a-a N3A a-a-c-a-a-b-a
5290 b-b-b-a-a-a-a 297C2 b-a-b-a-b-a-a 416B a-a-c-a-a-a-a N3C a-a-c-a-a-a-a
5294 b-b-b-b-b-a-a 303A2 a-a-a-a-a-a-a 41C a-a-c-a-a-a-a N40A a-a-a-a-a-a-a
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Isolado Descricao Isolado Descricdo Isolado Descricao Isolado Descricao
5297 b-b-b-a-b-a-a 312A a-a-a-a-a-a-a 424A a-a-c-a-a-a-a N40B a-a-a-a-a-a-a
5298 a-b-c-a-a-a-a 315B a-b-a-a-a-a-a 424B b-a-b-b-a-a-a N40E a-a-c-a-a-a-a
5302 a-b-c-a-a-a-a 328A a-a-a-a-a-a-a 425A b-a-b-b-a-a-a N40G a-a-b-a-a-a-a
5305 a-a-b-b-a-a-a 32B1 b-a-b-b-a-a-a 425B a-a-a-a-a-b-a N41A a-a-b-b-a-a-a
5310 a-a-a-a-a-a-a 330A a-a-a-b-a-a-a 428A a-a-a-a-a-a-a N41C a-a-a-a-a-a-a
5326 a-a-a-b-a-a-a 330B1 a-a-a-a-a-a-a 430A a-a-a-a-a-a-a N42A a-b-b-b-b-b-a
5328 a-a-c-a-a-a-a 330B2 a-a-a-a-a-a-a 432A2 a-a-a-a-a-a-a N43A a-a-a-a-a-a-a
5333 a-a-a-a-a-a-a 331A2 a-a-a-a-a-a-a 432D b-a-a-a-a-a-a N43D a-a-a-a-a-a-a
5334 a-a-a-a-a-a-a 331C b-a-a-a-a-a-a 435A b-a-a-a-a-a-a N44B2  a-b-b-a-a-a-a
5338 a-a-a-a-a-a-a 332A a-a-a-a-a-a-a 45B a-a-a-b-a-a-a N44E a-b-a-a-b-a-a
5347 a-b-d-a-a-a-a 333A c-a-a-a-a-a-a 5012B c-a-a-a-a-a-a N45C a-a-a-a-a-a-a
5360 a-a-a-a-a-a-a 333B a-a-c-a-a-a-a 5020A2  b-b-a-a-a-a-a N46C a-a-a-a-a-a-a
5362 a-a-b-a-a-a-a 334B a-a-a-a-b-a-a 5038A a-a-a-b-a-b-a N46D a-b-a-a-a-a-a
5377 a-a-a-a-a-a-a 334B1B a-a-a-a-a-a-a 5053B a-a-d-a-a-a-a N5F a-a-a-b-a-a-a
5388 a-a-a-a-a-a-a 334C1 a-a-c-b-a-a-a 5057A a-a-a-b-a-a-a N5G a-a-c-a-a-a-a
5396 a-b-a-a-a-b-a 335B2 a-a-a-b-a-a-a 5099A a-c-a-a-a-a-a N6B a-a-c-a-a-b-a
5410 a-a-a-a-a-a-a 335C b-a-b-a-a-a-a 5142A a-a-a-a-a-a-a N9B a-a-c-a-a-a-a
121A a-a-b-a-a-a-a 336A a-a-a-b-a-a-a 5147B c-a-a-a-a-a-a

121B1 a-a-b-a-a-b-a 338A b-a-b-b-a-a-a 5172B1 a-a-a-a-a-a-a

(1) Descricdo: 1° valor - pH: 4cido (a), neutro (b), alcalino (c); 2° valor - produ¢do de muco: sim (a), ndo (b); 3°
valor - cor da coldnia: a: creme com amarelo, b: creme, ¢: amarelo, d: rosa; 4° valor — opacidade: opaca (a),
transllcida (b); 5° valor — forma: circular (a), irregular (b); 6° valor — borda: inteira (a), irregular (b); 7° valor —
superficie: lisa (a), irregular (b).



Tabela Suplementar 2. Identidade dos isolados bacterianos provenientes de Digitaria
eriantha cv. Suvernola e das diferentes condi¢des de isolamento, com base na identidade
da sequéncia parcial do gene 16S rRNA realizada pelo programa Blast no GenBank.

