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RESUMO

GUIMARAES, Henrique Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2025. Isolamento e selecado de bactérias diazotroficas iridescentes promotoras
do crescimento vegetal. Orientador: Mauricio Dutra Costa. Coorientadores: Mateus
Ferreira Santana e Francisco Claudio Lopes de Freitas.

Em alguns sistemas bioldgicos, a iridescéncia esta relacionada a diversas fungdes, a
exemplo do reconhecimento de individuos da mesma espécie, a escolha de
parceiros para reproducdo, o mimetismo, a termorregulacdo e a fotoprotecdo. A
iridescéncia em microrganismo tem sido ignorada na literatura com poucos registros
de isolamento de bactérias que apresentem essa caracteristica. Estudos sugerem
que a iridescéncia pode oferecer vantagens sob condigcdes de alta salinidade,
estresse hidrico e variacbes de temperatura e exposicdo a luz. Desse modo, o
objetivo deste trabalho foi o de isolar bactérias diazotréficas iridescentes, seleciona-
las quanto a capacidade de promocdo do crescimento de plantas de feijao
(Phaseolus vulgaris L.) e de milho (Zea mays L.) e caracteriza-las quantos aos
mecanismos de promog¢ao de crescimento vegetal in vitro. O isolamento foi realizado
a partir de amostras de solo rizosférico de e raizes de plantas de Phyllostachys
aurea L. (bambu), Pennisetum setaceum L. (capim-texas), Pennisetum setaceum
rubrum L. (capim-texas roxo) e Melinis minutiflora L. (capim-gordura) utilizando-se os
meios de cultura NFb e JNFb. Apds o isolamento, realizou-se a caracterizagéo
fenotipica e, em seguida, a sele¢do dos isolados quanto a promogao de crescimento
de plantas de feijao e de milho em casa de vegetacao. Por fim, a caracterizagao dos
mecanismos de promoc¢ao do crescimento pelos isolados obtidos foi realizada.
Foram obtidos o total de 43 isolados, sendo 40 iridescentes. A inoculagdo dos
isolados em sementes de feijdo e de milho apresentaram efeitos neutro, de
promogao ou de inibicdo do crescimento vegetal. Todos os isolados foram capazes
de produzir auxinas, solubilizar diferentes fontes de fosfatos e produzir aménio. A
producdo de &cido indol-3-acético variou de 1,03 a 232,15 ug mL" e &cido indol-3-
butirico, de 1,57 a 761,42 ug mL"'. Os isolados foram capazes de solubilizar os
fosfatos tricalcico, de ferro e de Araxa, sendo o primeiro a fonte mais eficientemente
solubilizada, com a liberagdo de 374 mg L' de P sollvel. Os isolados foram ainda
capazes de produzir enzimas hidroliticas, sider6foros, HCN e mineralizar nitrogénio.
Os isolados RPA03, RPA04, RPS09 e EMM19 foram os que apresentaram melhor
desempenho na promocdo do crescimento do feijao. J4 para o milho o isolado
EPA20 foi o de maior destaque. Os isolados bacterianos obtidos tém o potencial de
utiizacdo em bioinoculantes de interesse agrondmico. Este constitui o



primeiro relato do isolamento e caracterizagdo de bactérias diazotroficas iridescentes
do Brasil.

Palavras-chave: Rizosfera, fixagdo bioldgica de nitrogénio, bioinoculantes,
iridescéncia



ABSTRACT

GUIMARAES, Henrique Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2025. Isolation and selection of iridescent diazotrophic bacteria that promote
plant growth. Adviser: Mauricio Dutra Costa. Co-advisers: Mateus Ferreira Santana
and Francisco Claudio Lopes de Freitas.

In some biological systems, iridescence is associated with several functions, such as
recognition of conspecifics, mate selection, mimicry, thermoregulation, and
photoprotection. Iridescence in microorganisms has been overlooked in the literature,
with few records of bacterial isolation exhibiting this characteristic. Studies suggest
that iridescence may offer advantages under conditions of high salinity, water stress,
and variations in temperature and light exposure. Therefore, the objective of this
study was to isolate iridescent diazotrophic bacteria, select them for their ability to
promote the growth of common bean (Phaseolus vulgaris L.) and corn (Zea mays L.)
plants, and characterize their mechanisms for plant growth promotion in vitro. The
isolation was performed from rhizosphere soil samples and roots of Phyllostachys
aurea L. (bamboo), Pennisetum setaceum L. (Texas grass), Pennisetum setaceum
rubrum L. (purple Texas grass), and Melinis minutiflora L. (gordura grass) using NFb
and JNFb culture media. After isolation, phenotypic characterization was performed,
and then the isolates were screened for growth promotion of bean and corn plants in
a greenhouse. Finally, the growth promotion mechanisms of the obtained isolates
were characterized. A total of 43 isolates were obtained, 40 of which were iridescent.
Inoculation of the bean and corn seeds isolates showed neutral, growth-promoting, or
growth-inhibiting effects. All isolates were capable of producing auxins, solubilizing
different phosphate sources, and producing ammonium. Indole-3-acetic acid
production ranged from 1.03 to 232.15 pg mL™' and indole-3-butyric acid from 1.57 to
761.42 yg mL'. The isolates were able to solubilize tricalcium, iron, and Araxa
phosphates, with Araxa being the most efficiently solubilized source, releasing 374
mg L' of soluble P. The isolates were also able to produce hydrolytic enzymes,
siderophores, HCN, and mineralize nitrogen. Isolates RPA03, RPA04, RPS09, and
EMM19 performed best in promoting bean growth. For corn, isolate EPA20 was the
most effective. The bacterial isolates obtained have a potential for use in
bioinoculants of agronomic interest. This constitutes the first report of the isolation
and characterization of iridescent diazotrophic bacteria from Brazil.

Keywords: Rhizosphere, biological nitrogen fixation, bioinoculants,



iridescence
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1. INTRODUGAO

A utilizagdo das cores em sistemas bioldgicos € essencial para a fauna e a
flora, desempenhando fungbes na comunicagdo intra- e interespecifica, na
camuflagem, na atracao de polinizadores e na protegao contra a luz ultravioleta (UV)
(BHUSHAN, 2018). As cores podem ser produzidas através de pigmentos ou da
bioluminescéncia. Ainda, muitos organismos geram cores brilhantes por meio da
iridescéncia, que corresponde a caracteristica atribuida a superficie que muda de cor
de acordo com o angulo de vis&o, sendo resultante da interagéo da luz com estruturas
em micro- e nanoescala (DOUCET e MEADOWS, 2009; KOLLE, 2011; SUN,
BHUSHAN, E TONG, 2013). Grande parte dos estudos desenvolvidos para
compreender a iridescéncia vem de trabalhos com insetos, porém essa caracteristica
pode também ser observada em animais, plantas e bactérias (DOUCET e
MEADOWS, 2009; SUN, BHUSHAN, e TONG, 2013).

A iridescéncia em procariotos tem sido pouco estudada, com numero reduzido
de relatos em microrganismos, isolados principalmente de ambientes marinhos. A
iridescéncia em bactérias é verificada somente em colbnias quando submetidas a
transiluminacao ou epi-iluminagao. A iridescéncia microbiana pode ser do tipo arco-
iris difuso, arco-iris de borda, metalica ou pontilhista, onde as cores emitidas vao
depender do arranjo das células bacterianas e da motilidade do tipo deslizamento. A
fungdo da iridescéncia em procariotos ainda nao estd bem definida. Essa
caracteristica pode trazer vantagens ao microrganismo sob estresses abidticos, a
exemplo das variagdes de temperatura e de luminosidade (KIENTZ et al., 2012 e
ZOMER et al. 2024).

O isolamento de procariotos iridescentes tem sido feito a partir de amostras
procedentes de diversos ambientes (ZOMER et al., 2024). Em face da reduzida
disponibilidade de relatos sobre microrganismos que possuam essa caracteristica,
pouco se conhece sobre o seu potencial de uso na industria e na agricultura. Em
alguns casos, a iridescéncia tem sido observada em microrganismos ja amplamente
estudados, a exemplo do Bacillus subtilis, utilizado como promotor de crescimento
vegetal e no controle de fitopatégenos (SAXENA et al., 2020). No contexto agricola,

0s procariotos iridescentes podem representar grupo pouco explorado e com
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potencial de uso para o desenvolvimento de bioinoculantes visando a maior

produtividade e a tolerancia das culturas aos estresses bidticos e abidticos do meio.

A utilizagdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) na
agricultura tem sido crescente no Brasil e no mundo. Esses microrganismos
desempenham papel importante para o melhor rendimento das culturas, podendo
beneficiar as plantas por meio de diversos processos, tais como a fixagao biolégica
de nitrogénio, a produgcdo de hormdnios vegetais, enzimas liticas e siderdforos, a
solubilizagéo de fosfato, o controle de pragas e doengas, dentre outros (SANTOYO
et al., 2019). A maior disponibilizacdo de nitrogénio e fosforo pelas BPCV sao de
especial destaque, uma vez que esses dois nutrientes sdo, frequentemente, os mais

limitantes a produtividade agricola nos solos brasileiros.

A fixagao bioldgica de nitrogénio pode ser feita por bactérias de vida livre,
rizosféricas, endofiticas ou mutualistas, que realizam o processo por meio do
complexo enzimatico da nitrogenase, o qual converte o N2 atmosférico a NHs
(TIMOFEEVA, et al., 2023). Bactérias fixadoras de nitrogénio, também denominadas
diazotréficas, podem suprir parte ou toda a demanda de nitrogénio da planta. Em
relato recente, a fixagdo bioldgica de nitrogénio realizada em diversos sistemas
agricolas no mundo foi responsavel pelo aporte de 50 Tg do nutriente, sendo 34,4 Tg
oriundas da simbiose entre bactérias diazotrdficas e plantas leguminosas, e 15,6 Tg,
da fixagao realizada por microrganismos nédo mutualistas (LADHA et al., 2022). Esses
dados demonstram o papel significativo da microbiota associada a planta no

suprimento de recursos necessarios ao desenvolvimento e a produtividade.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi o de isolar bactérias iridescentes
diazotréficas a partir da endosfera e da rizosfera de Phyllostachys aurea L. (bambu),
Pennisetum setaceum L. (capim-texas), Pennisetum setaceum rubrum L. (capim-
texas roxo) e Melinis minutiflora L. (capim-gordura), caracteriza-las quantos aos
mecanismos de promog¢ao de crescimento vegetal in vitro e seleciona-las quanto a
capacidade de promogao do crescimento de plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L.)

e de milho (Zea mays L.).
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2, REVISAO DE LITERATURA

2.1. Airidescéncia

A utilizagcdo das cores em sistemas biologicos é de suma importancia. Na
fauna, elas sdo usadas para a comunicagao entre individuos da mesma espécie com
a finalidade de selecdo sexual, na camuflagem, no mimetismo, ou como sinal de
adverténcia ou para dissuadir predadores. Podem auxiliar na termorregulagdo do
individuo, na fotoprotecdo e no aprimoramento da visdo e, ainda, aumentar a
resisténcia de estruturas como conchas de moluscos e penas de aves (DOUCET e
MEADOWS, 2009). Na flora, as cores, em geral, sdo importantes para atrair
polinizadores as flores. Algumas plantas utilizam estruturas refletoras para proteger
flores e folhas da luz UV (KOLLE, 2011; SUN, BHUSHAN, e TONG, 2013). A forma
pela qual os seres vivos se relacionam com a luz é essencial para a sobrevivéncia e
envolve efeitos opticos, a exemplo do brilho e da iridescéncia (KOLLE, 2011; SUN,
BHUSHAN e TONG, 2013; SHAWKEY e D’ALBA, 2017; OSPINA-ROZO et al., 2022
e ABALOS et al., 2025).

A iridescéncia pode ser descrita como caracteristica atribuida a superficie que
muda de cor de acordo com o angulo de visédo, sendo produzida a partir da interagao
da luz com estruturas complexas em micro- e nanoescala. Grande parte dos estudos
desenvolvidos para compreender a iridescéncia advém de trabalhos com insetos,
porém, essa caracteristica pode ser observada em animais, plantas e bactérias
(DOUCET e MEADOWS, 2009 e SUN, BHUSHAN, e TONG, 2013).

A iridescéncia, também denominada de cor estrutural, tem sido estudada em
passaros, peixes e invertebrados, tais como crustaceos, moluscos e insetos,
enquanto em répteis, mamiferos e plantas, existem poucos relatos (SEAGO, et al.,
2008; ABALOS, et al., 2025). Os mecanismos pelos quais a iridescéncia é gerada séo
diversos. Em passaros, por exemplo, o fenbmeno é geralmente produzido por
conjuntos laminares ou cristalinos de granulos de melanina embutidos na queratina,
os quais conduzem a difragédo da luz (SHAWKEY, et al., 2009; SHAWKEY e D’ALBA,
2017).
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A iridescéncia em plantas pode contribuir para a manutengcao ou o aumento da
fotossintese. Por exemplo, a espécie Begonia pavonina apresenta iridescéncia azul
em suas folhas gragas a presenga de cloroplastos adaptados (iridoplastos), que
contém estrutura em forma de cristal fotbnico, formado por duas camadas de
tilacoides. Em condigbes de sombreamento, essas estruturas aumentam a captura de
luz nos comprimentos de ondas disponiveis e o rendimento da fotossintese (JACOBS,
et al., 2016).

2.2. Iridescéncia em procariotos

A iridescéncia em procariotos tem sido pouco estudada, com relatos escassos
sobre o isolamento desses microrganismos. A maior parte dos registros de bactérias
iridescentes sdo oriundos da Europa e da Asia. Na América, ha apenas dois registros,
sendo um proveniente do Panama e outro, dos Estados Unidos. No Brasil, os estudos
com bactérias iridescentes foram realizados com isolados de uma esponja marinha
coletada durante expedicdo a Antartida maritima (SILVA et al., 2019 e
CHATRAGADDA e DUFOSSE, 2021). Os atuais estudos tém-se concentrado em
bactérias do género Cellulophaga, isoladas principalmente de ambientes marinhos
(KIENTZ et al., 2016; CHATRAGADDA e DUFOSSE, 2021). Em bactérias, a
iridescéncia manifesta-se apenas nas coldnias ou em suspensdes concentradas de
células quando observadas sob transiluminagdo ou epi-iluminagéo (KIENTZ et al.,
2012).

