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RESUMO

BARROS, Marcos Vinicius Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto
de 2025. Inibicdo do crescimento de espécies de plantas daninhas por
rizobactérias deletérias. Orientador: Mauricio Dutra Costa.

O manejo das plantas daninhas demanda grandes quantidades de herbicidas, os
guais representaram cerca de 47% do consumo de agrotoxicos no Brasil em 2022.
Uma das alternativas para reduzir o consumo de herbicidas é a utilizacdo de
microrganismos inibidores do crescimento vegetal, a exemplo das rizobactérias
deletérias (DRB, do inglés Deleterious Rhizobacteria). As DRBs colonizam a
rizosfera das plantas, inibindo o crescimento vegetal, sem causar sintomas
aparentes de doenca. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de seis
isolados de rizobactérias deleterias [87 (Cellulosimicrobium sp.), 125 (Fictibacillus
sp.) 204 (Brevundimonas sp.), 211 (Neobacillus sp.), 212 (Pseudoclavibacter sp.) e
405 (Microbacterium sp.)] em inibir o crescimento de diferentes espécies de plantas
daninhas, a saber Sorghum arundinaceum (Desv.) Stapf. (capim-falso-massambara),
Urochloa brizantha (Hochst. ex A.Rich.) R.D.Webster (capim-braquiaria), Ipomoea
cairica (L.) Sweet. (corda-de-viola), Amaranthus spinosus L. (caruru-de-espinho) e
Bidens pilosa L. (picdo-preto), e caracterizar 0s mecanismos de promocao ou
inibicdo do crescimento vegetal in vitro. Os isolados de DRB variaram quanto a
capacidade de inibir o crescimento das plantas daninhas. A inibicdo do crescimento
manifestou-se na reducdo do acumulo de massa seca da parte aérea e, ou da
massa seca das raizes. Alguns isolados promoveram o acumulo de massa seca total
das plantas de |. cairica e A. spinosus, indicando que a atividade de inibicédo
depende da espécie de planta. Apesar de serem classificados como DRBs, o0s
isolados testados foram capazes de solubilizar fontes de fosfato naturais e sintéticas,
produzirem AIA, sider6foros, amdnia e quitinase, caracteristicas associadas a
promocdo de crescimento. Um dos isolados apresentou a capacidade de fixar
nitrogénio. A producdo de HCN, tida como um dos mecanismos de inibicdo do
crescimento vegetal, ndo foi detectada neste trabalho. Esses dados evidenciaram a
capacidade dos isolados testados em inibir ou promover o crescimento de diferentes
espécies de plantas daninhas, indicando potencial de uso em praticas de manejo
menos dependentes de herbicidas e mais sustentaveis ambientalmente.

Palavras-chave: rizobactérias deletérias; plantas daninhas; inibicdo de crescimento
de plantas



ABSTRACT

BARROS, Marcos Vinicius Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2025. Weed growth inhibition by deleterious rhizobacteria. Adviser: Mauricio
Dutra Costa.

Weed management requires large quantities of herbicides, which accounted for
approximately 47% of pesticide consumption in Brazil in 2022. One alternative to
reducing herbicide consumption is the use of microorganisms that inhibit plant
growth, such as deleterious rhizobacteria (DRB). DRBs colonize the rhizosphere of
plants, inhibiting plant growth without causing apparent disease symptoms. The
objective of this work was to evaluate the capacity of six isolates of deleterious
rhizobacteria [87 (Cellulosimicrobium sp.), 125 (Fictibacillus sp.) 204 (Brevundimonas
sp.), 211 (Neobacillus sp.), 212 (Pseudoclavibacter sp.) and 405 (Microbacterium
sp.)] to inhibit the growth of different weed species, namely Sorghum arundinaceum
(Desv.) Stapf. (false-massambard), Urochloa brizantha (Hochst. ex A.Rich.)
R.D.Webster (capim-braquiaria), Ipomoea cairica (L.) Sweet. (corda-de-viola),
Amaranthus spinosus L. (caruru-de-espeinho), and Bidens pilosa L. (picao-preto),
and characterize the mechanisms of plant growth promotion or inhibition in vitro. The
DRB isolates varied in their ability to inhibit weed growth. Growth inhibition was
manifested by reduced shoot dry matter accumulation and/or root dry matter. Some
isolates promoted the accumulation of total dry matter in I. cairica and A. spinosus
plants, indicating that the inhibitory activity depends on the plant species. Despite
being classified as DRBs, the tested isolates were able to solubilize natural and
synthetic phosphate sources and produce IAA, siderophores, ammonia, and
chitinase, characteristics associated with growth promotion. One of the isolates
demonstrated nitrogen fixation. HCN production, considered one of the mechanisms
of plant growth inhibition, was not detected in this study. These data demonstrated
the ability of the tested isolates to inhibit or promote the growth of different weed
species, indicating their potential use in establishing management practices that are
less dependent on herbicides and environmentally sustainable.

Keywords: deleterious rhizobacteria; weeds; plant growth inhibition
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1. INTRODUCAO

A evolugdo da agricultura ao longo do udltimo século foi marcada pela
intensificagcdo do uso de novas tecnologias, a exemplo das sementes geneticamente
modificadas, fertilizantes quimicos e defensivos agricolas, e de equipamentos
modernos. Esses avancos, impulsionados pela Revolucao Verde, foram fundamentais
para o aumento da produtividade de culturas importantes, como o milho, a soja, o
trigo, o feijdo e a cana-de-agucar, em resposta a crescente demanda por alimentos
pela populacéo.

Entretanto, o aumento da produtividade agricola enfrenta desafios
significativos, como a competicdo de plantas daninhas com as culturas. As plantas
daninhas sdo aquelas indesejaveis, em certo momento e local, em alguma atividade
humana. Na agricultura, podem comprometer a produtividade se nao forem
devidamente controladas. No caso da cultura do milho, por exemplo, a aplicacdo de
herbicidas € utilizada para o controle de plantas daninhas e a manutencéo do estande
de plantas no periodo inicial da cultura. Caso as plantas daninhas ndo sejam
eliminadas, podem competir diretamente com a cultura por recursos essenciais, como
nutrientes, luz e agua, podendo reduzir a produtividade. Essas perdas ndo apenas
geram prejuizos significativos para os produtores, mas também impactam toda a
cadeia produtiva, provocando oscilacbes nos precos dos graos e de seus derivados.

O uso de herbicidas é amplamente adotado para controlar plantas daninhas
antes que ocorra competicdo com a cultura. No Brasil, esses insumos representam
cerca de 47% do total de defensivos quimicos utilizados na agricultura (FAO,2022).
Apesar da eficacia dos herbicidas, a selecdo de biotipos de plantas daninhas
resistentes a esses compostos e 0s impactos negativos ao meio ambiente tém gerado
preocupacdes econémicas e ambientais.

A microbiota do solo tem ganhado destaque devido a sua capacidade de
promover o crescimento de plantas, além de atuar na degradacdo de contaminantes
organicos do solo. Estudos recentes tém desvendado como microrganismos do solo
influenciam as interagbes entre as culturas e as plantas daninhas. A microbiota do
solo pode atuar favorecendo ou ndo determinada planta, e, por conseguinte,
influenciar o balanco de competicéo interespecifica.

No solo, bactérias da rizosfera vegetal tém particular importancia na ecologia

de plantas daninhas. As rizobactérias promotoras do crescimento vegetal podem, por
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meio de mecanismos diretos e indiretos, facilitar o crescimento dessas plantas. Ja a
rizobactérias deletérias, atuam na inibicdo do crescimento, sem causar sintomas
aparentes de doenca, por meio de variados mecanismos, incluindo a producéo de
acido cianidrico (HCN).

Nesse contexto, estratégias microbianas, a exemplo do uso de rizobactérias
deletérias, apresentam potencial de contribuir para a reducdo da dependéncia do uso
de herbicidas. As rizobactérias deletérias podem suprimir ou retardar o crescimento
de plantas daninhas, impedindo ou mitigando os efeitos da competicdo sobre a
cultura. O uso desses microrganismos na agricultura pode reduzir o uso de herbicidas,
contribuindo para o estabelecimento de praticas agricolas mais sustentaveis. Esses
microrganismos podem ser utilizados nos processos de descontaminagéo de solos
por agrotéxicos, Cellulosimicrobium, por exemplo, é capaz de degradar o herbicida
Quiclorac no solo, além de promover o crescimento do arroz (HUANG et al., 2021).
Além disso, até o momento, ndo existem herbicidas comerciais registrados no Brasil,
que sejam produzidos a partir de metabdlitos microbianos.