Bactéria co(\?er e-value ldentidade Seqﬁgng;?]scgngéstiggélsares Descricdo
5038 72% 2,00E-106 70.63% Bactéria ndo cultivada HM186918.1
5068 100% 0.0 99.60% Enterobacter sp. MT212231.1
5095 96% 0.0 99.56% Enterobacter sp. KF516257.1
5117 99% 0.0 99.00% Rhizobium sp. NR_116874.1
5120 99% 0.0 98.66% Stenotrophomonas sp. NR_118008.1
5132 99% 0.0 98.09% Stenotrophomonas sp. NR_157765.1
5155 99% 0.0 99.25% Rhizobium sp. NR_116874.1
5167 95% 0 88% Stenotrophomonas sp. AB461796.1
5170 100% 0.0 99.82% Burkholderia sp. KT159931.1
5173 100% 0.0 98.98% Variovorax sp. NR_113736.1
5177 98% 0.0 99.71% Agrobacterium sp. NR_157010.1
5183 99% 0.0 99.44% Rhizobium sp. NR_116874.1
5193 100% 0.0 98.36% Pseudomonas sp. MH428810.1
5195 20% 0,19 68% Pseudomonas sp. KF113577.1
5200 99% 0.0 99.71% Stenotrophomonas sp. MT779804.1
5211 100% 0.0 99.18% Stenotrophomonas sp. NR_118008.1
5223 99% 0.0 99.20% Stenotrophomonas sp. NR_118008.1
5225 100% 0.0 98.54% Stenotrophomonas sp. NR_118008.1
5226 100% 0.0 99.14% Stenotrophomonas sp. NR_118008.1
5227 100% 0.0 98.76% Pseudomonas sp. MT672503.1
5276 99% 0.0 99.28% Rhizobium sp. NR_116874.1
5287 99% 0.0 99.02% Stenotrophomonas sp. NR_118008.1
5289 28%  4,00E-10 68% Bactéria nao cultivada EU181793.1
5290 99% 0.0 98.76% Pseudomonas sp. NR_134794.1
5294 - - - - -

5297 7% 0,054 76% Rhizobium sp. KF202632.1

5302 100% 0.0 99.38% Stenotrophomonas sp. NR_118008.1
5305 100% 0.0 99.54% Pseudomonas sp. MT027239.1
5310 100% 0.0 99.08% Pantoea sp. AB907780.1