A iridescéncia pode ser classificada em quatro categorias: 1) metalica -
quando apresenta brilho prateado; 2) semelhante a glitter ou pontilhista — consistindo
de coloracao verde iridescente no meio da colbénia, e vermelho e violeta nas bordas;
3) arco-iris difuso — colbnias com cores difusas, de todo o espectro; 4) arco-iris de
borda - col6nias apresentam cores difusas, de todo o espectro, somente nas bordas
(KIENTZ et al., 2012). Os comprimentos de onda refratados pelas col6nias
iridescentes sao alterados pelo espacamento e pela morfologia celular, sendo que as
regides da coldénia nao associadas a iridescéncia contém células orientadas
aleatoriamente (KIENTZ et al., 2016; SCHERTEL et al., 2020). As células presentes
em regides nao iridescentes apresentam formas diversas, enquanto nas regides
iridescentes, elas mantém a morfologia e dimensdes homogéneas (SULLIVAN et al.,

2023). Algumas cepas de Cellulophaga lytica séo capazes de se auto-organizar
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quando formam biofilmes (KIENTZ et al., 2012; SULLIVAN, et al., 2023). As células
tornam-se alinhadas de forma organizada, gerando a iridescéncia caracteristica do
género. Esse alinhamento ocorre gragas a motilidade coordenada por deslizamento,
o qual facilita a disposi¢ao das células no biofilme (KIENTZ et al., 2012; SULLIVAN,
et al., 2023)

Colbnias bacterianas que apresentam iridescéncia do tipo arco-iris difuso e
arco-iris de borda podem ser observadas apenas por transiluminac&o. Alguns autores
ja utilizavam essas caracteristicas para diferenciar cepas capsuladas de Haemophilus

influenzae das nao capsuladas (GUILLOT, 1941).

Diversos isolados bacterianas apresentam iridescéncia do tipo arco-iris difuso,
tais como Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri,
Escherichia coli, Alcanivorax balearicus, Haemophilus influenzae e Pasteurella
multocida. Ja isolados de Bacillus cereus, Stenotrophomonas maltophilia, Klebsiella
pneumoniae e Aneurinibacillus migulanus apresentam iridescéncia do tipo arco-iris
de borda (KIENTZ et al., 2012).

Estudos recentes, englobando 13 mil metagenomas oriundos de diferentes
habitats do planeta, revelaram a distribuicdo de procariotos iridescentes (ZOMER et
al. 2024). Os habitats em que a iridescéncia bacteriana € mais comum correspondem
as superficies dos oceanos, zonas costeiras, praias intertidais e superficies de lagoas
ou lagos rasos. Todos esses ambientes apresentam alta exposi¢éo solar e ampla
variagdo ambiental, o que favorece o surgimento da iridescéncia como forma de
protecdo ou de adaptacdo. Os ambientes em que a iridescéncia € rara séo o intestino
de animais, as superficies de plantas, o interior de tecidos, ou seja, ambientes com
pouca luminosidade. Contrariamente, este mesmo estudo revelou a presenca de
iridescéncia em microrganismos encontrados em aguas profundas, onde a luz é
escassa (ZOMER et al. 2024).

Ndo ha estudos que demonstrem o papel funcional da iridescéncia em
microrganismos, nem tampouco se ela ocorre em ambientes naturais. Algumas
pesquisas sugerem que essa caracteristica pode fornecer vantagens em condi¢des
extremas, a exemplo de ambientes com alta salinidade, estresse hidrico, variagdes
significativas de temperatura e exposicao a luz (KIENTZ et al., 2012; ZOMER et al.

2024). Pesquisas futuras deverdo ser conduzidas com o objetivo de verificar se a
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deposicdo de bactérias iridescentes na superficie vegetal pode contribuir para a

redugcao de danos causados pelo excesso de luz ou por altas temperaturas.
2.3. Bactérias promotoras do crescimento vegetal

As bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) pertencem a um
grupo benéfico e heterogéneo de microrganismos que podem ser isolados da
rizosfera, do rizoplano, da filosfera ou da endosfera, e que s&o capazes de
potencializar o crescimento das plantas e protegé-las de estresses bidticos e abioticos
(GLICK, 2012; LADHA et al., 2022).

As BPCV podem promover o crescimento da planta por mecanismos diretos e
indiretos. Os mecanismos diretos sdo definidos como aquelas atividades bacterianas
que resultam na promoc¢ao direta do crescimento da planta. Incluem a producgao de
auxina, ACC desaminase, citocinina, giberelina, a fixagdo de nitrogénio, a
solubilizacdo de fosfato e o sequestro de ferro por sideréforos (COMPANT, et al.,
2010; BATISTA, et al., 2021; LADHA et al., 2022; KULKOVA, et al., 2023). Os
mecanismos indiretos referem-se a atividades bacterianas que inibem o
funcionamento de um ou mais organismos patogénicos de plantas, tanto fungos
quanto bactérias. Os mecanismos indiretos incluem a producédo de antibidticos, de
enzimas de degradacdo da parede celular, a competicdo por recursos do meio, a
producao de cianeto de hidrogénio e a resisténcia sistémica induzida (BALOGH et al.,
2010; FRAMPTON et al., 2014; GLICK, 2015; OLENSKA, et al., 2020).

2.3.1. Fixagao Bioldgica de Nitrogénio

A fixacdo biolégica de nitrogénio é realizada por procariotos denominados
diazotréficos e corresponde ao segundo processo mais importante para a biosfera
depois da fotossintese (LADHA, et al., 2022). A fixacao bioldgica de nitrogénio
consiste na conversao do dinitrogénio (N2) em formas utilizaveis pelas plantas, como
a NHs, por meio da combinagédo do N2 com ions hidrogénio (SOUMARE, et al., 2020).
A fixacdo bioldgica de nitrogénio ocorre gragas ao complexo enzimatico da
nitrogenase, composto por duas proteinas, a dinitrogenase (proteina FeMo) e a
dinitrogenase redutase (proteina Fe), codificadas pelos genes nif (MAHMUD, et al.,
2020). O processo de fixagao biolégica de nitrogénio é relativamente caro, pois sao

necessarias 16 moléculas de ATP para realizar a redugao de uma molécula de Na.
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Posteriormente, serdo necessarias mais 12 moléculas de ATP para a assimilacéo e
transporte de NH4* na planta (SOUMARE, et al., 2020).

As bactérias diazotréficas podem ser classificadas em trés grupos, as de vida
livre, as associativas e as simbidticas. Em geral, as bactérias mais eficientes no
processo de fixagao de nitrogénio pertencem aos dois ultimos grupos. As bactérias
simbidticas denominadas rizébios, induzem a formacédo de nédulos nas raizes de
plantas da familia Fabaceae, sendo essa relagdo mutualista a mais conhecida. Em
geral, os rizébios podem contribuir com 20 a 300 Kg ha' ano’' de N fixado,
contribuindo significativamente para a produtividade de leguminosas alimentares e
forrageiras (SUZAKI, et al., 2019; SOUMARE, et al., 2020).

Em geral, a fixagcdo de nitrogénio em gramineas € menos eficiente quando
comparada com a das plantas leguminosas que realizam associa¢gdes simbidticas
com rizébios. Mesmo assim, ainda € capaz de fornecer aportes significativos de
nitrogénio para as culturas. Estudos com Megathyrsus maximus cv. Mombaca
mostram que a inoculagdo de bactérias diazotréficas promoveram aumentos
significativos na producdo de matéria seca em relacdo ao controle sem inoculagao
(SUZAKI, et al., 2019)

Em estudos realizados com capim Muvuno, hibrido de Urochloa ruziziensis e
Urochloa brizantha, observou-se que a inoculagao de Azospirillum brasilense, cepas
ab-v5 e ab-v6, juntamente com a aplicagdo de 50 kg ha' de N, ndo diferiram
estatisticamente do tratamento com a adubagdo a dose de 100 kg ha' de N,
demonstrando que a utilizagdo de bactérias diazotréficas podem contribuir para a
reducao da demanda de fertilizantes nitrogenados sintéticos e para a diminuicdo dos
custos de producao (DUARTE, et al., 2021).

2.3.2. Solubilizagao de fosfato

O fésforo € macronutriente essencial para as plantas, atuando em processos
metabdlicos como a divisdao celular, a producdo de ATP, a sintese de
macromoléculas, a transdugéo de sinais e a fotossintese (ZHU, et a., 2018; RAWAT,
et al., 2021). Esse nutriente pode ser encontrado em grandes quantidades nas
camadas superficiais do solo, com teores que variam de 50 a 3000 mg Kg' de P. No
entanto, apenas 0,1% dessa fracao esta disponivel para as plantas em funcao de
processos de comum ocorréncia nos solos tropicais, a exemplo da precipitacéo, da

imobilizacao e da adsor¢ao do elemento ao solo. Como consequéncia, doses maiores
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de fésforo devem ser aplicadas para atender a demanda das culturas, elevando o
consumo de fertilizantes fosfatados (ZHU, et a., 2018; RAWAT, et al., 2021).

A utilizagdo de microrganismos solubilizadores de fosfato vem sendo aventada
como estratégia para reduzir a dependéncia por fertilizantes fosfatados. Estudos
mostram que a utilizagao de bactérias solubilizadoras de fosfato, tais como Bacillus,
Burkholderia, Pseudomonas, Mycobacterium, Pantoea e Rhizobia, juntamente com
adubacéo fosfatada, aumentou o rendimento de gréos de trigo em 22% e a absorgéo
de P em 26%, reduzindo a necessidade de fertilizante fosfatados em 30% (HUSSAIN,
et al., 2019). Ha grande diversidade de microrganismos solubilizadores de fosfato,
incluindo bactérias dos géneros Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Serratia,
Pantoea, Rhizobium , Arthrobacter, Burkholderia e Rahnella, e fungos, a exemplo de
Penicillium brevicompactum, Aspergillus niger, Acremonium, Hymenella e Neosartory
(TENG, Z. et al., 2019; RAWAT P. et al., 2020).

A solubilizacdo microbiana de fosfato pode ser efetuada por meio de diferentes
mecanismos, como a exsudacao de acidos organicos, a extrusao de prétons e a
producao de acidos inorganicos, (RAWAT, et al., 2020). Os microrganismos podem
exsudar diferentes acidos organicos, tais como o acido citrico, o oxalico, o glucbnico
e 0 malico que atuam reduzindo o pH do meio e quelando os cations ligados ao fosfato
(KISHORE, et al., 2015; RAWAT, et al., 2020)

2.3.3. Auxinas

Os hormbnios vegetais sdo fundamentais para o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. Dentre os diversos hormdnios essenciais, as auxinas
sdo os mais importantes, fazendo parte de um grupo heterogéneo de moléculas de
sinalizacdo necessarias para diversos processos, tais como a divisdo, expansao e
diferenciagao celulares (SPAEPEN e VANDERLEYDEN, 2010; TAIZ, et al., 2017).

Estima-se que cerca de 80% dos microrganismos encontrados na rizosfera sao
capazes de sintetizar auxinas, influenciando o crescimento e o desenvolvimento das
plantas, principalmente das raizes. A sintese de acido indol-3-acético (AlA) pode ser
realizada por diversas vias, porém a principal ocorre pela utilizagdo do triptofano como
precursor. Essa via € a mais comum em plantas e microrganismo (WAGI e AHMED,
2019; MORFFY e STRADER, 2020). A atividade de auxina pode ainda ser efetuada
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por outros compostos indol, como como o indol-3-etanol, o indol-3-acetaldeido, o
indol-3-acetonitrila, o acido indol-3-butirico e o acido 1-naftaleno acético (BATISTA,
et al., 2021).

Em plantas, o triptofano é secretado como exsudato radicular, favorecendo
assim a biossintese de auxinas e promovendo o crescimento da planta. O AIA pode
ser sintetizado em duas vias distintas, dependente ou independente de triptofano
(KESWANI et al., 2020; BATISTA, et al., 2021). Diversas rizobactérias como
Azospirillum lipoferum, Acinetobacter genospecies, Bukholderia vietnamiensis,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas putida sintetizam
AlA pela via independente, quando o precursor utilizado é o indol-3-glicerol fosfato.
Em experimentos com Azospirillum brasilense Sp6 e seu mutante Tn5 SpM7918, 90%
do AlA sintetizado foi pela via do indol-3-glicerol, na auséncia de triptofano o (LI et al.,
2018).

No Brasil, a demanda por bioinsumos contendo BPCV tem aumentado nos
ultimos anos em fungao de programas governamentais que estimulam o uso desses
microrganismos com vistas a adog¢do de praticas de manejo agricola mais
sustentaveis e menos dependentes de agrotéxicos e fertilizantes sintéticos
(FISCHER, et al., 2023). Neste contexto, o isolamento de bactérias iridescentes e a
caracterizagao delas como potenciais agentes de promogéo do crescimento vegetal
torna-se estratégico. Nesse sentido, os trabalhos dever&o envolver o isolamento de
bactérias iridescentes diazotréficas, a selecdo dos isolados mais eficientes na
promogao do crescimento vegetal e a caracterizagao dos mecanismos de promogéao

de crescimento in vitro.