Um conjunto de rizobactérias foi isolado a partir da rizosfera do picdo-preto
(Bidens pilosa L.). Alguns desses isolados foram capazes de mudar o equilibrio da
interacdo entre essa planta daninha e o milho (Kehl, 2021). No entanto, pouco se sabe
sobre os mecanismos que operam ha inibicdo do crescimento vegetal, nem sobre a
gama de espécies vegetais susceptiveis a inibicdo por essas rizobactérias. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de rizobactérias de inibir o
crescimento de diferentes espécies de plantas daninhas, a saber Sorghum
arundinaceum (Desv.) Stapf. (capim-falso-massambara), Urochloa decumbens (Stapf)
R.D.Webster (capim-braquiaria), Ipomoea cairica (L.) Sweet. (corda-de-viola),
Amaranthus spinosus L. (caruru-de-espinho) e B. pilosa (picdo-preto), e caracterizar

0S mecanismos de promocéo ou inibicdo do crescimento vegetal in vitro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plantas daninhas

O termo “planta daninha” é comumente utilizado para referir-se as plantas cuja
presenca é indesejada em certos momentos e locais para atividade humana,
principalmente na agricultura (PITELLI, 1987; BRIGHENTI e OLIVEIRA, 2011). As
plantas daninhas possuem varias caracteristicas que lhes tornam competitivas e
adaptaveis, permitindo que aproveitem diversos habitats e ecossistemas especificos.
Essas caracteristicas correspondem a resisténcia e a rusticidade das plantas, a alta
capacidade reprodutiva e a laténcia das sementes, resultando em germinacao
irregular, o que torna o manejo mais desafiador. Além disso, apresentam sistema
radicular bem desenvolvido e significativa plasticidade fenotipica, somados a
resisténcia a pragas e doencas, diversos métodos de dispersdo muito eficientes,
variabilidade das populacbes e producdo de compostos alelopéticos. Essas
caracteristicas conferem a essas plantas alta capacidade competitiva, mesmo em
ambientes com condi¢bes extremas (SOARES et al., 2010; SANTOS et al., 2013;
FIALHO et al., 2016; HAMMER et al., 2018; SCAVO et al., 2019; MENDES e DA
SILVA, 2022).

Por serem muito habeis na utilizacdo de recursos do ambiente, caso ndo seja
feito o devido controle, as plantas daninhas podem ocasionar prejuizos diretos ou
indiretos para as culturas. Entre os prejuizos diretos, destaca-se a reducdo da
produtividade das culturas em virtude da competicéo por recursos do meio ou devido
a liberacdo de compostos alelopaticos. Na cultura do milho, a interferéncia de plantas
daninhas, como Urochloa plantaginea (capim-marmelada), Digitaria horizontalis
(capim-coloniao), Eleusine indica (capim-pé-de-galinha), Raphanus raphanistrum
(nabica), Chenopodium album (ancarinha-branca), Galinsoga parviflora (botdo-de-
ouro), Amaranthus retroflexus (caruru-gigante), Euphorbia heterophylla (leiteira) e
Sida rhombifolia (guanxuma), podem acarretar perdas de produtividade de até 20%
(KOZLOWSKI et al., 2009). Ja na cultura da soja, a produtividade pode ser reduzida
em até 52% na presenca das espécies U. plantaginea, D. horizontalis, [Ipomoea triloba
(corda-de-viola), Euphorbia heterophylla, Amaranthus deflexus (caruru-rasteiro),
Commelina benghalensis (trapoeraba), Richardia brasiliensis (poaia-branca), Bidens

pilosa e Raphanus raphanistrum (SILVA et al., 2015).
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Indiretamente, as plantas daninhas podem hospedar pragas e patdégenos
(OLIVERIA; RANDO, 2017). A espécie Diabrotica speciosa (Coleoptera), conhecida
como vaquinha verde-amarela, foi encontrada em Cenchrus echinatus (capim-
carrapicho), Amaranthus spp., E. heterophylla, R. raphanistrum, B. pilosa, Sonchus
oleraceus (serralha), Digitaria insularis (capim-amargoso), Sida sp., Parthenium
hysterophorus (losna-branca), Leonurus sibiricus (rubim) e C. benghalensis
[trapoeraba] (OLIVERIA; RANDO, 2017). A capacidade de 17 espécies de plantas
daninhas de hospedar o nematoide Meloidogyne incognita ja foi relatada na literatura
(BELLE et al. 2017). As espécies Urochloa decumbens (Stapf) R.D.Webster
(braquiaria) e Sorghum arundinaceum (falso-massambara) sdo hospedeiras do
Sugarcane mosaic virus (SCMV), agente causal do mosaico-comum em milho e sorgo
no Brasil (SOUZA et al., 2016).

Embora frequentemente consideradas indesejaveis para as atividades
humanas, as plantas daninhas desempenham papéis importantes e benéficos nos
ecossistemas onde estdo presentes (BRIGHENTI e OLIVEIRA, 2011; AGUIAR et al.,
2022). Entre as vantagens associadas a presenca dessas plantas estdo a protecao
do solo contra processos erosivos (BRIGHENTI e OLIVEIRA, 2011), a fixacéo
biolégica de nitrogénio, especialmente por espécies leguminosas (BRIGHENTI e
OLIVEIRA, 2011), e podem ser utilizadas como descontaminantes de metais pesados
do solo e da agua (Boer et al., 2007). Algumas plantas daninhas sao utilizadas como
plantas ornamentais, a exemplo da Ipomoea indica (corda-de-viola), Portulaca
oleracea L. (beldroega) e C. benghalensis (trapoeraba), por produzirem flores
(SOARES FILHO et al.,, 2016). Aléem disso, certas espécies sao utilizadas como
Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC), incluindo a serralha (Sonchus
oleraceus), o Amaranthus spp. (caruru), a Brassica rapa (mostarda) e a P. oleracea L.
(beldroega) [BIONDO et al.,, 2018; JESUS et al.,2020]. Essas plantas ainda
apresentam potencial medicinal, sendo utilizadas tradicionalmente em diferentes
regides do Brasil (AGRA et al., 2007; CORDEIRO, FELIX, 2014).
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2.2 RIZOBACTERIAS
2.2.1 Rizobactérias Promotoras de Crescimento

As rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPR) sé&o bactérias
benéficas que habitam a rizosfera das plantas (SIDDIQUI, 2006). A rizosfera é
considerada a regido do solo que circunda as raizes das plantas, sendo local de
intensa atividade biolégica e interacdo microbiana (DE LA FUENTE CANTO et al.,
2020). A rizosfera é colonizada por grande diversidade de microrganismos, incluindo
bactérias, arqueias, fungos, virus e protozoarios, sendo as bactérias e fungos os
grupos mais prevalentes e funcionalmente ativos (KALAM et al., 2017; BUEE et al.
2009)

O termo PGPR foi introduzido por Kloepper e Schroth em 1978 para descrever
bactérias do solo que colonizam agressivamente as raizes e promovem o crescimento
vegetal (KLOEPPER; SCHROTH, 1978). Essas bactérias atuam como parte
integrante do microbioma da planta, produzindo substancias reguladoras que
estimulam diretamente o crescimento das raizes e da parte aérea do hospedeiro
(DUTTA e PODILE, 2010; KHOSHRU et al., 2020; AHEMAD e KIBRET, 2014).

As PGPRs promovem a saude vegetal ao melhorar a absorcédo de nutrientes,
proteger a planta contra patégenos e aumentar a tolerancia a estresses bidticos e
abidticos (PARRAY et al., 2016). Muitos isolados sdo também capazes de aumentar
a produtividade agricola, induzir resisténcia sistémica, favorecer a nodulacdo de
plantas leguminosas e estimular a germinacao de sementes (VEJAN et al., 2016).

Os géneros bacterianos mais comuns de PGPRs incluem Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Azospirillum, Paenibacillus, Serratia, Streptomyces, dentre
outros (BHATTACHARYYA e JHA, 2012; KALAM et al., 2020).

As PGPRs atuam por mdultiplos mecanismos que contribuem para o
crescimento e o desenvolvimento vegetal, sendo classificadas em mecanismos diretos
e indiretos. Os mecanismos diretos atuam principalmente na disponibilizacdo de
nutrientes essenciais por meio da fixagéao biolégica de nitrogénio e da solubilizacéo de
minerais, tais como o fésforo, o potassio, o zinco e o ferro. Além disso, 0s mecanismos
diretos incluem a regulacdo dos niveis de auxinas, citocininas, giberelinas, acido
abscisico e etileno, promovendo a germinacdo de sementes, a rizogénese e 0
crescimento vegetativo (PARRAY et al., 2016; KALAM, BASU e PODILE, 2020).
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Os mecanismos indiretos sédo aqueles relacionados a protecéo da planta contra
fitopatdgenos e pragas e decorrem da competicdo por nichos ecolégicos, da producao
de substéncias antimicrobianas, tais como antibiéticos, sideréforos e cianeto de
hidrogénio, bem como da liberagdo de enzimas liticas, como quitinases, glicanases e
proteases, que degradam componentes da parede celular de patdégenos e pragas
(GOSWAMI, THAKKER e DHANDHUKIA, 2016; MEENA et al., 2020). Outro
mecanismo relevante € a inducéo de resisténcia sistémica, que melhora a resposta
imune da planta contra uma ampla gama de agentes patogénicos (BACKER et al.,
2018).