5333 12%  5,00E-12  77.22% Bradyrhizobium sp. JE746900.1

5347 100% 0.0 98.39% Stenotrophomonas sp. NR_118008.1
53906 100% 0.0 99.19% Stenotrophomonas sp. NR_117406.1
5410 99% 0.0 99.46% Rhizobium sp. NR_116874.1
121A 99% 0.0 99.14% Enterobacter sp. MK567957.1
121B 100% 0.0 99.28% Ochrobactrum sp. NR_074243.1
14C 99% 0.0 99.48% Variovorax sp. NR_134828.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=77133
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM186918.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WDAB63ST016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB461796.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=58D2R21M015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1506587
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT159931.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH428810.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF113577.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=5EA2YBD2015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT672503.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EU181793.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=5EB27NFB015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF202632.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=5EAFB05C01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT027239.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB907780.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1043189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF746900.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=W86YJ9G4013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117406.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK567957.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=5D7BPR9Z016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=439375
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_074243.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_134828.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
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Bactéria Q e-value ldentidade Sequencias mais similares Descricéo
cover no banco de dados
168A3 100% 0.0 98.08% Pantoea sp. LC462185.1
188B 87% 5,00E-134 76% Staphylococcus sp. JQ316247.1
18C 99% 0.0 99.18% Rhizobium sp. NR_116874.1
18C2 99% 0.0 99.01% Rhizobium sp. NR_116874.1
192C 100% 0.0 99.59% Achromobacter sp. NR_113732.1
193A 97% 0.0 99.79% Enterobacter sp. KJ847719.1
195C1 100% 0.0 98.19% Pseudomonas sp. NR_024709.1
198A 99% 0.0 99.47% Rhizobium sp. NR_116874.1
199B2 100% 0.0 99.55% Ochrobactrum sp. NR_074243.1
20A2 100% 0.0 99.11% Stenotrophomonas sp. MN240936.1
212B2 99% 0.0 99.55% Rhizobium sp. NR_116874.1
219B 100% 0.0 99.29% Rhizobium sp. NR_116874.1
2258 99% 0.0 99.37% Rhizobium sp. NR_116874.1
230A 99% 0.0 98.82% Rhizobium sp. NR_116874.1
231B1 100% 0.0 99.32% Bacillus sp. MK424276.1
252A 97% 0.0 99.31% Pantoea sp. MT779002.1
258A2B 100% 0.0 99.02% Enterobacter sp. MT212231.1
270B 50%  3,00E-28 72.71% Anoxybacillus sp. CP015438.1
270C 33%  2,00E-15 76% Rhizobium sp. AJ784209.1
288A1A  100% 0.0 99.54% Enterobacter sp. MT212231.1
288C 97% 0.0 99.05% Enterobacter sp. KJ847719.1
289A 4% 0,14 86% Acidobacteria ndo cultivada GU015882.1
294D 100% 0.0 99.71% Curtobacterium sp. NR_104839.1
297A 100% 0.0 96.84% Pseudomonas sp. NR_024709.1
303A2 100% 0.0 98.11% Agrobacterium sp. NR_026519.1
328A 99% 0.0 99.73% Rhizobium sp. NR_116874.1
331A2 100% 0.0 99.09% Stenotrophomonas sp. NR_118008.1
331C 99% 0.0 99.38% Rhizobium sp. NR_116874.1
333A 100% 0.0 99.27% Pantoea sp. AB907780.1
333B 100% 0.0 99.54% Pantoea sp. AB907780.1
334C1 96% 0.0 99.89% Pantoea sp. MT781469.1
335B2 99% 0.0 99.01% Rhizobium sp. NR_116874.1
335C 99% 0.0 98.46% Rhizobium sp. NR_136447.1
336A 99% 0.0 99.28% Rhizobium sp. NR_116874.1
338A 100% 0.0 98.64% Rhizobium sp. IX678769.2
33D 100% 0.0 99.43% Rhizobium sp. NR_044053.1
344B1B  99% 0.0 99.60% Rhizobium sp. NR_116874.1
346A2 100% 0.0 99.36% Pantoea sp. AB907780.1
347E 100% 0.0 99.09% Stenotrophomonas sp. NR_118008.1


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC462185.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=439375
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_074243.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN240936.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1404
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK424276.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT212231.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=294699
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP015438.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5D76KZT5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AJ784209.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5DW4DW0P014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT212231.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ316247.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=553K65G001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_024709.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_026519.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB907780.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB907780.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044053.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB907780.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R