A producgao de inoculantes multifuncionais com bactérias iridescentes devera
incluir estudos prévios sobre os mecanismos diretos e indiretos de promoc¢ao do
crescimento, a exemplo da fixagao biolégica de nitrogénio, a produgao de auxinas, a
solubilizacdo de fosfato, o antagonismo a patégenos e pragas, dentre outros. De
especial interesse, podemos citar o potencial desses microrganismos de mitigarem

estresses relacionado ao excesso de luminosidade e as temperaturas elevadas.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Ecologia Microbiana
(LEM), localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO),
e na casa de vegetacao do Departamento de Agronomia, Universidade Federal de

Vigosa, Vicosa, MG.
3.1. Isolamento de bactérias diazotroficas

Para o isolamento de bactérias diazotroficas, raizes e solo rizosférico das
espécies P. aurea L., P. setaceum L., P. setaceum rubrum L. e M. minutiflora L. foram
utilizados. Considerou-se solo rizosférico os agregados de solo que permaneceram
aderidos as raizes apos forte agitacdo (HELLIWELL et al., 2017). Para o isolamento,
10 g de solo rizosférico foram suspensos em 90 mL de solugéo salina (NaCl a 0,85%),
agitados em vortex por 5 min. A suspenséao de solo foi entdo diluida serialmente, em
triplicata, nas diluicbes de 102 a 10, em solugéo salina. As raizes foram entdo
lavadas em agua corrente, seguido de trés lavagens com agua destilada e
desinfestacao superficial com etanol a 70% por 3 min. Dez gramas de raizes
desinfestadas foram macerados em 90 mL de solucdo salina, adicionada aos poucos
no almofariz. Apds a maceracao, foram realizadas diluicdes seriadas, em triplicata,
de 102 a 10, em tubos contendo 9 mL de solugdo salina. Apos a diluigdo do solo
rizosférico e do macerado de raizes, aliquotas de 100 uL de cada diluicdo foram
inoculadas em tubos de tampa de rosca de 10 mL contendo 5 mL dos meios de cultura
semissolidos NFb e JNFb para isolamento de bactérias diazotroficas (DOBEREINER
et al. 1995). Os tubos foram transferidos para cadmara de incubagéo tipo B.O.D. a
28°C, sem luminosidade. Apds 5 dias de incubacéo, verificou-se a presengca ou nao
de pelicula caracteristica nos meios de cultivo e a mudanca de cor do meio de verde
para azul. As peliculas formadas foram repicadas com auxilio de al¢a de platina para
novos tubos contendo os mesmos meios semissolidos, por quatro vezes sucessivas.
Na quarta repicagem, foram retiradas aliquotas das peliculas e elas foram estriadas
em placas contendo o meio solido correspondente. As placas foram alocadas em
camara de incubacao por um periodo de sete dias a 28°C, sem luz. Apds a obtencao
de colbdnias diazotroficas isoladas, elas foram repicadas para novo meio semissoélido
em tubos de rosca. Apds a confirmagao da capacidade de fixagdo de nitrogénio

(formacdo de pelicula), uma aliquota foi estriada em placa contendo meio TSA (Agar
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Triptona de Soja) para obtengéao de colbnias isoladas e constituicao de culturas puras.

Os isolados obtidos foram estocados em glicerol a 15 % em ultra-freezer a -70°C.
3.2. Selecgao de isolados de bactérias diazotréficas iridescentes

A capacidade de produzir iridescéncia pelos isolados diazotréficos foi
verificada por transiluminagéao utilizando-se lampada led 8 mm, 70 lux, branco neutro,
4000K, de 12V, instalada a 10 cm abaixo da placa de Petri. A coldnias iridescentes
foram fotografadas com camera fotografica Canon EOS Rebel T3i com lente de
58mm. Uma foto adicional com epi-iluminagao foi também realizada a titulo de

controle.
3.3. Caracterizagao fenotipica dos isolados obtidos

Os isolados em cultura pura foram estriados em meio de cultura TSA e
cultivados a 28°C por 5 dias. Apds o crescimento das colbnias, elas foram avaliadas
quanto ao tamanho (grande: > 5mm; média: 1 a 5 mm; pequena: < 1 mm), a cor
(amarela, bege ou branca), a forma (circular ou puntiforme), a elevagcéao (convexa,
papilada, crateriforme, plana ou umbicada), a borda (continua, ondulada ou dentada),
a superficie (lisa, rugosa), a consisténcia (viscosa, gomosa, seca ou butirica) e aos
detalhes Opticos (brilhante, translicida ou opaca). Além das caracteristicas
morfoldgicas coloniais, realizou-se a coloragao diferencial de Gram para cada isolado
(YANO et al., 1993; ANSAR, et al., 2023).

3.4. Selecao de bactérias diazotréficas promotoras do crescimento de plantas

de feijao e milho

Os isolados foram testados em casas de vegetagcdo quanto a capacidade de
promocgao do crescimento de plantas de feijao e de milho no periodo de 14/06/2024
a 19/07/2024. Para tal, dois experimentos, um com o feijao (Phaseolus vulgaris L. cv.
BRS Marte) e outro com o milho (Zea mays cv. UFVM100), foram montados em casa
de vegetacdo, em delineamento inteiramente casualizados, com 44 tratamentos
(inoculagédo com 43 isolados de bactérias diazotréficas e controle sem inoculagéao

bacteriana), com quatro repeticoes.

Os isolados de bactérias diazotroficas foram inoculados em caldo Casoy e

incubados em B.O.D. a 28°C por 24 h. Em seguida, a D.O. foi ajustada para 0,6. O



20

meio foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 min e o sobrenadante descartado. O pellet

formado foi ressuspenso em solugao salina para D.O. de 0,6.

As sementes de feijao e milho foram desinfestadas conforme SAKIYAMA
(2001). Apds a desinfestacao, 6 sementes de cada cultura foram imersas, por uma
hora, em 2 mL da suspensdo de cada isolado de bactéria diazotréfica com D.O.
ajustada para 0,6. As sementes foram plantadas em vasos de 1,8 litros, contendo
substrato Tropstrato HT Hortalicas da Vida Verde®, composto a base de casca de
pinus, turfa, vermiculita expandida, enriquecido com macro- € micronutrientes. A
irrigacéao foi realizada duas vezes ao dia conforme a necessidade. Uma semana apés
o plantio, foi feito o desbaste deixando 2 plantas por vaso e uma inoculagao de reforgo
foi realizada imediatamente. Para tal, o inoculante foi preparado conforme descrito

anteriormente, sendo aplicados 4 ml da suspensao de células em cada vaso.

O experimento foi conduzido até os 35 DAS (Dias Apds o Semeio), quando
foram avaliados o indice SPAD, utilizando-se o medidor de clorofila portatil SPAD-
502Plus e a altura das plantas. Em seguida, as plantas foram colhidas e procedeu-se
a separacao da parte aérea das raizes. O material vegetal foi colocado em saco de
papel e levado a estufa a 70°C até atingir peso constante. Com os dados obtidos,
foram determinados o valor da massa seca total, massa seca da parte aérea, massa
seca das raizes e a relagao parte aérea/raiz. Os resultados obtidos foram submetidos
a analise de variancia e as médias dos tratamentos agrupadas pelo teste Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

3.5. Caracterizacao dos mecanismos de promoc¢ao de crescimento in vitro
3.5.1. Producgao de auxinas

A producgdo de auxinas, acido indol-3-acético (AlIA) e acido indol-3-butirico
(AIB), foi determinada utilizando-se o método espectrofotométrico baseado no
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 a 150 rpm. Em
seguida, o sobrenadante do meio de cultura foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 min.
Um mililitro do sobrenadante foi acrescido do reagente de Salkowsky (50 ml de acido
perclorico a 35% e 2 mL de FeClza 0,5 mol L") na razao de 1:1. O desenvolvimento

da cor rosa indicou a producdo de AlA e AIB. A concentragao das auxinas produzidas



21

foi estimada em relagdo a curva padrdo de AlA, na faixa de 10-100 yg mL™", e a
concentracao de AIB, em relagao a curva padrao desse composto na faixa de 20—-200
ug mL' (PATEL et al., 2018). A leitura de absorbancia foi feita a 530 e 480 nm,

respectivamente.
3.5.2. Solubilizagao de fosfato

Para a avaliacdo da capacidade de solubilizacao de fosfato, tubos de ensaio
de 15 mL foram adicionados de 5 mL do meio NBRIP (10 g L-! de glicose; 5 g L' de
NH4Cl; 1 gL' de NaCl; 1 g L' de MgS04.7H20; 15 g L' de &gar; pH 7), suplementado
com 5 g L' com fosfato tricalcico, fosfato de ferro ou fosfato de Araxa (NAUTIYAL,
1999). Em seguida, procedeu-se a inoculagao dos tubos com os isolados de forma a
se atingir a D.O. inicial de 0,1. Apds a inoculagao, os tubos foram incubados por 7
dias a 28°C e 150 rpm. Apods a incubagao, aliquotas de 2 mL do sobrenadante dos
meios de cultura foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min. O fésforo no
sobrenadante foi determinado de acordo com BRAGA e DEFELIPO (1974).

3.5.3. Produgao de amodnia

Os isolados foram inoculados em tubos de ensaio de 50 mL, contendo 10 mL
de peptona bacteriolégica a 1 %, e cloreto de sédio 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. Apds a incubacgao, aliquotas
de 2 mL foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min e um volume de 200 pL do
sobrenadante foram adicionados a 1 ml de reagente de Nessler (100 g L' de Hgl2, 70
g L' de Kl e 500 mL de NaOH a 32%), seguido de agua destilada para o volume final
de 8,5 mL (CAPPUCCINO e SHERMAN, 1992). A quantificagdo da am®énia produzida

foi feita por espectrofotometria a 450 nm.
3.5.4. Producgao de enzimas hidroliticas
3.5.4.1. Producao de celulase

A produgao de celulase foi verificada em placas de Petri contendo 20 mL do
meio agar CMC (2,0 g L' de celulose carboximetil [CMC], 2.0 g L' of NaNOs3, 1.0 g L-
T of K2HPO4, 0.5 g L' of KCI, 0.5 g L of MgSQ4, 0.2 g L' de peptonae 17,0 g L' de
agar). Para cada isolado, trés microgotas de 5 pL do sobrenadante de cultura

realizada em meio TSB a 28°C, por 24 h, foram dispostas equidistantemente na
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superficie do meio na placa de Petri. As placas foram incubadas em B.O.D. por 96 h
a 28°C. Apos a incubagao, foram adicionados 4 mL de solugao de iodo (2 g de Kl e 1
g de iodo em 300 ml de agua destilada) sobre a superficie do meio. A formagéo de
halo de clareamento ao redor das colénias indicou a degradagdo da CMC e,
consequentemente, a producao de celulase pelo isolado (BHATTACHARYYA et al.,
2020).

3.5.4.2. Producao de Pectinase

A producgao de pectinase foi verificada em Placas de Petri contendo 20 mL do
meio de cultura (5 g L' de acido péctico, 1 g L' de extrato de levedura, 3 g L' de
KH2POs, 6 g L' de Na2HPO4, 0,1 g L' de MgS0.4.7H20, 0,14 g L' de CaCl..2H20 e
15 g L' de agar). Para cada isolado, trés microgotas de 5 puL do sobrenadante de
cultura realizada em meio TSB a 28°C, por 24 h, foram dispostas equidistantemente
na superficie do meio na placa de Petri. As placas foram incubadas em B.O.D. por 96
h a 28°C. Apds a incubagéao, foram adicionados 4 mL de solugéo de iodo (2 g de Kl e
1 g de iodo em 300 ml de agua destilada) sobre a superficie do meio. A formagéao de
halo de clareamento ao redor das colbdnias indicou a degradagao do acido péctico e,

consequentemente, a produgéo de pectinase pelo isolado (TINDALL, et al., 2007)
3.5.4.3. Producao de Amilase

A produgao de amilase foi verificada em Placas de Petri contendo 20 mL do
meio de cultura para amiloliticos (1 g L' amido, 0,5 g L'* NaNO3s, 1 g L' K2HPOg4, 0,01
g L' MgS04.7H20 e 15 g L' de agar). Para cada isolado, trés microgotas de 5 pL do
sobrenadante de cultura realizada em meio TSB a 28°C, por 24 h, foram dispostas
equidistantemente na superficie do meio na placa de Petri. As placas foram incubadas
em B.O.D. por 5 dias a 28°C. Apés a incubacao, foram adicionados 4 mL de solucao
de iodo (2 g de Kl e 1 g de iodo em 300 ml de agua destilada) sobre a superficie do
meio. A formacgao de halo de clareamento ao redor das col6nias indicou a degradagao
do amido e, consequentemente, a produgdo de amilase pelo isolado (HITHA, et al.,
2014).

3.5.4.4. Producao de Quitinase

A producédo de quitinase foi verificada em Placas de Petri contendo 20 mL do
meio de cultura para quitinoliticos (1,0 g L' (NH4)2S0s, 0,2 g L' KH2PO4, 1,6 g L
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K2HPOg4, 0,2 g L' MgS04.7H20, 0,1 g L' NaCl, 0,01 g L' FeS047.H20, 0,02 g L™
CaCl22.H20 e 1,5 % (p/v) de agar). O meio foi suplementado com 1 % (p/v) de quitina
coloidal preparada segundo SKUJINS et al. (1965). Para cada isolado, trés
microgotas de 5 uL do sobrenadante de cultura realizada em meio TSB a 28°C, por
24 h, foram dispostas equidistantemente na superficie do meio na placa de Petri. As
placas foram incubadas em B.O.D. por 96 h a 28°C. Isolados que formaram halo

translucido ao redor das col6nias foram considerados como produtores de quitinase.
3.5.5. Producao de sideroforos

3.5.5.1 Sideréforos do tipo catecol e hidroxamato

A producgao de siderorofos do tipo catecol e hidroxamato foi verificada em
Placas de Petri contendo 20 mL do meio de cultura agar nutriente. Para cada isolado,
trés microgotas de 5 uL do sobrenadante de cultura realizada em meio TSB a 28°C,
por 24 h, foram dispostas equidistantemente na superficie do meio nas placas de
Petri, seguido da incubagao a 28°C por 16 h. Apods a incubagao, uma sobrecamada
de agar CAS foi adicionada, seguido de incubagao por 4 dias a 28°C. A formacéao de
de halo de cor rosa, laranja ou amarelo claro indica a produg&o de catecol, hidroximato
ou carboxilato, respectivamente (CABALLERO-MELLATO, et al., 2007).

3.5.5.2 Sideroforos do tipo pioverdina

A produgao de pioverdina foi verificada em Placas de Petri contendo 20 mL do
meio de cultura King B (20 g L' peptona proteose, 1,5 g L' Ko2HPO4, 1,5 g L
MgS04.7H20, 10 mL L de glicerol e 15 g L de agar bacteriologico). Para cada
isolado, trés microgotas de 5 uL do sobrenadante de cultura realizada em meio TSB
a 28°C, por 24 h, foram dispostas equidistantemente na superficie do meio na placa
de Petri. As placas foram incubadas em B.O.D. por 5 dias a 28°C. Apds a incubacgao,
as placas de Petri foram submetidas a luz ultravioleta (366 nm) para verificar a
fluorescéncia das colbnias, confirmando a producgéo de pioverdinas (VISCA, IMPERI
e LAMONT, 2007).

