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RESUMO GERAL

O desenvolvimento de tecnologias a partir dos recursos naturais da Amazodnia
constitui importante estratégia para melhoria dos sistemas de producao agricola. Uma
alternativa eficiente e promissora € o uso de bactérias endofiticas com o objetivo de
melhorar a fisiologia das plantas com consequente promocdo do crescimento e
desenvolvimento vegetal. Portanto, o objetivo deste estudo foi apresentar e discutir os
efeitos da inoculacédo de bactérias promotoras de crescimento sobre a fisiologia das
plantas, e investigar o potencial de promoc¢éo de crescimento vegetal de bactérias
endofiticas isoladas de matrizes de Theobroma cacao cultivadas na Amaz6nia em
plantas jovens de cacaueiro e soja. Para isso, o trabalho foi estruturado em trés
capitulos. O primeiro capitulo consistiu em uma revisdo sistematica que teve como
objetivo entender os efeitos a fisiologia da planta em resposta a inoculacdo de
bactérias promotoras de crescimento. Foi observado que a inoculacdo bacteriana
promove efeitos benéficos na fisiologia vegetal, pela regulacdo positiva do
metabolismo e da fotossintese, mediante a melhoria da condutancia estomatica,
aumento da producao de prolina e pigmentos fotossintéticos, reducéo da peroxidacao
lipidica, aumento dos niveis nutricionais e hormonais, producdo de enzimas
antioxidantes e substancias antimicrobianas, bem como aumento da expressao de
genes relacionados a adaptacédo das plantas aos estresses ambientais. O segundo
capitulo teve como objetivo analisar o potencial de bactérias endofiticas de
Theobroma cacao na promocao de crescimento em plantas jovens de cacaueiro e
avaliar o antagonismo in vitro sobre o patégeno Moniliophthora perniciosa. Foi
observado que os isolados Enterobacter asburiae (1.923), Enterobacter asburiae
(1.905), Enterobacter asburiae (1.906) e Pseudomonas putida (1.845) promoveram o
crescimento em mudas de cacaueiro, constatado pelo aumento da area foliar (+
50,6%), massa fresca da raiz (+44,4%) e massa seca total (+43,7%). Além disso, os
isolados expressaram caracteres fisiolégicos de fixacdo biolégica de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfato, producédo de acido indol-3-acético e producao de enzimas
como l-aminociclopropano-1-carboxilato deaminase, celulase, protease e amilase.
Os isolados também causaram inibicéo in vitro do patégeno Moniliophthora perniciosa,
com reducdo de 61,8% do crescimento micelial do patégeno. Por fim, o terceiro
capitulo avaliou o potencial de promocédo de crescimento de bactérias endofiticas
isoladas de cacaueiros nativos da AmazoOnia na germinagao e crescimento inicial da
soja (Glycine max L.). Foram constatados, in vitro, aumentos significativos na
porcentagem de germinacdao (+35,3%), indice de velocidade de germinacéo (+50%) e
biomassa seca total (+68,4%). Os testes em casa de vegetacdo revelaram ainda o
aumento significativo para altura da parte aérea (+47,6%), matéria fresca (+ 51,1%) e
seca (+ 60,3%) da parte aérea. Pseudomonas putida (1.845), Enterobacter
hormaechei (1.892) e os isolados 1.848 e 1.850 tiveram maior potencial de promocao
de crescimento, por promoverem 0S maiores incrementos em plantas de soja
inoculadas. Portanto, bactérias endofiticas isoladas de cacaueiros nativos da
Amazobnia possuem potencial para promog¢éo do crescimento em plantas jovens de
cacaueiro e soja, e podem ser recomendadas para a producdo de mudas. Ademais,
novos estudos devem ser conduzidos para avaliar o crescimento inicial das plantas
em campo e a incorporacao dessa tecnologia em cultivos dessas espécies na regiao
Amazonica.

Palavras-chave: Amazobnia; Bioinsumos; Cacau; Soja; Enterobacter; Pseudomonas.
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GENERAL ABSTRACT

The development of technologies based on natural resources from the Amazon
constitutes an important strategy for improving agricultural production systems. An
efficient and promising alternative is the use of endophytic bacteria with the aim of
improving plant physiology with consequent promotion of plant growth and
development. Therefore, the objective of this study was to present and discuss the
effects of inoculation of growth-promoting bacteria on plant physiology, and to
investigate the plant growth-promoting potential of endophytic bacteria isolated from
Theobroma cacao matrices cultivated in the Amazon in young plants of cocoa and
soybeans. To this end, the work was structured into three chapters. The first chapter
consisted of a systematic review that aimed to understand the effects on plant
physiology in response to the inoculation of growth-promoting bacteria. It was
observed that bacterial inoculation promotes beneficial effects on plant physiology,
through the positive regulation of metabolism and photosynthesis, by improving
stomatal conductance, increasing the production of proline and photosynthetic
pigments, reducing lipid peroxidation, increasing nutritional and hormonal levels,
production of antioxidant enzymes and antimicrobial substances, as well as increased
expression of genes related to plant adaptation to environmental stresses. The second
chapter aimed to analyze the potential of endophytic bacteria from Theobroma cacao
in promoting growth in young cocoa plants and evaluate the in vitro antagonism against
the pathogen Moniliophthora perniciosa. It was observed that the isolates Enterobacter
asburiae (1,923), Enterobacter asburiae (1,905), Enterobacter asburiae (1,906) and
Pseudomonas putida (1,845) promoted growth in cocoa seedlings, evidenced by the
increase in leaf area (+ 50.6%), fresh root mass (+ 44.4%) and total dry mass (+
43.7%). Furthermore, the isolates expressed physiological characters of biological
nitrogen fixation, phosphate solubilization, production of indole-3-acetic acid and
production of enzymes such as l-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase,
cellulase, protease and amylase. The isolates also caused in vitro inhibition of the
pathogen Moniliophthora perniciosa, with a 61.8% reduction in the pathogen's mycelial
growth. Finally, the third chapter evaluated the growth-promoting potential of
endophytic bacteria isolated from native Amazonian cocoa trees in the germination
and initial growth of soybean (Glycine max L.). Significant increases in germination
percentage (+35.3%), germination speed index (+50%) and total dry biomass
(+68.4%) were found in vitro. Greenhouse tests also revealed a significant increase in
aerial part height (+47.6%), fresh matter (+ 51.1%) and dry matter (+ 60.3%) of the
aerial part. Pseudomonas putida (1,845), Enterobacter hormaechei (1,892) and
isolates 1,848 and 1,850 had the greatest potential for promoting growth, as they
promoted the greatest increases in inoculated soybean plants. Therefore, endophytic
bacteria isolated from native Amazonian cocoa trees have the potential to promote
growth in young cocoa and soybean plants, and can be recommended for seedling
production. Furthermore, new studies must be conducted to evaluate the initial growth
of plants in the field and the incorporation of this technology in cultivation of these
species in the Amazon region.

Keywords: Amazon; Bioinputs; Cocoa; Soybean; Enterobacter; Pseudomonas;
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1 INTRODUCAO GERAL

O bioma Amazoénico possui a maior biodiversidade do planeta Terra, com area
de 6,7 milhdes de km?2. Abrange nove paises e 58,9% localizado no Brasil (IBGE,
2021). Esse ecossistema € fonte de sobrevivéncia e renda para a populacéo local,
com 22% dos estabelecimentos rurais na Amazbnia provenientes da agricultura
familiar, o que movimenta anualmente 28 bilhGes de reais. Na Amazo0nia, as principais
cadeias produtivas incluem a soja, milho, cacau, acai, mandioca e banana (SERIGATI,
POSSAMAI, 2021).

O cacau (Theobroma cacao L.) € destaque na regido e no mundo, e o estado
do Par& € o maior produtor brasileiro de améndoas. A producao de cacau na Amazénia
€ prioritariamente em Sistemas Agroflorestais (SAFs), em propriedades de
agricultores familiares, nas quais 70% dos cultivos sdo realizados em areas
degradadas (EMBRAPA, 2022). Levando em considera¢ao a constante demanda pelo
aumento de produtividade de améndoas para o mercado do chocolate, a cadeia
produtiva do cacau ainda se depara com ameacas fitossanitarias que atingem a
cultura (SIVIERO et al.,, 2022). Logo € percebido uma caréncia de tecnologias
sustentaveis que possam ser inseridas no manejo da cultura e proporcionem
melhorias no desenvolvimento vegetativo, produtivo e protecdo da planta.

Nesse contexto, a Amazbdnia € fonte para pesquisas que visam o
desenvolvimento de tecnologias para melhoria dos sistemas de produgdo agricolas.
Uma alternativa eficiente e promissora € o uso de microrganismos endofiticos, em
especial bactérias, que beneficiam a fisiologia das plantas por meio da fixacéo
biolégica de nitrogénio (FBN), solubilizacdo de fosfato inorganico e producdo de
substancias promotoras de crescimento e desenvolvimento vegetal, como o0s
fitormbnios acido indol-3-acético (AlA), citocininas e giberelinas. Também séo
capazes de promover o crescimento indireto da planta ao diminuir ou prevenir 0s
efeitos deletérios de organismos fitopatogénicos com a producdo de antibidticos,
sideroforos e acido cianidrico (HCN) (CHAUHAN et al., 2015). Por essas razoes,
esses microrganismos sao considerados uma estratégia potencial e sustentavel para
reduzir os impactos que a agricultura moderna causa ao meio ambiente (ZAIDI et al.,
2015). Portanto, o objetivo deste estudo foi apresentar os efeitos sobre a fisiologia da

planta em resposta a inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento, e investigar
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o potencial de promocéao de crescimento vegetal de bactérias endofiticas isoladas de

matrizes de Theobroma cacao na Amaz6bnia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O cacau pertence a classe Magnoliopsida, ordem Malvales, familia Malvaceae,
género Theobroma e espécie Theobroma cacao. Os botanicos acreditam que a
espécie tem como berco a regido Amazonica, mais precisamente nas cabeceiras do
rio Amazonas, que inclui territérios do Brasil, Equador, Peru e Colémbia (DE SOUZA
et al., 2018). A planta domesticada por nativos Maias e Astecas, era considerada o
“alimento dos Deuses”, significado de Theobroma. Com a chegada dos espanhdis na
América Latina e consequentemente a conquista do Império Asteca pelos espanhdis,
0S europeus entraram em contato pela primeira vez com a bebida produzida a partir
do cacau, o “xocoatl”. Os nativos a produziam a partir de graos de cacau apés
torrefacdo e moagem. Assim as primeiras mudas foram transportadas para outros
continentes (NAIR, 2021). Dessa forma, ao longo dos séculos, o cacau foi ganhando
popularidade, principalmente apds a invencao da tecnologia da prensa hidraulica que
permitiu que o liquor fosse separado da “massa” de cacau, viabilizando a producao
dos chocolates solidos (tabletes) (SOUZA et al., 2016).

2.1 CARACTERISTICAS DA ESPECIE Theobroma cacao

Theobroma cacao é uma planta que pode atingir 5-8 m de altura e 4-6 m de
didametro da copa, entretanto, em ambiente de floresta pode atingir até 20 m devido a
competicdo por luz (CEPLAC, 2001). Outra caracteristica intrinseca ao verdadeiro
cacaueiro brasileiro estd na pigmentacéo intensa de suas sementes, apresentando
cotilédones de coloracgéo violeta escuro, forma ovoide, superficie lisa, pouco enrugada
ou enrugada (BECKETT, 1994; CEPLAC, 2001).

O cacau € produzido em trés sistemas de producdo: (1) extrativista, (2)
sombreado, em Sistemas Agroflorestais (SAFs) do tipo cabruca, consorciados ou
policultivos, e (3) a pleno sol (monocultivo) (SENAR, 2018). No Brasil, mapeamento
realizado pela EMBRAPA e parceiros, evidenciou que a producdo de cacau na
Amazoénia é prioritariamente em SAFs, em propriedades de agricultores familiares,
com 70% dos cultivos realizados em areas degradadas (EMBRAPA, 2022). Esse fato
foi comprovado por meio de imagens de satélites e dados do Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais - INPE entre os anos de 2004 a 2020 onde foi possivel identificar

a conversdo de areas de pastagens para plantacdes de cacau (VENTURIERI et al.,
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2022). Levando em consideracdo que o fruto tem proporcionado rentabilidade aos
pequenos agricultores, bem como diversificacdo da renda por meio dos consorcios
florestais, e auxiliado na reducéo e recuperacédo de areas degradadas, trata-se de uma
cadeia produtiva sustentavel e bem-vista internacionalmente.

O cacau € uma commodity de grande importancia mundial. Trata-se da matéria
prima do chocolate e outros produtos como bebidas finas, sucos, sorvete e cosméticos
(DE SOUZA et al., 2018). Dessa forma, movimenta um rico mercado, a qual a espécie
€ objeto de uma infinidade de estudos desde seus aspectos biolégicos até as
tecnologias que envolvem sua producdo (OGUNJOBI et al., 2015; JUBY et al., 2021).
Tratando-se do principal produto oriundo do cacau, o chocolate, é proveniente de trés
variedades: Criollo, Forastero e Trinitario. Além disso, possuem mais duas categorias
de classificacéo, o cacau regular e de sabor fino (ALEXANDRE et al., 2015). Estudo
afirma que a variedade Crioula produz o melhor chocolate devido ao sabor adocicado
€ menos amargo, todavia apresenta apenas 5% a 10% da produ¢do. Assim como o
crioulo, o trinitario também est4 no grupo de sabor fino, variando 10% a 15% da
producdo e ambos séo utilizados em produtos mais refinados. Dessa forma, o grupo
Forastero é o mais produzido, chegando a representar até 80% da industria
(RUSCONI; CONTI, 2010). Esta variedade é também chamada de cacau “a granel”
devido a maior produtividade em campo, além de possuir sabor comum adequado
para producdo em larga escala de produtos como cacau em pd, manteiga de cacau e
achocolatados (WAHYUNI et al., 2021).

Estima-se que o comércio mundial deste produto esta estimado em US$ 103
bilhbes ao ano (ZION MARKET RESEARCH, 2018). Segundo a Organizacao
Internacional do Cacau, o continente africano lidera a produgéo de cacau, com 75,7%
da producéo total. Costa do Marfim estd em primeiro lugar no ranking com 39% da
producdo, seguido por Gana (14,5%) Indonésia (14,0%), Nigéria (6,3%), Equador
(5,1%), Camardes (5,0%) e Brasil (4,6%) (FAOSTAT, 2020). Como observado, a
producao ainda se concentra em paises africanos subdesenvolvidos de PIB per capita
baixo, onde a maioria dos produtores cultivam em propriedades pequenas de um a
trés hectares (WESSEL et al., 2015). O Brasil € o sétimo produtor de cacau ho mundo,
onde os plantios estdo concentrados no Norte e Nordeste do pais. O Para é o estado
com a maior producao, totalizando 233 mil toneladas de améndoas produzidas em
2022, com meédia de producédo em 955 kg/ha, representandol,8 bilhdes de reais em
valor bruto de producéo (IBGE, 2022; EMBRAPA, 2022). Ao todo, 620 mil hectares
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sao dedicados ao cultivo desta frutifera, onde 93 mil produtores cultivam em pequenas
propriedades (TAGUCH, 2021).

A melhoria do rendimento € o principal objetivo dos paises produtores de cacau.
Contudo, o avancar na disseminacéo de doencas de importancia econémica, este
gargalo tem gerado preocupacéo entre os produtores. As doencas podem representar
em perdas de até 100% da colheita. Levando em consideracdo que o0 cacau €
cultivado em zonas tropicais, cuja temperatura varia de 15 a 32 °C e altitudes abaixo
de 300 m, é considerado como as condi¢Bes ideais para o desenvolvimento de
doencas, principalmente infec¢do por fungos (DELGADO-OSPINA et al., 2021).

Os fungos sao os principais agentes causais de doencas no cacaueiro,
destacando-se a podriddo-parda (Phytophthora spp.), vassoura-de-bruxa
(Moniliophthora perniciosa), podriddo-carvdo (Lasiodiplodia theobromae e
Botryodiplodia theobromae), rubelose (Phanerochaete salmonicolor), moniliase
(Moniliophthora roreri) entre outros (DALLA PRIA et al., 1997). Ambas as doencas se

mostram dificeis de detectar e gerenciar com produtos quimicos.

2.2 VASSOURA DE BRUXA (Moniliophthora perniciosa)

A histéria da doenca no Brasil é datada de mais de um século, onde havia sido
descrita em fazendas de cacau colonizadas por portugueses na Amazonia brasileira
(VIERA,1942). Dessa forma, durante todo século XX, a Amazodnia foi considerada ruim
na producdo de cacau e os esforcos eram concentrados na Bahia. Por tais motivos, a
Bahia foi o centro da industria do cacau no Brasil resultando em altissimas producdes.
Até 1970, o Brasil era o segundo maior produtor de cacau no mundo, a qual o estado
baiano produzia aproximadamente 400.000 toneladas meétricas do fruto ao ano
(EVANS et al., 2016). Entretanto, a situacdo mudou ap0s a construcdo da estrada
Transamazodnica, onde permitiu a entrada de gendtipos de cacau infectado aos pélos
cacaueiros no Nordeste. O cacau resistiu somente em estagios iniciais e apos 2-3
anos os plantios foram devastados pela doenca (EVANS et al., 2016).

O fungo causador da vassoura de bruxa Moniliophthora perniciosa pertence ao
filo Basidiomycota, anteriormente conhecido como Crinipellis perniciosa. M. perniciosa
€ denominado como fungo hemibiotréfico, ou seja, apresenta seu ciclo de vida em
duas fases: biotrdfica e necrotréfica. A fase biotréfica ou parasitica, os tecidos vivos

sdo colonizados por meio do micélio monocariético. A fase necrotrofica, o fungo
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sobrevive em meio saprofitico em restos vegetais onde sera produzido os
basidiocarpos por meio de micélios dicarioticos (MEINHARDT et al., 2008).

A dispersdo do fungo acontece com a disseminacdo de basidiésporos
localizados em vassouras mortas a qual é favorecida pela ocorréncia de chuvas. Além
disso, as correntes de ar, alta umidade e temperatura baixa sao outros fatores que
ajudam na disseminacdo do patdégeno, estudos demonstram que quanto maior a
diferenca entre a umidade relativa e a temperatura, maior a taxa e a duracdo da
liberacdo de esporos. A infeccdo inicia quando os tubos germinativos penetram
aberturas naturais da planta, como estématos, cuticulas, base de tricomas entre
outras (EVANS, 2016).

Os sintomas geralmente s&o vistos em ramos novos, botdes florais e frutos.
Nos ramos, os comprimentos dos internddios sao reduzidos, ocorre a deformacédo de
folnas e dorméncia apical. Esta ultima favorece principalmente o surgimento da
vassoura, devido a super brotacdes que ocorrem nas laterais dos ramos, devido ao
alargamento das células. Em flores, a sintomatologia esta na formacdo de frutos
pequenos e deformados onde posteriormente necrosam. Os botdes florais, quando
afetados, produzem almofadas vegetativas e sem sementes (DALLA PRIA et al.,
1997; MENHARDT et al., 2008).