Bactéria oser e-value ldentidade Seqﬁtca)né:;er\]scgngés;;rgélsares Descricéo

360B 100% 0.0 99.28% Rhizobium sp. NR_044053.1
363B 99% 0.0 99.62% Stenotrophomonas sp. NR_117406.1
36D 99% 0.0 98.30% Stenotrophomonas sp. MNO036524.2
374B 97% 0.0 99.90% Pantoea sp. MT780130.1
376A 100% 0.0 98.65% Stenotrophomonas sp. NR_117406.1
377D 100% 7,00E-111 98.70% Pantoea sp. AB907780.1
387B2 100% 0.0 99.71% Bacillus sp. MN536904.1
389B 100% 0.0 99.67% Pantoea sp. AB907780.1
394D 99% 0.0 99.37% Rhizobium sp. NR_116874.1
396A 100% 0.0 99.44% Paenibacillus sp. NR_113748.1
396B 83% 0.0 92.04% Achromobacter sp. MNG691161.1
399B 100% 0.0 99.72% Pantoea sp. AB907780.1
39B 100% 0.0 99.34% Enterobacter sp. MG832788.1
400B 97% 0.0 99.79% Pantoea sp. MT779002.1
402B 80% 0.0 79.57% Pseudomonas sp. JQ659975.1
403B 99% 0.0 99.50% Rhizobium sp. NR_116874.1
410B 84% 0.0 88.34% Agrobacterium sp. MK100778.1
413D2 100% 0.0 99.73% Ochrobactrum sp. NR_074243.1
415A 100% 0.0 99.17% Pantoea sp. AB907780.1
416A 97% 0.0 99.79% Pantoea sp. MT779002.1
41C 99% 0.0 98.54% Enterobacter sp. MK567957.1
4258 99% 0.0 99.72% Rhizobium sp. NR_116874.1
428A 100% 0.0 99.53% Pantoea sp. AB907780.1
4322 100% 0.0 98.87% Stenotrophomonas sp. NR_118008.1
432D 100% 0.0 99.34% Stenotrophomonas sp. NR_118008.1
5038A 100% 0.0 99.42% Pantoea sp. AB907780.1
5057A  100% 0.0 97.86% Shinella sp. NR_114067.1
5333A 99% 0.0 99.37% Achromobacter sp. NR_117613.1
5358A 100% 0.0 99.07% Paenibacillus sp. NR_113748.1
5378EB  100% 0.0 98.77% Pseudomonas sp. LC507977.1
5379A 100% 0.0 99.71% Stenotrophomonas sp. NR_118008.1
G20 98% 0.0 99.25% Enterobacter sp. NR_118568.1
G37B1 100% 0.0 97.22% Pseudomonas sp. MH305533.1
N12A 100% 0.0 99.32% Pantoea sp. AB907780.1
N13A 100% 0.0 99.73% Pantoea sp. AB907780.1
N14D 100% 0.0 99.09% Pseudomonas sp. NR_114195.1
N15B1  100% 0.0 97.44% Pseudomonas sp. NR_159101.1
N15D  100% 0.0 98.97% Herbaspirillum sp. NR_114140.1
N16B  99% 0.0 99.44% Rhizobium sp. NR_116874.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044053.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117406.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN036524.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2054641
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN536904.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59843
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113748.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN691161.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=WAUCP9GH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB907780.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG832788.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ659975.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WAVKNEJ3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK100778.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WAVM49GV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=439375
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_074243.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB907780.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK567957.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB907780.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118008.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB907780.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117613.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59843
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113748.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=57BWGHCA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
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Sequéncias mais similares

Bactéria oser e-value ldentidade no banco de dados Descricéo
N18A 100% 0.0 98.63% Pseudomonas sp. NR_024709.1
N18E - - - - -

N1C 100% 0.0 99.63% Variovorax sp. NR_134828.1
N21F  100% 0.0 99.34% Stenotrophomonas sp. MNO036524.2
N22B  100% 0.0 99.34% Pseudomonas sp. NR_114195.1
N23B  100% 0.0 99.34% Pantoea sp. AB907780.1
N27B  100% 0.0 99.18% Stenotrophomonas sp.  NR_117406.1
N27D  100% 0.0 97.71% Pseudomonas sp. LN551925.1
N28D  100% 0.0 97.81% Pseudomonas sp. LN551925.1

N2C 99% 0.0 99.73% Variovorax sp. NR_134828.1
N31C  99% 0.0 97.77% Pseudomonas sp. LN551925.1
N37C - - - - -

N3C 99% 0.0 99.55% Rhizobium sp. NR_116874.1
N40E - - - - -
N41A  100% 0.0 99.24% Kosakonia sp. NR_135211.1
N42A  100% 0.0 98.75% Agrobacterium sp. NR_157010.1
N44B2  100% 0.0 99.46% Stenotrophomonas sp. NR_117406.1
N44E  100% 0.0 99.35% Achromobacter sp. NR_113732.1
N46D  100% 0.0 98.97% Serratia sp. NR_044385.1

N5G 99% 00  99.72% Burkholderia sp. MH748601.1

N9B 99% 0.0 99.16% Burkholderia sp. MH748601.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1506587
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1506587
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Tabela Suplementar 3. Estirpes selecionadas para os testes in vitro de promocao de crescimento:
crescimento em meio de cultura livre de nitrogénio (FBN), sintese de &cido indolacético (AlA),
indice de solubilizacéo de fosfato inorgénico (1S) e sideréforo.