3.5.6. Producgao de cianeto de hidrogénio

A Producao de cianeto de hidrogénio (HCN) foi observada estriando-se os

isolados em placas de Petri contendo 20 mL do meio King B. No lado interno da tampa
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da placa de Petri foi adicionada uma tira de papel filtro quantitativos JP42 (Quanty®,
com porosidade de 8 um), de 1 x 3 cm, embebida em solugao de acido picrico a 0,5
% em solucdo de carbonato de sodio (Na2COs a 2 %). Previamente a embebigéo, as
tiras de papel foram esterilizadas em estufa a 180°C por 2 h antes. As placas
inoculadas foram seladas com filme de PVC e incubadas em B.O.D. a 28°C por 5
dias. A mudanca de cor dos papéis de filtro de amarelo para laranja, marrom ou
marrom-avermelhado indicou a produg¢ao de HCN (BAKKER, SCHIPPERS, 1987).

3.6. Analise de Coordenadas Principais (PCoA)

Com o objetivo de se agrupar os isolados bacterianos com base nas
caracteristicas bioquimicas e funcionais apresentadas por eles, foi realizada Analise
de Coordenadas Principais (PCoA) a partir da matriz de distancia de Gower,
recomendada para dados mistos, como os deste estudo, que incluem variaveis
continuas e binarias. Os atributos utilizados na analise englobaram as caracteristicas
de promogéao de crescimento vegetal de plantas de feijdo e de milho, o indice SPAD,
a altura de plantas, a massa seca da parte aérea (MSPA), a massa seca de raizes
(MSR), a massa seca total (MST) e a relacdo parte aéreal/raiz, além de variaveis
relacionadas a solubilizagao de fosfato (fosfato tricélcico, fosfato de Fe e fosfato de
Araxa), produgao de auxinas (AlA e AIB), produgao de amoénio (NH,*), sideréforos
(pioverdinas, hidroxamato e catecol), enzimas hidroliticas (celulase, pectinase,
amilase e quitinase), producdo de cianeto de hidrogénio (HCN) e presenca de
iridescéncia. Com base na ordenacgao obtida pela PCoA, foi realizado o agrupamento
dos isolados por meio do método k-médias (k-means clustering), com a escolha do
numero 6timo de grupos orientada por critérios estatisticos. A significancia das
diferencas entre os grupos foi avaliada utilizando a analise de variancia multivariada
por permutagcdo (PERMANOVA), com 999 permutagdes, aplicada sobre a mesma
matriz de distdncia de Gower. Essa abordagem permitiu testar se os grupos
identificados apresentavam padrdes significativamente distintos em relagdo ao
conjunto das variaveis avaliadas. As analises foram realizadas no ambiente R (versao
4.3.1) (R Core Team, 2023), com os pacotes vegan, cluster, ggplot2, ggrepel e

ggforce.
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4. RESULTADOS

4.1. Isolamento de bactérias diazotroficas

Foram obtidos o total de 43 isolados fixadores de nitrogénio, sendo 6
endofiticos e 11 rizosféricos de P. aurea L., 8 isolados endofiticos e 3 rizosféricos de
M. minutiflora L., 4 isolados endofiticos e 3 rizosféricos a partir de P. setaceum L., e

8 isolados rizosféricos de P. setaceum rubrum L.

Com relagédo as caracteristicas morfoldgicas das colénias (Tabela 1), a maioria
das colbnias apresentaram tamanho entre grande e médio, com apenas trés colbnias
de tamanho pequeno (EPA21, EMM34, RMM37). A forma das coldnias predominante
foi a circular, sendo que apenas as coldnias dos isolados EMM34 e do RMM37 foram
classificados como puntiformes (Tabela 1). A elevagédo das colbnias variou entre os
isolados, sendo classificada como convexa, papilada, plana, crateriforme e umbilicada
(Tabela 1). Com relagdo as bordas das colbnias, a maioria apresentou a do tipo
continuo (Tabela 1). A superficie para a maioria dos isolados foi classificada como
lisa (Tabela 1). As consisténcias predominantes foram a gomosa, viscosa e butirica
(Tabela 1). Apenas as coldnias do isolado RMM38 apresentou consisténcia seca
(Tabela 1). Por fim, a coloragdo dos isolados variou entre amarela ou bege claro
(Tabela 1). Com relagéo a coloragao diferencial de Gram, 88,37% dos isolados foram
classificados como gram-negativos (Tabela 1). Apenas os isolados RPA06, RPR13,

EMM33, RPR 27 foram classificados como gram-positivos.

Noventa e trés por cento dos isolados obtidos (43) apresentaram iridescéncia
quando submetidos a transiluminagao (Tabela 1). Essa caracteristica foi observada
tanto para os isolados obtidos da rizosfera quanto para aqueles oriundos das raizes
(Tabela 1). A iridescéncia predominante foi a do tipo arco-iris difuso, com col6nias

coloridas em todo o espectro de cores (Tabela 1, Figuras 1 e 2).
4.2. Selecao de bactérias diazotroficas promotoras do crescimento de feijao

Dos 43 isolados avaliados, 42 afetaram positivamente o indice SPAD,
resultando em valores superiores aos do controle (Figura 3A). A anadlise de
agrupamento por Skott Knott separou os 43 isolados em 6 grupos estatisticamente
distintos, entre os quais o grupo A foi 0 que apresentou maior média geral para esse

indice (40,33) e englobou os isolados com maior capacidade de promover a atividade
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Tabela 1 - Caracteristicas morfolégicas coloniais, iridescéncia e coloracao diferencial de Gram de isolados rizosféricos e endofiticos
obtidos das espécies Phyllostachys aurea L., Pennisetum setaceum L., Pennisetum setaceum rubrum L. e Melinis
minutiflora L., cultivadas em meio TSA por 5 dias a 28°C.

Isolado Tamanho Fornja .da EIevagét.) da Borc{a .da SuperfAici.e Consistfan.cia D'etallhes CorA d? Iridescéncia Coloracgao
coldnia colénia coldnia da col6nia da col6nia opticos Colonia de Gram
RPAO01 Média Circular Convexa Continua Lisa Gomosa Brilhante Amarela + Negativo
RPA02 Grande Circular Convexa Continua Lisa Gomosa Brilhante  bege claro - Negativo
RPAO03 Média Circular Papilada Continua Lisa Viscosa Brilhante Amarela + Negativo
RPA04 Média Circular Convexa Continua Lisa Gomosa Brilhante  bege claro + Negativo
RPAO05 Grande Circular Papilada Continua Lisa Gomosa Brilhante Amarela - Negativo
RPA06 Grande Circular Convexa Continua Lisa Butirica Brilhante Amarela + Positivo
RPS07 Grande Circular Convexa Continua Lisa Viscosa Brilhante Amarela + Negativo
RPS08 Grande Circular Plana Continua Lisa Butirica Brilhante  bege claro + Negativo
RPS09 Média Circular Plana Continua Lisa Viscosa Brilhante Amarela + Negativo
RPS10 Grande Circular  Crateriforme  Continua Lisa Butirica Brilhante Bege + Negativo
RPR11 Média Circular Convexa Continua Lisa Gomosa Brilhante  bege claro + Negativo

Obs.: Tamanho das col6nias: grande (didmetro > 5 mm), médio (diametro entre 1 e 5 mm) e pequeno (didmetro < 1 mm). RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS
(Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de P. setaceum rubrum L.), RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.), EMM

(Endofitico de M. minutiflora L.), EPA (Endofitico de P. aurea L.). (continua)
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Tabela 1 - (Continuagao) Caracteristicas morfolégicas coloniais, iridescéncia e coloragao diferencial de Gram de isolados rizosféricos
e endofiticos obtidos das espécies Phyllostachys aurea L., Pennisetum setaceum L., Pennisetum setaceum rubrum L. e
Melinis minutiflora L., cultivadas em meio TSA por 5 dias a 28°C.

Isolado Tamanho Forn]a _da EIevag.é? da Borc{a .da SuperfAici_e Consistfen_cia D’eta.lhes COI: d? Iridescéncia Coloragao
colénia colénia colénia da col6nia da col6nia Opticos Colonia de Gram
RPR 12 Grande Circular Plana Continua Lisa Viscosa Brilhante  bege claro + Negativo
RPR 13 Grande Circular Convexa Continua Lisa Viscosa Brilhante  bege claro + Positivo
RPR 14 Grande Circular Convexa Ondulada Lisa Butirica Brilhante Amarela + Negativo
EPS 15 Média Circular Papilada Continua Lisa Viscosa Brilhante Amarela + Negativo
EPS 16 Grande Circular Umbilicada Continua Lisa Gomosa Brilhante Amarela + Negativo
EPS 17 Grande Circular Convexa Ondulada Lisa Aquosa Brilhante Branca + Positivo
EMM 18 Grande Circular Convexa Dentada Lisa Aquosa Brilhante Amarela + Negativo
EMM 19 Grande Circular Papilada Continua Lisa Gomosa Brilhante Branca + Negativo
EPA 20 Grande Circular Papilada Continua Lisa Gomosa Brilhante Amarela + Negativo
EPA 21 Pequena Circular Convexa Continua Lisa Gomosa Translucido Bege + Negativo
EPA 22 Grande Circular Papilada Ondulada Rugosa Gomosa Brilhante Amarela - Negativo

Obs.: Tamanho das colbnias: grande (didmetro > 5 mm), médio (didmetro entre 1 € 5 mm) e pequeno (didmetro < 1 mm). RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS
(Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de P. setaceum rubrum L.), RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.), EMM

(Endofitico de M. minutiflora L.), EPA (Endofitico de P. aurea L.). (continua)



28

Tabela 1 - (Continuagao) Caracteristicas morfolégicas coloniais, iridescéncia e coloragao diferencial de Gram de isolados rizosféricos
e endofiticos obtidos das espécies Phyllostachys aurea L., Pennisetum setaceum L., Pennisetum setaceum rubrum L. e
Melinis minutiflora L., cultivadas em meio TSA por 5 dias a 28°C.

Isolado Tamanho Forn]a _da EIevag.é? da Borc{a .da SuperfAici_e Consistfen_cia D’eta.lhes C0|: d.a Iridescéncia Coloragao
colénia colénia colénia da col6nia da col6nia Opticos Coldnia de Gram
EPA 23 Grande Circular Papilada Ondulada Lisa Gomosa Brilhante Amarela + Negativo
EPA 24 Grande Circular Papilada Continua Lisa Gomosa Brilhante  bege claro + Negativo
EPA 25 Grande Circular Convexa Continua Lisa Gomosa Brilhante Amarela + Negativo
RPR 26 Grande Circular Plana Continua Lisa Butirica Brilhante Amarela + Negativo
RPR 27 Grande Circular Papilada Continua Lisa Gomosa Brilhante Amarela + Positivo
RPR 28 Grande Circular Convexa Continua Lisa Viscosa Brilhante  bege claro + Negativo
RPR 29 Média Circular Plana Continua Lisa Viscosa Brilhante Amarela + Negativo
EMM 30 Média Circular Plana Continua Lisa Viscosa Brilhante Amarela + Negativo
EMM 31 Grande Circular Convexa Continua Lisa Gomosa Brilhante Amarela + Negativo
EMM 32 Grande Circular Convexa Continua Lisa Gomosa Brilhante Branca + Negativo
EMM 33 Grande Circular Plana Continua Lisa Gomosa Brilhante Branca + Positivo

Obs.: Tamanho das colbnias: grande (didmetro > 5 mm), médio (didmetro entre 1 € 5 mm) e pequeno (didmetro < 1 mm). RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS
(Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de P. setaceum rubrum L.), RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.), EMM

(Endofitico de M. minutiflora L.), EPA (Endofitico de P. aurea L.). (continua)
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Tabela 1 - (Continuagao) Caracteristicas morfolégicas coloniais, iridescéncia e coloragao diferencial de Gram de isolados rizosféricos
e endofiticos obtidos das espécies Phyllostachys aurea L., Pennisetum setaceum L., Pennisetum setaceum rubrum L. e
Melinis minutiflora L., cultivadas em meio TSA por 5 dias a 28°C.

Isolado Tamanho Forn]a _da EIevag.é? da Borc{a .da SuperfAici_e Consistfen_cia D’eta.lhes C0|: d.a Iridescéncia Coloragao
colénia colénia colénia da col6nia da col6nia Opticos Coldnia de Gram
EMM 34 Pequena Puntiforme - Continua Lisa Viscosa Brilhante Amarela + Negativo
EMM 35 Média Circular Convexa Continua Lisa Viscosa Brilhante Branca + Negativo
RMM 36 Grande Circular Papilada Continua Lisa Viscosa Brilhante Amarela + Negativo
RMM 37 Pequena Puntiforme - Continua Lisa Gomosa Brilhante Amarela + Negativo
RMM 38 Grande Circular Plana Ondulada Rugosa Seca Opaco bege claro + Negativo
RPA 39 Grande Circular crateriforme  Continua Lisa Gomosa Brilhante Branca + Negativo
RPA 40 Grande Circular Papilada Continua Lisa Gomosa Brilhante Amarela + Negativo
RPA 41 Grande Circular Convexa Continua Lisa Butirica Brilhante Branca + Negativo
RPA 42 Grande Circular Papilada Continua Lisa Butirica Brilhante Amarela + Negativo
RPA 43 Grande Circular Papilada Continua Lisa Gomosa Brilhante Amarela + Negativo

Obs.: Tamanho das colbnias: grande (didmetro > 5 mm), médio (didmetro entre 1 € 5 mm) e pequeno (didmetro < 1 mm). RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS
(Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de P. setaceum rubrum L.), RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.), EMM
(Endofitico de M. minutiflora L.), EPA (Endofitico de P. aurea L.).
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Figura 1 - Iridescéncia do tipo arco-iris difuso produzida por bactéria diazotrofica
cultivada em meio TSA apds 24h de incubagao a 28°C. A) Iridescéncia
produzida durante a transiluminagéo de colbnias confluentes do isolado
RPA42, crescidas em estrias simples por toda a superficie do meio. B)
Iridescéncia produzida durante a transiluminagao de col6nias do isolado
RPA42 crescidas em estrias compostas na superficie do meio.
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Transiluminagéao Epi-iluminagao Transiluminagao Epi-iluminagao

Figura 2 - Padréo de iridescéncia de colonias de isolados rizosféricos e endofiticos
de bactérias diazotroficas, cultivados em meio de cultura TSA a 28°C por
24 h e submetidos a transiluminacao e a epi-iluminacao, evidenciando a
emissao de iridescéncia (+) e a auséncia dessa caracteristica (-).
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Transiluminagao Epi-iluminagao Transiluminagao Epi-iluminagao

Figura 2 - (Continuag&o) Padréo de iridescéncia de colénias de isolados rizosféricos
e endofiticos de bactérias diazotroficas, cultivados em meio de cultura TSA
a 28°C por 2 h e submetidos a transiluminacdo e a epi-iluminagao,
evidenciando a emissdo de iridescéncia (+) e a auséncia dessa
caracteristica (-).
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Transiluminagéao Epi-iluminagao Transiluminagao Epi-iluminagao

Figura 2 - (Continuag&o) Padréo de iridescéncia de colénias de isolados rizosféricos
e endofiticos de bactérias diazotroficas, cultivados em meio de cultura TSA
a 28°C por 24 h e submetidos a transiluminagcdo e a epi-iluminagao,
evidenciando a emissdo de iridescéncia (+) e a auséncia dessa
caracteristica (-).
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Transiluminagao Epi-iluminagao Transiluminagao Epi-iluminacao

Figura 2 - (Continuag&o) Padréo de iridescéncia de colénias de isolados rizosféricos
e endofiticos de bactérias diazotroficas, cultivados em meio de cultura TSA
a 28°C por 24 h e submetidos a transiluminagcdo e a epi-iluminagao,
evidenciando a emissdo de iridescéncia (+) e a auséncia dessa
caracteristica (-).