Quanto a distribuicdo da doenca, a vassoura-de-bruxa esta presente em paises
da América Central e América do Sul, como Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador,
Granada, Guiana, Guiana Francesa, Panam4, Peru, Trinidad e Tobago e outros. Além
disso, possui uma série de hospedeiros potenciais, como Theobroma spp., Herrania
spp., Solanum spp. e Bixa orellana L. (PEREZ-VICENTE et al., 2018). Apesar da
distribuicdo do patégeno se concentrar nas Américas, existe uma grande preocupacao
com o risco dela se alastrar aos demais continentes, principalmente ao continente
africano que comanda os maiores niveis de producdo de cacau. Logicamente, a
introducéo da doenca nessas regides teria efeitos catastréficos no ambito econdmico,
ambiental e social.

As acdes de controle envolvem poda fitossanitaria, adubacdes, utilizacdo de
clones, controle quimico e controle biolégico. Com o passar dos anos observou-se
que o controle manual, através de podas, e posterior destruicdo de partes de plantas
infectadas, era uma pratica eficiente, porém extremamente onerosa (MEINHARDT et
al., 2008). Fato este, demonstrado em estudo onde 95% de remocao era necessaria
para atingir 50% de reducédo na perda de vagens (RUDGARD; BUTLER, 1987).
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Mesmo havendo a combinagcdo de técnicas de manejo integrado de doencas, o
patdogeno M. perniciosa ainda demonstra mecanismos de resisténcia, principalmente
a produtos quimicos. Estudos demonstram, por exemplo, a resisténcia do patégenos
a estrobilurinas em ambas as fases miceliares (fase biotrofica e fase necrotréfica)
(THOMAZELLA et al., 2012).

Contudo, nos ultimos anos tem se observado preocupacao no desenvolvimento
de estratégias de controle da doencga para auxiliar na prevencdo de surtos em
plantacbes, bem como evitar a chegada da doenga em paises onde a doenca nao é
emergente. Tais medidas tem se mostrado ainda mais necessarias ao patogeno M.
roreri, agente causal da Moniliase que se enquadra como Praga Quarentenaria
presente em territorio brasileiro, com alto grau de destruicdo de plantios (SIVIERO et
al., 2022).

Neste contexto, métodos alternativos e eficazes sdo incansavelmente
buscados para o controle da doenca. O controle biolégico se enquadra nesses
quesitos, uma vez que possui toxicidade ao organismo alvo e ndo gera residuos
ambientais. Além disso € um dos principais métodos utilizados no manejo integrado
de doencas sendo aplicado em mais de 23 milh6es de hectares (CROPLIFE, 2020).
O mercado do controle bioldgico cresce a cada ano movimentando US$ 5 bilhdes em
2020, aumentando US$ 2 bilhdes com relagdo ao ano anterior. Além disso, o Brasil &
destaque atingindo mais de 15% de crescimento do setor (CROPLIFE, 2020). Nesse
mercado, as vendas de inoculantes formulado a partir de bactérias € destaque, onde
ultrapassam a marca de 90 milhdes de doses comercializadas em 2022, utilizado pelo
pais como estratégia chave, tanto para o controle de doencas quanto para a
fertilizagéo na agricultura (OLIVEIRA et al., 2022).

2.3 BACTERIAS ENDOFITICAS

Endofitos sao caracterizados por colonizarem o interior de tecidos vegetais de
forma assintomatica em parte de seu ciclo de vida (AZEVEDO et at., 1998). Entre os
microrganismos endofiticos podemos destacar as bactérias. Bactérias endofiticas
fornecem inimeros beneficios a planta hospedeira, promovendo o desenvolvimento
vegetal devido ao maior fornecimento de nutrientes e hormoénios vegetais, controle de
estresse bidticos, abidticos e afeitos alelopaticos (ROSENBLUETH; MARTONEZ-
ROMERO, 2006; MEI; FLINN, 2010; CIPOLLINI et al., 2012). Esta associagao
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benéfica permite maior sobrevivéncia das espécies vegetais no ambiente natural e
sistemas de producao agricola.

A colonizagéo endofitica pode ser estabelecida de maneira local ou sistémica,
mediante a liberag&o pelas plantas de exsudatos no solo. Essas substancias incluem
carboidratos, lipideos, aminoacidos, compostos fendlicos, fitossiderdforos e
flavonoides, estes os mais descritos. Dessa forma, auxiliam em maior atividade da
microbiota em respostas a atracdo quimica. Nesse estagio, as bactérias podem ser
classificadas como rizobactérias, todavia os isolados que se fixam na superficie
radicular e posteriormente a colonizam por meio de aberturas ou ferimentos, iniciam
0 processo para se tornarem endofiticas, o que requer enzimas-chaves como
endoglucanases, xilanases, celulases e pectinases (EID et al., 2021; OUKALA et al.,
2021).

A taxonomia molecular classifica as bactérias endofiticas em 16 Filos e
aproximadamente 200 géneros. Contudo, os Filos de maior ocorréncia sédo Firmicutes,
Actinobacteria e Proteobacteria. Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum, Hebaspirillum
sdo exemplos de géneros bacterianos comumente isolados e utilizados na agricultura
(ABO-ELYOUSR et al., 2019; LABANCA et al., 2020; HEYDARIAN et al., 2021).

2.3.1 PROMOCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL POR BACTERIAS
ENDOFITICAS

Bactérias proporcionam beneficios aos hospedeiros mediante mecanismos
diretos e indiretos de promocdo de crescimento. Diretamente, a promocdo de
crescimento pode ser resultado da retirada de nutrientes do ambiente e sua maior
disponibilidade as plantas, como observado para o nitrogénio, fésforo e ferro, ou até
mesmo pela modulacéo dos proprios niveis de hormdnios vegetais que participam da
divisado, determinagéo e diferenciagdo celular como as auxinas, citocininas, etileno
(SANTOYO et al., 2016). Os mecanismos de ac¢ao indiretos incluem a producao de
antibioticos, enzimas de degradacdo de parede celular e sintese de compostos
volateis que atuam no controle pragas e patégenos (GLICK, 2020).

Os mecanismos de promocéo de crescimento sdo relevantes para os sistemas
agricolas de producao, por minimizar custos ao reduzir o uso de fertilizantes quimicos.
Sabe-se que as plantas ndo sédo capazes de absorver nitrogénio (N) atmosférico,

somente apods a incorporacdo de fontes orgéanicas e inorganicas ao solo por meio de
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fertilizantes nitrogenados, ou depois da transformacdo do N2 em nitrogénio organico,
mediante bactérias fixadoras de nitrogénio (KUYPERS et al., 2018). Algumas
bactérias fixam até 20 a 40 kg de Nz/ha/ano, como é o caso do género Azospirillum,
que também atua diretamente no crescimento de raizes (FIBACH-PALDI et al., 2012).
Outros géneros como o Achromobacter, Acinetobacter e Burkholderia também sé&o
reportados na fixagdo de N2 com potencial de promogédo de crescimento e
desenvolvimento vegetal (ZHANG et al., 2017; LEITE et al., 2018).

Além do nitrogénio, outros macronutrientes essenciais as plantas como fosforo
(P) e potassio (K) sofrem acdo das bactérias, transformando-os em formas solluveis
assimilaveis pelas plantas. O fésforo € altamente requerido por plantas, entretanto se
encontra em maior parte na forma inorganica, pois geralmente estdo em complexos
com ions de ferro, aluminio ou calcio presentes no solo, impossibilitando a
disponibilidade para planta (TAPIA-TORRES et al., 2016; SILVA FILHO; VIDOR,
2000). Em solos altamente intemperizados, como os latossolos, ha predominéancia de
P-inorgéanico, ou seja, ligado a fragdo mineral com alta energia e as formas organicas
estabilizadas fisica e quimicamente, sendo esta, a forma caracteristica de 39% dos
solos brasileiros (SANTOS et al., 2008; EMBRAPA, 2011).

Com base nisso, a utilizacdo de microrganismos solubilizadores de fosfato, em
especial bactérias endofiticas, transformam os compostos de P fixados ou insolluveis
em formas sollveis e prontamente assimilaveis pelas plantas. Bactérias
quimiorganotréficas podem assimilar fosfito (HPO3s?") e oxida-lo a fosfato no interior da
célula, formando compostos organicos de fésforo (BINI; LOPEZ, 2016). Dessa forma,
ha intervencdo de microrganismos, em especial bactérias endofiticas, que degradam
complexos inorganicos e e favorecem o crescimento radicular, como reportado para
Aloe barbadensis Mill., e/ou aumento na porcentagem de germinacdo como em
Baccharis macrantha L. (GUPTA et al., 2012; AVILA MARTINEZ et al., 2015).

Da mesma forma acontece com o potassio (K), que apesar de estar presente
em 2,5% da litosfera, o K soluvel no solo ainda & muito baixo, com 90 a 98% de
reservas de K no sistema do solo em formas néo trocaveis (BAGHEL et al., 2020).
Tais fatos podem ser contornados com a utilizagdo de bactérias, como € o caso de
um isolado endofitico Burkholderia sp. FDN2-1 que se mostrou capaz de solubilizar
minerais de rocha glauconita. Apos a inoculacdo de FDN2-1 houve maior
disponibilidade de fosforo e potassio apés 90 dias, em relagéo ao controle (BAGHEL

et al., 2020). O metabolismo microbiano pode atuar também na solubilizacdo e
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disponibilizacdo de micronutrientes como boro (H3:BOs3), cobre (Cu?*), molibdénio
(MoO4%) e zinco (Zn?*). Maiores teores de nutrientes refletem diretamente em
caracteristicas agrondbmicas em maior massa de frutos, aumento do didmetro de parte
aérea e raiz, maior massa fresca e seca da planta e de produtividade (RAMOS et al.,
2020).

Os hormoénios vegetais também séo substancias moduladas positivamente pela
acdo das bactérias. O 4cido indol-3-acético (AlA), a auxina mais importante produzida
pelas plantas, é primordial para processos basicos, como divisdo, alongamento e
diferenciacdo celular, além da embriogénese (PERROT-RECHENMANN, 2010;
SELDIMIROVA et al., 2019). Trata-se de um horménio essencial para a interacao
endofito-planta, por sua atuacdo como molécula efetora, a qual favorece a producao
de exsudatos radiculares que aumentam a absorcdo de nutrientes e a transferéncia
através da membrana e estimula a associacdo da planta hospedeira com a bactéria
(AHEMAD; KIBRET, 2014). O AIA é relatado por atuar diretamente na melhora do
processo fotossintético e sintese de pigmentos. Também é reportada a associagéo do
AlA na transcricdo do gene que codifica a enzima ACC sintase para a producgéo de
ACC deaminase, a qual € uma substancia que regula os niveis de etileno na planta
facilitando o crescimento, principalmente na presenca de estresses abidticos e
bidticos (GLICK, 2015). A literatura traz inimeros géneros de enddfitos bacterianos
produtores de AIA como Bacillus, Inquilinus, Xanthomonas, Pseudomonas,
Rhizobium,  Brevundimonas, Microbacterium,  Streptomyces, Agrococcus,
Stenotrophomonas entre outros (AFZAL et al., 2017; KUMARAVEL et al., 2018).

Outras classes de fitohormoénios como citocininas, etileno e giberelinas também
podem ser positivamente regulados. A citocinina, por exemplo, € o horménio que atua
na formacdo de érgdos da parte aérea, regula a biossintese de clorofila, afetando
também a dominancia apical, crescimento de gemas axilares e a senescéncia foliar.
Logo, bactérias capazes de sintetizar esse hormonio tem contribuido na melhora de
caracteristicas agronémicas em alface, com o aumento de 30% da massa da parte
aérea e da raiz quando associado a Bacillus subtilis (ARKHIPOVA et al., 2005). Outro
estudo com a inoculagéo de B. subtilis em Platycladus orientalis foi capaz de aliviar o
estresse hidrico em 10,22% interferindo na supressao do crescimento da parte aérea,
demonstrando que isolados bacterianos também sdo capazes de reduzir danos

provenientes de estresse abidticos (LIU et al., 2013).
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O etileno € um hormonio relacionado ao amadurecimento e envelhecimento
celular, bem como produzido em resposta a fatores estressantes como, estresse
salino, hidrico e ataque de patdégenos. A planta quando em associacdo as BPCV
influenciam a homeostase do etileno afetando a expresséo dos genes que o codificam
ACC-sintase e ACC-oxidase para conversao do etileno (OROZCO-MOSQUEDA et al.,
2020). A producdo de ACC deaminase é uma substancia produzida por bactérias
reguladora da sintese do etileno. Em plantas de trigo inoculadas com Bacillus
mojavensis, por exemplo, refletiu no aumento da massa da raiz e da parte aérea, teor
de clorofila e absorcéo de nutrientes (POURBABAEE et al., 2016).

Giberelinas sado horménios reguladores do desenvolvimento de o6rgéos
reprodutivos e amadurecimento de frutas e sementes (PLACKETT; WILSON, 2016).
Sua funcédo também se relaciona a divisdo celular, desenvolvimento de meristema
radicular, estimulo do hipocétilo e caule (MARTINEZ et al., 2016). Em plantas de
pimenta inoculadas com Serratia nematodiphila PEJ1011, por exemplo, foi possivel
observar a modulacao positiva nos niveis de giberelinas em estresse ao frio, bem
como a melhora significativa nos caracteres de crescimento como comprimento da
parte aérea e raiz (KANG et al., 2015).

2.3.2 CONTROLE BIOLOGICO POR BACTERIAS ENDOFITICAS

O controle biolégico promovido por microrganismos endofiticos fazem parte do
mecanismo indireto de atuacdo. A antibiose, por exemplo, é a funcdo que algumas
bactérias detém em sintetizar compostos antimicrobianos prejudicando o
desenvolvimento do patégeno (LIU et al., 2017). A literatura traz exemplos de alguns
géneros como Pseudomonas e Bacillus com capacidade de produzir antibioticos,
como acido 2,4-diacetilfloroglucinol, fenazina-l-carboxamida, piroluteorina, acido
butiroaminectona fenazina-1-carboxilico pirrolnitrina, entre outros (SANTOYO et al.,
2019). Pseudomonas fluoresecens, por exemplo, produz pioluteorina e 2,4-
diacetilfloroglucinol que atuam no controle da doenca podriddo da raiz do tabaco,
causada por Sclerotium rolfsii (MILNER et al., 2019).

Em trabalhos anteriores, estudando a microbiota endofitica de Theobroma
cacao e Theobroma grandiflorum, foi observado que 70% dos isolados apresentaram

efeito de biocontrole contra o agente causal da podriddo da vagem negra,
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Phytophthora palmivora. Além disso, foram capazes de reduzir de forma significativa
a severidade da doenca em mudas de cacaueiro (HANADA et al., 2010). Trichoderma
€ um dos endofitos mais utilizados no controle biolégico, principalmente na redugéo
da severidade de doencas do cacaueiro como Phytophthora palmivora (HANADA et
al., 2008). Desse modo, € possivel que a comunidade endofitica bacteriana de T.
cacao possa conter comunidades que promovam o crescimento vegetal direito e
indireto.

O controle também acontece por meio da producdo de enzimas liticas. Essas
enzimas atuam principalmente em patdégenos fungicos, podendo atuar diretamente na
degradacdo da parede celular fungica. Isso acontece, pois, a constituicdo celular é
rica em polissacarideos que possuem funcdo estrutural, logo enzimas liticas que
atuam nessa estrutura, causam interferéncia nas ligacdes levando a lise celular e
consequentemente a morte do patogeno (JADHAYV et al.,, 2017). Entre as enzimas
produzidas podemos citar quitinases, celulases, proteases e B-1,3-glucanases, que
podem degradar a estrutura da parede celular (MOTA et al., 2017).

Outros mecanismos relacionados ao biocontrole s&o inducdo da resposta
sistémica (ISR) em plantas, producdo de &-endotoxinas, antibiose entre outras
(MORALES-CEDENO et al., 2020). A ISR pode acontecer pela inducdo de elicitores
produzidos pelas bactérias na planta, como compostos organicos volateis, sideroforos
e miRNA. Em estudo avaliando isolados de Bacillus amyloliquefaciens SQR9 para a
inducdo de resisténcia sistémica contra Pseudomonas syringae pv. tomate foi
verificado que elicitores como lipopeptideos, policetideos, antibiéticos dipeptideos,
2,3-butanodiol e exopolissacarideos produzidos por B. amyloliqguefaciens induziram
diferentes genes de defesa da planta (WU et al., 2018). Alteracbes quimicas e
estruturais podem ser vistas ap6s uma ISR, como acumulo de lignina na parede
celular, ou mesmo a producdo de metabdlitos secundarios fitoalexinas, flavondides
(PRETALI et al., 2016; SINGH et al., 2016).

A producdo de d-endotoxinas & outro importante mecanismo utilizados por
algumas bactérias na defesa vegetal. O principal exemplo disso sdo as endotoxinas
produzidas por Bacillus thuringiensis (Bt), como a proteina Cry (cristal). Essa proteina
atua principalmente no intestino médio de hospedeiros (insetos), onde proteases
degeneram a regido, liberando fragmentos ativos e toxicos que interagem com as
proteinas receptoras presentes nas células intestinais do inseto (BRAVO et al., 2007).

Esse mecanismo € largamente utilizado na agricultura no controle de insetos, porém
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estudos apontam a eficiéncia em doencas com atividade antifungica de compostos
organicos volateis produzidos por Bacillus methylotrophicus e Bacillus thuringiensis
contra Fusarium oxysporum, Botryosphaeria sp., Trichoderma atroviride,
Colletotrichum gloeosporioides e Penicillium expansum pela produgéo de compostos
organicos volateis (VOCs) (HE et al., 2020).

Sintetizar compostos antimicrobianos tem sido um mecanismo bastante usual
entre os isolados bacterianas, chamado de antibiose. Bacillus e Pseudomonas séo
exemplos de bactérias com capacidade de produzir os antimicrobianos, como
butiroaminectona, kyanoaminectone, zimicrolactona, zimicrolactona A, aerugina,
ramnolipidios, fenazina-1-carboxamida, piroluteorina, pirrolnitrina, oomicina A,
viscosinamida (SANTOYO et al., 2019). A exemplo, o enddfito Pseudomonas
viridiflava foi capaz de diminuir a propagacédo de Xanthomonas campestres por meio
da antibiose e ISR em canola (ROMERO et al., 2019).

Dessa forma é possivel entender que bactérias endofiticas sdo microrganismos
ricos em mecanismos que auxiliam a sobrevivéncia e produtividade agricola. Logo,
pesquisas que envolvam esta tematica € primordial para a descobertas de novos

isolados potenciais promotores de crescimento vegetal.
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ABSTRACT

Changes in physiological mechanisms resulting from the association of plant growth-
promoting bacteria (BPCV) as well as the responses generated to stressful factors are
of interest for sustainable agriculture. Based on this, the objective of this study was to
gather insights from recent years (2012-2022) on the impacts on plant physiology of
the use of inoculants from BPCV. To do this, the search for articles was done in three
different databases, Science Direct, Springer Nature and Google Scholar, using the
following descriptors: plant growth promoting bacteria, plant hormones, biological
control, photosynthesis and abiotic stress. After selection, the included articles were
systematized in the Excel program. Pearson Correlation and Principal Component
Analysis (PCA) were used for comparative analysis of physiological variables. 81
articles were included in the review, where a beneficial association was observed in
45 plant species distributed in 13 Orders and 13 Families, with emphasis on the
Families Poaceae, Fabaceae, Solanaceae and Brassicaceae. 47 genera and 98
bacterial species were verified, where Bacillus and Pseudomonas represented 52% of
the verified strains, with emphasis on Bacillus subtilis and Pseudomonas fluorescens.
The main applications were growth promotion, productivity, control of biotic stress and
abiotic stress. Positive regulation of photosynthesis was observed, modulating the
gene expression of photosynthetic apparatus proteins, pigments, antioxidant
production, increased hormonal and nutritional production, osmolyte content,
antimicrobial production and decreased lipid peroxidation. Based on this review, it was
possible to understand the multifaceted role of BPCV in contributing to the better
direction of technology in agriculture.