2.2.2 RIZOBACTERIAS DELETERIAS

As rizobactérias deletérias (DRB, do inglés Deleterious Rhizobacteria) sédo
aquelas que colonizam sementes e raizes de plantas suprimindo o crescimento
vegetal, sem, no entanto, causar danos aos tecidos da planta (KREMER, 2007). O
interesse nas DRB relaciona-se principalmente com ao potencial desses
microrganismos de promover a inibicdo de plantas daninhas, contribuindo para
praticas de manejo agricola menos dependentes de herbicidas. A capacidade de
inibicdo de plantas pelas DRBs relaciona-se com a producdo de antibioticos,
fitotoxinas, acido indolacético (AIA), acido ©&-aminolevulinico (ALA) e/ou &acido
cianidrico (HCN) (DAHIYA; SINDHU, 2020).

As plantas dispdem de comunidades bacterianas na rizosfera que incluem tanto
as DRBs quanto as PGPR. Esses dois grupos podem ter efeitos de promocao e
inibicdo do crescimento a depender das espécies de plantas em questao (NEHL et al.,
1997; PHOUR,; SINDHU, 2019). A inoculag&o de dois isolados bacterianos em plantas
de mostarda, Brassica juncea L., e na planta daninha, Lathyrus aphaca L., induziu
aumentos de até 191% na massa seca da parte aérea e das raizes da mostarda, e a
diminuicdo de até 92% dessas variaveis na planta daninha, apés 75 dias de cultivo
(PHOUR; SINDHU, 2019). O efeito inibitorio foi atribuido a producdo de &cido o-
aminolevulinico (ALA) pelas bactérias (PHOUR; SINDHU, 2019).

Isolados de Pseudomonas também foram capazes de suprimir a germinacao
de sementes de trigo por meio da producdo de niveis moderados de &cido indol-3-
acético (AlA). Curiosamente, esses mesmos niveis de AIA promoveram o crescimento

de plantulas de trigo, evidenciando que o efeito desse fitormonio varia de acordo com
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o estagio de desenvolvimento da planta (TABATABAEI et al., 2016). Além disso, 0
estudo demonstrou que, em condi¢cdes de deficiéncia de nutrientes, as bactérias
aumentam significativamente a producéo e a secrecdo de AIA em comparagao com
ambientes com niveis adequados de nutrientes, visando estimular a producdo de
raizes e, consequentemente, a absorcdo de minerais (TABATABAEI et al., 2016).
Também, a inoculacdo de sementes de rabanete chinés e alface com quatro isolados
de Enterobacter sp., resultou na inibicdo do crescimento dessas plantas, sendo este
efeito atribuido a producdo elevada de AIA pelos isolados testados (PARK et al.,
2015).

Além disso, a inoculacdo de R. raphanistrum com estirpes de Pseudomonas
fluorescens e Alcaligenes xylosoxidans levou a reducéo do crescimento da planta em
convivéncia com a videira. Nesse caso, o efeito inibitério foi atribuido a producéo de
HCN pelos isolados bacterianos (FLORES-VARGAS; O’HARA, 2006).
Interessantemente, eles isolados né&o tiveram efeitos deletérios sobre a videira e ainda
estimularam a nodulacao do trevo (FLORES-VARGAS; O’'HARA, 2006). Finalmente,
a inoculagéo de sementes de Oenothera biennis com Klebsiella pneumoniae inibiu a
germinacao desses propagulos por meio da producéo de AIA e de amobnia. Observou-
se, também, aumentos nos niveis de acido abscisico enddgeno, regulador da
dorméncia e da germinacao, quando a inoculacao foi realizada (KANG et al., 2020).

Recentemente, um conjunto de 191 bactérias foi isolado a partir da rizosfera do
picdo-preto [B. pilosa L.] (KEHL, 2021). Os isolados, quando inoculados nessa planta
em casa-de-vegetacao, produziram efeitos neutros, de inibicdo ou de promocao do
crescimento das plantas. Alguns deles inibiram o acimulo de matéria seca da parte
aérea em até 76%. Ja na massa seca das raizes, a reducao dessa variavel foi de até
79% (KEHL, 2021). Em estudos posteriores verificou-se que alguns dos isolados eram
capazes de interferir no balango de competi¢cdo entre o milho e o picao-preto (dados
nao publicados), abrindo novas oportunidades para o0 uso de microrganismos no
controle integrado dessa planta daninha.

Estratégias de controle de plantas daninhas que envolvam microrganismos do
solo, a exemplo do uso de rizobactérias deletérias, apresentam potencial de contribuir
para a reducdo da dependéncia do uso de herbicidas. As rizobactérias deletérias
podem suprimir ou retardar o crescimento vegetal, impedindo ou mitigando os efeitos

da competicdo sobre a cultura. O uso de tais microrganismos pode, também, reduzir
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a contaminacdo ambiental por herbicidas, contribuindo para o uso de praticas

agricolas mais sustentaveis.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Ecologia Microbiana
(LEM), localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria, e conduzidos
na casa-de-vegetacdo do Departamento de Agronomia, Universidade Federal de
Vicosa (UFV), no municipio de Vicosa — MG, Brasil. O cultivo das plantas daninhas foi

conduzido de janeiro a marco de 2025, perfazendo o total de 60 dias.
3.1 Selecao de isolados bacterianos rizosféricos

Os isolados bacterianos utilizados fazem parte do banco de bactérias da
rizosfera do picdo-preto [B. pilosa L.] (KEHL, 2021). Com base nos resultados obtidos
em experimentos prévios (KEHL, 2021), foram selecionados seis isolados com base
na capacidade de reducéo de 50% ou mais da producao de massa seca total do picéo-
preto. Os isolados selecionados corresponderam ao 87 (Cellulosimicrobium sp.), 125
(Fictibacillus sp.), 204 (Brevundimonas sp.), 211 (Neobacillus sp.), 212

(Pseudoclavibacter sp.) e 405 (Microbacterium sp.).
3.2 Reativacao e constituicdo do estoque bacteriano

As bactérias selecionadas foram reativadas inicialmente em placas de Petri,
contendo 20 mL do meio Agar Nutriente. Apés a formacéo de coldnias, elas foram
transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL meio liquido TSB e cultivadas em
B.O.D a 28°C, por 96 h. Aliquotas de 1,7 mL das culturas bacterianas foram
adicionadas em tubos do tipo Eppendorf de 2 mL, contendo 0,3 mL de glicerol para
concentracdo final de 15%. Os tubos foram agitados em vortex, congelados em

nitrogénio liquido e armazenados em Ultrafreezer a -80°C.
3.3 Experimento em casa-de-vegetacao
3.3.1 Coleta de sementes de plantas daninhas

As sementes de cinco espécies de plantas daninhas, sendo duas gramineas,
(falso-massambara [Sorghum arundinaceum (Desv.) Stapf.] e capim-braquiaria
[Urochloa brizantha (Hochst. ex A.Rich.) R.D.Webster]), e trés eudicotiledbneas,
[corda-de-viola (Ipomoea cairica (L.) Sweet.), caruru-de-espinho (Amaranthus

spinosus L.) e picdo-preto (B. pilosa)], foram coletadas durante o periodo de agosto a
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novembro de 2024, no Vale da Agronomia [20°46'08.3" S 42°52'10.1" W], no Campus
da UFV.

3.3.2 Montagem do experimento

Os experimentos foram conduzidos em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC), sendo um para cada espécie de planta. Foram testados sete
tratamentos de inoculacéo (seis isolados bacterianos e um controle sem inoculacao),
com quatro repetigbes, totalizando 28 unidades experimentais. Em cada unidade
experimental, foram utilizadas dez sementes de picéo-preto, caruru-de-espinho,
capim-braquiaria, capim-falso-massambard, e cinco sementes de corda-de-viola. As
sementes foram previamente desinfestadas com etanol a 70% por 2 min, seguido de
hipoclorito de sodio a 2% por 3 min, e lavadas cinco vezes com agua destilada
autoclavada. Apés a desinfestacdo, as sementes foram inoculadas por imersdo em
4mL da suspensédo bacteriana (densidade 6tica D.0.=0,6 em solucéo salina 0,85%
NaCl) durante 60 min. Posteriormente a inoculacéo, realizou-se a semeadura em
vasos de 1,8 L, contendo substrato SV SUBSTRATO VEGETAL (Vida Verde®).
Quinze dias ap6s a semeadura, realizou-se o desbaste das plantas, mantendo-se trés
plantulas por vaso. Nesse momento, aplicou-se inoculacdo de refor¢o, adicionando-
se 4 mL suspenséo bacteriana (D.O.= 0,6) em cada vaso. Durante todo o experimento,
0 substrato foi mantido Uumido por irrigacdo via microaspersdo duas vezes ao dia,

complementada manualmente conforme a demanda hidrica e as condi¢6es climaticas.