35

Transiluminagao Epi-iluminagao Transiluminagao Epi-iluminagao

Figura 2. (Continuagéo) Padrao de iridescéncia de colbnias de isolados rizosféricos e
endofiticos de bactérias diazotréficas, cultivados em meio de cultura TSA a
28°C por 24 h e submetidos a transiluminacdo e a epi-iluminagao,
evidenciando a emissao de iridescéncia (+) e a auséncia dessa
caracteristica (-).
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Figura 3. indice SPAD (A), altura (B) de Phaseolus vulgaris L. cv. BRS Marte,
inoculado com diferentes isolados bacterianos, cultivado por 35 dias em
casa de vegetacdo. As barras representam a meédia dos grupos obtidos
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Controle corresponde as
plantas de P. vulgaris L. ndo inoculadas.
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fotossintética das plantas. Ja o grupo F (isolado EPA25 e controle) apresentou os

menores valores de indice SPAD, com média geral de 27,48 (Figura 3A).

A maioria dos isolados de bactérias diazotréficas promoveram aumento da
altura das plantas de feijao (Figura 3B e Figura 4). Os isolados foram divididos em
cinco grupos cujas médias gerais corresponderam a 36,8; 32,9; 29,4; 27,0 e 24,8 cm
(Figura 3B). Os isolados RPS07, EPS17 e RPA41 foram agrupados juntamente com
o tratamento controle sem inoculagéo bacteriana, com média geral de 24,8 cm (Figura
3B).

Em relacdo a produgao de massa seca da parte aérea, o teste de Scott-Knott
dividiu os isolados em 5 grupos distintos (Figura 5A). A inoculagédo das plantas de
feijdo com a maioria dos isolados de bactérias diazotroficas promoveu maiores
acumulos dessa variavel (Figura 5A). O grupo de melhor desempenho foi o dos
isolados RPAO1, RPA03, RPA04, RPA06, RPS09, RPR11, RPR12, RPR14, EPS15,
EMM19, EPA21, EPA22 e EMM30, com média de 7,9 g. Sete dos 43 isolados foram
agrupados junto com o controle, com meédia de acumulo de massa seca da parte
aérea de 5,6 g (Figura 5A). A inoculagdo com os isolados RPS07, EPA25 e RPA43
promoveu menor acumulo dessa variavel, resultando na produgéo de 4,5 g de massa

seca (Figura 5A).

A maioria dos isolados testados promoveram menor acumulo de massa seca
das raizes (Figura 5B). As médias dessa variavel para os tratamentos com a
inoculagdo dos isolados RPA04, EPS15, EMM35, RMM36, RMM38, RPA42 nao

diferiram estatisticamente do controle [2,04 g] (Figura 5B).

Os isolados testados foram agrupados em 5 grupos estatisticamente distintos
em relagdo ao acumulo de massa seca total (Figura 5C). O grupo A, constituido dos
isolados RPA03, RPA0O4, RPA06, RPS09, RPR12, EPS15 e EMM19, foi o que
apresentou melhor desempenho, com média geral de 10,2 g de massa seca total.
Vinte isolados foram agrupados com o tratamento controle sem inoculagéao (Figura
5C). Dois grupos, o D e E, reuniram isolados cuja inoculagédo nas plantas de feijao

resultou em menor acumulo de massa seca total (Figura 5C).

A relagao parte aérea/raiz ndo sofreu efeitos da inoculagdo com as bactérias

diazotroficas ou foi reduzida, a depender do isolado testado (Figura 5 D).
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Figura 4 - Plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L. cv. BRS Marte) inoculadas com o
isolado bacteriano EMM30 e cultivadas em casa de vegetacé&o por 35 dias.
Observar a diferenca de tamanho entre as plantas inoculadas e a do
controle sem inoculagao.
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Figura 5 - Massa seca da parte aérea (A), massa seca das raizes (B), massa seca total (C) e relagdo parte aérea/raiz (D) de
Phaseolus vulgaris L. cv. BRS Marte, inoculado com diferentes isolados bacterianos, cultivadas por 35 dias em casa de
vegetacdo. As barras representam a média dos grupos obtidos pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Controle
corresponde as plantas de P. vulgaris L. ndo inoculadas.
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4.3. Selecao de bactérias diazotréficas promotoras do crescimento do milho

O indice SPAD foi afetado positiva ou negativamente pela inoculagdo das
plantas de milho com os isolados de bactérias diazotroficas testados (Figura 6A). O
teste de Scott-Knott separou os isolados em quatro grupos estatisticamente
diferentes, sendo o grupo A, composto pelos isolados RPA04, RPA0S5, RPSO07,
RPR12, EPA21, EPA22, EPA24, RPR26, RPR28, RPR29 e EMM30, aquele que
apresentou a maior média geral para essa variavel [42,36] (Figura 6A). Ja o
tratamento controle foi incluido no grupo C (Figura 6 A), cuja média geral foi de 37,08.
Nesse grupo foram também incluidos os isolados RPA06, RPR11, RPR14, RMM36,
RMM37, RMM38 e RPA39. Curiosamente, a inoculagdo do milho com alguns dos
isolados levou a reducao dos valores de indice SPAD (Figura 6A).

A inoculacao do milho com a maioria dos isolados testados levou a aumentos
da altura das plantas (Figura 6B e 7). Os isolados foram agrupados em cinco grupos,
sendo o grupo A, composto por RPA06, RPR12, EPS16, EPS17, EPA20, EPA21,
RMM36 e RPA39, o que apresentou maior média geral de altura, 24,8 cm. Oito
isolados agruparam-se com o controle, ndao afetando a variavel em questao (Figura 6
B). A inoculacdo com os isolados RPS09 e RPA40 levaram a redugao da altura do
milho (Figura 6 B).

Somente os isolados RPAO1, RPA06, EMM19, EPA20, EMM32, EMM33,
EMM34, RPA39 e RPA43 promoveram aumentos no acumulo de massa seca da parte
aérea, com média de 6,4 g (Figura 8B). A inoculacdo do milho com os isolados
RPAO03, RPR12, EMM18 e RPR29 resultou no acumulo de massa seca da parte aérea
semelhante ao controle sem inoculacdo (Figura 8B). Os demais isolados
compuseram os grupos C, D, e E, indicando que a inoculagdo desses no milho
diminuiu 0 acumulo de massa seca da parte aérea (Figura 8A)

Com relacdo ao acumulo de massa seca das raizes, trés isolados se
destacaram, RPR13, EPA20 e RPA43, compondo o grupo A, com uma média de 2,09
g (Figura 8B). Embora evidenciando o maior acumulo de massa seca das raizes a
valores acima do controle, a maioria dos isolados foi agrupada no grupo B (Figura
8B). A inoculagao do milho com seis isolados pertencentes ao grupo D levou ao menor

acumulo de massa seca das raizes (Figura 8 B).
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RPAO4, RPAD5, RPS07, RPR12, EPA21, EPA22, EPA24,
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Figura 6 - indice SPAD (A) e altura (B) de Zea mays L. cv. UFVM100, inoculado com
diferentes isolados bacterianos, cultivadas por 35 dias em casa de
vegetacdo. As barras representam a média dos grupos obtidos pelo teste
de Scott Knott a 5% de probabilidade. Controle corresponde as plantas de

Zea mays L. nao inoculadas.
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L 4 L

Controle

Figura 7 - Plantas de milho (Zea mays L.) inoculadas com os isolados de bactérias
diazotréficas RPA39 (A) e RPAO5 (B) e cultivadas em casa de vegetacéo
por 35 dias. Observar a diferenca de tamanho entre as plantas inoculadas
e as do controle sem inoculagao.
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RPR13, EPA20 e RPA43

RPAQO4, RPADS, RPADG, RPS07, RPS08, RPS10, RPR11,
RPR14, EPS15, EPS18, EPS17, EMM18, EMM19, EPA22,
RPR28, RPR29, EMM31, EMM32, EMM33, EMM34,
RMM38, RPA39, RPA40, RPA41 e RPA42

RPAO1, RPAO2, RPAD3, RPR12, EPA21, EPA23, EPA2S5,
RMM38, RMM37 e Controle

RPS09, EPA24, RPR26, RPR27, EMM30 & EMM35

Isolados

RPAQ4, RPAQS, RPS07, RPS08, RP510, RPR11, RPR13,
RPR14, EPS15, EPS16, EPS17, EPA20, EPA2Z, RPR26,
RPR28, RPR29, EMM31, RMM38, RPA40, RPA41, RPA4Z &
RPA43

RPAO1, RPADZ, RPAQ3, RPAOS, RPS09, RPR12, EMM18,
EMM18, EPA21, EPA23, EPA24, EPA25, RPR27, EMM30,
EMM32, EMM33, EMM34, EMM35, RMM38, RMM37, RPA39
& Controle
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Figura 8 - Massa seca da parte aérea (A), massa seca das raizes (B), massa seca total (C) e relagcéo parte aérea/raiz (D) de Zea
mays L. cv UFVM100, inoculado com diferentes isolados bacterianos, cultivadas por 35 dias em casa de vegetagao. As
barras representam a média dos grupos obtidos pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Controle corresponde

as plantas de Zea mays L. nao inoculadas.
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A inoculagao das plantas de milho com os isolados de bactérias diazotroficas
possibilitou a identificacdo de bactérias com efeito neutro, de promocgdo ou de
diminuicdo do acumulo de massa seca total (Figura 8C). O teste de Scott-Knott
permitiu agrupar os isolados em 6 grupos, sendo que os grupos A e B contém os
isolados que aumentaram o acumulo de matéria seca total (Figura 8C). O grupo C
englobou os isolados cuja inoculagao nao resultou em aumentos da variavel (Figura
8C). Os grupos D, E e F reuniram os isolados que levaram a menor acumulo de massa
seca total das plantas de milho (Figura 8C). O grupo A foi composto dos isolados
EPA20, EMM32, EMM33 e RPA43, com média de 8,49 g de massa seca total (Figura
8C). A média de produgao do grupo B, composto pelos isolados RPA01, RPAQG,
EMM19 e RPA39, foi de 7,82 g. O grupo C, que continha o tratamento controle,
juntamente com outros 12 isolados, apresentou a média de 7,26 g (Figura 8C).

Os isolados testados foram divididos em dois grupos quanto a relagao parte
aérealraiz (Fura 8D). Em geral, metade dos isolados de bactérias diazotroficas foi

capaz de promover aumentos dessa variavel (Figura 8D).
4.4. Caracterizagao dos mecanismos de promoc¢ao de crescimento in vitro
4.41. Produgédo de auxinas

Todos os isolados testados foram capazes de produzir auxinas (Figura 9A e
B). A produgéo de acido indolacético variou de 1,03 a 232,15 ug mL™" (Anexo 3). Os
isolados foram divididos em cinco grupos quanto a produg¢ao desse composto (Figura
9A). A média de producdo de acido indolacético para o grupo A, composto pelos
isolados EMM19, EPA25, EPS17, RPA04, RPA41 e RPS07, foi de 223,19 ug mL",
enquanto a média para o grupo E, o de menor produgéo, foi de 9,15 ug mL-" (Figura
9A).

Em relagdo ao acido indol-3-butirico, a produgéo variou de 1,57 a 761,42 ug
mL" (Anexo 3). O total de nove grupos foram definidos, sendo os isolados mais

eficientes na produgéo de acido indol-3-butirico o EPS17 e o EPA20 (Figura 9).
4.4.2. Solubilizagao de fosfatos

Todos os isolados de bactérias diazotréficas testadas foram capazes de
solubilizar os fosfatos tricalcico, de ferro e de Araxa (Figura 10A, B e C). A fonte de

fosforo mais
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Figura 9 - Acido indol-3-acético (AIA) (A) e acido indol-3-butirico (AIB) (B), medidos
no sobrenadante do meio TSB suplementado com triptofano, apés o cultivo

de isolados bacterianos rizosféricos e endofiticos por 96 h a 28°C e 150
rpm.
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Figura 10 - Fésforo soluvel (mg L") e porcentagem de solubilizagéo (%) medidos no
sobrenadante do meio NBRIP, suplementado com fosfato tricalcico (A),
fosfato ferro (B) e fosfato de Araxa (C), apds o cultivo de isolados
bacterianos rizosféricos e endofiticos por 7 dias a 28°C e 150 rpm.



47

eficientemente solubilizada foi o fosfato tricalcico, seguido pelo fosfato de ferro e o
fosfato de Araxa (Figura 10A, B e C).