Keywords: Sustainable agriculture, Plant Growth Promotion, Bacillus, Pseudomonas.
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3.1 INTRODUCTION

The use of inoculants in agriculture results in economic and environmental
impacts for the global population. The increase in agricultural productivity in line
with the reduction in the use of chemical inputs is considered one of the greatest
gains in modern agriculture, generated by this technology. In 2022, the global
market for agricultural inoculants reached US$ 1.1 billion, and could reach US$
1.7 billion by 2027 (MARKETS AND MARKETS, 2023). In Brazil, the biological
inputs market is growing rapidly, according to the Associacdo Nacional dos
Produtores e Importadores de Inoculantes (ANPII), the country sold 90 million
doses of inoculants in the 2022 harvest (OLIVEIRA et al., 2022). It is currently
considered one of the fastest growing markets in the agricultural sector, making
it a sustainable alternative for food production.

The search for new potential strains for the formulation of these bioinputs is
constant. The presence of these microorganisms is reported in several natural
ecosystems, such as rhizosphere, soil organic matter, in association with plant tissues
and contaminated soils (WANG et al., 2020; NWACHUKWU et al., 2021; EID et al.,
2021), and it is through the study of these ecosystems that the scientific community
has obtained potential strains to produce commercial formulations for the agricultural
market.

The synergistic interaction between microorganism and host stimulates local
and systemic responses in the plant through signaling and modulation of various
molecular and cellular mechanisms. As a consequence, plants acquire levels of
tolerance when imposed on environmental stresses, such as drought, high radiation,
high temperatures, pests and diseases (ROZPADEK et al., 2019; QIANG et al., 2019).

The effects of PGPs bacteria are presented through direct and indirect
mechanisms depending on their involvement in plant metabolism. Examples of
mechanisms that are not directly related to plant metabolism are biological nitrogen
fixation, solubilization of soil nutrients, production of siderophores and biological
control of pathogenic agents through lytic enzymes such as cellulases, chitinases,
lipases and proteases (ETESAMIA; MAHESHWAR, 2018). In relation to the
mechanisms that effectively involve direct changes in the plant's metabolism, there is
the production of phytostimulators, through the production of plant hormones such as

indole acetic acid, abscisic acid, gibberellins, cytokinins and ethylene. The
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endogenous levels of these hormones are altered in plants, favoring the cellular
differentiation of vegetative and reproductive organs (REHMAN et al., 2020).

Effects on photosynthesis and reduction in levels of biotic and abiotic stresses,
such as saline, water, light and heavy metal stress, are some examples of physiological
changes positively regulated by plant growth promoting bacteria. In general, to
determine how strains affect the photosynthetic apparatus, the photochemical phase
has been studied, where the main parameters evaluated are minimum fluorescence
(FO), maximum photochemical quantum yield of photosystem Il (PSIl) (Fv/Fm), PSII
operational efficiency (FPSII), non-photochemical quenching (NPQ) and electron
transport rate (ETR) (LUCAS et al., 2014; GARCIA-CRISTOBAL et al., 2015).
Furthermore, the enzymatic activity and expression of Calvin-Benson cycle genes
have been evaluated to quantify carboxylation efficiency and understand the level of
protection that PGP bacteria confers on the plant's functional system (TIEPO et al.,
2018). Gas exchange parameters, net assimilation rate (photosynthesis) and water
use efficiency are also physiological traits evaluated in plants, which demonstrate
significant improvements under PGP bacteria inoculation (SAMANIEGO-GAMEZ et
al., 2016).

Plants will always be subject to biotic and abiotic interference, which can lead
to possible stress. Therefore, the technology of using inoculants formulated from
bacteria that promote plant growth has contributed to the development of more tolerant
and productive plants. Therefore, understanding the physiological mechanisms
resulting from the bacteria/host association, as well as the responses generated to
stressful factors, brings important information to the scientific community, especially
how PGP interferes with plant metabolism. Therefore, this is a systematic review that
aims to gather information on the effects and changes in plant physiology through the

use of plant growth-promoting bacteria (PGP)

3.2 MATERIAL AND METHODS

This is a systematic review on the effects on plant physiology resulting from
the inoculation of growth-promoting bacteria. This review was written based on

the guidelines proposed in the Preferred Reporting Intems for Systematic
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Reviews and MetaAnalyses (PRISMA) guide (MOHER et al., 2015; SHAMSEER
et al., 2015).

The search for articles was done in three different databases, Science Direct,
Springer Nature and Google Scholar, which were identified by the following descriptors
plant growth promoting bacteria, plant hormones, biological control, photosynthesis,
and abiotic stress. Articles published in English between 2012 and 2022 were used in
this review. The inclusion criteria for the articles were: (1) research articles, (2)
application of bacteria as pure culture or formulation, (3) analyzes of the effect of
bacteria on plant metabolism. Regarding the exclusion criteria, the articles considered
inappropriate were: (1) review articles or book chapters, (2) studies with
microorganisms other than bacteria, (3) studies with exclusively in vitro analyses, (4)
evaluation only of morphological characters after inoculation.

The inclusion or exclusion of articles was done by reading titles and abstracts,
where the included articles were saved for later analysis of results. Subsequently, the
articles were systematized in the Excel program, to separate information regarding the
plant and bacterial species studied, use of pure culture or formulation, effects on the
plant and author/year of publication. Subsequently, this information was organized into
tables and figures in order to obtain a comparative analysis.

Pearson's correlation was used to measure the statistical relationship between
physiological variables, using the GraphPad Prism 9.5 program. Principal Component
Analysis (PCA) was used to analyze the interrelationships between physiological

variables and bacterial genera identified in the studies.

3.3 RESULTS

After searching for articles using the descriptors presented, a total of
19,810 records were obtained, distributed as follows: 17,300 in the Google
Scholar database, 1,680 obtained in Science Direct and 830 obtained in the
Springer Nature database (Figure 1). Among the records found, titles and
abstracts were first read, and 428 articles were included. After reading, 309
articles were discarded because they did not meet the inclusion criteria, leaving
119 articles. Duplicate articles were subsequently excluded, totaling 81 articles

included in the systematic review (Figure 1).
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[ Identified studies ] [ Descriptors }
Springer Nature: 830 Plant growth promoting bacteria;
Science direct: 1680 Plant hormones; Biological control;

Scholar Google: 17300 Photosynthesis; Abiotic stress

[ Title + Abstract ]
Springer Nature: 89 Discarded

Science direct: 101 —_— n: 309

Scholar Google: 238

{ Duplicity J [ Discarded ]
Included
n: 81

Figura 1. Flowchart of article selection on the applications of PGP bacteria in
agriculture and their effects on plant physiology.

A gradual increase has been observed over the years in the use of PGP bacteria
in agriculture. Figure 2A reveals a marked progression between the years 2012 and
2022. It can be seen that the majority of studies were developed in the last 3 years
(2020-2022), which together represent 51.9% of the articles. Figure 2B shows the
continents that most develop studies on this topic, with the Asian continent in first

place, where India is the prominent country (Table 1).
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Figura 2. Temporal and geographic distribution of studies. (A) Percentage of articles

identified by year of publication. (B) Geographic distribution of selected article

Table 1. Geographic distribution of studies on PGP bacteria applications in agriculture
and their effects on plant physiology, by continent and country.

Continent Country .0' Continent Country r_1°.
articles articles

Asia Korea 10 South America Colombia 1
India 13 Argentina 2

China 11 Brazil 8

Iran 6 Europe Romania 1

Malaysia 1 Italy 1

Pakistan 6 Denmark 2

Thailand 2 Spain 1

Africa Tunisia 4 Netherlands 1
Egypt 5 North America Canada 1

Morocco 2 USA 2

Mexico 1
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According to Figure 3A, 45 plant species were identified in this study, divided
into 13 Orders and 13 Families (Figure 3A). Higher frequencies of species from the
Families Poaceae, Fabaceae, Solanaceae and Brassicaceae were found, with Zea
mays (corn), Glycine max (soybean), Solanum lycopersicum (tomato) and Arabidopsis
thaliana (starweed) being the most worked species within each Family, respectively
(Figure 3B, 3C, 3D, 3E).

In total, 98 bacterial species (163 strains) belonging to 47 genera were
identified, creating beneficial associations with plants. It was found that out of 163
strains studied, 85 of them are from the genera Bacillus (35.5%) and Pseudomonas
(16.5%), both representing 52% of the strains analyzed across the studies (Figure 4A).
For the genus Bacillus, 58 strains were identified in 44 articles (54.3%), with Bacillus
subtilis the most studied species currently (Figure 4B). For the genus Pseudomonas,
27 strains were identified in 20 articles (24.7%), with Pseudomonas fluorescens the
most discussed species within this genus, and the second most studied currently
(Figure 4C). Other genera were highlighted, such as Paenibacillus (5.7%),
Enterobacter (4.5%), Serratia (3.4%), Streptomyces (3.4%), Azospirillum (3.4%),
Achromobacter (3.4%) and Herbaspirillum (3.4%) (Figure 4A).



Poaceae

Vigna unguiculata [L.] Walp
Vigna radiata L.

Vicia faba L.

Triticum sp.

Triticum durum Desf.
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Fabaceae
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3.23% Triticum durum Desf.
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W 72.73% Solanum fycopersicum L.
O 9.09% Ipomoea batatas L.

3 9.09% Lycopersicum esculentum L.
B 9.09% Solanum tuberosum L.

B 50.00% Arabidopsis thaliana (L.) Heynh
[0 72.50% Brassica napus L.

B 72.50% Brassica juncea L.

W 712.50% Capsicum annuum L.

O 12.50% Camelina sativa L.

Figura 3. Plant families and species associated with PGPs bacteria. (A) Percentage of
articles by plant species. (B) Percentage of articles by species of the Poaceae family.
(C) Percentage of articles by species of the Fabaceae family. (D) Percentage of articles

by
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W Bacillus subtilis (13%)
A B H Bacillus sp. (10%)
W Bacillus amylolequefaciens (10%)
W Bacillus cereus (10%)
W Bacitlus pumilus (10%)
I Bacillus megaterium (8%)
M Bacillus mycoides (5%)
B Bacillus velezensis (5%)
B Bacillus aryabhattai (3%)
Bacillus methylotrophicus (3%)
W Bacillus thuringiensis (3%)
W Bacillus altitudinis (2%)
_ Bacillus aquimaris (2%)
B Bacillus casamancensis (2%)
W Bacillus firmus (2%)
W Bacillus lentus (2%)
T Bacitlus marisftavi (2%)
o B Bacillus mojavensis (2%)
20 Bacillus spizizenii (2%)
W Bacillus tequitensis (2%)
| Bacillus xiamenensis (2%)

60

40+

Articles (%)

O Pseudomonas fluorescens (32%)
B Pseudomonas putida (14%)
o I ’—‘ ’lf : | | | | [ Pseudomonas sp. (11%)

B Pseudomonas migutae (7%)
O Pseudomonas azotifigens (4%)

[ Pseudomonas aeruginosa (7%)
B Pseudomonas balearica (4%)
B Pseudomonas capeferrum (4%)
B Pseudomonas defensor (4%)

B Pseudomonas libanensis (4%)
O Pseudomonas geniculata (4%)
[ Pseudomonas stutzeri (4%)

B Pseudomonas simiae (4%)

Figura 4. Most frequent bacterial genera and species among the articles. (A) Most

frequent genres by articles. (B) Frequency of Bacillus species. (C) Frequency of
Pseudomonas species.

The main applications and benefits generated by plants, when combined with
PGPs, were growth promotion, productivity, control of biotic stress (diseases) and
abiotic stress (water, saline, metals, heat and others). It is noted that there is a high
trend of research aimed at promoting plant growth and controlling salt stress. These
biostimulant effects, together, represent 55.1% of the content covered among the
articles (Figure 5A). Furthermore, out of eight biostimulant implications, the genera
Bacillus and Pseudomonas stood out, exhibiting eight and seven of the effects,
respectively (Figure 5B).
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Others

Thermal stress control
Productivity

Biological control
Metal stress control
Water stress control
Salt stress control

Growth promotion

Articles (%)

B
Herbaspirillum El Growth promotion
Salt stress control
Achromobacter EE Water stress control
Azospirillum = Metal §tress control
I Biological control
Streptomyces Productivity
Serratia Bl Thermal stress control
Bl Others
Enterobacter
Paenibaciilus
Pseudomonas
Bacillus
80

NP articles

Figura 5. Biostimulant effects promoted using PGPs bacteria. (A) Frequency of articles
by biostimulatory effect. (B) Relationship between the main bacterial genera and their
biostimulant effects.

In general, bacterial inoculation has demonstrated positive regulation in
metabolism, modulating the gene expression of photosynthetic apparatus proteins,
pigments, antioxidant production, increased hormonal and nutritional production,
osmolyte content, antimicrobial production and decreased lipid peroxidation,

consequently reflecting on the adaptation of plants to environmental stress.
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The physiological effects have been analyzed by numerous scientific methods.
To analyze implications related to gas exchange and water use efficiency, the variables
evaluated were photosynthesis (A), transpiration (E), stomatal conductance (Gs),
water use efficiency (WEU) and carboxylation efficiency (EC). Chlorophyll
fluorescence measurements were also addressed as current quantum efficiency
(AF/Fm"), potential quantum efficiency (Fv/Fm) of photosystem Il (PSlI), photochemical
guenching (gP), non-photochemical quenching (NPQ) and electron flow in PSIl (ETR)
(table 2).

Biochemical analysis under parameters of nutritional, enzymatic, hormonal and
defense metabolism were addressed. Due to environmental stress, there is a constant
threat to the conformational stability of intracellular proteins, thus the production of
molecules that done cellular homeostasis such as osmolytes (proline, glycine and
betaine) and antioxidant enzymes (SOD, CAT, APX, GR, GPOX, POX and GS) were
detected between studies (Table 2). The reduction of lipid peroxidation, expression of
process regulatory genes (ZmGR1, ZmAPX1l, ZmNHX3 and ZmWRKY58) and
production of antimicrobial substances (siderophores, hydrogen cyanide-HCN,
flavonoids, salicylic acid, phytoalexins and VOCSs) are also other variables positively
regulated after inoculation (Table 1).

The Pearson correlation for physiological variables affected in responses to
inoculation is shown in Figure 6. The more intense the blue color, the more correlated
the variables are (Figure 6). It is noted that all variables showed a positive correlation,
only the intensity varied. Correlations above 0.9 are considered very strong, such as
photosynthesis x stomatal conductance and pigments x nutrition (Figure 6). Between
0.7 to 0.9 indicates a strong correlation, such as gene regulation x nutrition and
antimicrobials x photosynthesis. Values 0.5 to 0.7 indicate a moderate correlation, for
example we have hormones x antimicrobials and lipid peroxidation x photosynthesis.
Few weak correlations were presented (0.3 to 0.5), but hormone x nutrition and proline

x hormone are some examples. No negative correlation was identified (Figure 6).
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Figura 6. Pearson correlation (p) of physiological variables in response to PGP
bacteria.

The Principal Component Analysis (Figure 7) of the data set containing all
physiological characters related to bacterial genera accumulated 82.4% in
accumulated variation therefore explaining a large part of the data variability (above
50%).
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Figura 7. Principal Component Analysis (PCA) between physiological variables and
bacterial genera.

3.4 DISCUSSION

In recent years, modern agriculture, with conservationist characteristics, has
focused on developing sustainable technologies to increase production without
causing impacts to the ecosystem. Therefore, the use of biological inputs in agriculture,
such as the use of beneficial bacteria, has been a technique that has demonstrated
numerous benefits to crops and is used as an alternative to complying with the UN
2030 Agenda, which includes the Sustainable Development Goals (DUBEY et al.,
2022; ELNAHAL et al., 2022).

In this sense, the Asian continent has advanced with representative scientific
contributions in the discovery of new strains with biostimulant potential. This fact
corroborates the findings of this study, in which 60.4% of the articles were developed
by Asian countries. It is important to highlight that this continent has 4.561 billion people
(60.3% of the global population), in addition to being responsible for 50% of agricultural
production, with annual growth of 3.8% (WYCKHUYS et al., 2020). Furthermore,
agriculture not only provides food, but also raw materials that supply large industries
in the region, making agriculture a powerful engine of economic development
(WYCKHUYS et al., 2020).

Brazil was the 4th country with the highest percentage of studies with ,
representing 9.8% of published articles. We should highlight that Brazil is the 4th

largest food producer in the world with production valued at US$ 135.8 billion
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(AMBONI, 2022) and a highlight in research and commercialization of inoculants.
According to the Associacdo Nacional dos Produtores e Importadores de Inoculantes
(ANPII, 2019), inoculant sales exceed the 90 million dose mark, becoming a key
strategy for the country, where the majority of fertilizers used in agriculture are imported
(OLIVEIRA et al., 2022).

Among the Families with the largest number of species worked, Poaceae,
Fabaceae, Solanaceae and Brassicaceae stand out. Poaceae, or also called
Gramineae, is the fourth largest family of flowering plants, with around 11,000 species
in almost 800 genera worldwide, being considered the most important for human
consumption (PETERSON, 2013; SORENG et al., 2015). In this context, researchers
consider species from the Poaceae family as important hosts for inoculants, where
numerous studies have reported improvements in productive performance, such as
early tillering and better reproductive performance in rice (DONI et al., 2022), grain
filling rate and the grain weight per corn plant (ALORI et al., 2019), improvement in the
concentration of mineral nutrients and an increase in yield of up to 17% in wheat
(HUSSAIN et al., 2020).

As for the Fabaceae, Solanaceae and Brassicasseae Families, some
representative species stood out, such as soybean, tomato and starwort, respectively.
Soybeans are among the main commaodities, playing a fundamental role in the security
of the global food supply with an equivalent production of 355.588 million tons
cultivated on 130.935 million hectares (EMBRAPA, 2022). It has been shown to be the
ideal crop for the use of inoculants due to the biological nitrogen fixation (BNF) process,
resulting in nitrogen supply rates greater than 80%, with high grain yield (ZILLI et al.,
2021). The savings in the use of mineral nitrogen promoted by the use of inoculants
already reach a value of more than US$ 13 billion (HUNGRIA; MENDES, 2015).