3.3.3 Determinacado de massa seca da parte aérea e raizes das plantas

daninhas

Apoés 53 dias de cultivo de caruru-de-espinho, capim-braquiaria, capim-falso-
massambara e corda-de-viola e, aos 60 dias de cultivo de pic&do-preto, foram
realizadas medidas da altura das plantas, do coleto até a folha mais nova
completamente expandida, utilizando-se fita métrica. As plantas foram coletadas e a
parte aérea separada das raizes. Os sistemas radiculares foram lavados com agua
corrente para remocao de particulas do substrato de cultivo. Os materiais vegetais
foram acondicionados em sacos de papel e secos em estufa de ventilagéo forcada a
65 °C até peso constante. Em seguida, a massa seca das raizes e da parte aérea foi
determinada por pesagem em balanca com precisao de trés casas decimais.



19

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Todas as analises foram

realizadas utilizando-se o software estatistico R.
3.4 Mecanismos de inibicdo e promocao de crescimento in vitro
3.4.1 Solubilizacdo de fosfatos

Para a avaliacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfato, tubos de ensaio
de 15 mL contendo 5 mL do meio NBRIP (10 g L de glicose; 5 g L de NH4Cl; 1 g L
1'de NaCl; 1 g L' de MgS04.7H20; 15 g L* de &agar; pH 7) [NAUTIYAL, 1999],
suplementado com 5 g L com fosfato tricalcico, fosfato de aluminio, fosfato de ferro
e fosfato de Araxa. Os tubos foram, entdo, inoculados com os isolados de forma a se
obter a D.O. inicial de 0,1 e incubados por 7 dias, a 28°C e 150 rpm. Apds a incubacao,
2 mL do sobrenadante dos meios de cultura foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 10

min, e o fésforo, medido no sobrenadante de acordo com Braga e Defilipo (1974).
3.4.2 Producao de acido indol-3-acético (AlA)

A producdo de acido indol-3-acético (AlIA) foi determinada utilizando-se o
método do reagente de Salkowski (BRICK et al. 1991). Os isolados foram cultivados
em caldo Casoy, suplementado com 5 mmol L de L-triptofano, por 96 h e 150 rpm.
O sobrenadante do meio de cultura foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 min. Um
mililitro do sobrenadante foi misturado com 1 mL do reagente de Salkowsky (50 mL
de acido perclérico a 35% e 2 mL de FeClz a 0,5 mol L). A producédo de cor rosa
indicou a producdo de AIA. A concentracdo desse composto foi estimada por
espectrofotometria a 530 nm com base em curva padrdo com concentracées do
fitormoOnios variando de 10-100 pg mL* (PATEL et al., 2018).

3.4.3 Producéao de sideréforos

Para a verificacdo da capacidade de producéo de siderorofos do tipo catecol e
hidroxamatos, Placas de Petri contendo 20 mL do meio de cultura agar nutriente,
foram inoculadas com trés microgotas de 5 pL do sobrenadante de cultura em meio
TSB a 28°C, por 24 h. As microgotas foram dispostas equidistantemente na superficie

do meio nas placas de Petri, seguido da incubacé&o a 28°C por 16 h. Apds a incubacéo,
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uma sobrecamada de agar CAS foi adicionada, seguido de incubacéo por 4 dias a
28°C. A formacéo de halo de cor rosa, laranja ou amarelo claro indica a producéo de
catecol, hidroximato ou carboxilato, respectivamente (CABALLERO-MELLATO ET
AL., 2007).

3.4.4 Producao de amdnia

Para a avaliacdo da capacidade dos isolados de mineralizar nitrogénio, cada
isolado foi inoculado em tubo de ensaio de 50 mL, contendo 10 mL de peptona
bacteriol6gica a 1%, e cloreto de sddio a 0,5%, para a D.O. final de 0,1. As culturas
foram incubadas a 28°C por 48 h e a 150 rpm. Dois mililitros do sobrenadante foram
centrifugados a 10.000 rpm por 10 min. ApGs a centrifugacao, 200 L do sobrenadante
foram misturados com 1 mL de reagente de Nessler (100 g L de Hglz, 70 g L' de KI
e 500 mL de NaOH a 32%) e agua destilada para o volume final de 8,5 mL
(CAPPUCCINO e SHERMAN, 1992). A quantificacdo da amonia foi determinada por

espectrofotometria a 450 nm.
3.4.5 Producéao de quitinase

Para a determinacdo qualitativa da producéo de quitinase, Placas de Petri
contendo 20 mL do meio de cultura para quitinoliticos (1 g L (NH4)2SO0a4, 0,2 g L?
KH2PO4, 1,6 g Lt K2HPO4, 0,2 g Lt MgS04.7H20, 0,1 g L' NaCl, 0,01 g L*
FeS04.7H20, 0,02 g L' CaCl2.2H20 e 1,5% (p/v) de agar), suplementado com 1%
(p/v) de quitina coloidal (SKUJINS et al., 1965), foram inoculadas com trés microgotas
de 5 pL do sobrenadante de cultura realizada em meio TSB a 28°C, por 24 h. As
microgotas foram dispostas equidistantemente na superficie do meio na placa de
Petri, seguido de incubagéo a 28°C por 96 h. A produgéo de quitinase foi confirmada
pelo surgimento de halo translicido ao redor das colonias formadas a partir das

microgotas.
3.4.6 Producédo de cianeto de hidrogénio

Para avaliacdo da capacidade dos isolados de produzir cianeto de hidrogénio,
foram realizadas estrias simples em placas de Petri contendo 20 mL do meio King B.
Internamente a tampa da placa, foi afixada uma tira de papel filtro quantitativo JP42

(Quanty®, com porosidade de 8 um), de 1 x 3 cm, esterilizada em estufa a 180°C por
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2 h e posteriormente embebida em solucédo de acido picrico a 0,5% preparada em
carbonato de sodio (Na2COs) a 2%). As placas estriadas foram seladas com filme de
PVC e incubadas a 28°C por 5 dias. A producdo de HCN foi atestada pela mudanca
de coloragédo da tira de papel de amarelo para laranja, marrom ou marrom-
avermelhado (BAKKER, SCHIPPERS, 1987).

3.4.7 Fixagao biologica de nitrogénio

Para a avaliacdo da capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio pelos
isolados bacterianos, utilizou-se o meio semi-solido NFb, isento de fontes
nitrogenadas cuja composic¢ao, por litro, é a seguinte: 5 g de acido D-malico, 5 mL de
solucéo de Kz2HPO4 a 10%, 2 mL de solucdo de MgS0O4.7H20 a 10%, 1 mL de solucéo
de NaCl a 10%, 2 mL de solucéo de CaCl2.2H20 a 1%, 2 mL de indicador azul de
bromotimol (0,5% em KOH 0,2 M), 2 mL de solu¢ao de micronutrientes preparada com
0,2 g de Na:Mo0a4.2H20, 0,235 g de MnSO4, 0,280 g de H3BOs, 0,008g de
CuSO04.5H20, 0,024 g de ZnS04.7H20 dissolvidos em 200 mL de agua destilada, 4 mL
de solucéo de Fe-EDTA a 1,64%, 4,5 g de KOH, 1 mL de solucdo de vitaminas,
composta de 10 mg de biotina e 20 mg de cloridrato de piridoxina em 100 mL de agua
destilada estéril, e 1,8 g de agar. O pH do meio foi ajustado para 6,8 antes da
esterilizacdo. Apds o preparo, 5 mL do meio NFb foram distribuidos em tubos de
ensaio de 10 cm de altura, tampados com algodao hidréfilo e esterilizados. Em
seguida, 100 pL da cultura de cada isolado bacteriano cultivado em meio TSB a 28°C,
por 24 h, foram inoculados nos tubos seguido da incubacao a 28°C por 5 dias. Como
controle negativo, foram utilizados tubos contendo o meio NFb, sem
inoculacdo bacteriana. A capacidade de fixar nitrogénio foi averiguada pela mudanca

de colorag&o do meio de cultura de verde para azul.
3.5 Analises estatisticas de dados

Os experimentos laboratoriais, com variaveis-resposta quantitativas, foram
montados em DIC com trés repeti¢cdes. Os dados obtidos foram submetidos a anélise
de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Todas

as analises foram realizadas utilizando-se o software estatistico R.
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4. RESULTADOS
4.1 Experimento em casa-de-vegetacao
4.1.1 Efeitos da inoculacéo de rizobactérias em picdo-preto