Parte da

Bactéria Sequenciada Local planta NFB  AIA IS  Sideroforo
5038 Avraripina F - 95,94 - +
5068 Enterobacter sp. Avraripina F - 19,72 1,60 +
5095 Enterobacter sp. Acraripina R - 95,03 3,11 +
5117 Rhizobium sp. Araripina R + 110,77 2,49 +
5120  Stenotrophomonas sp.  Araripina R 89,53 - +
5132  Stenotrophomonas sp.  Araripina S - 25,77 - -
5155 Rhizobium sp. Araripina S + 206,51 - +
5167 Acraripina C - 33,50 - +
5170 Burkholderia sp. Acraripina C + 32,97 - +
5173 Variovorax sp. Araripina C + 20,18 - +
5177 Agrobacterium sp. Acraripina C + 123,91 - +
5183 Rhizobium sp. Araripina Cc + 118,09 - +
5193 Pseudomonas sp. Acraripina C + 22,92 - +
5195 Acraripina C - 1,27 1,90 +
5200  Stenotrophomonas sp.  Araripina C - 16,92 - +
5211  Stenotrophomonas sp.  Araripina C - 38,14 NC +
5223  Stenotrophomonas sp.  Araripina C - 76,56 - -
5225  Stenotrophomonas sp.  Araripina C - 49,53 NC +
5226  Stenotrophomonassp. Araripina C - 4408 NC +
5227 Pseudomonas sp. Acraripina C - 50,49 - +
5276 Rhizobium sp. Acraripina R + 205,50 - -
5287  Stenotrophomonas sp.  Araripina R - 139,53 - +
5289 Acraripina R - 9,09 - +
5290 Pseudomonas sp. Acraripina R - 41,34 NC +
5297 Acraripina R - 103,71 - +
5302  Stenotrophomonas sp.  Araripina R - 13,68 - -
5305 Pseudomonas sp. Avraripina S + 69,84 - +
5310 Pantoea sp. Avraripina S + 11569 1,71 +
5333 Avraripina S + 101,73 - +
5347  Stenotrophomonas sp.  Araripina R - 43,57 NC +
5396  Stenotrophomonas sp.  Araripina R 58,14 NC +
5410 Rhizobium sp. Araripina R + 139,47 - +
121A Avraripina S - 94,13 1,10 +

121B1 Ochrobactrum sp. Avraripina S - 12,80 - -
14C Variovorax sp. Gravata F + 20,97 - +
168A3 Pantoea sp. Araripina S 117,89 -


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1506587
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1043189
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=439375
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59814
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Bactéria Sequenciada Local ngﬁtia NFB  AIA IS  Sideroforo
188B . Acraripina C - 10,14 - -
18C Rhizobium sp. Gravata F 121,99 - +
18C2 Rhizobium sp. Gravata F 122,32 - +
192C Achromobacter sp. Araripina F - 4,20 1,89 +
193A Enterobacter sp. Araripina F - 18,53 - +
195C1 Pseudomonas sp. Araripina F - 11,75 1,63 +
198A Rhizobium sp. Acraripina R + 120,69 - +
199B2 Ochrobactrum sp. Acraripina R - 102,38 1,69 +
20A2  Stenotrophomonas sp.  Gravata F + 58,09 - +
212B2 Rhizobium sp. Araripina S - 119,36 - +
219B Rhizobium sp. Araripina Cc - 94,43 - -
225B Rhizobium sp. Araripina Cc - 98,67 NC +
230A Rhizobium sp. Acraripina C + 133,45 - +
231B1 Priestia sp. Acraripina F - 24,39 - +
252A Pantoea sp. Araripina F - 90,77 1,71 +
258A2B Enterobacter sp. Araripina F + 104,73 - +
270B Araripina Cc - 110,84 - -
270C Acraripina C 109,65 1,24 -
288A1A Enterobacter sp. Acraripina C + 114,61 - +
288C Enterobacter sp. Acraripina C - 4597 1,44 -
289A Acraripina C - 8,04 1,74 +
294B Curtobacterium sp.  Araripina F - 9,09 - +
297A Pseudomonas sp. Araripina F - 20,42 - +
303A2 Agrobacterium sp. Acraripina f - 159,13 NC +
328A Rhizobium sp. Acraripina S 118,20 - +
331A2 Stenotrophomonas sp.  Araripina S 23,79 - -
331C Rhizobium sp. Acraripina S - 9,53 - -
333A Pantoea sp. Acraripina S 123,68 1,84 +
333B Pantoea sp. Acraripina S + 103,77 2,04 +
334C1 Pantoea sp. Acraripina Cc - 80,42 1,70 +
335B2 Rhizobium sp. Avraripina C + 120,55 - +
335C Rhizobium sp. Avraripina C + 53,08 2,32 -
336A Rhizobium sp. Avraripina C + 126,87 - +
338A Rhizobium sp. Araripina Cc - 14,03 - -
33D Rhizobium sp. Gravata S - 38,17 - +
344B Rhizobium sp. Acraripina C - 19,91 1,55 +
346A2 Pantoea sp. Avraripina C + 106,17 2,03 +
347E  Stenotrophomonas sp. Araripina C + 44,16 1,58 +
360B Rhizobium sp. Avraripina R - 38,14 - +