Tomato is one of the most popular and cultivated vegetables in the world, but it
is an extremely sensitive crop to more than 200 diseases caused by a variety of
phytopathogenic microorganisms (SHAHID et al., 2022). This fact has contributed to
the increase in studies on the species, mainly focused on the biological control of
diseases using bacterial inoculants. Studies point to several specific mechanisms used
by strains in control, such as antibiosis, competition, production of cellulolytic enzymes,
cyanogenic compounds, siderophores and induced systemic resistance (DIMKIC et
al., 2022; ELNAHAL et al., 2022).
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The species Arabidopsis thaliana, known as starwort, or also as a model plant,
is a valuable angiosperm for research in plant physiology, biochemistry and
development. Researchers point to it as a model to address fundamental questions of
the function and biological structure common to eukaryotes, such as regulatory
metabolic routes, genetic approaches, as well as response to the effects produced
from bacterial inoculation, to generate rapid returns, as it is a short-cycle plant
(MEINKE et al., 1998; DELATORRE; SILVA, 2008).

Bacillus and Pseudomonas represented 52% of the strains analyzed betweeen
studies. Bacillus is a representative of gram-positive bacteria, and is currently the most
used in the biological inoculant market, due to its easy colonization in plants and ability
to produce durable formulations due to the formation of endospores (BORRISS et al.,
2015). Furthermore, it is a microorganism that can be easily cultivated in the laboratory,
and can be isolated from different substrates such as soil organic matter, rhizosphere,
endophyte (SANSINENEA, 2019). The literature addresses improvements in plant
health and productivity, which are mediated by three ecological mechanisms:
production of antimicrobials against pathogenic organisms, secretion of compounds
that promote plant growth, whether under normal conditions or under abiotic stresses,
and induction of systemic resistance (KOUR, 2019).

Of 21 Bacillus species verified in the study, B. subtilis is the most studied
species. It is a species with broad adaptability and synergistic interactions with a wide
variety of hosts. Strains of B. subtilis have shown improvements in the availability of
nutrients, mainly nitrogen, phosphorus and iron, which occur in the soil in a form
inaccessible to plants. Furthermore, it is capable of altering the homeostasis of plant
hormones, promoting cell division and consequent plant growth. Tolerance to
environmental stresses, such as drought, has also been reported, as B. subtilis has
been shown to be efficient in regulating biosynthesis genes for abscisic acid, one of
the main plant hormones for stress regulation (WOO et al., 2020; BLAKE et al., 2021).

Pseudomonas is another prominent genus, where 13 different species
presented biostimulant characteristics, with emphasis on Pseudomonas fluorescens.
In nature, this genus encompasses more than 250 species, predominantly in the
rhizosphere. It presents a rapid growth rate, high metabolic versatility, developing
control of biotic and abiotic stress by modulating the concentrations of 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase in the plant, this is because the

gene that encodes ACC deaminase (acdS) is present in 2,591 Pseudomonas
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genomes, being fundamental for bacteria-plant interaction by reducing the level of
ethylene produced by the plant (GLICK; NASCIMENTO, 2021).

Pseudomonas fluorescens is studied mainly for biological control due to the
suppression of pathogens such as Ralstonia solanacearum (tomato wilt), Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensise (tomato wilt), Monographella albescens (rice
leaf scald), one of the main mechanisms being the induction of ROS scavenging
enzymes such as peroxidase (POX), polyphenol oxidase (PPO) and lipoxygenase
(LOX) (BUENO et al., 2017; ABO-ELYOUSR et al., 2019; SURESH et al., 2022). The
production of phenolic compounds, flavonoids and phytoalexins are also important
mechanisms of this species to inhibit the development of pathogens (CHIAPPERO et
al., 2019; SAHEBANI; GHOLAMREZAEE, 2021).

Plant growth promotion is the main effect found in plants associated with
bacterial inoculants, where 31% of studies addressed biostimulant and biofertilizer
effects. In this work, the vegetative and reproductive changes of plants are perceived
mainly by the improvement in the nutritional aspects of the plant, providing fixed
nitrogen through biological nitrogen fixation, phosphorus through phosphate
solubilization, in addition to potassium, calcium, magnesium, zinc, iron, among other
essential minerals (BASU et al., 2021). Much of the soil's nutrients may be unavailable,
as they are linked to organic and inorganic constituents or present as insoluble
precipitates. Therefore, the association may result in the transformation of compounds
into their assimilable forms and releasing them into the soil solution, such as boron
(H3BOs3); copper (Cu?*); molybdenum (MoO4?%), potassium (K*), zinc (Zn?*) magnesium
(Mg?*) (RAMOS et al., 2020). Higher nutrient contents resulted in greater fruit weight,
greater aerial part and root diameter, greater fresh and dry mass, and greater
productivity (KARLIDAG et al., 2007).

When it comes to promoting plant growth by bacteria, endogenous regulation of
the levels of phytohormones such as auxins, cytokinins, gibberellins, abscisic acid and
ethylene were one of the main aspects evaluated to analyze possible biostimulant
effects among the articles. An aspect frequently discussed in the articles is the
functioning of the ACC deaminase enzyme, reducing ethylene levels, facilitating plant
growth, especially in the presence of abiotic and biotic stresses. Furthermore, the
auxin, indole acetic acid (IAA), when secreted by bacteria, joins the IAA secreted by
the plant, inducing cell proliferation or even inducing the transcription of genes for the

production of ACC deaminase (GLICK, 2020). In addition, to the synthesis of enzymes
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and hormones, other compounds with antimicrobial activity are detected in the
bacteria-plant association response, such as siderophores, HCN, VOCs, isoprenes,
flavonoids, salicylic acid and phytoalexins, forming part of mechanisms involved in
biological control and growth promotion. indirect from the plant (PATHANIA et al.,
2020).

The regulation of biotic and abiotic stresses by bacteria was also highlighted
among the articles, where saline, water, heavy metal and thermal stress were studied.
The control of salt stress was the second most discussed biostimulant effect, this fact
is related to the constant growth of areas affected by salt, where the forecast is that
50% of arable areas globally will be affected. Damage to photosynthetic machinery,
losses in plant development and losses in productivity are some of the harmful effects
of salt (ABBAS et al., 2019).

When subjected to saline stress, inoculated plants presented in the study
demonstrate numerous mechanisms to overcome the problem such as the production
of cytokines, accumulation of abscisic acid (ABA), production of antioxidants against
ROS, such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase
(APX), glutathione reductase (GR) and non-enzymatic antioxidants such as
comotocopherols, ascorbate, cysteine and glutathione, all involved in the degradation
of ROS (SHULTANA et al., 2022). Osmolytes are also key substances produced by
BPCV, such as proline, glycine and betaine, which are accumulated in plants with
multifunctional roles such as protein maintenance, regulation of cytosolic acidity,
reduction of lipid peroxidation and elimination of ROS, favoring cellular homeostasis
(ABBAS et al., 2019; BABAR et al., 2021).

BPCVs also increase plant photosynthesis, the content of photosynthetic
pigments, stomatal conductance, regulate the rate of transpiration and the efficiency
of photosystem Il both under normal conditions and under stress, especially under
water stress (UARROTA et al., 2022). The fact that BPCVs can control stomatal
opening and closing helps minimize water losses, mainly through the production of
ABA that accumulates in response to water stress produced in the plant's chloroplasts
and roots. This hormone is transferred to guard cells promoting stomatal closure
(GOWTHAM et al., 2022).

Inoculation promotes greater supplies of nutrients such as NPK, which are
essential for the biosynthesis of photosynthetic pigments, especially under stress

conditions for the conservation of the photosynthetic system. This fact may be related
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to the higher quantum yield since photosystem Il (PSIl), non-regulatory constitutive
non-photochemical quenching quantum vyield ratio (PQ), chlorophyll fluorescence
(qTQ) and variable chlorophyll fluorescence (gTV) are positively regulated
(KHANGHAHI et al., 2020).

Gene regulation is also altered mainly with the identification of stress-responsive
genes. High transcription levels of genes for coding antioxidant proteins (ZmGR1 and
ZmAPX1) and genes involved in salt tolerance (ZmNHX1, ZmNHX2, ZmNHX3,
ZMmWRKY58 and ZmDREB2A) are reported (LI et al., 2020). These findings are part of
accessing the complete mRNA transcriptome, present in a cell at any stage or under
any environmental conditions. When studying gene expression in rapeseed inoculated
with Stenotrophomonas rhizophila, through transcriptomic analysis, the recognition of
spermidine, a growth regulator, formed under abiotic stress was verified (ALAVI et al.,
2013).

3.5 CONCLUSIONS

Growth promotion and salt stress control are the main applications of
BPCVs, with Bacillus and Pseudomonas being the most recurrent bacterial
genera. The botanical families Fabaceae and Poaceae stand out in the
bacteria/plant interaction, representing the highest percentages of studies in this
area, with greater emphasis on crops such as Zea mays and Glycine max.

Bacterial inoculation promotes beneficial effects on plant physiology, positively
regulating photosynthetic parameters, improving stomatal conductance, increasing the
production of proline and photosynthetic pigments, reducing lipid peroxidation,
increasing nutritional and hormonal levels, producing antioxidant enzymes,
antimicrobial substances, as well as an increase in the expression of genes related to

plant adaptation to environmental stresses.
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Table 2. Use of bacteria in agriculture and their effects on plant physiology.

Species Bacteria Purposes Physiological changes Reference
Consortium:
Rhizobium Increase in chlorophyll and soluble sugars;
Lathyrus sativus leguminosarum (M5), Metal stress Biosynthesis of_phenollc co_mppunds, Abdelkrim et
L. Pseudomonas control carotenoids and proline; al. (2018)
(pea) fluorescens (K23), Stress mitigation by modulating SOD, CAT, ’
Luteibacter sp., APX and GPOX.
Variovorax sp.
Bacillus subtilis,
Lycopersicon B.aC|IIus. Biological Reduction of disease severity, production of | Abo-Elyousr et
esculentum L. amyloliquefaciens, control siderophores, hydrogen cyanide and AIA al. (2019)
(tomato) Pseudomonas fluorescens, P » yarog y )
Pseudomonas aeruginosa
Paenibacillus Reduction in the severity of the disease;
Citrullus lanatus polym_yxa (SN- Biological increase in total chlorophyll content, plant Adhikari et al.
(watermelon) 22), Sinomonas control height. total fresh and drv mass (2017)
atrocyanea (NSB-27) gnt, Y )
P. fluorescence (YsS6), P. Salt stress
oo | molae @R and s ACC | comoiang | IS G GeRer e ang o0 et
g (tgmato) deaminase-deficient growth reater nl;n%ber of flowerg a)r/1d flower buds (2014)
mutants promotion 9 '
Greater relative water content and plant
. biomass production; membrane stability
Brassica juncea L. Bam_llus cereus (NAD 7.)’ Water stress index, total chlorophyll content and Asha et al.
Bacillus casamancensis ; )
(mustard) (MKS-6) control photosynthetic parameters; (2021)
ROS homeostasis by increasing SOD, APX,
CAT
Increases AlA content;
Arthrobacter Reduction of ABA and ACC content for salt
Triticum aestivum protophormiae (SA3) , Control of stress; Increased expression of the Barnawal et al
L. Dietzia water and TaDREB2 gene; greater efficiency of (2017) '
(wheat) natronolimnaea (STR1), saline stress photosystem I, greater assimilation of CO2,
Bacillus subtilis (LDR2) greater stomatal conductance and improved
transpiration levels.
Burkholderia ; .
Oryza sativa pyrrocinia (BRM- Biological R_educt|on of AUDPC; . Bueno et al.
A Increase in the CO2 assimilation rate;
(rice) 32113), Pseudomonas control Increase in APX enzvme activit (2017)
fluorescens (BRM-32111) Y Y.
Increased photosynthesis, water use
Phaseolus . . efficiency and chlorophyll content in leaves.
coccineus L. BaC|_I lus pumm_ﬂus (S4), Growt_h Increased SOD and POD activity. Stefan et al.
Bacillus mycoides (S7) promotion : S - (2013)
(bean) Increase in grain yield, protein content and
carbohydrate content.
Bacillus mojavensis Increases the expression of genes related to
Zea mays L. (JKO7), Salt stress the production of antioxidant enzymes: SOD, Feng et al.
(corn) Rhodopseudomonas control APX, CAT and PPC; (2019)

palustris

Increased salt tolerance.
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Species Bacteria Purposes Physiological changes Reference
Pseudomonas fluorescens Increased shoot and root biomass, leaf
Salvia oficialis (Pf Apl, Pf Ap18) e duas Growth hosphorus content. essential oil iefd total Ghorbanpour
(common sage) Pseudomonas putida (Pp promotion phosp henoli d,fl i yield, et al. (2016)
Ap9, Pp Ap1d) phenolics and flavonoid content.
Increased production of ACC deaminase and
Camelina sativa L Pseudomonas migulae Salt stress expression of the acdS gene; reduces Hevdarian et
; e Pseudomonas contro ecline in shoot length and shoot mass;
(false-linen) . 8RE) e Pseud l decline in shoot | h and sh aIy (2021)
fluorescens (YsS6) Increase in chlorophyll content and ’
photosynthetic yield.
Triticum aestivum Increased levels of K, Mg, Na and total N
L Bacillus methylotrophicus Salt stress and organic matter in the rhizosphere soil .
. 7 o . Ji et al. (2020)
(Wheat) (M4-1) control were positively correlated with wheat growth
and salt tolerance.
Arabidopsis Achromobacter sp. (5B1); Auxin redistribution. Jiemez-
thalian:L Achromobacter sp. (B124) Growth Increased number of cells expressing auxin Vazquez et al
chromobacter promotion modulators, increased auxin responsiveness
(starweedj Ach bact t dulat . d . . ?2020) .
xylosoxidans (P35) in lateral root primordia.
Cucumis sativus Rhodobacter sphaeroides Increase in shoot length, root length, shoot
L Lactobacillus plantarum e' Growth fresh mass, shoot dry mass and chlorophyll Kang et al.
(cucurﬁber) Saccharom ceps cerevisiae promotion content, secretion of IAA and/or organic (2014)
Y acids; Increased content of 17 amino acids.
Growth Increased levels of: chlorophyll, salicylic acid,
romotion sugar, amino acids and proline;
Capsicum pcontrol of’ Regulation of the host antioxidant system Kazerooni et
annuum L. Bacillus amyloliquefaciens - and hormones;
water, saline . i al. (2021)
(pepper) and hea Induces the expression of stress-related
el Str;’;’S genes (CaXTHs, CaWRKY2, CaBI-1,
CaPTI1 and CaBiPs).
Greater shoot and root biomass, higher
Fv/FM ratio and greater accumulation of
\Water stress proteins, sugars and phenolic compounds;
Cicer arietinum L Bacillus subtilis, Bacillus control and Accumulation of succinate, leucine, Khan et al
(chickpea) ' thuringiensis e Bacillus rowth disaccharide, saccharic acid, glyceric acid, (2019a) ‘
P megaterium r%motion malonate, 5-oxo-L-proline, trans-cinnamate,
P aminoacyl-tRNA; Increased biosynthesis of
primary and secondary metabolites and
amino acid metabolism
Acinetobacter pitti Positive regulation in the amount of fraction
Triticum durum Acinetobacter oleivorans, Water and of light absort_)ed by_photosystem Il (PSH), :
Desf. Acinetobacter saline stress quantum yield ratio of nor_l-regulatory_ Khanghahi et
(Wheat) calcoaceticus e control constitutive non-photochemical quenching al. (2020)
Comamonas testosterona (PQ_), chlorophyll fluorescence (qTQ) and
variable chlorophyll fluorescence (qTV).
Klebsiella sp. (Bri0,
Klebsiella pneumoniae . . . ' .
; . Promoting Biologically fixes atmospheric N2 and delays
Ze?mrgi?g L. (S(lFr rll))'eii?r?:ti) 8;2:!?? growth and N remobilization in the corn plant for greater Ku(ggleé)al.
P productivity ear yield.

(S3r2) e Bacillus subtilis
(UPMB10)
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Species Bacteria Purposes Physiological changes Reference
Growth promotion and biological control
. . Growth Increased expression of proteins related to
Arabidopsis . . ! )
. Paenibacillus polymyxa promotion and defense/stress functions, such as: Kwon et al.
thaliana L. . . . o
(E681) biological phytoalexins, Improved levels of antioxidant (2016)
(starweed) f
control defense, photosynthesis and plant
hormones.
Improves seed germination;
. Increased level of reserve and soluble
Abies h bohvd . .
nordmanniana Bacillus e Paenibacillus Gth. carbony rat?S.a . Garcia-Lemos
(pine) promotion Increases GST and GR activities in the plant; et al. (2020)
P Increases root growth;
Increased chlorophyll level.
Medicago sativa Enterobacter Increased shoot height, fresh and dry mass .
L aerogenes (LJL-5) Growth ield and crude rote}n content of alfalfa ‘ Liu et al.
(alféfa) e Pseudomonas promotion y P lants (2018)
aeruginosa (LJL-13) P )
Improvement of physiological parameters,
Zea mays L. Bacillus velezensis (D3) Water stress such as: photosynthesis rate, stomatal Nadeem et al.
(maize) control conductance, vapor pressure, water use (2020)
efficiency and transpiration rate.
Increase in root/shoot length, root/shoot
fresh mass and root/shoot dry mass,
Solanum photosynthetic pigment content, increased
lvcopersicum L Pseudomonas sp. (S3) Growth accumulation of osmolytes (proline and total | Pandey; Gupta
y (?omato) ) P- promotion soluble sugar). (2020)
Increased antioxidant activities (catalase and
peroxidase) and phenolic content in tomato
plants under saline stress.
Spartina Pantoea agglomerans Decreases the Oxidative Stress Index (IEO); .
. . Heavy metal . Paredes-Paliz
densiflora (RSO6 e RSO7) e Bacillus Increased PAL expression as a pathway to
. stress control et al. (2018)
(morraca) aryabhattai RSO25 control metal stress.
Promotion of Increase in the size of the root system;
Saccharum . e
. . growth and Increase in CO2 assimilation Rampazzo et
officinarum Pseudomonas putida GB-1 : . .
control and Improvement in proline content in leaves and al. (2018)
(sugar-cane)
water stress roots.
T. micranta: increased protein and starch in
leaves and roots, photosynthesis,
Trema micrantha carboxylation efficiency; increase in dry mass
(1); Azospirillum brasilense of roots and shoots; reductions in H20z, lipid
' (Ab-V5), Bacillus sp., Water stress peroxidation, water potential and proline. Tiepo et al.
- Azomonas sp. e control C. strellensis: increased photosynthesis and (2018)
Cariniana - : . . - b .
. Azorhizophillum sp. instant carboxylation efficiency, higher starch
estrellensis (2) s X
content in leaves and roots and higher
protein content in leaves; lower levels of
hydrogen peroxide and lipid peroxidation.
Control of Accumulation of osmoprotectors and
Oryza sativa Bacillus amyloliquefaciens water, saline expression of marker genes; Tiwari et al.
(rice) (SN13) and thermal Increase in proline and soluble sugar (2017)
stress content.
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Species Bacteria Purposes Physiological changes Reference
Pseudomonas simiae
Arabidopsis WCS417, Pseudomonas Growth It produces volatile organic compounds Zamioudis et
thaliana capeferrum (WCS358), - (VOCs) which induce the MYB72
promotion A al. (2015)
(starweed) Pseudomonas defensor transcription factor.
(WCS374)
Improves the integrity of the cellular structure
Glycy_rrhl_za _ _ Water stress of the chlor(_)plast and mitochondria. Zhang et al.
uralensis Fisch. Bacillus pumilus Increase in chlorophyll content,
o control : (2019)
(licorice) photosynthetic parameters and water use
efficiency.
Growth promotion and water stress control
Increased plant growth, leaf area and
biomass under water stress.
Proteus mirabilis R2, Growth Higher water content;
Triticum sp. Pseudomonas balearica promotion and Reduction of cell injury and electrolyte Zia et al.
(wheat) RF-2 e Cronobacter water stress leakage, greater stability of the cell (2021)
sakazakii RF-4 control membrane.
Greater expression of APX and RBC
cytosolic genes.
Increased SOD activity.
Increased shoot and root length, fresh and
dry mass.
Arachis Brachybacterium Growth Increase in total chlorophyll and car_o;enmds. Alexander et
hypogaealeva - Low electrolyte leakage and lipid
saurashtrense (JG06) promotion o . o al. (2021)
(peanut) peroxidation, high membrane stability and
higher total amino acid content.
263 genes were expressed.
Increase in fresh mass, root length, plant
Growth height, length and diameter of sugar cane;
Saccharum i . . i d | ) tioxidant A t al
officinarum Bacillus xiamenensis promotion an ncrease in antioxidant enzymes, mna et al.
(PM14) biological photosynthetic pigments (chlorophylls and (2020)
(sugar cane) . ;
control carotenoids) and proline content can lead to
induced systemic resistance against red rot.
Increase in CAT, gelatinase and ammonia;
- . . . Increased growth parameters and plant
Triticum aestivum Alcaligenes faecalis . L o
- Salt stress biomass, decreasing lipid peroxidation Babar et al.
L. (SBNO1) e Alcaligenes - S )
. control induced by ROS, while increasing the (2021)
(wheat) faecalis (SBN02) . .
accumulation of osmolytes, photosynthetic
pigments and improving photosystem Il
Increase in all vegetative parameters (shoot
Ipomoea batatas Bacillus cereus (P31) e Growth length, root length, fresh and dry mass of Dawwam et al.
(L.) Lam. Achromobacter romotion shoot and root) (2013)
(Sweetpotato) xylosoxidans (P35) P Increase in chlorophylls and carotenoids;
Significant increase in N, K and P contentes.
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Species

Bacteria

Purposes

Physiological changes

Reference

Mucuna pruriens

Enterobacter (HS9) e

Water stress

Increase in total biomass and water use
efficiency
Lower ACC deaminase content in roots,
resulting in lower ethylene emission in roots;

Brunetti et al.