Os isolados RPR11 e o RPR14 foram os mais eficientes na solubilizacdo de
fosfato tricalcico, com 374 mg L' de P sollvel, valor que corresponde a liberagdo de
37,5% do fosforo contido nessa fonte (Figura 10A). Ja para o fosfato de ferro, os
isolados do grupo A liberaram 45,4 mg L' de P soluvel, o que corresponde a 5,4% do
total de P do fosfato de ferro (Figura 10B). O fosfato de Araxa foi solubilizado em
menor escala, sendo que os isolados mais eficientes levaram a concentragéo de P
solivel no meio de 52,7 mg L, valor correspondente a solubilizagdo de 7,6 % do

fésforo do fosfato de Araxa (Figura 10C).
4.4.3. Producao de aménio

Todos os isolados bacterianos testados foram capazes de produzir aménio
quando cultivados em agua peptonada (Figura 11). O isolado RPS09 destacou-se

como o maior produtor, com média de 1,79 ug mL™' de aménio (Figura 11).
4.4.4. Producgédo de enzimas hidroliticas

Os isolados de bactérias diazotréficas testadas mostraram-se capazes de
produzir diferentes enzimas liticas nos meios de cultura testados (Tabela 2).
Destacam-se os isolados RPA05, EPA21, RPR28, EMM32 e RPA40, que foram
positivos para a producdo de todas as enzimas (Tabela 2). A amilase e a pectinase
foram produzidas por 42% dos isolados, enquanto a celulase, por 40 %, e a quitinase,
por 91 %. Nao foi possivel detectar a produgao dessas enzimas pelos isolados RPAO1
e RPS07 (Tabela 2).

4.4.5. Producao de sideréforos

Os sideréforos do tipo catecol foram produzidos por 53,5% dos isolados
(Tabela 2). Ja os do tipo hidroxamato, por 34,9%, e as pioverdinas, por 7 % (RPSO08,
RPS10 e RMM38) (Tabela 2).

4.4.6. Producao de cianeto de hidrogénio (HCN)

Quanto a produgao do HCN, somente o isolado RMM38 foi capaz de produzir

esse composto (Tabela 2).
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RPS08, RPS10, RPR14, EPA21, EMM33, EMM33, RMM38,
RPA40, RPA41 e RPA43
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Figura 11 - Aménio medido no sobrenadante de meio de cultura contendo peptona
bacterioldgica (1%) e cloreto de sédio (0,5%), apds o cultivo de isolados
bacterianos rizosféricos e endofiticos por 48 h a 28°C e 150 rpm.



Tabela 2 - Produgdo de enzimas hidroliticas (celulase, pectinase, amilase e quitinase), sideroéforos do tipo pioverdinas,
hidroxamato e catecol, e produ¢éo de cianeto de hidrogénio por isolados endofiticos ou rizosfericos obtidos das
espécies Phyllostachys aurea L., Pennisetum setaceum L., Pennisetum setaceum rubrum L. e Melinis minutiflora

L.

Producao de enzimas hidroliticas Producéo de sideréforos

Producio de

Isolado
Celulase

RPAO01
RPAO02
RPA03
RPA04

RPA05
RPA06
RPS07
RPS08
RPS09
RPS10
RPR11
RPR12

RPR13

RPR14
EPS15

(continua)

Pectinase Amilase Quitinase Pioverdinas Hidroxamato Catecol HCN

RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS (Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de P. setaceum rubrum L.),
RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.), EMM (Endofitico de M. minutiflora L.),
EPA (Endofitico de P. aurea L.).
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Tabela 2 - Produgdo de enzimas hidroliticas (celulase, pectinase, amilase e quitinase), sideroéforos do tipo pioverdinas,
hidroxamato e catecol, e produ¢éo de cianeto de hidrogénio por isolados endofiticos ou rizosfericos obtidos das
espécies Phyllostachys aurea L., Pennisetum setaceum L., Pennisetum setaceum rubrum L. e Melinis minutiflora

L.

Producao de enzimas hidroliticas Producéo de sideréforos

Producio de

Isolado
Celulase

EPS16
EPS17
EMM18
EMM19
EPA20
EPA21

EPA22
EPA23
EPA24

EPA25
RPR26
RPR27

RPR28
RPR29
EMM30

(continua)

Pectinase Amilase Quitinase Pioverdinas Hidroxamato Catecol HCN

RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS (Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de P. setaceum rubrum L.),
RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.), EMM (Endofitico de M. minutiflora L.),
EPA (Endofitico de P. aurea L.).
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Tabela 2 -

Produgcdo de enzimas hidroliticas (celulase, pectinase, amilase e quitinase), sideréforos do tipo pioverdinas,
hidroxamato e catecol, e produ¢éo de cianeto de hidrogénio por isolados endofiticos ou rizosfericos obtidos das
espécies Phyllostachys aurea L., Pennisetum setaceum L., Pennisetum setaceum rubrum L. e Melinis minutiflora
L.

Isolado

Producao de enzimas hidroliticas Producao de sideréforos Producio de

HCN

Celulase Pectinase Amilase Quitinase Pioverdinas Hidroxamato Catecol

EMM31

EMM32

EMM33

EMM34

EMM35

RMM36

RMM37

RMM38

RPA39

RPA40

RPA41

RPA42

RPA43

""""""""""""""""""""""""""""""" RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.), EMM (Endofitico de M. minutiflora L.),

RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS (Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de P. setaceum rubrum L.),

EPA (Endofitico de P. aurea L.).

51



52

4.4.7. Analise de Coordenadas Principais (PCoA)

A Andlise de Coordenadas Principais (PCoA), realizada com base na matriz de
distancia de Gower, permitiu a separagéo dos 43 isolados bacterianos em seis grupos
funcionais distintos (Figura 12). Os agrupamentos foram definidos com base na
similaridade dos isolados considerando todas as caracteristicas quantitativas e
qualitativas binarias avaliadas, incluindo aspectos de promogao de crescimento em
milho e feijdo, solubilizagdo de fosfato, produ¢do de auxinas e amédnio, enzimas
hidroliticas, sideréforos e acido cianidrico. Os dois primeiros eixos explicaram, juntos,
42,1% da variagao total entre os isolados, sendo 23,2% atribuidos ao eixo 1 (PCoA1)
e 18,9% ao eixo 2 (PCoA2).

A representacao grafica revelou a formacgao de seis agrupamentos distintos,
conforme identificado pelo método de agrupamento k-means (Figura 12), refletindo
variagdes nos perfis funcionais dos isolados bacterianos. O grupo 1 (Figura 12)
compreendeu isolados que produziram apenas sideréforos do tipo hidroxamato. O
grupo 2 (Figura 12) incluiu produtores de quitinase e isolados que apresentaram
aumento no indice SPAD do feijao. O grupo 3 (Figura 12) englobou isolados
produtores de sideroforos do tipo catecol, mas que nao produziram celulase nem
pectinase. O grupo 4 (Figura 12) estdo os isolados que produzem &cido indol-3-
acético em alta quantidade, catecol e quitinase, porém que apresentam efeito
negativo ou neutro na promogao do crescimento de plantas de feijao. O grupo 5
(Figura 12) estao isolados que produzem celulase, pectinase e quitinase. O grupo 6
(Figura 12) compreende isolados produtores de sideréforos do tipo catecol e enzima

quitinase, além do unico produtor de HCN e isolados sem um trago predominante.

A analise de variancia multivariada por permutagdao (PERMANOVA), baseada
na matriz de distancia de Gower, indicou diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos formados (R* = 0,394; F = 4,81; p = 0,001). O modelo explicou
aproximadamente 39,4% da variacdo total nos dados, demonstrando que os
agrupamentos refletem distingdes relevantes nas caracteristicas multivariadas dos
isolados. A significancia obtida a partir de 999 permutagdes reforga a robustez do

resultado e a validade dos agrupamentos identificados.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foram obtidos 43 isolados de bactérias diazotrdficas, de
habito rizosférico ou endofitico, com caracteristicas morfoldgicas distintas, de plantas
de P. aurea L., M. minutiflora L., P. setaceum L. e P. setaceum rubrum L. Este
resultado demonstra a capacidade de bactérias fixadoras de nitrogénio de colonizar
diferentes espécies vegetais, em especial da familia Poacaea, como ja relatado
(PATEL e ARCHANA, 2017; PATEL, et al., 2020). Estudos conduzidos com vinte
genotipos de Urochloa relataram a obtengcdo de mais de 200 isolados de bactérias
diazotréficas, obtidos a partir da rizosfera ou da endosfera das plantas. Dentre essas,
os géneros Nitrospirillum e Azospirillum foram os mais comuns, estando presentes
em todos os gendtipos avaliados (RIBEIRO, et al., 2020).

Os isolados obtidos foram, em sua maioria, bactérias gram-negativas (88,37%)
e apresentaram ampla variagdo de morfologia colonial. De fato, durante o processo
de isolamento em cultura pura, privilegiou-se selecionar colénias com caracteristicas
morfolégicas distintas, visando aumentar a diversidade taxondémica dos isolados.
Colonias com morfologias semelhantes foram, em geral, descartadas. A
caracterizacao morfologica dos isolados obtidos revelou a predominancia de col6nias
circulares, com bordas continuas, superficies lisas e consisténcia variando entre
gomosa, viscosa e butirica. As caracteristicas morfologicas das colénias podem sofrer
variacdo em funcdo das condicdes de cultivo (ALVES-JUNIOR, et al., 2021). No
entanto, elas sao uteis para agrupar os isolados antes da identificagao taxonémica e
funcional. Estudos adicionais serao realizados visando caracterizar taxonomicamente
os isolados obtidos e estabelecer relagcdes entre as propriedades dos mesmos e suas
relagdes filogenéticas.

No presente trabalho, a iridescéncia estava amplamente distribuida entre os
isolados obtidos, com 93% deles sendo capazes de manifestar essa caracteristica
quando submetidos a transiluminagdo. Em geral, a iridescéncia tem sido observada
em isolados oriundos da superficie de oceanos, zonas costeiras, praias interditais e
superficie de lagoas e lagos rasos (ZOMER et., 2024). No presente trabalho, a
iridescéncia foi registrada para bactéria endofiticas e rizosféricas, indicando que essa
caracteristica € mais amplamente distribuida e que, possivelmente, tem sido
negligenciada durante o isolamento. Estudos com 13 mil metagenomas ambientais,

oriundos de diferentes habitats, propuseram que a iridescéncia deva estar mais
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presente em habitats que recebem grandes quantidades de luz, servindo como
mecanismo de protecdo ou adaptacdo a essas condicdes (ZOMER et al. 2024). E
possivel que esses microrganismos, quando presentes na rizosfera, possam ser
transportados para a parte aérea das plantas onde poderiam exercer efeitos
protetores contra o excesso de luz. Em procariotos, a iridescéncia é hipotetizada
como representando mecanismo de tolerancia a essas condi¢des (KIENTZ, et al.,
2012 e ZOMER et al. 2024). Este trabalho constitui o primeiro relato do isolamento e
caracterizacao de bactérias diazotroéficas iridescentes isoladas do solo e da endosfera
de P. aurea L., P. setaceum L., P. setaceum rubrum L. e M. minutiflora L

Os isolados avaliados, quando inoculados em plantas de feijao e no milho,
apresentaram efeitos neutros, de promogéao ou de inibigdo do crescimento vegetal. A
promog¢do do crescimento de plantas por microrganismos rizosféricos tem sido
atribuida a expressao in planta de mecanismos diretos e indiretos, a exemplo da
fixacdo bioldgica de nitrogénio, da solubilizagao de fosfato, da produgao de auxinas,
dentre outros (SOUMARE et al., 2020; OLENSKA, et al., 2020; BATISTA, et al., 2021;
RAWAT et al., 2021; LADHA et al., 2022; KULKOVA, et al., 2023; WANG, et al.,
2024b). Ja a inibicdo do crescimento tem sido atribuida a produ¢cdo microbiana de
HCN, AIA, fitotoxinas, etileno, jasmonato e pela regulagcdo da disponibilidade de
nutrientes (PHUKAN, et al., 2021; SOUMYA et al., 2023; FUKAZAWA, et al., 2023).
No entanto, no presente trabalho, n&o foi realizada a quantificagdo da expressao
desses mecanismos durante o crescimento e o desenvolvimento das plantas. Em
trabalhos semelhantes, com a inoculagcdo de microrganismos promotores do
crescimento vegetal, os beneficios para planta decorrentes da presenca do
microrganismo podem também estar relacionados a maior absorgao nutrientes, ao
sistema radicular mais amplo, e a eficiéncia de uso de nutrientes (ADELEKE, et al.,
2021; LOPES, et al., 2021; CHENG, et al., 2025). Os isolados testados interferiram
na producido de massa seca das raizes, da parte aérea ou total, sugerindo a operagao
de distintos mecanismos de promog¢éao ou inibicdo do crescimento.

Os isolados de bactérias diazotroficas iridescentes caracterizaram-se por
formarem simbiose associativa com o milho e o feijdo, uma vez que ndo induziram
nas plantas estruturas caracteristicas das simbioses mutualistas (simbiossomo). No
entanto, baseados nos resultados obtidos, esses isolados apresentam potencial de
utilizagdo na agricultura como bioinoculantes. Alguns estudos ja demonstraram a

eficiéncia de bactérias diazotroficas em promover o crescimento e aumentar a
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produtividade de plantas de feijao e milho (CUNHA, et al., 2021; FILIPINI, et al., 2021).
Por exemplo, a inoculagdo com Rhizobium tropici, uma bactéria simbiotica mutualista,
e Azospirillum brasilense, uma bactéria simbidtica associativa, trouxe aumentos
significativos de biomassa, nitrogénio acumulado, massa de mil gréos e produtividade
de graos (MARTINS, et al., 2024 e FILIPINI, et al., 2021). Estudos demonstraram que
a inoculacédo do milho com A. brasiliense ou B. japonicum mais a adubagdo com 40
kg/ha de N proporcionou produtividade de graos de 11.862,7 kg ha' e 11.281 kg
ha, respectivamente, enquanto no tratamento sem inoculagdo, com adubacgao de 80
kg ha' de N, a produtividade obtida foi de 11.049,7 kg ha™!, demonstrando a eficiéncia
do uso de bactérias diazotroficas (CUNHA, et al., 2021).

Diversos isolados mostraram-se eficientes em promover o crescimento de
plantas de feijao, com destaque para RPA03, RPA04, RPS09 e EMM19 que foram
classificados no grupo A nas avaliagdes de altura, acumulo de massa seca da parte
aeérea e acumulo de massa seca total, demonstrando alto potencial para promover o
crescimento de plantas de feijao. O isolado EPA20 destacou-se na promocgao de
crescimento de plantas de milho, estando classificado no grupo A nas avaliagbes de
altura, acumulo de massa seca da parte aérea, acumulo de massa seca de raizes,
acumulo de massa seca total e relagao parte aérea/raizes.