Os isolados testados apresentaram diferentes efeitos sobre a altura, o acumulo
de massa seca das raizes, de massa seca da parte aérea e de massa total das plantas
de picdo-preto (Figura 1 e 2). A inoculacdo com os isolados 87, 125, 204, 211, 212 e
405 néo influenciou a altura das plantas de picao-preto (Figura 1A). Ja o acumulo de
massa seca da parte aérea foi reduzido em plantas inoculadas com os isolados 125,
204 e 211 (Figura 1B), com decréscimo médio de 28% dessa variavel. Os tratamentos
com os isolados 211 e 405 promoveram maior acumulo de matéria seca das raizes
(Figura 1C), com aumento médio de 14% em comparac¢ao ao controle sem inoculacao.
O acumulo de massa seca total ndo foi beneficiado pela inoculagdo (Figura 1D). Ao
contrario, para essa variavel, a inoculagcdo com o isolado 125 provocou reducédo da

massa seca total de 39% em relac&o ao controle (Figura 2D).
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Figura 1 — (A) Altura, (B) massa seca da parte aérea, (C) massa seca da raiz e (D)
massa seca total de plantas de Bidens pilosa L., inoculadas com isolados
de rizobactérias (87 - Cellulosimicrobium sp., 125 - Fictibacillus sp., 204 -
Brevundimonas sp., 211 - Neobacillus sp., 212 Pseudoclavibacter sp., e
405 - Microbacterium sp.) e controle sem inoculagdo (C - Controle), e
cultivadas por 60 dias em casa-de-vegetacdo. Barras seguidas da mesma
letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Controle

Figura 2 — Plantas de Bidens pilosa L. inoculadas com isolados de rizobactérias e cultivadas em casa-de-vegetacdo por 60 dias. (A)
Controle néo inoculado. (B) Planta inoculada com o isolado 125 de Fictibacillus sp.; observar efeito neutro na altura. (C)
Planta inoculada com o isolado 405 de Microbacterium sp.; observar efeito neutro na altura.
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4.1.2 Efeitos da inoculacéo de rizobactérias em caruru-de-espinho

Os isolados testados apresentaram efeitos neutros ou de promocao do
crescimento do caruru-de-espinho (Figuras 3 e 4). Destaca-se o isolado 87, que
promoveu aumento de 78% na altura das plantas. Os demais isolados néo
apresentaram diferenca significativa ao controle, caracterizando-se como neutros
(Figura 3A). Ja o acumulo de massa seca da parte aérea aumentou em plantas
inoculadas com os isolados 87, 125, 212 e 405 (Figura 3B), com aumento médio de
199% dessa variavel. Os tratamentos com os isolados 87, 125 (Figura 7C)
apresentaram aumento significativo no acumulo da massa seca das raizes, com
média de 349%. J4 para o acumulo de massa seca total, os tratamentos com os
isolados 87, 125, 212 e 405 (Figura 3D) apresentaram aumento médio de 215%.

4.1.3 Efeitos da inoculacao de rizobactérias em corda-de-viola

Os isolados testados apresentaram efeitos neutros, de inibicdo ou de promocéao
do crescimento de corda-de-viola (Figuras 5 e 6). A inoculacdo com os isolados 87,
125, 204, 211, 212 e 405 nao influenciou a altura das plantas (Figura 5A). Os
tratamentos inoculados com os isolados 87, 125 e 204, sofreram reducéo do acumulo
da massa seca da parte aérea (Figura 5B), com média de 41%. Para o acumulo de
massa seca das raizes, os tratamentos com os isolados 87, 125 (Figura 5C)
apresentaram reducdo média de 24%. J& para o acumulo de massa seca total, 0os
tratamentos com os isolados 87 e 125 (Figura 5D), apresentaram reducdo média de
37%. O isolado 211 destacou-se por promover o acumulo de massa seca das raizes

e total de 58 e 43 %, respectivamente (Figura 5 C e D).
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Figura 3 — (A) Altura, (B) massa seca da parte aérea, (C) massa seca da raiz e (D)
massa seca total de plantas de Amaranthus spinosus L., inoculadas com
isolados de rizobactérias (87 - Cellulosimicrobium sp., 125 - Fictibacillus
sp., 204 - Brevundimonas sp., 211 - Neobacillus sp., 212
Pseudoclavibacter sp., e 405 - Microbacterium sp.) e controle sem
inoculagao (C - Controle), e cultivadas por 53 dias em casa-de-vegetacéao.
Barras seguidas da mesma letra minascula ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05).
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Controle

Figura 4 — Plantas de Amaranthus spinosus L. inoculadas com isolados de rizobactérias e cultivadas em casa-de-vegetacao por 53
dias. (A) Controle ndo inoculado. (B) Planta inoculada com o isolado 87 de Cellulosimicrobium sp.; observar efeito de
aumento na altura. (C) Planta inoculada com o isolado 211 de Neobacillus sp.; observar efeito neutro na altura.
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Figura 5 — (A) Altura, (B) massa seca da parte aérea, (C) massa seca da raiz e (D)

massa seca total de plantas de Ipomoea cairica (L.) Sweet, inoculadas
com isolados de rizobactérias (87 - Cellulosimicrobium sp., 125 -
Fictibacillus sp., 204 - Brevundimonas sp., 211 - Neobacillus sp., 212
Pseudoclavibacter sp., e 405 - Microbacterium sp.) e controle sem
inoculagao (C - Controle), e cultivadas por 53 dias em casa-de-vegetacéo.
Barras seguidas da mesma letra minascula ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05).



Controle 125

Figura 6 — Plantas de Ipomoea cairica (L.) Sweet. inoculadas com isolados de rizobactérias e cultivadas em casa-de-vegetacéo por
53 dias. (A) Controle n&o inoculado. (B) Planta inoculada com o isolado 125 de Fictibacillus sp.; observar efeito de reducéo
da altura. (C) Planta inoculada com o isolado 211 de Neobacillus sp.; observar efeito de aumento da altura.
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4.1.4 Efeitos da inoculacdo de rizobactérias em capim-braquiéria

Os isolados testados apresentaram efeitos neutros ou de inibicdo do
crescimento do capim-braquiéria (Figuras 7 e 8). Apenas o isolado 212 apresentou
reducao significativa da altura das plantas (Figura7A). Ja o acumulo de massa seca
da parte aérea foi reduzido em plantas inoculadas com os isolados 87, 125, 211, 212
e 405 (Figura 7B), com média de 34% dessa variavel. Os tratamentos com os isolados
87, 125 e 211(Figura 7C) apresentaram reducao significativa no acimulo da massa
seca das raizes, com reducdo média de 36%. Ja para o acumulo de massa seca total,
os tratamentos com os isolados 87, 125, 211 e 405 (Figura 7D), apresentaram reducéo
média de 34%.

4.1.5 Efeitos da inoculacéo de rizobactérias em capim-falso-massambaré

A inoculacéo do capim-falso-massambara com os isolados testados nao afetou
as variaveis avaliadas ao final do experimento em comparacdo com o tratamento

controle (Figuras 9 e 10).
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Figura 7 — (A) Altura, (B) massa seca da parte aérea, (C) massa seca da raiz e (D)
massa seca total de plantas de Urochloa brizantha (Hochst. ex A.Rich.)
R.D.Webster, inoculadas com isolados de rizobactérias (87 -
Cellulosimicrobium sp., 125 - Fictibacillus sp., 204 - Brevundimonas sp.,
211 - Neobacillus sp., 212 Pseudoclavibacter sp., e 405 - Microbacterium
sp.) e controle sem inoculagao (C - Controle), e cultivadas por 53 dias em
casa-de-vegetacdo. Barras seguidas da mesma letra mindscula né&o
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Controle

Figura 8 — Plantas de Urochloa brizantha (Hochst. ex A.Rich.) R.D.Webster. inoculadas com isolados de rizobactérias e cultivadas
em casa-de-vegetacdo por 53 dias. (A) Controle ndo inoculado. (B) Planta inoculada com o isolado 212 de
Pseudoclavibacter sp.; observar efeito de reducéo da altura. (C) Planta inoculada com o isolado 405 de Microbacterium
sp.; observar efeito neutro na altura.
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Figura 9 — (A) Altura, (B) massa seca da parte aérea, (C) massa seca da raiz e (D)
massa seca total de plantas de Sorghum arundinaceum (Desv.) Stapf,
inoculadas com isolados de rizobactérias (87 - Cellulosimicrobium sp., 125
- Fictibacillus sp., 204 - Brevundimonas sp., 211 - Neobacillus sp., 212
Pseudoclavibacter sp., e 405 - Microbacterium sp.) e controle sem
inoculagao (C - Controle), e cultivadas por 53 dias em casa-de-vegetacéo.
Barras seguidas da mesma letra minascula ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey (p < 0,05).
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Controle

Figura 10 — Plantas de Sorghum arundinaceum (Desv.) Stapf. inoculadas com isolados de rizobactérias e cultivadas em casa-de-
vegetacao por 53 dias. (A) Controle ndo inoculado. (B) Planta inoculada com o isolado 87 de Cellulosimicrobium sp.;
observar efeito neutro da altura. (C) Planta inoculada com o isolado 405 de Microbacterium sp.; observar efeito neutro
da altura.
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Tabela 1 — Efeitos dos isolados sob altura, massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca das raizes (MSR) e massa seca total
(MST), sob as plantas de picdo-preto (PP) [B. pilosa L.], caruru-de-espinho (CC) [Amaranthus spinosus L.), corda-de-viola (CV)
[[pomoea cairica (L.) Sweet.], capim-braquiaria (CB) [Urochloa brizantha (Hochst. ex A.Rich.) R.D.Webster] e falso-massambara
(FM) [Sorghum arundinaceum (Desv.) Stapf.], inoculadas com isolados de rizobactérias e cultivados em casa-de-vegetacao.