(Erl;ij)cljr?e.l) Bacillus (G9) control Maintains higher levels of isoprene emission, (2021)
protecting leaves from oxidative damage;
Maintains carbon assimilation during the
progression of water stress.
Increased plant growth, antioxidant status
(SOD, CAT and APX) and decreased proline
Bacillus cereus (TCR17) and malonaldehyde contents in plants under
Sorghum bicolor Providencia rettgeri Metal stress Reduces stress-%\t:jrgcrggjr&i dative damage Bruno et al.
(sorghum) (TCR21) e Myroides control . 1age. (2020)
odoratimmus (TCR22) Reduces the accumulation of Chromium
Regulates the expression of antioxidant-
related synthesis genes (SOD, APX and
CAT) and stress tolerance genes (sHsp).
Improves growth, antioxidant status and S
Ocimum basilicum Péggﬁlﬂ??ennﬁss?égt)' Control of photosynthetic pigments G:jle':ag' :mi
L. (basil) Azospirillum brasilens (S3) water stress Significantly improves the activity of CAT, (20312%
P GPX, APX enzymes and chlorophyll content.
Increase in the length of the aerial part and
Growth fresh mass;
Glycine max (L) Pseudomonas putida promotion, Higher chlorophyll content in plants exposed Kang et al,
Merrill (H-2-3) water and to salt and drought. (2014)
(soybean) saline stress Increase in ABA content;
control Reduction of sodium (Na) content in plants
under saline stress.
Growth
Paraburkholderia tropica promotion and
(IAC/BECa 135), metal stress | |mproves seedling fitness under conditions of
Saccharum Herbaspirillum frisingense control nutritional limitation and Al stress, modulating
officinarum (sugar (IAC/BECa 152), nutritional and Al homeostasis. Labanca et al.
cane) 9 Pseudomonas fluorescens Changes in Al allocation and calcium (Ca) (2020)

(IAC/BECal4l) e
Kosakonia radicincitans
(IAC/BECa 95)

and boron (B) content between different
parts of the plant (root or shoot).
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Species

Bacteria

Purposes

Physiological changes

Reference

Zea mays L.
(maize)

Kocuria rhizophila Y1

Salt stress
control

Regulates levels of plant hormones AIA and
ABA and improves nutrient acquisition;
Improves biomass production, seed
germination rate;

Improves photosynthetic capacity,
antioxidant levels, relative water content and
chlorophyll accumulation.

Lower Na+ levels and electrolyte leakage
Higher transcription levels of ZmGR1,
ZmAPX1 genes
ZmNHX1, ZmNHX2, ZmNHX3,
ZmWRKY58 and
ZmDREB2A.

Li et al. (2020)

Solanum
lycopersicum
(tomato)

Bacillus velezensis FMH2

Salt stress
control

Increase in biomass and chlorophyll content
Reduces Na* absorption and maintains
membrane integrity, reducing lipid
peroxidation and increasing the production of
antioxidants; decreases K* and Ca?* losses
in root and leaf tissues.

Masmoudi et
al. (2021a)

Solanum
lycopersicum
(tomato)

Pseudomonas fluorescens
(G20-18)

Growth
promotion and
water stress
control

Growth promotion and water stress control
Increased chlorophyll content, decreased
stomatal conductance, systemic alteration of
ABA content, increased activity of
carbohydrate metabolism enzymes,
increased antioxidant metabolism enzymes,
increased total antioxidant capacity and
accumulation of metabolites secondary, and
quantitative and qualitative changes in gene
expression.

Mekureyaw et
al. (2022)

Oryza sativa
(rice)

Bacillus altitudinis (FD48) e
Bacillus methylotrophicus
(RABAG)

Water stress
control

Increase in photosynthetic pigments and
proline
Regulation of ROS quenching enzymes that
aid resilience to water stress, such as:
increased activity of ROS quenching
enzymes, such as CAT, SOD, APX and
POD.
Increased harvest index, productive tillers
and grain mass.

Narayanasam
y et al. (2020)

Zea mays L.
(maize)

Azotobacter sp. (C5, C7,
C8e C9)

Salt stress
control

Salt stress control Improves Na* exclusion
and K* absorption
Increased polyphenol and chlorophyll
content;
Increased proline concentration in leaves
due to salinity.

Rojas-Tapias
et al. (2012)
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Species Bacteria Purposes Physiological changes Reference
Bradyrhizobium sp. (cepa Salt stress control
UFLA 03-84), ;
. . . Lower H202 content in your nodules,
Vigna unguiculata Actinomadura sp. (cepa L .

N Salt stress Significant changes in the total, reduced and Santos et al.
[L.] walp 183-EL), Paenibacillus control oxidized forms of ascorbate and glutathione (2018)
(cowpea) graminis (cepa MC 04.21), 9 :

Bacillus sp. (cepa
IPACC11)

Increased SOD, CAT and phenol peroxidase
activities.

Mentha piperita

(pepper mint)

Pseudomonas fluorescens
(WCS417) e Bacillus
amyloliquefaciens (GB03)

Water stress
control

Increase in total phenolic content;
Greater enzymatic activities;
Lower proline content;
Decreased membrane lipid peroxidation.

Chiappero et
al. (2019)

Oryza sativa
(rice)

Pseudomonas stutzeri e
Cupriavidus taiwanensis

Heavy metal
stress control

All bacterial strains increase the activities of
antioxidant enzymes, including SOD, CAT,
APX, GPX and GR
Increase in growth parameters and lower
arsenic levels in the roots, shoots and
throughout the plant.

Thongnok et
al. (2022)

Cucumis sativus

L.
(cucumber)

Bacillus velezensis (SX13),
Bacillus paralicheniformis
(SX21) e Bacillus
tequilensis (SX31)

Growth
Promotion

Improved root structures, photosynthetic
parameters, increased growth rate and high
degree of biomass accumulation.
Higher seedling growth rate.
Upregulates CSNRT1 in roots.
Increase in absorption and transport rates of
elements (RUBISCO, SS, PEP carboxylase
and aldolase) and nitrogen metabolism
(including NADPH, GS, GOGAT and GDH) in
leaves.

Increased levels of glucose, sucrose,
fructose, soluble proteins and amino acids
increased in the leaves.

Wang et al.
(2022)

Solanum

lycopersicum Mill.

(tomato)

Serratia proteamaculans

Growth
promotion and
biological
control

Suppression of fungal growth.
Improved tomato growth and chlorophyll
content;

Increased activity of plant defense enzymes
and pathogenesis-related proteins, including
GPX, SOD, PAL and B-1,3 glucanase.

Youssef et al.
(2018)

Seidlitzia
rosmarinus

Bacillus pumilus (HRO e
Zhihengliuella halotolerans
(SB)

Control of salt
stress and
productivity

Increase in the content of chlorophyll,
proteins, Fe, Mg and Mn; Increase in total
dry biomass;

Improvement in the quality index of
seedlings;

Increase in catalase activity, anthocyanin
content;

Increase in antioxidant levels.
Increased quantity and quality of forage.

Zilaie et al
(2022)
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Species Bacteria Purposes Physiological changes Reference
Streptomvees bellus Growth promotion and biological control
MV\7797(%/36 (SB) e Growth Increase in dry biomass of the shoot and
Beta vulgaris L. Streptomvees promotion and root; Aallam et al.
(beet) saorooh tigus I\)I/W797316 biological Higher levels of P and K in leaves and soil (2022)
prophy (SS) control Protection effect of up to 100% respectively
infested by F. equiseti and F. fujikuroi.
Stenotrophomonas
Solanum maltophilia (S23, S24, S26 Reduces the severity of the disease; Avdi-Ben-
lvcopersicum e S28) Bacillus sp. (SV81), Biological Production of released diffusible and volatile Abd);lllah ot al
y (tgmato) Azotobacter chroococcum control metabolites limited the radial growth of the (2020) '
(S11) e Serratia pathogen
marcescens S14)
Decreased stress ethylene production;
Chlorophvtum Brachvbacterium Delays chlorosis and senescence which
borivil‘i)arz/um aracor¥ lomeratum Salt stress results in better plant performance; Barnawal et al.
(Safed Musli) P (SI\%IRZO) control Increase in the amount of total leaf pigments (2016)
and proline;
Improves foliar absorption of nutrients.
Increase in productivity
Zea mays L. Azospirillum brasilense . Increase in total chlorophyl_l content; Cardozo et al.
X Productivity Less damage to membranes in treatment
(maize) (Az39) - L . ; . (2022)
with foliar inoculation, when associated with
herbicides;
Improves nutrient levels;
Improved early sprouting, increased vigor
Growth (greater fresh and dry mass of the shoot and
Saccharum Bacillus subtilis (BSSC11) romotion and root). Chandra et al
officinarum e Bacillus megaterium pwater stress Improved capacity of the antioxidant (2018) '
sugar cane enzymatic system, with expression o
BMSE7 control ti t ith i f SOD
isoforms;
Higher proline content in plants exposed to
drought.
Growth promotion Promotes growth by
Saccharum increasing N, P and K content.
officinarum (sugar Bacillus subtilis (B9) Growth Improves photosynthetic rate, root Di et al. 2022
cane) promotion development and chlorophyll content
Cotyledon and hypocotyl of sugarcane buds
germinated more quickly.
Improvement in photosynthetic pigment
Growth levels and soluble sugar content;
Zea mavs L promotion and Decreases proline level under stress Dixit et al
X acillus sp. alkaline stress conditions.
yS L Bacillus sp Ikali diti :
(maize) N . . (2020)
control Significantly improved soil enzymes such as
(others) dehydrogenase, alkaline phosphatase and

beta-glucosidase.




Species Bacteria Purposes Physiological changes Reference
Promotion of
growth, Increased levels of photosynthetic pigments,
Oryza sativa Bacillus megater_ium productivity membrane stability index, relative water El-Mageed et
(rice) CCMMB583 Bacillus and water content, chlorophyll fluorescence, stomatal al. (2022)
subtilis KIB06 stress control conductance, total phenols, POD, PPO, ’
Improved nitrogen content.
growth;
Increase in dry biomass in shoots and roots
Greater control of stomatal conductance,
transpiration, and net photosynthesis;
. Gluconacetobacter : - . .
Oryza sativa . . Water stress Increase in free proline levels Filgueiras et
(rice) diazotrophicus cepa Pal5 control Increase in the number of panicles per pit al. (2020)
(BR 11281, ATCC49037) . )
and crude protein;
Alters the activities of the main enzymes
SOD, CAT and APX.
Growth Increase in shoot height, root length, fresh
Cucumis sativus Rh . and dry mass, total chlorophyll content and
odopseudomonas promotion and Ge e Zhang
L. alustris (G5) salt stress soluble sugar content. (2019)
(cucumber) P control Increased SOD, POD and PPO activity;
' Reduces H202 and MDA levels.
Increase in the levels of photosynthetic
Growth pigments and mineral nutrients (Fe or Mg) in
Glycine max (L.) promotion and plant leaves;

Merr (1) (soy); Bradyrhizobium sp. heavy metal Increase in dry weights of ryegrass shoots Guo e Chi
Lolium multiflorum (YL-6) stress control Increased cadmium concentrations in (2014)
Lam. (2) (azevém) ryegrass root

Cadmium concentration in soybean roots
and shoots decreased.
Increased plant biomass, carbohydrates,
reducing sugars, proteins, chlorophylls,
phenol, flavonoid content and increasing

. . Bacillus marisflavi (CHR Ievel_s of antioxidant enzymes.

Pisum sativum L. JH 203) e Bacillus cereus Salt stress Expression of ROS scavenging genes Gupta et al.
(pea) (BST YS1_42) control (PsSOD, PsCAT, PsPOX, PsNOS, PsAPX, (2021)
- PsChla/bBP), defense genes and cell rescue
genes (PsPRP, PsMAPK, PsFDH);
Higher level of gene expression and salt
tolerance.
Control of salt Increas_ed expression levels of ROS
Solanum . . . ! scavenging enzymes, APX, SOD, CAT, .
Bacillus pumilus e Bacillus water and Gururani et al.
tuberosum fi DHAR and GR.
irmus str. heavy metal : ) (2013)
(potato) stress Proline accumulation
Increase in photosynthetic efficiency
Increases growth, fresh and dry biomass of

; . Control of salt . roots and S.hOOtS;

Vigna radiata L. Bacillus cereus (Pb25) stress and Relief from oxidative damage. Islam et al.
(bean) productivity Increased POD, SOD and CAT activities; (2016)

Increase in proline accumulation,
potassium, nitrogen and phosphorus.
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Species

Bacteria

Purposes Physiological changes Reference
Induces resistance to osmotic and oxidative
stress due to cold, by upregulating
Lysinibacillus fusiformis osmolytes, phenolics (proline, glycine Jhae
Zea mays L. P Thermal stress betaine, soluble sugars and phenolic
: (YJ4) e Lysinibacillus L . Mohamed,
(maize) sphaericus (YJ5) control content), phytohormones (auxin, gibberellin (2022)
P and ACC deaminase and the lower ABA
content) and antioxidant enzymes (SOD,
CAT and PAL).
Increase of different GA and organic acids
Increase in IAA and GAs content and
Glycine max (L) number of root tips, improving nutrient
y Merril Curtobacterium sp. (SAK1) Salt stress absorption by plants. Khan et al.
(soybean) P control Relief from polyphenolic oxidase and (2019Db)
Y peroxidase;
Deamination of ACC, leading to ethylene
reduction.
Regulation of endogenous phytohormones
Glycine max (L) Bacillus aryabhattai (ABA and SA), antioxidants (GSH, LPO,
Merril (ALT29) e Arthrobacter Sac'ér‘:‘ggfs TPP, PPO and POD):; Kh(ggzei)a"
(soybean) woluwensis (ALT43) Greater absorption of ions (Na and K);
Gene expression (GmFLD19 and GmNARK).
Induces adventitious root initiation.
Glycine max (L) Reduces flooding stress by improving .
Merrill Klebsiella variicola (AY13) Water stress chlorophyll content, chlorophyll fluorescence Kim et al.
control o . : (2017a)
(soybean) quantum efficiency during and after flooding
stress.
Glycine max (L) . . . Growth Regulation of phytohormones (GA and ABA) .
. Bacillus amyloliquefaciens . X ) Kim et al.
Merrill promotion and and proline content in salt-tolerant soybean
(H-2-5) (2017b)
(soybean) salt stress plants.
Bacillus meaaterium Greater activity of the ACC deaminase
Phaseolus g . Ozone Stress enzyme and chlorophyll a fluorescence; -
) CFBP486 (BM) e Bacillus e . Kittipornkul et
vulgaris L. ol faci Control Increase in biomass; L (2021
(bean) amyloequetaciens (others) Improves Os stress by inducing systemic al ( )
CFBP486 (BM) ; )
resistance;
Increase in shoot length, root length, fresh
Triticum aestivum . . Growth mass and dry mass of wheat at both
L Pseudomonas libanensis promotion and moisture levels: Kour et al.
(wheat) (EU-LWNA-33) water stress Increased proline, glycine betaine at all (2019)
levels of moisture stress;
Increase in chlorophyll content, relative water
content in the leaf, accumulation of proline,
Salt stress ) -
Zea mays L. Bacillus aquimaris (DY-3) control soluble sugar and total phenolic compound. Li e Jiang,
(maize) q Increase in SOD, CAT, POD and APX (2017)

activities.
Decrease in lipid peroxidation and Na* levels.
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Species

Bacteria

Purposes

Physiological changes

Reference

Arabidopsis
thaliana
(starweed)

Herbaspirillum seropedicae
(HRC54)

Growth
promotion

Increase in leaf area, fresh and dry mass of
shoots and roots
Expression of proteins involved in the redox
state of the chloroplast, including 9
photosynthesis-related proteins: TL29, CB5-
E, GPX1, CSD2, TRX-M4, PRXQ, THM1,
TRXF1 and ATHM2
Expression of defense-related proteins:
Methionine Sulfoxide Reductase B2
(MSRB2), Actin Depolymerizing Factor 3
(ADF3) and PR-5 (pathogenesis-related-5),
cysteine-rich secretory protein (CAP) and
repeat family protein rich in leucine (LRR).

Leandro et al.
(2019)

Poa annua L.
(dog hair)

Paenibacillus tundrae
(TS19), Bacillus mycoides
(TS26) e Brevibacterium
frigoritolerans (TS22)

Water stress
control

Improves underground dry biomass and root-
to-shoot ratio
Increase in the ROS content in the plant leaf
with the deepening of water stress.

Li et al. (2022)

Peganum harmala

L. (rue) (1)

Lactuca sativa L
(lettuce) (2)

Mesorhizobium
tamadayense (BKM 04),
Enterobacter
xiangfangensis (BKM 30),
Pseudomonas azotifigens
(BKM 07) e Streptomyces
caelestis (BKM 05)

Control of salt
stress and
heavy metals

Root and shoot lengthening
Greater amount of IAA produced in non-
stressed and stressed conditions was
recorded for three strains;
Accumulation of osmolytes (sugars, amino
acids and proline) and exopolysaccharides.