Todos os isolados obtidos neste trabalho foram capazes de produzir as auxinas
acido indol-3-acético e acido indol-3-butirico. A produgdo de auxinas parece ser
atividade comum em microrganismos rizosféricos, tanto em fungos quanto em
bactérias (Santos, 2011; MORFFY e STRADER, 2020). As concentragdes de auxinas
medidas no sobrenadante variaram de acordo com os grupos de isolados
determinados pelo teste de Scott-Knott. Os isolados mais eficientes produziriam
22319 e 752,78 pg mL' de &cido indol-3-acético e acido-indol-3-butirico,
respectivamente. Em estudo anterior com 213 bactérias diazotréficas, a producéo de
acido indol-3-acético esteve entre 13,96 a 470,53 ug mL-", indicando ampla variagao
na capacidade dos microrganismos testados de produzir esse fitorménio (RIBEIRO,
et al., 2020). A producgao de acido indol-3-acético € tida como mecanismo direto de
promog¢do do crescimento vegetal, podendo estimular a rizogénese e, assim,
aumentar a aquisigao de nutrientes pela planta (BATISTA, et al., 2021). O aumento
da rizogénese pode ser inferido pela diminuicdo da relacdo parte aérea/raiz, como
observado no presente trabalho. Embora a atividade de fixagdo bioldgica das

bactérias iridescentes nio tenha sido quantificada, a capacidade de sintese de acido
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indol-3-acético esta, em alguns casos, diretamente relacionada com o processo de
fixagdo bioldgica de nitrogénio (DEFEZ et al., 2017).

Os isolados de bactérias diazotroficas foram capazes de solubilizar fontes
sintéticas (fosfato tricalcico e fosfato de ferro) e naturais de fosfatos (fosfato de Araxa).
A fonte solubilizada com maior eficiéncia foi o fosfato tricalcico. Em geral, essa fonte
€ a mais susceptivel a solubilizacdo microbiana, uma vez que a simples acidificagao
do meio via extrusdo de protons e, ou dissociagdo de grupos carboxilicos ja é
suficiente para liberar o fésforo a partir dela (MENDES, et al., 2013; MENDES, et al.,
2020; NASCIMENTO, et al., 2021). A solubilizagc&o de fosfato de ferro e de fosfato de
Araxa depende, em parte, da acidificagdo do meio, mas requer adicionalmente a
producao de acidos organicos capazes de complexar os cations acompanhantes do
fosfato (MENDES, et al., 2013; MENDES, et al., 2020; MENDES, et al., 2021). O
fosfato de Araxa foi a fonte de fosforo menos solubilizada. Em estudos anteriores, foi
demonstrado que a liberagcado de fluor durante a solubilizacdo dessa rocha inibe o
crescimento microbiano e a producdo de acidos organicos, impactando
negativamente o processo de solubilizacdo (MENDES, et al., 2014; SILVA, et al.,
2014). A solubilizacdo das fontes de foésforo avaliadas no presente trabalho foi
realizada in vitro. Estudos adicionais deverao ser realizados para se determinar o
potencial dos isolados de bactéria diazotroficas em melhorar a nutrigao fosfatada das
plantas, com énfase na capacidade de solubilizagdo de fosfato in situ e na liberagao
do fosforo fixado ao solo, como ja realizado para o fungo Aspergillus niger
(NASCIMENTO, et al., 2021; MENDES, et al., 2021; MUNDIM, et al., 2022).

As bactérias diazotroficas isoladas foram capazes de mineralizar o nitrogénio
organico in vitro, com a consequente liberacdo de amdénia no sobrenadante do meio
de cultura. Potencialmente, essas bactérias podem suprir nitrogénio para as plantas
tanto pela fixagdo bioldgica de nitrogénio quando pela mineralizagdo da matéria
organica do solo. A ampla distribuicdo dessa caracteristica entre as bactérias
diazotréficas obtidas pode, em parte, ser explicada, como sendo um reflexo do
ambiente rizosférico e endofitico de onde foram obtidas. Em geral, a rizosfera das
plantas é enriquecida com bactérias mineralizadoras de nitrogénio, que liberam o
nutriente para a plantas ao oxidarem a matéria organica nesse ambiente (SHAMEEM
et al., 2023; LIU et al., 2024; XIE, et al., 2024).

A producgao das enzimas hidroliticas (amilase, celulase, pectinase e quitinase)

evidenciou ampla capacidade dos isolados obtidos de degradar residuos organicos
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no solo. Destacam-se os isolados RPA05, EPA21, RPR28, EMM32 e RPA40, que
obtiveram resultados positivos nos testes de producgao de todas as enzimas avaliadas.
A produgao de quitinase foi a atividade mais frequente entre os isolados, com 91%
deles apresentando resultados positivos para a producdo dessa enzima. A produgcao
de enzimas hidroliticas por microrganismos esta ligada a capacidade de
mineralizagdo da matéria organica do solo, com a consequente liberagao de macro-
e micronutrientes para as plantas (ZHOU e STAVER, 2019; JILLING et al., 2021). Ja
a produgao de quitinases pode conferir ao microrganismo a capacidade de atuar no
controle de pragas e doengas (DAS, et al., 2024) por meio da degradagao parcial ou
total do exoesqueleto de insetos e da parede celular fungica. Estudo futuros deverao
ser conduzidos para estimar o potencial das bactérias diazotréficas obtidas neste
trabalho para atuarem como agentes de controle biolégico.

Os tipos mais comuns de sideréforos produzidos pelas bactérias diazotroficas
foram os catecois e os hidroxamatos. A pioverdina foi produzida somente por trés
isolados, a saber o RPS08, o RPS10 e o RMM38. Esse siderdforo fluorescente é
geralmente produzido por bactérias do género Pseudomonas (RINGEL e BRUSER,
2018). A producado de siderdforos tem sido observada em bactérias de diferentes
géneros, a exemplo de Rhizobium, Chromobacterium, Pseudomonas, Azoarcus,
Bacillus, Agrobacterium, Azospirillum, Paraburkholderia, Bradyrhizobium, Delfitia e
Paenibacillus (VASQUES, et al., 2021; JOSHI e DHINGANI, 2020). Dentre esses,
Pseudomonas foi predominante, com 12 estirpes positivas para a producado desses
compostos (VASQUES, et al., 2021). A identificagdo das bactérias diazotroficas
obtidas neste trabalho podera contribuir para a elucidagao da distribuicao da producéao
de sideroforos em diferentes géneros bacterianos.

Surpreendentemente, somente um isolado de bactéria diazotréfica, o RMM38,
foi capaz de gerar resultado positivo no teste para a produgédo de HCN. A produgao
desse composto € considerada como mecanismo microbiano de inibigdo do
crescimento de plantas (PHUKAN et al., 2021; SOUMYA et al., 2023) e tem sido
aventada como estratégia para o controle de plantas daninhas usando
microrganismos. No entanto, o isolado RMM38 néo foi capaz de reduzir a produgao
de massa seca de raizes e da parte aérea do feijao e do milho indicando que tal
mecanismo nao estava operante nas condicbes de cultivo analisadas. Esses
resultados nao descartam a possibilidade de que o HCN produzido possa atuar no

controle de fitopatégenos em outras situagdes, como proposto por SANDIKAR (2018).
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A analise individual das variaveis quantitativas e qualitativas permitiu identificar
isolados com caracteristicas funcionais relevantes para aplicagdo como inoculantes
agricolas. O Isolado EMM19 apresentou maior numero de variaveis positivas,
totalizando 10 indicadores relevantes, incluindo produgao de auxinas (AlA) e elevada
atividade enzimatica (celulase, pectinase, quitinase), além de respostas superiores
para variaveis como altura e massa seca da parte aérea do feijao e do milho. Esse
perfil sugere que o isolado seja um microrganismo multifuncional, com capacidade
potencial de promover melhor nutricdo e atuar no biocontrole. Outro isolado que
merece destaque é o RPAS5, com 9 variaveis positivas, incluindo a produgao
simultdnea das quatro enzimas (celulase, pectinase, amilase, quitinase), producéo de
sideroforo tipo hidroxamato, solubilizacdo de fosfato de ferro, além de desempenho
positivo em variaveis fenotipicas como altura do feijao e SPAD do milho. Esse
conjunto sugere boa aptiddo para atuar em solos ricos em matéria organica complexa.
Os Isolados EMM32 e EPA20 também demonstram perfil bastante robusto, somando
9 variaveis, com destaque para a solubilizagdao de fosfato de Araxa, producgéo

enzimatica e bom desempenho em relagédo ao crescimento vegetal.
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6. CONCLUSOES

Bactérias diazotrdficas iridescentes fazem parte das comunidades microbianas
rizosféricas e endofiticas associadas as plantas Phyllostachys aurea L., Pennisetum
setaceum L., Pennisetum setaceum rubrum L. e Melinis minutiflora L., sendo

passiveis de isolamento e cultivo em cultura pura.

Os isolados de bactérias diazotréficas iridescentes variam quanto as

caracteristicas coloniais e a promogéao do crescimento de plantas de feijao e de milho.

Os isolados RPA03, RPA04, RPS09 e EMM19 apresentaram melhor
desempenho na promogao do crescimento do feijdo. Ja para o milho o isolado EPA20

foi o de maior destaque.

Os isolados obtidos variam quanto a expressao de diferentes mecanismos de

promog¢ao do crescimento vegetal in vitro.

Este constitui o primeiro relato do isolamento e caracterizacdo de bactérias
diazotréficas iridescentes do Brasil. O conjunto de bactérias obtidas tém o potencial

de utilizacdo em bioinoculantes de interesse agronémico.
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Anexo 1. indice SPAD, altura, massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca das
raizes (MSR), massa seca total (MST) e relagao parte aérea/raizes (RPA/R)
de plantas de milho (Zea mays L. cv UFVM100), inoculadas com isolados

de bactérias iridescentes e cultivadas em casa de vegetacao por 35 dias.

Isolados SPAD  Altura(cm) MSPA(g) MSR(g) MST (g) RPAR
RPAO1 40,87 B 225C 6,16 A 1,57 C 7,8B 0,25B
RPA02 41,32 B 22,17 C 512 C 1,43 C 6,55 D 0,28B
RPAO03 41,03 B 23,77 B 5,94 B 1,49 C 7,61C 0,25B
RPA04 42,98 A 23B 5,46 C 1,82 B 748 C 0,34 A
RPAO5 41,93 A 23B 5,52 C 1,73B 6,9D 0,32 A
RPA06 36,65 C 2433 A 6,15 A 1,66 B 7,82 B 0,27 B
RPS07 42,68 A 24 B 5,02 C 1,64 B 6,52 D 0,33 A
RPS08 33,96 D 20,94 D 533C 1,73B 7,05C 0,33A
RPS09 40,76 B 19,94 E 3,88 E 1,12D 5F 0,29B
RPS10 39,77 B 22,61C 4,97 C 1,65B 6,5D 0,34 A
RPR11 37,4C 224C 51C 1,63 B 6,53 D 0,32 A
RPR12 41,88 A 25 A 571B 1,52 C 74C 0,27 B
RPR13 41,27 B 23,33B 522 C 1,96 A 7,09C 0,38 A
RPR14 37,37C 22C 52C 1,66 B 6,85D 0,32 A
EPS15 34,62 D 21,5D 4,58 D 1,62B 6,01 E 0,35 A
EPS16 41,23 B 25,67 A 5,04 C 1,79 B 6,64 D 0,36 A
EPS17 39,82 B 25,23 A 5,05 C 1,72B 6,92 D 0,34 A
EMM18 39,08 B 24,08 B 5,64 B 1,64 B 7,31C 0,29B
EMM19 41,08 B 21,33D 6,25 A 1,7B 798 0,27 B
EPA20 40,88 B 24,67 A 6,48 A 2,24 A 8,62 A 0,35 A
EPA21 43,48 A 24,58 A 552 C 1,46 C 6,68 D 0,27 B
EPA22 42,95 A 21,67 D 49cC 1,87 B 6,72D 0,39 A
EPA23 41,23B 23,67 B 4,96 C 1,52 C 6,53 D 0,31B
EPA24 41,92 A 22,84 C 4,97 C 1,31D 6,28 D 0,26 B
EPA25 40,82 B 21,63 D 4,96 C 15C 6,52 D 0,3B
RPR26 41,66 A 23,33B 39E 1,37 D 528 F 0,35 A
RPR27 40,33 B 21,59 D 44D 1,29 D 5,69 E 0,29B
RPR28 42,58 A 232 B 4,64D 1,67 B 6,31D 0,37 A
RPR29 42,65 A 23,25 B 579 B 1,81B 7,29C 0,31A
EMM30 419 A 214D 467D 1,36 D 6,04 E 0,29B
EMM31 39,44 B 22,25C 514 C 1,73B 6,8 D 0,34 A
EMM32 41,33B 23,69 B 6,52 A 1,6 B 8,29 A 0,25B
EMM33 40,26 B 22,58 C 6,78 A 1,71B 8,58 A 0,25B
EMM34 39,93 B 20,83 D 6,14 A 1,6 B 7,49 C 0,26 B
EMM35 41,78 A 23,67 B 4,73D 1,36 D 6,2D 0,29B

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS (Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de
P. setaceum rubrum L.), RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.),
EMM (Endofitico de M. minutiflora L.), EPA (Endofitico de P. aurea L.). (Continua)
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Anexo 1. (Continuacéo) indice SPAD, altura, massa seca da parte aérea (MSPA),
massa seca das raizes (MSR), massa seca total (MST) e relagao parte
aéreal/raizes (RPA/R) de plantas de milho (Zea mays L. cv UFVM100),
inoculadas com isolados de bactérias iridescentes e cultivadas em casa de
vegetacéo, por 35 dias.

Isolados SPAD Altura (cm) MSPA (g) MSR (g) MST (g) RPA/R
RMM36 36,89 C 24,33 A 545C 1,57 C 6,97 D 0,29B
RMM37 36,5C 22,67 C 517C 1,45C 6,71 D 0,28 B
RMM38 36,42 C 22,67 C 534 C 1,69 B 7,02C 0,32 A
RPA39 37,28 C 24,5 A 6,42 A 1,75 B 7,77 B 0,27 B
RPA40 351D 19,42 E 541C 1,82 B 7,15C 0,34 A
RPA41 33,85D 22,13 C 53C 1,76 B 7,16 C 0,33 A
RPA42 35,66 D 23,08 B 554 C 1,72 B 7,25C 0,32 A
RPA43 34,43D 22,63 C 6,37 A 2,09A 8,47 A 0,33 A
Controle 38,13 C 21,42 D 56B 1,45C 7,16 C 0,26 B
CV (%) 3,83 4,22 7,73 9,22 7,39 11,2

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS (Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de
P. setaceum rubrum L.), RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.),
EMM (Endofitico de M. minutiflora L.), EPA (Endofitico de P. aurea L.).