Altura MSPA MSR MST

Isolados/ Género
PP CE CV CB FM PP CE CV CB FM PP CE CV CB FM PP CE CV CB FM

125 - Fictibacillus sp.

204 - Brevundimonas sp.

211 - Neobacillus sp.

212 - Pseudoclavibacter sp. .

405 - Microbacterium sp.

. Efeito de inibicéo . Efeito de promocéao Efeito neutro
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4.2 Mecanismos de inibicdo e promocéao do crescimento in vitro
4.2.1 Solubilizag&o de fosfatos

Todos os isolados testados foram capazes de solubilizar os fosfatos tricalcico,
de aluminio, ferro e de Araxa (Figura 11). A maior eficiéncia de solubilizacdo foi
observada para o fosfato tricalcico, com valores de P sol(vel de 1,45 a 118,33 mg L
(FIGURA 11A). A concentracédo de P soltvel nos tratamentos com fosfato de aluminio
variou de 2,22 a 4,23 mg L, e a de fosfato de ferro, de 2,92 a 6,12 mg L (Figura 11
B e C). Ja para o fosfato de Araxa, o destaque foi para o isolado 87, com a producéo
de 17,4 mg L de fésforo (11D).
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Figura 11 — Fosforo soluvel e porcentagem de solubilizagdo medidos no sobrenadante
do meio NBRIP, suplementado com fosfato tricalcico (A), fosfato aluminio
(B), fosfato de ferro (C), e fosfato de Araxa (D), apos o cultivo de isolados
de rizobactérias provenientes de raizes de Bidens pilosa L. (87 -
Cellulosimicrobium sp., 125 - Fictibacillus sp., 204 - Brevundimonas sp.,
211 - Neobacillus sp., 212 Pseudoclavibacter sp., e 405 - Microbacterium
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sp.), por 7 dias a 28°C. Barras seguidas de mesma letra mindscula néo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.2.2 Producdao de &cido indol-3-acético (AlA)

Todos isolados apresentaram a capacidade de producdo de AIA, cujas
concentracdes no sobrenadante do meio de cultura variaram de 1,24 a 10,25 ug mL?
(Figura 12). Os isolados mais eficientes na producdo desse composto foram o 212 e
0 125.

12 +

10 +

(=]
3

Producéo de AIA (ug mL)

2 4 e

e .
0 .j
87 125 204 21 212 405
Isolados

Figura 12 — Concentragdo de &cido indol-3-acético (AlA) medido no sobrenadante do
meio de cultura Casoy suplementado com 5 mmol L* de L-triptofano,
apos o cultivo de isolados de rizobactérias (87 - Cellulosimicrobium sp.,
125 - Fictibacillus sp., 204 - Brevundimonas sp., 211 - Neobacillus sp.,
212 Pseudoclavibacter sp., e 405 - Microbacterium sp.), por 7 dias a 28°C.
Barras seguidas de mesma letra minuscula nao diferem entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

4.2.3 Producdo de amoénia

Com a excecao do isolado 87, os demais forma capazes de produzir amonia
no meio, indicando a capacidade de mineralizagdo do nitrogénio orgéanico (Figura 13).
As concentracdes de amdnia no meio variaram de 0 a 0,34 yg mL™?, sendo o isolado

204 e 0 405 os mais eficientes (Figura 13).
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Figura 13 — Concentracdes de amonia medido no sobrenadante do meio de cultura
contendo peptona bacterioldgica (1%) e cloreto de sodio (0,5%), apds o
cultivo de isolados de rizobactérias (87 - Cellulosimicrobium sp., 125 -
Fictibacillus sp., 204 - Brevundimonas sp., 211 - Neobacillus sp., 212
Pseudoclavibacter sp., e 405 - Microbacterium sp.), por 7 dias a 28°C.
Barras seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey (p < 0,05).

4.2.4 Producdao de quitinase

Somente os isolados 87, 204 e 211 foram capazes de produzir quitinase (Tabela 2;

Figura 14).

Tabela 2 — Producdo de quitinase, siderdforos cianeto de hidrogénio e fixacao
biolégica de nitrogénio por rizobactérias isolados de raizes de Bidens

pilosa L.

Isolados

Quitinase

Producéo de
Sider6foros

de N

Producdo de Fixac&o Bioldgica
cianeto

87
125
204
211
212
405

+

+

+

Positivo para a produgéo

Negativo para a producédo
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Figura 14 — Colbnias de isolados de rizobactérias isoladas da rizosfera de Bidens
pilosa L. em meio para quitinoliticos apés 96 h de incubacdo a 28°C.
Colonias do isolado 87 (Cellulosimicrobium sp.), 204 (Brevundimonas
sp.) e 211 (Neobacillus sp), produtores de quitinase, apresentam halo
transparente, resultante da degradacao de quitina ao redor das colonias.

4.2.5 Producéao de sideroforos

A producédo de sideréforos foi verificada para os isolados 125, 204 e 211

(Tabela 1; Figura 15).

125 204

Figura 15 — Col6nias de isolados de rizobactérias isoladas da rizosfera de Bidens
pilosa L. em meio TSB com sobrecamada de agar CAS apés 96 h de
incubacdo a 28°C. Colbnias do isolado 125 (Fictibacillus sp.), 204
(Brevundimonas sp.) e 211 (Neobacillus sp), produtores de sideréforos
apresentam halo transparente ao redor das colbnias.

4.2.6 Producéao de cianeto de hidrogénio

Nenhum dos isolados testados foi capaz de produzir cianeto de hidrogénio.
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4.2.7 Fixacao biolégica de nitrogénio

Somente o isolado 204 apresentou resultado positivo para a atividade de

fixac&o biologica de nitrogénio (Tabela 1; Figura 17).

87 125 204

Figura 16 — Tubos de ensaio contendo o meio NFb semissélido, inoculados com os
isolados 87 (Cellulosimicrobium sp.), 125 (Fictibacillus sp.) e 204
(Brevundimonas sp.), e incubados por 5 dias a 28°C. A atividade de
fixacdo bioldgica foi diagnosticada pela mudanca de coloracdo do meio
de verde para azul. O isolado 204 foi o Unico capaz de realizar a atividade
de fixacao biolégica de nitrogénio.
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5. DISCUSSAO

A inoculacdo de rizobactérias isoladas de raizes de Bidens pilosa L.
proporcionou efeitos distintos no crescimento das plantas daninhas. Em alguns casos,
houve promocdo do crescimento, enquanto em outros, a inibicdo. Esses efeitos
puderam ser observados por aumentos ou reduc¢des no acumulo de massa seca das
raizes, de massa seca da parte aérea e de massa seca total. As bactérias
selecionadas para este estudo foram caracterizadas por causarem reducdes de 50%
ou mais no acumulo de massa seca de B. pilosa L. (KEHL, 2021). No entanto, no
presente experimento, para essa mesma espécie de planta daninha, foram
observados efeitos neutros, de inibicdo ou de promocdo do acumulo de massa seca,
refletindo, possivelmente, condi¢cdes experimentais distintas das de KEHL (2021), a
exemplo da época do ano, tipo de substrato de plantio, dentre outros. Também,
esperava-se que o efeito principal da inoculacdo com as DRBs em diferentes espécies
de plantas daninhas fosse o de inibicdo. Assim, os dados aqui obtidos, além de
demonstrar a complexidade das interagdes planta-microrganismo, que podem variar
conforme o contexto ambiental (LEVIN, 1998), sugerem a necessidade de selecdo
prévia de DRBs para aplicacdo em ambientes e espécies vegetais especificas.

O fato de alguns isolados atuarem diferencialmente na promocéao ou inibicao
do acumulo de massa seca das raizes e da parte aérea abre a possibilidade de
utilizacao deles em situacdes em que a competicao cultura-planta daninha ocorra em
nivel de solo (raizes) ou em nivel de parte aérea. Por exemplo, se a competi¢cao ocorre
por nutrientes, o uso de isolados que inibam a rizogénese da planta daninha pode
contribuir para a alteracdo do balanco de competicdo em favor da cultura.