Madline et al
(2021)

Bacillus subtilis (AR5) e

Improves plant height, aerial part dry mass,
proline content, enzymatic activities.
Accumulation of mineral nutrients in the

Vicia faba L. Bacillus thuringiensis Saline stress aerial part of plants. Mahgoub et al.
(lima bean) (BR1) control Increased activities of APX, GSH, CAT, (2021)
POD, PPO, SOD, and AA;
Increase in the ascorbate-glutathione redox
cycle.
Improves biomass growth, reducing Na*
absorption;
Solanum Growth Increasing chlorophyll levels and maintaining
lycopersicum var. . L promotion and membrane integrity; Masmoudi et
Rio grandi Bacillus spizizenii (FMH45) salt stress Reduces lipid peroxidation and improves the al. (2021b)
(tomato) control production of antioxidants.
Increased POX activity
Reduces the production of H202 and MDA.
Increase in the microbial population;
Serratia rubidaea (A) e Abiotic stress Increased plant biomass and antioxidant
Medicago sativa Pseudomonas putida (B), control by activities. Motamedi et
L. Serratia sp. (C) mais herbicide H202 reduction al. (2022)
Synorhizobium meliloti(R) (others) MDA Reduction

Increased CAT, APX and GPX
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Species Bacteria Purposes Physiological changes Reference
Stimulates root vacuolar H+ pumps (vacuolar
H* -ATPase and vacuolar H+ -PPase) and
Oryza sativa L. Herbaspirillum Growth Increased plant growth (biomass), Ramos et al.
(rice) seropedicaea promotion macronutrient content (N, P, K, Ca, Mg and (2020)
S), micronutrients (Fe, B, Cu, Mo, Ni, Zn)
and photosynthetic efficiency.
Pseudomonas geniculata Increase in dry mass of shoots and roots
(B11), Achromobacter sp. Modulates defense mechanisms;
Solanum (B124), Bacillus Salt stress Improvement in stomatal conductance, Naseri et al
lycopersicum L. megaterium (P2), control proline content and Na*/K* ratio in plant (2022) '
(tomato) Lysinibacillus sphaericus tissues.
(B19) e Bacillus cereus Increase in proline content and sodium
(B40) content.
Relief of salt stress by IAA and ABA.
Increase in leaf area, root length;
Improves chlorophyll fluorescence indexes,
relative water content, electrolyte leakage
Brassica napus L. | Enterobacter sp. (S16-3) e Salt stress index, photosynthetic pigments (chlorophyll Neshat et al.
(canola) Pseudomonas sp. (C16-2°) control a, b and carotenoids), Na+ and K+ (2022)
Improvement of biochemical parameters
such as MDA content, H202 content,
Improvement in total protein content, proline
and antioxidant enzyme activities.

ABA — Abscisic acid; ACC deaminase - 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase; APx — Ascorbate peroxidase; AA — Ascorbic
acid; AUDPC — Area Under the Disease Progress Curve; CAT — Catalase; ROS — Reactive Oxygen Species; GAs — Gibrelins; GDH —
Glutamate dehydrogenase; GOGAT — Glutamate synthase; GPx — Glutathione Peroxidase; GPOX — Guaiacol peroxidase; GR —
Glutathione Reductase; GS — Glutamine synthetase; GSH — Glutathione; IAA- Indole acetic acid; LPO — Lipid peroxidation; MDA —
Malondialdehyde; NADPH — Nitrate reductase; PAL — Phenyl alanine ammonia lyase; POD — Peroxidase; POX — Phenol peroxidase;

PPC — Phosphoenol pyruvate carboxylase; PPO — Polyphenol oxidase; RUBISCO — Ribulose-. -1,5-bisphosphate carboxylase/oxygease;
SA — Salicylic acid; SOD — Superoxide dismutase.
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4 CAPITULO I

ISOLADOS DE Enterobacter asburiae e Pseudomonas putida NATIVOS DA
AMAZONIA PROMOVEM O CRESCIMENTO DE PLANTAS JOVENS DE
Theobroma cacao L. E O ANTAGONISMO IN VITRO SOBRE

Moniliophthora perniciosa
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RESUMO

A utilizacdo de bactérias endofiticas € uma estratégia sustentavel para o biocontrole
de doencas do cacaueiro e promocao de desenvolvimento vegetal. Assim, o objetivo
do presente estudo é analisar o potencial de bactérias endofiticas de Theobroma
cacao para promocao de crescimento vegetal em plantas jovens de cacaueiro
e antagonismo in vitro do patdégeno M. perniciosa. Para isso, ramos de cacaueiro
foram coletados em sete municipios do estado do Acre para o isolamento das
bactérias de folha e caule. As bactérias foram avaliadas quanto a capacidade de
fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), solubilizacdo de fosfato (PO4%), producéo de
acido indol-3-acético (AlA), deteccao de enzimas celulase, protease, lipase, amilase
e ACC deaminase. Também foi realizado o teste de antagonismo entres bactérias
frente ao patdgeno Moniliophthora perniciosa. Ao término dos ensaios fisiolégicos,
as plantas de T. cacao foram inoculadas com as bactérias selecionadas por 180 dias.
Ao final do experimento, caracteres morfoagronémicos e fisiolégicos foram
avaliados. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e para
comparacédo de médias foi utilizado o teste de agrupamento de médias de Scott Knott
a 5% de probabilidade. Foram obtidos 155 isolados de bactérias endofiticas de T.
cacao., 55% das bactérias isoladas apresentaram atividade positiva para FBN,
seguido por antagonismo ao patégeno (48%), solubilizacdo de PO4* (18%),
producdo de &cido indol-3-acético (18%), atividade proteolitica (10%), ACC
deaminase (8%) celulolitica (3%) e amilolitica (1%). A producao de AIA variou entre
21,1 e 93,13 pg/mL, com destaque para a bactéria E. hormaechei (1.892), que
apresentou 93,13 pg/mL. Para o teste de antagonismo, nove bactérias (6%)
reduziram 50% ou mais do crescimento micelial do patdgeno, com destaque para a
bactéria 1.783 que reduziu 61,8% do crescimento de M. perniciosa. Quanto a
promocdo de crescimento, foi observada a modulacdo positiva nas mudas
inoculadas para a area foliar, messa fresca da raiz (MFR) e seca total (MST). As
bactérias Enterobacter asburiae (1.905), E. asburiae (1.923), Bacillus
amyloliquefaciens (1.867) e E. asburiae (1.906) aumentaram significativamente a
area foliar, com incrementos de até 50,6%. Além disso, os isolados E. asburiae
(2.923), E. asburiae (1.905) e E. asburiae (1.906) aumentaram a MFR e MST, com
aumentos de 44,4% e 43,7%. Também foi verificada modulacdo positiviva da
inoculacao na quantidade de pigmentos foliares, para os quais Pseudomonas putida
(1.845), E. asburiae (1.905), isolado 1.850 e isolado 1.848 aumentaram os teores de
clorofilas a e b, carotendides e clorofila total, quando comparado ao controle.
Portanto, bactérias endofiticas isoladas de T. cacao demonstram potencial de
crescimento vegetal e antagonismo, e sdo promissoras para o desenvolvimento de
novas tecnologias e integracdo aos sistemas de producéo sustentavel de cacau na
Amazonia.

Palavras-chaves: Fixacao biolégica de nitrogénio (FBN); acido indol-3-acético (AlA);
Enterobacter; Pseudomonas.
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ABSTRACT

The use of endophytic bacteria is a sustainable strategy for biocontrol of cocoa
diseases and promotion of plant development. Thus, the objective of the present
study is to analyze the potential of endophytic bacteria from Theobroma cacao to
promote plant growth in young cocoa plants and in vitro antagonism of the pathogen
Moniliophthora perniciosa. For this, cocoa tree branches were collected in seven
municipalities in the state of Acre for the isolation of leaf and stem bacteria. The
bacteria were evaluated for their capacity for biological nitrogen fixation (FBN),
phosphate solubilization (PO4*), production of indole-3-acetic acid (IAA), detection of
cellulase, protease, lipase, amylase and ACC deaminase enzymes. The antagonism
test between bacteria against the pathogen Moniliophthora perniciosa was also
carried out. At the end of the physiological tests, the T. cacao plants were inoculated
with the selected bacteria for 180 days. At the end of the experiment,
morphoagronomic and physiological characters were evaluated. The data obtained
were subjected to analysis of variance and to compare means, the Scott Knott mean
grouping test was used at 5% probability. 155 isolates of endophytic bacteria from T.
cacao were obtained. 55% of the isolated bacteria showed positive activity for FBN,
followed by antagonism to the pathogen (48%), solubilization of POs* (18%),
production of indole-3- acid acetic acid (18%), proteolytic activity (10%), ACC
deaminase (8%), cellulolytic (3%) and amylolytic (1%). AIA production varied
between 21.1 and 93.13 pg/mL, with emphasis on the bacterium E. hormaechei
(1,892), which presented 93.13 pg/mL. For the antagonism test, nine bacteria (6%)
reduced 50% or more of the pathogen's mycelial growth, with emphasis on bacteria
1,783, which reduced 61.8% of the growth of M. perniciosa. Regarding growth
promotion, positive modulation was observed in the inoculated seedlings for leaf area,
root freshness (MFR) and total drought (MST). The bacteria Enterobacter asburiae
(1,905), E. asburiae (1,923), Bacillus amyloliquefaciens (1,867) and E. asburiae
(1,906) significantly increased leaf area, with increases of up to 50.6%. Furthermore,
strains E. asburiae (1,923), E. asburiae (1,905) and E. asburiae (1,906) increased
MFR and MST, with increases of 44.4% and 43.7%. A positive modulation of the
inoculation in the amount of leaf pigments was also verified, for which Pseudomonas
putida (1,845), E. asburiae (1,905), isolate 1,850 and isolate 1,848 increased the
levels of chlorophylls a and b, carotenoids and total chlorophyll, when compared to
the control. Therefore, endophytic bacteria isolated from T. cacao demonstrate
potential for plant growth and antagonism and are promising for the development of
new technologies and integration into sustainable cocoa production systems in the
Amazon.

Keywords: BPCV; Biological nitrogen fixation (BNF); Indole-3-acetic acid (IAA);
Enterobacter; Pseudomonas.
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4.1 INTRODUCAO

O cacau (Theobroma cacao L.) & conhecido mundialmente por ser base para
producdo de chocolate. Os maiores produtores s&o os paises da Africa Ocidental,
como Costa do Marfim, Gana, Nigéria e Camardes, e da América do Sul, Equador,
Colémbia e Brasil. Ao todo, esses paises representam 90% da producédo de cacau,
grande parte proveniente de pequenos agricultores (ICCO, 2020).

No Brasil, a produgéo de cacau na Amazobnia é prioritariamente em Sistema
Agroflorestal, em propriedades de agricultores familiares, com 70% dos cultivos
realizados em areas degradadas, antes ocupadas por pastagens (EMBRAPA, 2022;
VENTURIERI et al., 2022). Levando em consideragao que o fruto tem proporcionado
rentabilidade aos pequenos agricultores, bem como diversificacao da renda por meio
dos consorcios florestais, e auxiliado na reducédo de areas degradadas, trata-se de
uma cadeia produtiva altamente sustentavel e bem-vista internacionalmente. Logo,
gerar tecnologias sustentaveis que impulsionem a cacauicultora € de grande
importancia.

Entretanto, os plantios de cacaueiro estdo ameacados por patdogenos de
importancia socioecondmica. Até 1970, o Brasil era segundo maior produtor mundial
de cacau, porém, pragas guarentenarias assolaram a espécie e devastaram milhares
de hectares (EVANS, 2016). O fungo causador da vassoura-de-bruxa
(Moniliophthora perniciosa) € um dos principais patégenos da espécie. Os esporos
fungicos colonizam tecidos meristematicos, e ocasionam danos em regiées apicais,
com hipertrofia e hiperplasia da semente, e por fim necrose de tecidos (TIRADO-
GALLEGO et al., 2016).

A medida utilizada para contornar o problema ainda se trata da utilizacao do
controle quimico. Todavia, esta consolidado o fato que o uso de defensivos agricolas
em larga escala provoca distarbios ambientais, com a contaminag¢éo do solo, animais
e dos seres humanos (NASCIMENTO; MELNYK, 2016). Devido a isto, 0 manejo
integrado de doengas (MID) é uma ferramenta ideal para superar desafios
fitossanitarios, visto que o principio basico é a unido de técnicas mais sustentaveis
para o controle de doengas em plantas (PANDEY et al., 2016).

Nesse contexto, o uso de microrganismos endofiticos se enquadra como
promissor a ser integrado ao desenvolvimento da cacauicultura, visto que séo

importantes produtores de substancias biotivas, resultado da interacdo
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enddfito/planta, que estdo associados a protecdo da planta em campo contra
fitopatogenos (KUMAR; KAUSHIK, 2012). As bactérias endofiticas sdo importantes
produtoras de hormdOnios vegetais que tem fundamental importancia no
desenvolvimento inicial das plantulas, aumentando sua sobrevivéncia em estagios
iniciais (AFZAL et al., 2019). Neste sentido, bactérias promotoras de crescimento e
desenvolvimento vegetal (BPCV) podem ser um interessante meio tecnolégico e/ou
conservacionista. Isto porque a presenca dos microrganismos endofiticos é um dos
principais fatores que influenciam na adaptagéao da planta ao ambiente (AZEVEDO,
1998).

No setor agricola existem varios estudos sobre bactérias endofiticas que
auxiliam o crescimento vegetal. O uso de fitobactérias como promotoras de producgéo
do fitohorménio acido indol-3-acético (AlA), por meio da producdo de triptofano,
producdo de aménio prontamente disponivel para a planta e acédo de nitrogenase,
h4 muito é estudado, a ponto deste tipo de tecnologia ser uma das maiores
alternativas para a maximizacdo do uso do solo (BERG, 2009; BHATTACHARYYA,
JHA, 2012). Neste sentido, bactérias endofiticas sdo uma importante ferramenta no
desenvolvimento de novas tecnologias no setor agricola, para a viabilizacdo de
producdo de mudas com maior qualidade biolégica no que diz respeito ao
desenvolvimento vegetal e resisténcia a fitopatdgenos. Dessa forma, este trabalho
tem por objetivo analisar o potencial de bactérias endofiticas de Theobroma cacao
para promocdo de crescimento vegetal em plantas jovens de cacaueiro e

antagonismo in vitro do patdégeno M. perniciosa.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Isolamento de bactérias endofiticas de Theobroma cacao da Amazbnia

Para o isolamento das bactérias endofiticas, ramos de cacaueiros foram

coletados em sete municipios do Acre (Figura 1), acondicionados em sacos plasticos

e transportados ao Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal do Acre.
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Figura 1. Municipios de coleta de Theobroma cacao para isolamento de bactérias
endofiticas, Acre, Brasil.
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Inicialmente, os ramos foram lavados com agua corrente da torneira, e a
desinfestacédo realizada pela imersao em alcool 70% (v/v) por 1 minuto, seguido de
hipoclorito de sodio a 2,5% de cloro ativo, por 3 minutos, alcool 70% por 30
segundos, e dois enxagues com agua esterilizada, um minuto cada lavagem. Em
condicao de fluxo laminar vertical, as folhas e caules desinfestados foram cortados
em fragmentos de 5 mm de diametro, e inoculados em meio de cultura Triptona de
Soja (TSB) acrescido do antifangico Cercobin 700 (50 pg/mL). Os fragmentos de
cada 6rgdo da planta, folha e caule, foram depositados em meio de cultura e
incubadas a 28 °C por 30 dias. Diariamente os fragmentos foram analisados para
verificagcdo de crescimento bacteriano (Figura 2A e 2B) (AZEVEDO et al., 1998;
ARAUJO et al., 2010).
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Figura 2. Isolamento e caracterizacdo morfoldégica de bactérias endofiticas de
Theobroma cacao. (A) Isolamento de bactérias do caule. (B) Isolamento de
bactérias da folha. (C) Caracterizacdo macro morfologica das colbnias.

As colbnias morfologicamente distintas foram purificadas pelo método de
estrias por esgotamento em meio de cultura TSB a 10% (Figura 2C). Em seguida, as
linhagens bacterianas purificadas foram preservadas em microtubos com 800 pl de
meio TSB liquido suplementado com 200 pul de glicerol e armazenadas em freezer,

para manutencado de suas caracteristicas genéticas (ARAUJO et al., 2010).

4.2.2 Caracterizacdo morfolégica das bactérias endofiticas isoladas

A analise macromorfolégica das bactérias isoladas considerou o tamanho
(puntiforme menor que 0,5 mm), forma (circular, irregular ou rizéide), bordas (lisa,
lobada, denteada ou ondulada), superficie (lisa, rugosa, pregueada, raiada),
consisténcia (cremosa, viscosa, granulosa ou seca), transparéncia (opaca,
translicida ou transparente), coloracdo (amarelo ouro, amarelo citrina, amarelo
claro, vermelho, rosada, branca, castanha ou alaranjada) e brilho (fosco ou brilhante)
ARAUJO et al., 2010).

Para a micromorfologia foi utilizado o método de coloracdo de Gram, no qual
uma amostra de coldnias bacterianas, armazenadas em placas de Petri contendo
meio TSB 10%, foi coletada com o auxilio da alca bacteriologica estéril, e em
seguida, misturada a uma gota de solucdo salina em uma lamina de vidro e
submetido as etapas da coloracdo de Gram. Apods a coloracédo, a lamina foi seca e
submetida & observacdo sob microscopio para observacdo da forma, arranjo e
classificacdo de Gram (ARAUJO et al., 2010).



86

4.2.3 Analises de caracteres fisioldgicos de promocao de crescimento vegetal direto

por bactérias endofiticas

Teste de Fixacgao Bioldgica de Nitrogénio

A deteccdao de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) foi determinada por meio
da formacao de pelicula de crescimento em tubos de ensaio contendo meio de Nbf
semi-sélido, como descrito por Boddey et al., 1995), composto de acido malico (5,0
g/L), KH2PO4 (0,5 g/L), MgS04.7H20 (0,2 g/L), NaCl (0,1 g/L), CaCl2.H20 (0,002 g/L),
2 mL de solug&o de micronutrientes (0,04 g CuS04.7H20, 1,2 g ZnS04.7H20, 1,4 g
H3BOs3, Na2M004.2H20 (1 g/L) e MnS0O4.H20(1,175 g/L), acrescido de 2 mL/L de
solugcéo de bromotimol (1 g de azul de bromotiomol, 50 mL de etanol e 50 mL de
agua destilada), 4 mL/L de FeEDTA (4M), 1 mL/L de solucdo de vitaminas (0,1 g de
biotina e 0,02 g de piridoxina complementados com 1000 mL de agua destilada), 4,5
g KOH, 1,8 g de agar, completados com 1000 mL de agua destilada. O pH deste
meio foi ajustado a 6,8 (ARAUJO et al., 2010).