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2213015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=439375
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=487698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=648995
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363B  Stenotrophomonas sp.  Araripina R - 25,12 - +
36D  Stenotrophomonassp.  Gravata S - 105,63 - -
374B Pantoea sp. Araripina R - 12,80 1,80 +
376A  Stenotrophomonas sp.  Araripina F - 16,57 1,93 +
377D Pantoea sp. Avraripina F - 40,28 2,02 -
387B2 Bacillus sp. Avraripina F - 21,93 NC +
389B Pantoea sp. Acraripina F - 56,57 1,26 +
394D Rhizobium sp. Acraripina C + 120,38 - +
396A Paenibacillus sp. Araripina C - 68,37 - +
396B Acraripina C - 67,95 142 +
399B Pantoea sp. Araripina C + 100,06 1,85 +
39B Enterobacter sp. Gravata S + 126,31 2,02 +
400B Pantoea sp. Acraripina C - 17,06 1,50 -
402B Acraripina R + 19,25 1,38 +
403B Rhizobium sp. Araripina R - 99,79 - +
410B Araripina R + 90,63 - +
413D2 Ochrobactrum sp. Araripina R - 124,16 2,86 +
415A Pantoea sp. Acraripina C + 95,32 1,27 +
416A Pantoea sp. Acraripina R - 99,23 1,15 -
41C Enterobacter sp. Gravata S + 106,39 1,54 +
425B Rhizobium sp. Acraripina S - 21205 2,13 +
432D  Stenotrophomonas sp.  Araripina S - 46,03 NC +
5038A Pantoea sp. Acraripina F - 27,13 - +
5057A Shinella sp. Araripina F - 81,47 - +
5333A Achromobacter sp. Acraripina S 13,57 - +
5358A Paenibacillus sp. Acraripina S 31,05 - +
5378EB Pseudomonas sp. Acraripina C - 31,26 - +
5379A  Stenotrophomonas sp.  Araripina C - 93,99 1,40 +
G20 Enterobacter sp. Gravata F + 154,44 2,84 +
G37B1 Pseudomonas sp. Gravata S + 53,45 - +
N12A Pantoea sp. Nazaré C + 111,48 2,17 +
N13A Pantoea sp. Nazaré C + 16,70 - +
N14D Pseudomonas sp. Nazaré F + 43,94 - +
N15B1 Pseudomonas sp. Nazaré F + 81,19 1,48 +
N15D Herbaspirillum sp. Nazaré F + 28,40 - +
N16B Rhizobium sp. Nazaré F - 128,96 - +
N18A Pseudomonas sp. Nazaré F - 35,43 NC +
N18E Nazaré F - 19,73 - +
N1C Variovorax sp. Nazaré EST + 36,17 - +
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N21F  Stenotrophomonassp.  Nazaré F + 61,42 - +
N22B Pseudomonas sp. Nazaré F + 38,37 - +
N23B Pantoea sp. Nazaré F 170,58 1,91 +
N27B  Stenotrophomonassp.  Nazaré F - 30,52 - +
N27D Pseudomonas sp. Nazaré F + 68,99 - +
N28D Pseudomonas sp. Nazaré F + 117,04 - +
N2C Variovorax sp. Nazaré EST + 19,44 2,04 +
N31C Pseudomonas sp. Nazaré F + 8555 1,59 +
N37C Nazaré R + 66,99 248 +
N3C Rhizobium sp. Nazaré EST - 27,35 1,69 +
N40E Nazaré S + 103,06 3,10 +
N41A Kosakonia sp. Nazaré S + 67,58 - +
N42A Agrobacterium sp. Nazaré S - 206,46 - +

N44B2 Stenotrophomo nas sp.  Nazaré S + 101,93 - +
N44E Achromobacter sp. Nazaré S + 116,68 - +
N46D Serratia sp. Nazaré S + 115,06 - +

N5G Burkholderia sp. Nazaré C - 22,27 1,49 +
N9B Burkholderia sp. Nazaré C - 21,34 2,35 +
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