Os efeitos de promocéao ou inibicdo do crescimento vegetal aqui observados
podem estar relacionados a expressao de atividades microbianas especificas, a
exemplo da fixacéo biologica de nitrogénio, da solubilizagdo de minerais, da producéo
de quitinase, de sideréforos, da producdo de auxina e de HCN, dentre outros
(GOSWAMI, THAKKER e DHANDHUKIA, 2016; PARRAY te al., 2016; KALAM, BASU
e PODILE, 2020; MEENA et al., 2020). Algumas dessas atividades foram verificadas
in vitro, no entanto, ha a necessidade de se estudar a operacdo de mecanismos
diretos e indiretos de promocdo do crescimento vegetal in vivo. Sem essas
informacg0des, torna-se dificil o diagnéstico de quais mecanismos estdo operantes

durante a interacdo planta microrganismo.
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Os isolados que inibiram o crescimento das plantas daninhas estudadas devem
possivelmente ter efetuado tal inibicdo por meio da producédo de compostos fitotoxicos
especificos, como ja relatado na literatura (KREMER e SOUISSI, 2001), ou pela
competicao por nutriente. Um dos compostos de conhecido efeito inibitério as plantas
daninhas € o HCN (KREMER e SOUISSI, 2001). No entanto, nenhum dos isolados
testados foram capazes de produzir esse composto in vitro. Assim, a inibicdo do
acumulo de massa seca total, observado para B. pilosa L., |. cairica L., U. brizantha
U. brizantha, e para massa seca das raizes, observado para U. brizantha., pode estar
relacionado a producdo de outras substancias fitotoxicas diferentes do HCN, a
exemplo de antibidticos, fitotoxinas, acido indol-3-acético (AIA) e acido delta-
aminolevulinico [ALA] (DAHIYA; SINDHU, 2020).

A maioria dos isolados promoveu o acumulo de massa seca total das plantas
de A. spinosus, e ao menos um teve o0 mesmo efeito sobre as plantas de | cairica.
Muitos isolados de DRBs com efeitos inibitorios sobre o crescimento de plantas
daninhas podem ter efeito positivo sobre o crescimento de outras espécies (KEHL,
2021). As DRBs podem conter, em um Unico isolado e a0 mesmo tempo, mecanismos
de promocéo e inibicdo do crescimento vegetal (dados nédo publicados). Por exemplo,
fendtipos claramente inibidores do crescimento de picao-preto foram capazes de
promover o crescimento do milho em casa-de-vegetacao (KEHL, 2021).

No presente trabalho, os isolados 87 e 125 promoveram o crescimento de A.
spinosus. No entanto, para as espécies B. pilosa, | cairica e U. brizantha, a inoculacdo
das plantas com esses mesmo isolados inibiu 0 acimulo de massa seca total. Ja para
S. arundinaceum, o efeito desses isolados foi neutro. Como a expressao desses
mecanismos de promocao e inibicdo do crescimento vegetal sdo regulados em fungéo
da espécie de planta e das condi¢cdes ambientais ainda deve ser esclarecido. Além
disso, esses resultados evidenciam que aplicacdes futuras de DRB na agricultura
deverdo considerar a espécie vegetal alvo para a maxima eficiéncia do manejo de
plantas daninhas.

A analise dos isolados bacterianos revelou caracteristicas funcionais
importantes relacionadas a promoc¢éo de crescimento vegetal e ao potencial uso das
bactérias testadas como bioinoculantes. Entre os mecanismos avaliados, destaca-se
a producdo de &acido indol-3-acético (AIA), cianeto de hidrogénio, quitinase,

sideroforos, amonia e a capacidade de solubilizacdo de diferentes fontes de fosforo,
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caracteristicas amplamente descritas como benéficas no contexto das rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (PGPR) (GOSWAMI et al., 2016; MEENA et
al., 2020).

Todos os isolados testados apresentaram capacidade de produzir AlA, com
destaque para os isolados 212 e 125, que produziram o composto a concentracdes
superiores a 10 mg mL?t. A producdo de AIA por PGPR é uma das principais
estratégias de promocgdo de crescimento vegetal, contribuindo diretamente para o
desenvolvimento de raizes e a formacdo de tecidos vasculares (KALAM; BASU,;
PODILE, 2020). A variacdo nos niveis de producédo de AIA entre os isolados pode
estar relacionada as diferencas na regulacédo da expressédo de genes envolvidos na
via do triptofano (LEBRAZI et. al., 2020) Isolados que produziram maiores
concentracbes desse composto apresentam maior potencial de aplicacao
biotecnoldgica, especialmente no enraizamento de estacas e crescimento inicial de
mudas (GLICK, 2012). Além disso, as auxinas em altas concentracdes podem
contribuir para a redugéo do crescimento radicular de plantas daninhas (SARWAR e
KREMER, 1995). Por exemplo, um isolado de Enterobacter taylorae, com alto
potencial produtor de auxina (72 mg L* equivalentes de AlA), inibiu o crescimento
radicular da trepadeira-do-campo (Convolvulus arvensis L.) em 90,5%. No presente
trabalho, o isolado 125, apesar de ser bom produtor desse composto, apresentou
efeito inibitério sobre o acimulo de massa seca das raizes de picdo-preto e de U.
brizantha.

Os isolados testados foram capazes de solubilizar diferentes fontes de fésforo
pouco soluveis, a saber, o fosfato tricélcico, o fosfato de aluminio, o fosfato de ferro e
o fosfato de Araxa. O fosfato tricalcico foi solubilizado com maior eficiéncia pelo
isolado 87, atingindo valores de liberagéo de P solivel de 12% do total do fosforo
contido nessa fonte. Em geral, o fosfato tricalcico é o mais reativo, podendo ser
solubilizado significativamente pela simples acidificagdo do meio via extrusdo de
prétons ou dissociacdo de carboxilas (LIN et al. 2006). Interessantemente, a
solubilizagcéo do fosfato de Araxa foi melhor do que a dos fosfatos sintéticos (fosfato
de aluminio e fosfato de ferro). Em geral, durante a solubilizacdo do fosfato de Araxa,
h& a liberagcdo concomitante de fldor, que inibe o crescimento e a atividade microbiana
(MENDES et al.,, 2013). Dessa forma, o processo de solubilizacdo passa ser

progressivamente inibido (MENDES et al., 2013). Os fosfatos de aluminio e ferro
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apresentaram menor solubilidade, corroborando o que € descrito na literatura quanto
a maior dificuldade de solubilizacdo desses compostos em meios com valores de pH
elevado (RODRIGUEZ et al., 2000), como € o caso do meio de cultura utilizado neste
trabalho, cujo pH inicial foi de 6,8. A capacidade de solubilizar fosfatos naturais e
sintéticos evidencia o potencial dos isolados testados em auxiliar a planta hospedeira
em obter fosforo do solo a partir de minerais pouco soluveis. No entanto, estudos
adicionais deverdo ser conduzidos para mensurar os reflexos da solubilizacdo
microbiana de fosfatos in situ sobre o acumulo e a eficiéncia de utilizacdo desse
nutriente pela planta.

Todos os isolados testados foram capazes de produzir aménia quando
cultivados em caldo peptonado, indicando o potencial deles de atuarem na
mineralizacdo da matéria organica do solo. Este fato é de particular relevancia haja
vista que o nitrogénio é, juntamente com o fésforo, um dos nutrientes mais limitantes
a produtividade das culturas (AGREN, 2012). Essa atividade pode favorecer o
crescimento vegetal, especialmente quando opera em sinergiSmo com outros
mecanismos de promoc¢do do crescimento (AHEMAD; KIBRET, 2014). Além da
mineralizacao de nitrogénio, o isolado 204 apresentou potencial de fixacdo biolégica
desse elemento, mecanismo relevante para reducdo da dependéncia da agricultura
por fertilizantes nitrogenados sintéticos (RILLING et al., 2019). No entanto, considera-
se que essa caracteristica ndo implica necessariamente em transferéncia do N fixado
para a planta (MANTELIN e TOURAINE, 2004).

No presente trabalho, trés isolados, 87, 204 e 211, foram capazes de produzir
quitinase em teste qualitativo realizado em placas de Petri. A producéo dessa enzima
€ caracteristica desejavel para o controle biologico de patdégenos fangicos e pragas,
pois ela participa da degradacdo da parede celular de fungos patogénicos e do
exoesqgueleto de insetos (MEENA et al., 2020; VELIZ et al., 2017). Além disso, pode
contribuir para disponibilizacdo de nitrogénio para as plantas a partir da hidrolise da
quitina no solo (CHANDRA et al., 2022).

Os isolados 125, 204 e 211 foram positivos para a producado de sideroforos,
compostos que desempenham papel fundamental na aquisicédo de ferro em ambientes
com baixa disponibilidade do elemento, a exemplo da solucdo do solo cujas
concentracbes de Fe** sdo baixissimas e equivalem a 101’ mol L(Lindsay, 1979).