Teste de solubilizacdo de fosfato

Os isolados com atividade positiva para FBN foram submetidos ao teste de
solubilizacéo de fosfato. A capacidade de solubilizacdo de fosfato pelos isolados
bacterianos foi analisada pela presenca de halo translucido, apds o cultivo das
bactérias no meio de fosfato, composto por 10,0 g de glicose, 5,0 g NH4Cl, 1,0 g
NacCl, 1,0 g MgSOa. 7H20, 0,8 g CaHPO4 e 15 g de &gar, complementados com 1000
mL de agua destilada, a 28 © C por 72 horas (VERMA et al., 2001). O teste foi

realizado em triplicata.

Teste de produgéo do acido indol-3-acético (AlA)

Isolados com atividades positivas para FBN e solubilizacéo de fosfato, foram
submetidas ao teste de producao de AlA, realizado pelo método de Bric et al. (1991).
Primeiramente, foi realizada a inoculacdo bacteriana em meio de cultivo TSB,
suplementado com 10% de L-triptofano (5 mM) e incubadas sob agitacdo, no escuro,

a 28 °C por periodo de 72 horas. Decorrido o periodo, as culturas foram centrifugadas
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por 5 minutos a 12.000 rpm. Deste processo, 900 pL do sobrenadante foi misturado
com 400 pL do reagente de Salkoviski, sendo esta solucao incubada a temperatura
e luminosidade ambiente por 30 minutos. Posteriormente, foi processada a analise
do AIA em triplicata, por meio do uso de técnica de espectrofotometria, com
comprimento de onda de 530 nm (HARTMANN et al., 1983).

Foi preparada curva padrdo com concentracfes de AIA comercial (padrao)
nas concentra¢des de 100, 80, 40, 10 e O pg/mL, que foi utilizada para o célculo
guantitativo de AIA em cada amostra. Em seguida os dados foram tabulados em um
grafico com as concentracdes do AlA padrdo no eixo x (Hg/ml) e o valor médio de
absorbancia no eixo Y. Com base nesses valores foi gerado a equacéo da reta, bem
como o valor de R?. Posteriormente os valores de absorbancia de cada amostra
foram calculados com base na equacao obtida, em que x é o valor da absorbancia

encontrada a 530 nm e y a concentracdo de AIA em pug/mL (EMBRAPA, 2017).

Teste de producao de 1-aminociclopropano-1-carboxylato (ACC) deaminase

Os isolados com atividade positiva para FBN, solubilizacdo de fosfato e
producdo de AIA foram analisados pelo teste de deteccdo da atividade de ACC
deaminase. Foi o utilizado o método de Glick et al. (1995), que se baseia no preceito
gue alguns isolados possam crescer em meio onde a Unica fonte de nitrogénio seja
0 ACC devido a presenca da enzima ACC deaminase. Primeiramente, os isolados
foram cultivados em meio TSB a 28 °C por 24h. Posteriormente, foi preparado meio
sélido ACC e adicionado o equivalente a 5 g de ACC (comercial) em 1L de meio
minimo e complementado com 15 g de agar. Também foi preparado 0 meio na
auséncia de ACC sem nenhuma fonte de nitrogénio. Apés o preparo dos meios 0s
isolados foram semeados em placas e incubados a 28 °C por 48h. Os isolados que
cresceram somente no meio com ACC foram considerados capazes de utilizar o ACC

como fonte de N e, portanto, produtores de ACC deaminase.

4.2.4 Andlises de caracteres fisiologicos de promocdo de crescimento vegetal

indireto por bactérias endofiticas

A avaliacdo do potencial de promocéo de crescimento vegetal indireto foi

composta pela deteccdo de enzimas hidroliticas e teste de antagonismo frente ao
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patdgeno M. perniciosa. Ambos os ensaios foram realizados para todos os isolados
de T. cacao. As enzimas analisadas foram celulase, amilase, protease e lipase. Para
a realizacdo destas etapas as bactérias foram previamente cultivadas em meio TSB
por 48 h a 28°C e posteriormente foram inoculados em meios especificos para cada

enzima avaliada.

Atividade celulolitica

Para o teste de degradacéo de celulose, as bactérias foram inoculadas em
placas de Petri contendo o meio sélido de agar carboximetilcelulose (CMC)
(carboximetilcelulose 10 g; &gar 15 g para 1L), e incubadas a 28 °C por sete dias.
Apés incubacao, as placas foram coradas com 10 mL do corante iodo de Gram por
10 min para a revelacao do halo de degradacao de CMC (MEDDEB-MOUELHI et al.,
2014).

Atividade amilolitica

Para o teste de degradacdo de amido, as bactérias foram semeadas em meio
sélido composto de 15 g agar, 2,7 g extrato de carne, 4,5 g peptona com 1% amido
para 1 L de agua destilada. As placas foram incubadas a 28 °C por sete dias e
posteriormente para analise foi utilizado a solu¢céo reveladora de iodo de Gram. A
atividade foi considerada positiva com a formacédo do halo de degradacéo translucido
ao redor da coldnia (DINGLE et al., 1953).

Atividade lipolitica

Para o teste de degradacédo de lipideos, as bactérias foram inoculadas em
meio minimo (0,19 g NaNOs, 0,59 g KH2PO4, 0,25 g MgS04.7H20, 0,25 g KClI, 0,005¢g
FeS04.7H20, 5 g glicose e 15 g &gar para 1L), suplementado com 2% de Tween 80
ajustado o pH em 6,5. As placas foram incubadas a 28 °C por sete dias e
posteriormente mais 7 dias na geladeira (SIERRA, 1957). ApGs a incubacéo, a
reacao enzimatica positiva para lipase foi a identificacédo da formacéo de cristais de
sais de célcio (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).
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Atividade proteolitica

Para o teste de degradacdo de proteina, as bactérias foram semeadas em
meio minimo (0,19 g NaNOs, 0,59 g KH2PO4, 0,25 g MgSOa4.7 H20, 0,25 g KClI,
0,005g FeS0a4.7 H20, 5 g glicose e 15 g agar para 1L), suplementado com 2% de
leite desnatado, ajustado o pH em 6,5. As placas foram incubadas a 28 °C por sete
dias. Os resultados das reacdes enzimaticas positivas foram identificados pela
formacdo de um halo de degradacéo translucido ao redor da colénia, ndo sendo

necessario solucdo reveladora (DINGLE et al., 1953).

Ensaio de antagonismo frente ao patdgeno Moniliophthora perniciosa

As bactérias endofiticas isoladas foram utilizadas para o teste de antagonismo
frente ao patégeno M. perniciosa. A coldnia do patégeno M. perniciosa foi obtida da
Colecdo de Microrganismos do Laboratério de Microbiologia da Universidade
Federal do Acre. Para a realizacdo do teste de antagonismo utilizou-se o teste de
paridade in vitro. Discos fungicos de 6 mm do patégeno M. perniciosa, previamente
crescido em meio de cultura BDA por 7 dias, foram inoculados na regido central da
placa de Petri de 90mm de diametro, contendo meio BDA. Nas extremidades da
placa foi inoculado a bactéria endofitica, por meio de estrias mdltiplas para
espalhamento do material. O teste foi realizado em triplicata e incubado a 25 °C por
7 dias. Apds este periodo o potencial de antagonismo foi avaliado mediante a
medicdo em milimetros do crescimento do patégeno M. perniciosa em compara¢ao

ao grupo controle (auséncia de bactéria) (ROMEIRO et al., 2007).

4.2.5 Caracterizagdo molecular das bactérias endofiticas com indicativo de

promogéao de crescimento vegetal

As bactérias endofiticas com os melhores resultados para as atividades de
promocéao de crescimento vegetal direto e indireto, foram submetidas a extragéo de
acido desoxirribonucleico (DNA) utilizando o kit comercial Bacterial Genomic DNA
isolation kit-50r. Os produtos obtidos na extracdo foram analisados por eletroforese

em gel de agarose a 1%, para confirmacéo da extragdo do DNA. Para amplificagéo
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foi utilizada a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com os primers
27 F (AGAGTTTGATCM TGG CTC AG) e 1378 R (CGG TGT GTA CAA GGC CCG
GGA AGG) (HEUER et al., 1997), especificos para a regido bacteriana universal 16S
rRNA. A amplificacdo foi realizada em um termociclador com a seguinte
programacao: 94 °C por 2 min, 95 °C por 40 s, 60 °C por 40 s, 72 °C por 1 min e
seguido por uma etapa de extensdo de 7 min a 72 °C, totalizando 35 ciclos.
Posteriormente, os produtos de PCR foram purificados seguindo o protocolo do kit
comercial Easy Pure PCR Purification Kit. Apds a etapa de purificagdo, as amostras
foram enviadas a empresa ACTgene Analises Moleculares Ltda. para realizacdo do
sequenciamento.

As sequéncias obtidas foram analisadas pelo BLASTn contra a base de dados
National Center for Biotechnology Information (NCBI) website —
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi para conferéncia dos géneros e identificacdo

das espécies de bactérias em estudo.

4.2.6 Teste de promocgéao de crescimento vegetal em casa de vegetacéo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo sob delineamento
inteiramente casualizado (DIC). Para a inoculacdo das plantulas, sementes de T.
cacao nativo foram utilizadas, onde primeiramente realizou-se a desinfestacao
superficial das sementes pela imersao em alcool 70% por 1 minuto, em hipoclorito
de sddio a 2,5% por 3 minutos, em alcool 70% por 30 segundos, seguido de lavagem
em agua esterilizada por 1 minuto (ARAUJO et al., 2010). Posteriormente, as
sementes foram secas e semeadas em bandejas contendo substrato estéril formado
por serragem, areia e terra vegetal na proporcdo 1:1:1 (SENAR, 2018). Ap6s 30
dias, as mudas sem ma formacao foram submetidas ao processo de inoculagéo. Esta
etapa consistiu em mergulhar o sistema radicular das plantulas em 50 mL de in6culo
bacteriano na concentracdo de 108 UFC/mL ajustados conforme escala Mc Farland.
O in6culo é composto por agua destilada autoclavada com adicdo da colbnia
bacteriana. Apés a inoculacao, as plantulas foram transplantadas para vasos de 4
litros, contendo areia e terra vegetal na propor¢cao 1:1. A cada 30 dias as plantas
eram novamente tratadas com 50 mL de inoculo bacteriano adicionado aos subtratos

de cada tratamento.



91

O experimento consistiu em avaliar 12 isoaldos bacterianas com atividade

positiva para pelo menos quatro caracteristicas fisiolégicas de promocao de

crescimento direto e indireto, mais o controle (agua), totalizando 13 tratamentos.

Ap0s 180 dias as mudas foram avaliadas, sendo analisadas as seguintes variaveis

morfoagrondémicos:

a.

Altura (cm) - utilizado uma fita métrica para medicdo desta variavel, que
consistiu da mensuragcdo em centimetros do colo até o meristema apical da
planta;

Area foliar (cm?) - utilizada uma fita métrica para medicéo desta variavel. A
area foliar foi obtida pelo produto oriundo da multiplicacdo de outras duas
variaveis das folhas, largura (cm) e comprimento (cm). Foram mensuradas
somente as folhas da regido mediana da planta;

Comprimento da raiz (cm) - utilizada uma fita métrica para medicdo desta
variavel. Para isso a mensuracéo foi iniciada na base do colo até o meristema
apical da raiz;

Massa fresca da parte area (g) - Imediatamente apds a finalizacdo do
experimento, a parte aerea das plantas foram pesadas com auxilio de uma
balanca semi analitica para afericdo das massas frescas;

Massa fresca da raiz (g) - Imediatamente apds a finalizacdo do experimento,
a raiz das plantas foram pesadas com auxilio de uma balanca semi analitica
para afericdo as massas frescas;

Massa seca da parte aérea (g) - A parte aerea das plantas foram submetidas
a secagem. Para isso foi utilizada uma estufa com temperatura ajustada a 60°
C por um periodo total de 72h. Apés a secagem, as amostras foram pesadas
com com auxilio de uma balanca semi analitica para afericdo das massas
secas;

Massa seca da raiz (Qg) - A raiz das plantas foram submetidas a secagem. Para
isso as amostras foram secas em estufa ajustada a temperatura a 60° C por
um periodo total de 72 h. ApGs a secagem, as amostras foram pesadas com
com auxilio de uma balanga semi analitica para afericdo das massas secas;
Massa seca total (g) - Obtida por mensuragéo indireta, pelo somatério das
massas secas tanto da parte aérea quanto raiz;

Diametro do colo (mm) - Obtida pela mensuracao direta com auxilio de um

paguimetro digital.
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j. Indice de qualidade de Dickson - IQD (DICKSON et al., 1960): A qualidade
das mudas foram evidenciadas pelo calculo do indice IQD. Esta variavel foi

obtida de forma indireta, pela seguinte equagéo:

MST (g)

~ ALT (cm) + MSPA (g)
DC (mm) MSR (g)

IQD

Onde:

IQD = indice de qualidade de Dickson - IQD
MST = Massa seca total

ALT = Altura

DC = Diametro do colo

MSPA = Massa seca da parte aerea

MSR =Massa seca da raiz

4.2.7 Contetdos de pigmentos fotossintéticos e carotendides

A quantificacao de clorofilas e carotendides foi realizada a partir de 50 mg de
folhas obtidas da porcao mediana da planta. Foram utilizadas trés repeticoes de cada
tratamento para quantificagdo. As amostras foram fragmentadas em tubos de ensaio
e em seguida imersas em 7 mL de acetona 80%. Os tubos foram armazenados na
temperatura de 4 °C durante 48 horas para extracdo de pigmentos. Apds este
periodo, as absorbancias foram coletadas por meio de um espectrofotbmetro
utilizando trés comprimentos de onda 663 nm, 647 nm e 470 nm. Para quantificacao
dos pigmentos, os valores de absorbancia obtidos foram substituidos nas equacfes
de Lichtenthaler e Wellburn (1983). A quantidade de pigmentos € obtido em pg/mL e
expressos em mg/mL:

Clorofila total = (17,3 * As4a7 + 7,18 * Ase3);

Clorofila a = (12,21 * Assz— 2,81 * Asa7);

Clorofila b = (20,13 *Aea7 — 5,03 * Aee3s);

Carotendides = (1000 * As470 — 3,27 * [clorofila a] — 104 * [clorofila b] /
229)

0N PR
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4.2 .8 Andlise de dados

Os dados obtidos a partir dos testes in vitro e casa de vegetagdo foram
submetidos ao teste de normalidade dos erros (SHAPIRO; WILK, 1965) e
homogeneidade de variancias (BARTLETT, 1937). Posteriormente, foram
submetidos a analise de variancia (SNEDECOR; COCHRAN, 1948). Para
comparacao de médias foi utilizado o teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
Para andlise estatistica, construcdo dos graficos utilizou-se os softwares SISVAR
5.6, GraphPad Prism 9.5 e RStudio. Para confec¢do de mapa utilizou-se o programa
QGIS.

4.3 RESULTADOS

Foram obtidos 155 isolados de bactérias endofiticas de T. cacao. Destas, 123
isolados apresentaram atividades de promoc¢ao de crescimento vegetal direto e
indireto. 55% das bactérias isoladas apresentaram atividade positiva para fixacéo
bioldgica de nitrogénio, seguido por antagonismo ao patdgeno (48%), solubilizacéo
de POs*> (18%), producdo de éacido indol-3-acético (18%), atividades proteolitica
(10%), ACC deaminase (8%) celulolitica (3%) e amilolitica (1%) (Figura 3A, 3B, 3C,
3D, 3E, 3F, 3G, 3H e 3I).
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Figura 3. Atividades fisiologicas produzidas por bactérias endofiticas de
Theobroma cacao. (A) Porcentagem de bactérias que apresentaram caracteres
fisiologicos de promocédo de crescimento vegetal direto e indireto. (B) Fixacao
biolégica de nitrogénio. (C) Teste de antagonismo. (D) Solubilizacéo de fosfato. (E)
Producédo de &cido indol-3-acético. (F) atividade proteolitica. (G) atividade de 1-
aminociclopropano-1-carboxilato deaminase. (H) atividade celulolitica. (I) atividade
amilolitica.
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Notas: B — formacgéo de pelicula no meio Nbf indicando FBN; C — bactéria reduzindo o crescimento
micelial do patdgeno. D — bactéria com indicativo de solubiliza¢&@o de fosfato devido a formagé&o de
halo trasnldcido. E — indicativo da producao de AIA pela mudanca de coloracdo do meio. F,He | —
formacdo de halo translicido com indicativo para producdo das enzimas protease, celulase e
amilase, respectivamente. G crescimento bacteriano no meio ACC com indicativo de producédo de
ACC deaminase.

A analise quantitativa foi obtida por meio da comparagcdo com a curva padrao
de AIA determinada (R? = 0,96). A equacdo gerada possibilitou o célculo da
guantidade de AIA produzido a partir das absorbancias coletadas (Figura 4). O teste
fisiologico para detecgdo da producéo de acido indol-3-acético revelou 29 bactérias
produtoras deste hormonio, variando entre 21,1 a 93,13 ug/mL (Figura 5). E.
hormaechei (1.892) sintetizou a maior quantidade de AIA, com 93,13 pg/mL (Figura
5).
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Figura 4. Curva padrdo de AIA usada para determinar a producao (ug/mL) deste
fitorménio por bactérias endofiticas.
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De 155 bactérias isoladas, 75 apresentaram algum grau de inibicdo frente ao
patégeno M. perniciosa, representando 48% dos isolados. Entretanto 9 isolados (6%)
se destacaram reduzindo 50% ou mais do crescimento micelial do patégeno. As
bactérias endofiticas de destaque foram 1.783, 1.821, 1.843, 1.816, 1.791,1.813,
1.807 e 1.782, 1.873 (Tabela 1).

Figura 5. Producéo de acido indol-3-acético (ug/mL) por bactérias endofiticas de
Theobroma cacao.
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Nota - Médias seguidas por letras iguais nao diferem (p>0,05) entre si pelo teste de Scott Knott.
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Tabela 1. Crescimento micelial e percentual de inibicdo do patégeno no teste de
antagonismo in vitro de bactérias endofiticas de Theobroma cacao contra
Moniliophthora perniciosa.

Crescimento

Isolados micelial (mm) Inibicdo (%)
1.783 145a 61,8 a
1.821 145 a 61,8 a
1.843 15,0 a 60,5 a
1.816 155a 59,2 a
1.813 16,5a 56,6 a
1.791 16,5 a 56,6 a
1.807 17,0a 55,3 a
1.782 17,5a 53,9 a
1.873 19a 50,0 a
Controle 39b -
Média Geral (%) 18,5 51,5
CV (%) 11,9 11,7

Nota - Médias seguidas por letras iguais ndo diferem (p>0,05) entre si pelo teste de Scott Knott.

A bactéria 1.783 apresentou maior atividade antagbnica com reducdo de
61,8% do crescimento de M. perniciosa em comparacdo com o crescimento do fungo
na auséncia da bactéria (Figura 6).

Figura 6. Teste de antagonismo bactérias endofiticas de Theobroma cacao e
Moniliophthora perniciosa. (A) Crescimento micelial do patégeno frente as

bactérias. (A) Placa teste do patdégeno (regido central) frente a bactéria 1.783
(bordas). (B) Placa controle.