Anexo 2. indice SPAD, altura, massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca das
raizes (MSR), massa seca total (MST) e relagao parte aérea/raizes (RPA/R)
de plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L. cv. BRS Marte), inoculadas com
isolados de bactérias iridescentes e cultivadas em casa de vegetagao por

35 dias.

Isolados SPAD Altura (cm) MSPA (g) MSR (g) MST (g) RPA/R
RPAO1 36,3 B 35,65 A 741 A 1,58 C 8,99 B 0,21C
RPAQO2 32,63D 33,58 B 7,32B 1,66 C 8,94 B 0,23C
RPAO3 33,6C 36,08 A 8,54 A 1,89 B 9,95 A 0,23C
RPAO4 36,03 B 38,08 A 7,88 A 219 A 10,51 A 0,28B
RPAO05 35,01 C 37,25 A 6,96 B 1,66 C 8,65C 0,24 C
RPAO06 36,94 B 33,25B 7,96 A 1,84 B 99A 0,23C
RPS07 30,82 E 245E 4,33 E 1,48 D 577E 0,34 A
RPS08 37,63B 33,38B 6,48 B 1,54 D 8,36 C 0,24 C
RPS09 35,94 B 36,93 A 7,85A 1,89 B 10,41 A 0,24 C
RPS10 34,98 C 34,96 A 6,24 C 1,59 C 7,83C 0,26 B
RPR11 36,9B 334B 7,89 A 1,69 C 9,58 B 0,22C
RPR12 38,5B 31,92B 7,7 A 1,46 D 10,31 A 0,19C
RPR13 37,26 B 31,44 B 6,75B 1,36 D 8,05C 0,2C
RPR14 40,43 A 34,47 B 7,89 A 1,44 D 9,52B 0,18 C
EPS15 32,17 D 33,11 B 8,04 A 2,17 A 10,21 A 0,27 B

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS (Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de
P. setaceum rubrum L.), RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.),
EMM (Endofitico de M. minutiflora L.), EPA (Endofitico de P. aurea L.). (Continua)
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Anexo 2. (Continuacdo) indice SPAD, altura, massa seca da parte aérea (MSPA),
massa seca das raizes (MSR), massa seca total (MST) e relagao parte
aérealraizes (RPA/R) de plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L. cv. BRS
Marte), inoculadas com isolados de bactérias iridescentes e cultivadas em
casa de vegetacéao por 35 dias.

Isolados SPAD Altura (cm) MSPA (g) MSR (g) MST (g) RPA/R
EPS16 40,8 A 36,92 A 6,69 B 1,3D 7,84 C 0,2C
EPS17 39,43 A 24,69 E 5,28 D 1,48 D 6,83 D 0,28 B
EMM18 37,64 B 27,17 D 6,28 C 1,67 C 7,95C 0,27 B
EMM19 34,77 C 38 A 8,26 A 1,84 B 10,1 A 0,22C
EPA20 39,14 A 30,6 C 7,32B 1,68 C 8,64 C 0,22C
EPA21 35,52 B 33,5B 8 A 1,72 C 9,54 B 0,21C
EPA22 34,59 C 36,92 A 7,44 A 1,94 B 9,13 B 0,26 B
EPA23 35,85B 30,69 C 71B 1,86 B 8,95B 0,26 B
EPA24 39,87 A 30C 5,74 D 1,47 D 721D 0,26 B
EPA25 26,97 F 26D 4,46 E 1,56 D 6,25 E 0,35 A
RPR26 35,06 C 31,69B 6,54 B 1,75 C 8,35C 0,27B
RPR27 40,47 A 32B 7,01B 1,97 B 9,13 B 0,28 B
RPR28 37,78 B 29,17 C 6,07C 1,73 C 8,36 C 0,29B
RPR29 37,43B 275D 6,68 B 1,91 B 8,32C 0,29B
EMM30 35,63 B 37A 7,75 A 1,96 B 9,59 B 0,25B
EMM31 41,35 A 27,25D 6,35C 1,47 D 7,61C 0,23C
EMM32 41,21 A 29,83 C 7,09B 1,51D 8,16 C 0,21C
EMM33 37,64 B 29,25 C 6,76 B 1,74 C 8,24 C 0,26 B
EMM34 34,28 C 26,5D 547D 1,48 D 7,06 D 0,27 B
EMM35 36,87 B 28,17 C 6,63 B 2,25 A 8,63C 0,34 A
RMM36 32,58 D 27D 5,74 D 21A 8,03C 0,37 A
RMM37 30,46 E 27,33D 571D 1,94 B 7,67 C 0,34 A
RMM38 34,33C 29,42 C 6,55 B 2,04 A 8,5C 0,31 A
RPA39 34,33C 29,5C 6,82 B 1,84 B 8,09 C 0,27 B
RPA40 37B 26,63 D 5,85D 1,6 C 8,2C 0,28 B
RPA41 34,26 C 24,93 E 55D 1,76 C 6,82 D 0,32 A
RPA42 30E 27,96 C 5,96 C 2,08 A 8,11C 0,35 A
RPA43 31,23 E 27,37D 4,78 E 1,75 C 6,83 D 0,37 A
Controle 27,98 F 2522 E 5,43 D 2,04 A 7,55 C 0,38 A
CV (%) 4,09 5,72 6,6 9,58 6,42 12,14

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS (Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de
P. setaceum rubrum L.), RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.),
EMM (Endofitico de M. minutiflora L.), EPA (Endofitico de P. aurea L.).
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Anexo 3. Producéo de acido indol-3-acético (AlA), acido indol-3-butirico e aménio
(NH,*) por isolados rizosféricos e endofiticos obtidos das espécies
Phyllostachys aurea L., Pennisetum setaceum L., Pennisetum setaceum
rubrum L. e Melinis minutiflora L., cultivadas em meio TSA suplementado
com triptofano por 96 h, a 28°C e 150 rpm. Para o teste de auxinas e
cultivadas em meio contendo peptona bacterioldgica (1%) e cloreto de sodio
(0,5%) por 48 horas a 28°C e 150 rpm para a avaliagdo de producéo de

amonio.

solados  AA AIB NH,*

ugmL?  pgmL'  pgmL?
RPAO1 140,52C 307,72E  0,58f
RPA02 1045E 23,181  0,63f
RPAO3 337D 20487F 0,83e
RPAO4 2151A 40463C 0,83e
RPAO5 18,03E 5497H  1,01d
RPAO6  1949B 36327D 1,01d
RPS07 231,15A 433,02C 1,084
RPS08 212E 6664H 1,18¢
RPS09 32,49D 12824G 1,79a
RPS10 18,78E 575H  122c¢
RPR11  11,72E 30,771 1,07d
RPR12 217E 2771 1,05 d
RPR13  44,71D 284,19E 0,88¢
RPR14 41,04D 2486F 122c
EPS15 38,51D 220,17F 1,55b
EPS16 822E 21511 0,79e
EPS17 22865A 76142A 081e
EMM18 3849D 27624E 0,78¢
EMM19 226,77 A 431,79C 085e
EPA20 202,6B 74414A 0,97d
EPA21  751E 25221 1,112c
EPA22 147,81C 478,09B 0,83e

solados  AIA AIB NH,*
ugmL'  pgmL'  pgmL?
EPA23 148,44C 469,44B 0,96 d
EPA24 146,56 C 476,23B 0,79e
EPA25 218,02A 43364C 0,92d
RPR26 3585D 22546F 0,95d
RPR27 130,73C 376,85D 1,02d
RPR28 4305D 27958E  1d
RPR29 1,12E 1621 0,84 e
EMM30 56,45D 16566G 0,96 d
EMM31 191,98B 34846D 1,05d
EMM32 15E 4,431 1,01d
EMM33 3822D 236554F 1,12c¢
EMM34 4437D 2585F 1,08d
EMM35 2,84 E 8,81 1,18 ¢
RMM36 676D 141,67G 1,09d
RMM37 3839D 114,85H 1,03d
RMM38 3451D 888H  1,16¢
RPA39 160,52C 50586B  1d
RPA40 951E 26451 1,33¢
RPA41 21948A 41574C 1,23c
RPA42 103E 1,571 0,96 d
RPA43 1415E 37,561 1,22¢
CV% 17,04 17,39 11,84

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS (Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de
P. setaceum rubrum L.), RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.),
EMM (Endofitico de M. minutiflora L.), EPA (Endofitico de P. aurea L.).
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Anexo 4. Solubilizacao de fosfato de tricalcico, Araxa e ferro por isolados rizosféricos
e endofiticos obtidos das espécies Phyllostachys aurea L., Pennisetum
setaceum L., Pennisetum setaceum rubrum L. e Melinis minutiflora L.,
cultivadas em meio NBRIP por 7 dias a 28°C e 150 rpm.

Fosfato de tricalcico

Fosfato de Araxa

Fosfato de ferro

Isolados mg L™ % mg L' % mg L %
RPAO1 36,58 | 3,66 6,5G 0,93 26,76 D 3,23
RPAO02 31,57 1 3,16 6,82 G 0,98 20,78 D 2,51
RPAO3 137,11 F 13,73 21,05 E 3,01 39,17 B 4,73
RPA04 51,25H 5,13 17,43 E 2,50 39,88 B 4,81
RPA05 36,08 | 3,61 10,26 F 1,47 48,68 A 5,87
RPAO06 53 H 5,31 9,86 F 1,41 32,52C 3,92
RPS07 93,47 G 9,36 12,08 F 1,73 24,72 D 2,98
RPS08 223,05D 22,34 54,95 A 7,87 25,33D 3,06
RPS09 38,34 | 3,84 0,12 H 0,02 29,59 C 3,57
RPS10 176,18 E 17,64 10,68 F 1,53 39,17 B 4,73
RPR11 3842 A 38,47 40,8 B 5,84 47,18 A 5,69
RPR12 17,12 1 1,71 13,28 F 1,90 28,2D 3,40
RPR13 118,81 F 11,90 0,03 H 0,00 38B 4,58
RPR14 365,39 A 36,59 12,3 F 1,76 43,42 A 5,24
EPS15 144,01 F 14,42 1,38 H 0,20 39,57 B 4,77
EPS16 26,4 | 2,64 13,37 F 1,91 37,45B 4,52
EPS17 201,18 D 20,15 26,24 D 3,76 26,37 D 3,18
EMM18 207,55 D 20,78 27,79 D 3,98 26,84 D 3,24
EMM19 65,78 H 6,59 17,37 E 2,49 28,42 D 3,43
EPA20 50,12 H 5,02 21,51 E 3,08 33,35C 4,02
EPA21 49,74 H 4,98 26,6 D 3,81 30,56 C 3,69
EPA22 46,73 H 4,68 7,54 G 1,08 29,85C 3,60
EPA23 54,13 H 5,42 15,2 F 2,18 31,96 C 3,86
EPA24 39,59 | 3,96 9,66 F 1,38 31,3C 3,78
EPA25 48,49 H 4,86 10,36 F 1,48 25,76 D 3,11
RPR26 162,98 E 16,32 52,05 A 7,45 22,09D 2,67
RPR27 64,03 H 6,41 21,62 E 3,10 3341C 4,03
RPR28 122,79 F 12,30 41,98 B 6,01 25,92D 3,13
RPR29 58,32 H 5,84 15,36 F 2,20 328C 3,96
EMM30 60,84 H 6,09 58,18 A 8,33 40,82 B 4,93
EMM31 59,52 H 5,96 12,12 F 1,74 25,36 D 3,06
EMM32 249,74 C 25,01 52,07 A 7,45 28,28 D 3,41
EMM33 167,22 E 16,75 26,28 D 3,76 27,62 D 3,33
EMM34 336,21 B 33,67 44,43 B 6,36 39,69 B 4,79
EMM35 246,86 C 24,72 47,6 A 6,81 25,78 D 3,11

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS (Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de
P. setaceum rubrum L.), RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.),
EMM (Endofitico de M. minutiflora L.), EPA (Endofitico de P. aurea L.). (Continua)
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Anexo 4. (Continuagdo) Solubilizagao de fosfato de tricalcico, Araxa e ferro por
isolados rizosféricos e endofiticos obtidos das espécies Phyllostachys aurea
L., Pennisetum setaceum L., Pennisetum setaceum rubrum L. e Melinis
minutiflora L., cultivadas em meio NBRIP por 7 dias a 28°C e 150 rpm.

Fosfato de tricalcico Fosfato de Araxa Fosfato de ferro
Isolados A I A
mg L % mg L % mg L %
RMM36 9,77 | 0,98 13,92 F 1,99 42,85 A 517
RMM37 87,46 G 8,76 20,85 E 2,98 44,02 A 5,31
RMM38 151,24 F 15,15 33,07C 4,73 34,24 C 4,13
RPA39 80,94 H 8,11 49,54 A 7,09 46,45 A 5,60
RPA40 61,27 H 6,14 27,50D 3,94 26,39 D 3,18
RPA41 61,02 H 6,11 26,99 D 3,86 26,36 D 3,18
RPA42 317,03 B 31,75 54,82 A 7,85 26,73 D 3,23
RPA43 63,9 H 6,40 26,59 D 3,81 23,82D 2,87
CV (%) 17,38 17,85 12,57

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. RPA (Rizosfera de P. aurea L.), RPS (Rizosfera de P. setaceum L.), RPR (Rizosfera de
P. setaceum rubrum L.), RMM (Rizosfera de M. minutiflora L.), EPS (Endofitico de P. setaceum L.),
EMM (Endofitico de M. minutiflora L.), EPA (Endofitico de P. aurea L.).



76

Anexo 5. Placas indicando resultados positivos para os testes de amilase (A),
quitinase (B), pioverdinas (C) e sideréforos (D). Para isolados rizosféricos
e endofiticos obtidos das espécies Phyllostachys aurea L., Pennisetum
setaceum L., Pennisetum setaceum rubrum L. e Melinis minutiflora L.