Os sideroforos podem, também, limitar o0 acesso de patdgenos a esse micronutriente
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essencial (CABALLERO-MELLADO et al., 2007). De fato, a producdo de sideroforos
por rizobactérias € considerada importante na supressédo de patdgenos de plantas
(SIDDIQUI, 20086).

Em conjunto, nossos dados evidenciaram a capacidade dos isolados testados
em inibir ou promover o crescimento de plantas daninhas, indicando o potencial de
uso para o estabelecimento de praticas de manejo de plantas daninhas menos

dependentes do uso de herbicidas e mais sustentiveis do ponto de vista ambiental.
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6. CONCLUSAO

Os isolados bacterianos testados apresentam efeitos distintos quanto a
capacidade de inibir ou promover o crescimento de Sorghum arundinaceum (Desv.)
Stapf, Urochloa brizantha, Ipomoea cairica, Amaranthus spinosus L. e Bidens pilosa
L.

A capacidade de inibir ou promover o crescimento vegetal depende da espécie
de planta em combinagdo com cada um dos isolados.

Os isolados avaliados expressam alguns mecanismos de promocgao de
crescimento vegetal in vitro.

Esses mecanismos podem atuar de maneira sinérgica na promocao de
crescimento vegetal ou na supressdo de espécies de plantas indesejadas, com
implicagcBes promissoras, tanto para o0 manejo sustentavel de plantas daninhas quanto
para o desenvolvimento de bioinsumos.

Estudos futuros deverdo ser realizados para avaliar o papel dos isolados

testados no balanco das interacdes planta daninha-cultura.
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8. APENDICE

Anexo 1 - Altura, massa seca da parte aérea, massa seca das raizes, massa seca total e relacdo parte aérea/raizes de plantas de
Bidens pilosa L. (Picdo-preto) inoculadas com diferentes isolados bacterianos rizosféricos e cultivadas por 60 dias em
casa-de-vegetacao.

Isolados Altura Massa seca (g) Relacéo Parte
Parte aérea Raizes Total acrea/Raizes
--cm -- -%-- --g- -%-- --9g- -%-- --9g- - % -- - % --
87 18,05 ab  -579 1,57 abc -1559 0,71 bcd 1,76 2,28 b -10,83 0,45 cd 20,09
125 13,66 b -2871 0,97 d -48,01 0,59 d -15,36 1,56 c -39,06 0,62 a 63,24
204 15,18 ab -20,79 1,49 c -19,78 0,83 abc 18,45 2,32 ab -9,31 0,56 ab 47,28
211 16,50 ab -13,88 1,53 bc -17,52 0,71 ab 1,76 2,42 ab -5,38 0,58 a 53,74
212 19,58 ab 2,22 1,83 ab -1,31 0,77 abc 9,99 2,60 ab 1,78 0,42 cd 12,19
405 19,75 a 3,09 1,84 ab -1,00 0,89 a 26,96 2,73 a 6,66 0,49 bc 28,72
Controle 19,16 ab 1,86 a 0,70 cd 2,56 ab 0,38 d
CV (%) 11,47 8,69 9,96 8,04 7,79

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Anexo 2 - Altura, massa seca da parte aérea, massa seca das raizes, massa seca total e relacdo parte aérea/raizes de plantas de
Amaranthus spinosus L. (Caruru-de-espinho) inoculadas com diferentes isolados bacterianos rizosféricos e cultivadas por
53 dias em casa-de-vegetacdo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna néao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Isolados Altura Massa seca (g) Relacéo Parte
Parte aérea Raizes Total acrea/Raizes
--cm -- -%-- --9g- -%-- --g-- -%-- --9g- - % -- %
87 22,12 a 78,12 4,19 a 356,26 2,48 a 44581 6,67 a 385,87 0,60 a 27,29
125 1991 ab 60,34 3,08 b 23495 1,61 b 253,74 4,68 b 241,16 0,51 a 8,89
204 13,57 ab 9,30 1,57 de 70,87 0,72 cd 57,93 2,29 cde 66,59 0,46 a -2,75
211 12,03 b -3,15 1,12 cde 22,33 0,62 cd 36,78 1,75 de 27,11 0,56 a 18,97
212 15,68 ab 26,31 1,84 cd 100,43 1,05 bcd 131,06 2,89 cd 110,55 0,57 a 21,51
405 17,22 ab 38,66 1,88 c 104,50 1,20 cd 163,73 3,08 c 124,08 0,64 a 36,35
Controle 12,42 b 0,92 e 0,45 d 1,37 e 0,47 a
CV (%) 24,06 15,29 23,26 16,51 15,47

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Anexo 3 - Altura, massa seca da parte aérea, massa seca das raizes, massa seca total e relacdo parte aéreal/raizes de Ipomoea
cairica (Corda-de-viola) inoculadas com diferentes isolados bacterianos rizosféricos e cultivadas por 53 dias em casa-

de-vegetacao. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Isolados Altura Massa seca (g) Relacéao Parte
Parte aérea Raizes Total acrea/Raizes
--cm -- -%- --g- -%- --g- -%- --g- - % -- %
87 4754 AB -14,60 1,59 C -40,84 0,75 C -26,17 2,34 C -36,84 0,48 AB 27,09
125 41,18 B -26,02 1,51 C -44,04 0,79 C -22,00 2,29 C -38,03 0,52 AB 38,78
204 50,88 AB  -8,59 1,63 C -39,51 1,00 BC -1,30 2,63 BC -29,09 0,61 AB 62,45
211 77,86 A 39,87 3,72 A 38,06 1,60 A 58,49 5,32 A 43,63 0,43 AB 14,30
212 56,56 AB 1,61 2,04 BC -2413 111 BC 10,06 3,15 BC -1481 0,58 AB 53,06
405 52,88 AB  -5,00 1,86 BC -30,92 1,24 AB 22,58 3,10 BC -16,34 0,73 A 92,87
Controle 55,67 AB 2,69 AB 1,01 BC 3,70 B 0,38 B
CV (%) 24,59 21,15 16,85 17,04 26,39

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Anexo 4 - Altura, massa seca da parte aérea, massa seca das raizes, massa seca total e relacdo parte aérea/raizes de plantas de
Urochloa brizantha (Hochst. ex A.Rich.) R.D.Webster (Capim-braquiaria) inoculadas com diferentes isolados bacterianos
rizosféricos e cultivadas por 53 dias em casa-de-vegetacdo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Isolados Altura Massa seca (g) Relacéo Parte
Parte aérea Raizes Total acrea/Raizes
--cm -- ~%-- Q- ~%-- Q- ~%-- Q- - % -- %
87 60,00 AB -6,67 4,94 C -38,14 2,85 D -40,10 7,79 B -38,87 0,58 C -3,36
125 59,17 AB -7,97 5,03 C -37,05 3,36 CD -29,52 8,38 B -34,24 0,67 ABC 11,76
204 57,92 AB -9,92 7,13 AB -10,69 4,92 AB 3,27 12,05 A -5,47 0,69 ABC 15,52
211 57,97 AB -9,84 4,66 C -41,67 2,85 CD -40,10 8,03 B -37,04 0,73 ABC 22,28
212 45,46 B -29,29 6,44 B -19,35 5,02 A 5,45 11,46 A -10,09 0,78 AB 30,44
405 60,92 A -5,25 5,03 C -37,05 4,01 BC -15,89 9,03 B -29,24 0,80 A 33,20
Controle 64,29 A 7,99 A 4,76 AB 12,75 A 0,60 BC
CV (%) 11,47 8,41 10,21 7,72 11,79

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Anexo 5 - Altura, massa seca da parte aérea, massa seca das raizes, massa seca total e relacdo parte aérea/raizes de plantas de
Sorghum arundinaceusm (Desv.) Stapf (Falso-massambard) inoculadas com diferentes isolados bacterianos rizosféricos
e cultivadas por 53 dias em casa-de-vegetacao.

Isolados Altura Massa seca (g) Relacéo Parte
Parte aérea Raizes Total acrea/Raizes
--cm -- -%- --g- -%- --g- -%- --g-- - % -- %
87 51,67 A 31,38 2,18 A 59,66 1,28 AB -2,96  3,4639 A 28,91 0,64 A -33,70
125 48,45 A 23,20 1,64 AB 19,79 1,53 AB 15,97 3,1684 AB 17,92 0,95 A -1,93
204 48,83 A 24,18 1,50 AB 9,55 1,21 AB -8,08 2,7109 AB 0,89 0,85 A -12,41
211 45,54 A 15,81 0,98 B -28,28 1,28 B -2,96 2,0369 B -24,19 1,14 A 18,20
212 49,71 A 26,40 1,68 AB 23,08 1,84 A 39,29 3,521 A 31,04 1,11 A 14,64
405 43,78 A 11,32 1,17 B -14,21 1,11 B -15,57 2,2873 B -14,88 0,95 A -1,66
Controle 39,33 A 1,37 AB 1,32 AB 2,687 AB 0,97 A
CV (%) 21,69 24,74 21,61 18,02 31,35

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