Considerando que 123 isolados apresentaram atividades biolégicas de
promocdao de crescimento vegetal, foram reunidas os isolados com maior nimero de
atividades (Tabela 2). As bactérias selecionadas foram as que apresentaram quatro
ou mais caracteres de promocao de crescimento vegetal direto e indireto. Dessa
forma os isolados 1.845, 1.848, 1.850, 1.854, 1.867, 1.892, 1.899, 1.905, 1.906,
1.908, 1.912 e 1.923 foram selecionadas para o teste em casa de vegetacao (Tabela
2).
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Tabela 2. Mdltiplas caracteristicas de promocéo de crescimento vegetal exibidas por
bactérias endofiticas de Theobroma cacao.

Promocéao de crescimento ~ . -
& Promocdao de crescimentoindireto

Bactéria dlr:ItX ACC Inibicao
3-
FBN  PO. (WmL) deaminase patégeno (%) Cel Prot Am
1.782 - - - - 53,9 a - - -
1.783 - - - - 61,8 a - + -
1.791 - - - - 56,6 a + - -
1.813 - - - - 56,6 a - - -
1.816 - - - - 59,2 a - + -
1.807 - - - - 55,3 a - - -
1.821 - - - - 61,8 a - + -
1.843 - - - - 60,5 - - -
1.845 + + 53,7b + - - + -
1.848 + + 40,8 ¢ _ - - + -
1.849 + + 22,1d _ - - - -
1.850 + + 55,6 b + - - + -
1.853 + + 40,5¢c _ - - - -
1.854 + + 449 c + - - + -
1.855 + + 35,1d - - - - -
1.858 + + 415c¢c - - - - -
1.864 + + 32,9d - - - - -
1.866 + + 46,1 c - - - - -
1.867 + + 26,8 d - - + -
1.873 - - - - 50 a - - -
1.888 + + 40,3 c - - - - -
1.892 + + 93,1a + - - + -
1.893 + + 30,3d - - - - -
1.899 + + 61,8 b + - + + -
1.905 + + 57,1b + - + + +
1.906 + + 51,2b + - - + -
1.907 + + 46,3 c - - - - -
1.908 + + 54,2 b + - - + -
1.912 + + 28,8 d + - + + -
1.913 + + 31,2d - - - - -
1.914 + + 356d - - - - -
1.917 + + 39,6d - - - - -
1.921 + + 33,3d - - - - -
1.922 + + 31,9d - - - - -
1.923 + + 62,3 b + - - + -
1.926 + + 46,6 ¢ - - - - -
1.928 + + 36,1d - - - - -
1.930 + + 33,7d - - - - -

Notas: (+) Atividade positiva; (-) Atividade negativa; FBN: fixagdo bioldgica de nitrogénio; PO4%: solubilizagdo de
fosfato; AlA: produgéo de acido indol-3-acético; Am: amilase; Prot: protease; Cel: celulase. Médias seguidas de
letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott (p > 0,05).

Apés a caracterizacdo molecular dos isolados de bactérias endofiticas

selecionadas para o teste em casa de vegetacao foram identificadas 10 isolados



98

distribuidos em quatro espécies. A Tabela 3 mostra as espécies, bem como o0s

respectivos numeros de acesso no GenBank e a porcentagem de identidade.

Tabela 3 - Identificagdo molecular das bactérias endofiticas utilizadas na inoculacéo
de plantas em estufa agricola.

. Porcentagem
C_odlgo do Acesso Espécie de identidade
isolado GenBank
(%)
Pseudomonas putida
1.845 PP261892 (OR888724) 99.17
Enterobacter asburiae
1.854 PP261893 (OR889335) 99.39
Pseudomonas putida
1.912 PP261894 (OR888724) 99.84
Enterobacter hormaechei
1.899 PP261895 (CP133859) 98.99
Enterobacter hormaechei
1.908 PP261896 (OR512938) 99.25
1.850 - N.I -
1.848 - N.I -
Enterobacter asburiae
1.905 PP261897 (CP134642) 99.83
Enterobacter asburiae
1.923 PP261898 (CP129497) 99.63
Enterobacter hormaechei
1.892 PP261899 (CP106901) 100
Bacillus amyloliquefaciens
1.867 PP261900 (OR150320) 98.12
Enterobacter asburiae
1.906 PP261901 (CP109692) 100

N.I = Nao identificado

Ap6s 180 dias as mudas inoculadas foram avaliadas para andlise de
incrementos no desenvolvimento da planta. Foi observado a modulagao positiva das
variaveis area foliar (AF), massa fresca da raiz (MFR) e massa seca total (MST). B.
amyloliquefaciens (1.867), E. asburiae (1.905), E. asburiae (1.906) e E. asburiae
(2.923) aumentaram significativamente a area foliar de mudas de cacau, variando
entre 54,1 e 66,3 cm? em comparacdo ao controle com 44 cm?, resultando em
aumento de até 50,6% (Tabela 4).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OR888724.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=V36RH3PW016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP134642.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=V7NVTN3B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP134642.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=V7NVTN3B016
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Tabela 4. Analise morfoagronémica das variaveis altura da parte aérea (cm), area
foliar (cm?), comprimento de raiz (cm) e diametro do colo (mm) de plantas jovens de
Theobroma cacao inoculadas com bactérias endofiticas.

Bactéria ALT AF CR DC
(cm) (cm?) (cm) (mm)
Pseudomonas putida (1.845) 20 a 20,32 c 19,9 a 4,82 a
Isolado (1.848) 17,5a 40,6 b 18,8 a 512 a
Isolado (1.850) 21,2a 48,6 b 23,6 a 5,64 a
Enterobacter asburiae (1.854) 19,8 a 45,7 b 21,0a 5,44 a
Bacillus amyloliquefaciens (1.867) 20,5a 54,1 a 16,5 a 4,62 a
Enterobacter hormaechei (1.892) 19,3 a 49.0b 17,5 a 5,57 a
Enterobacter hormaechei (1.899) 229 a 449 b 19,0 a 5,7 a
Enterobacter asburiae (1.905) 19,2 a 58,3 a 20,6 a 52a
Enterobacter asburiae (1.906) 224 a 61,2a 26,4 a 522a
Enterobacter hormaechei (1.908) 19,2 a 490b 20,3 a 5,04 a
Pseudomonas putida (1.912) 20,1 a 49,3 b 15,2 a 55a
Enterobacter asburiae (1.923) 20,9 a 66,3 a 20,5a 52a
Controle 21,0a 440b 16,6 a 55a
CV (%) 13,02 22,9 24.8 10,71

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott (p >
0, 05). ALT: altura; AF: area foliar: CR: comprimento da raiz; DC: diametro do colo.

As variaveis MFR e MST também foram melhoradas em resposta a

inoculacdo, com incrementos variando entre 2,2 a 2,6 g para MFR (até 44,4% de
aumento) e 2,3 a 3,3 g para MST (até 43,7% de aumento) (Tabela 5).
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Tabela 5. Massa fresca e seca da parte aérea da parte aérea e raiz e indice de
gualidade de Dickson em plantas jovens de Theobroma cacao inoculadas com
bactérias endofiticas.

MFPA MSPA MFR MSR  MST

pacteria @ @ @ @ @ '
Pseudomonas putida (1.845) 27a 104a 14b 06b 1,7b 18a
Isolado (1.848) 33a 1l6a 2,3a l4a 3la 21a
Isolado (1.850) 39a 1l5a 19D l1a 26a 19a
Enterobacter asburiae (1.854) 34a 1l4a 2,4 a 1,3a 28a 18a

Bacillus amyloliquefaciens (1.867) 2,1a 09a 14D 10a 19b 14a
Enterobacter hormaechei (1.892) 3,3a 1,3a 2,2a l2a 25a 18a
Enterobacter hormaechei (1.899) 3,7a 15a 2,4 a 1,0a 30a 18a

Enterobacter asburiae (1.905) 31a 1l2a 2,6 a 1,3a 25a 1l6a
Enterobacter asburiae (1.906) 39a 18a 2,6 a l4a 33a 21a
Enterobacter hormaechei (1.908) 2,8a 09a 2,2a 1,3a 23a 1l2a
Pseudomonas putida (1.912) 35a 1l4a 2,2a l2a 26a 19a
Enterobacter asburiae (1.923) 35a 1l6a 2,1a l4a 30a 18a
Controle 32a 1l2a 18D l,1a 23b 18a
CV (%) 26,6 31,8 16,5 20,3 22,2 25,3

Notas: MFPA: massa fresca da parte aérea; MSPA: massa seca da parte aérea; MFR: massa fresca
daraiz; MSR: massa seca da raiz; MST: massa seca total; IQD: Indice de qualidade de Dickson. Médias
seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott
(p > 0, 05).

A Andlise de Componentes Principais revelou proporcédo acumulada de 72,7%
(PC1 e PC2) (Figura 7). Assim, é possivel inferir que as variaveis
morfoagronomdmicas utilizadas neste trabalho, explicam 72,5% das variacdes
observadas. Destaque para E. hormaechei (1.899) e E. asburiae (1.906)
influenciando os caracteres altura e comprimento da raiz; E. hormaechei (1.899), E.
asburiae (1.923) influenciando as variaveis de matéria seca e fresca da parte aérea
e didmetro do colo; E. asburiae (1.854) e isolado (1.848) influenciando os caracteres

massa seca e fresca da raiz e matéria seca total.
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Figura 7. Analise de Componentes Principais (PCA) entre variaveis
morfoagronémicas e isolados de bactérias endofiticas de Theobroma cacao.
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ALT: Altura; CR: Comprimento da raiz; IQD: indice de Qualidade de Dickson; MFPA: massa fresca
da parte aérea; DC: Diametro do colo; MSPA: massa seca da parte aérea; MFR: massa fresca da
raiz; MSR: massa seca da raiz; MST: massa seca total.

O teor de pigmentos foi afetado significativamente entre os tratamentos com
inoculacdo e sem inoculacéo (controle). As bactérias P. putida (1.845), isolado
(1.850), E. asburiae (1.905) e isolado (1.848) foram destaque e aumentaram 0s
teores das clorofilas a e b, carotenoides e clorofila total, quando comparado ao

controle (Figura 8).
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Figura 8. Concentracao de clorofilas a e b e carotendides em folhas de plantas de
cacaueiro inoculadas com bactérias endofiticas. (A) Clorofila a. (B) Clorofila b. (C)
Carotendides. (D) Clorofila total. (E) Relacéo clorofila a/b.
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Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si, de acordo com o teste de Scott-Knott
(p > 0, 05).
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4.4 DISCUSSAO

Bactéria endofiticas de T. cacao demonstraram atividade FBN. Este processo,
realizado por procariotos, resulta em producao da enzima nitrogenase para formacao
de nitrogénio fixo na planta (SOUMARE et al.,, 2020). Deste modo, o uso de
alternativas sustentaveis de fertilizacdo tem ganho espaco. Todavia, nota-se uma
preferéncia por estudos com leguminosas, de modo que estudos com a inoculacéo
de ndo-leguminosas séo realizados em menor escala, como € o caso de espécies
da familia Malvaceae, se enquadrando Theobroma cacao (NAG; DAS, 2020). Assim,
este este trabalho gera subsidios para o desenvolvimento de biofertilizantes que
agreguem a cadeia produtiva, por meio da deteccdo de isolados fixadoras de
nitrogénio.

Os isolados apresentaram atividade para solubilizagéo de fosfato, indicando
a capacidade de hidrolizar o fésforo organico pela acéo de fosfatases. Levando em
consideracao que a disponibilidade de P na solucao do solo é fortemente afetada por
fatores abioticos, esta habilidade desenvolvida por bactérias endofiticas, ddo espaco
para uma 6tima forma de aumentar a disponibilidade do nutriente a planta, refletindo
aumento de biomassa para a planta (MATOS et al., 2017)

Bactérias endofiticas de cacau também apresentaram capacidade de utilizar
ACC como fonte de N, pela producdo da enzima ACC deaminase (Figura 3). A
producdo dessa enzima por bactérias tem papel fundamental no controle de
estresses abidticos em plantas, principalmente estresse salino, onde a enzima cliva
0 ACC (precursor direto do hormonio etileno) aliviando os niveis de estresse
(MOON; ALI, 2020). Bactérias endofiticas produtoras de ACC deaminase também
séo capazes de aliviar o estresse aumentando a defesa antioxidante da planta em
ambiente salino, fato este comprovado para Bacillus subtilis e Pseudomonas
fluorescens a qual foram capazes de aumentar os niveis de produgéo de glutationa,
superéxido dismutase, catalase, peroxidase e glutationa redutase em plantas de
Pisum sativum em ambiente salino (SOFY et al., 2021).

O teste fisiologico para deteccao da producéo de acido indol-3-acético revelou
29 bactérias produtoras deste hormonio, com destaque para E. hormaechei (1.892).
Estudos revelam a potencialidade de enddfitos de E. hormaechei na deteccéo de
acido indol-3-acético, com producéo de até 195,55 ug/mL verificadas em isolados de
Chrysopogon zizanioides (KHIANNGAM et al., 2023). O acido indol-3-acético € a
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auxina mais importante modulada por bactérias, apresentando beneficios desde em
processos basicos de diferenciacdo celular, embriogénese até mesmo regulando
positivamente outros processos, como a atividade da nitrogenase e ACC sintase
(PERROT-RECHENMANN, 2010; DEFEZ et al., 2017; SELDIMIROVA et al., 2019;
GLICK, 2020).

Endofitos bacterianos de T. cacao foram eficientes na supressao in vitro do
patégeno M. perniciosa. Estudos recentes demonstram a eficiéncia de enddfitos,
podendo reduzir até 90% do crescimento do patdégeno. Isolados de clones de
cacaueiro no Equador, como Bacillus thurigienses, B. mycoides e B. cereus sdo
alguns relatados na literatura (MELNICK et al., 2011). Outros estudos avaliando o
potencial de enddfitos antagdnicas a Phytophthora palmivora, agente causal da
podriddo parda em cacaueiro, revelaram que o efeito antagonista provém de
compostos organicos volateis (VOCs) como eicosano, tetratetracontano,
heneicosano, podendo estar relacionado aos possiveis mecanismos de controle
utilizados pelas bactérias neste estudo (ALSULTAN et al., 2019).

A producdo de enzimas hidroliticas hidroliticas foram evidenciadas. Enzimas
produzidas por microrganismos endofiticos tem como principais alvos as
macromoléculas como carboidratos, lignina, fosfato organico, proteinas e polimeros
a base de acucar, com o objetivo de catalisar a quebra de moléculas para o
transporte através das células vegetais (AFZAL et al., 2019). Além disso, apresentam
papel essencial no mecanismo de colonizacdo do hospedeiro bem como a
neutralizacdo de infec¢cdes patogénicas, também relacionando-se aos possiveis
mecanismos utilizado por bactérias de T. cacao na supressao in vitro do patégeno.
Dessa forma, o rastreio dessas substancias sédo de grande importante na triagem de
possiveis isoaldos bacterianos como potencial de inibicdo da doenca (KHAN et al.,
2017). Acinetobacter, Bacillus, Curtobacterium, Microbacterium sédo alguns exemplos
de enddfitos bacterianos com atividades enzimaticas comprovadas para ACC
deaminase, celulase, protease, amilase e pectinase (CHIMWAMUROMBE et al.
2016; JOE et al., 2016).

As andlises em casa de vegetacdo revelaram incrementos em caracteres
vegetativos em planta de T. cacao, principalmente oriundo da inoculagdo com a
bactéria Enterobacter asburiae. Tais resultados relacionam-se a capacidade dessas
isolados em realizar fixacdo biolégica de nitrogénio, solubilizar fosfato, produzir AlA,

ACC deaminase e enzimas liticas, aos quais foram evidenciadas neste trabalho.
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Estudos tem comprovado os efeitos benéficos de isolados de E. asburiae na melhoria
do crescimento de plantas. A inoculacéo de plantas de quinoa, com E. asburiae, por
exemplo, proporcionou aumento nos teores de matéria seca, tolerancia ao estresse
salino, aumento na absorcéo de nutrientes (P e K) e ainda foi capaz de solubilizar
fosfato e produzir AIA (MAHDI et al., 2020). N&o ha relatos na literatura de promocao
de crescimento de mudas de cacaueiro inoculados com E. asburiae. Todavia, outra
espécie que pertence ao género Enterobacter (E. cloacae) foi validado como
potencial estimulador de T. cacao, gerando incrementos em caracteres de
crescimento vegetativo e aumento de taxas fotossintéticas (LEITE et al., 2013).

Os isolados de E. asburiae proporcionaram os maiores incrementos para area
foliar (AF), massa fresca da raiz (MFR) e massa seca total (MST). Tais resultados
podem estar relacionados a eficiéncia no processo de colonizacao, visto que isolado
de E. asburiae apresentaram producdo de enzimas extracelulares como protease e
celulase que facilitam a entrada dos enddéfitos no tecido vegetal (DINIZ et al., 2020).
Os incrementos sob a matéria fresca refletem o maior contetdo de agua nos tecidos
vegetais. Estudos apontam que avaliar a matéria fresca em experimentos de
promocéao de crescimento por bactérias podendo estar relacionado a maior eficiéncia
no uso da agua pelas plantas inoculadas ou simplesmente uma variavel afetada por
numerosos parametros ambientais, incluindo umidade relativa, temperatura e nao
necessariamente relacionada aos efeitos da bactéria. Porém é importante ressaltar
gue os incrementos sob matéria seca foram observados neste estudo, demonstrando
gue estes aumentos sdo consistentes entre matéria seca e fresca (HUANG et al.,
2017).

Além disso, deve ser levado em consideracdo que os isolados produziram
altas concentracbes de AIA, bem com foram capazes de fixar biologicamente o
nitrogénio, solubilizar fosfato e produzir ACC deaminase. Estudos comprovam que a
inoculacdo favorece o acumulo de AIA no apice da raiz contribuindo para
diferenciacdo celular e consequentemente favorecendo alongamento do tecido
(CHEN et al., 2012). Fatores nutricionais como fornecimento de N e P assimilaveis
na solucéo do solo, contribuem para sintese de carboidratos e producéo de energia
para compor o tecido vegetal. Outro fator preponderante é a sintese de ACC
deaminase por bactérias endofiticas que reduz os niveis de etileno (RUZICKA et al.,
2007; KHAN et al., 2016).
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As bactérias P. putida (1.845), E. asburiae (1.905) isolado 1.850 e isolado
1.848 foram destaque e aumentaram os teores das clorofilas a e b, carotendides e
clorofila total, quando comparado ao controle. Clorofilas e carotendides séo
pigmentos de grande importancia para manutencdo da eficiéncia fotossintética.
Devido a processos de oxi-reducdo, desencadeada pela excitacdo das clorofilas e
carotendides, a energia luminosa é convertida em energia quimica (ATP e NADPH)
(SIMKIM et al., 2022). Em condic¢des tropicais, as plantas estdo constantemente
Sujeitas a estresse luminoso, podendo desencadear a foto-oxidacao dos pigmentos.
Dessa forma, os pigmentos também sédo importantes indicadores bioquimicos de
estresse (STREIT, 2005).

Os pigmentos acessorios sao um fator de protecéo e prevencao contra foto-
oxidacdo da clorofila a, sendo extremamente importante para manutencdo da
producdo em plantios nos trépicos, como é o caso de plantio de T. cacao. Estudos
demonstram a modulacdo positiva nos niveis de clorofilas em soja inoculada com
Bradyrhizobium spp. e Azospirillum brasilense, reduz os danos oxidativos e
aumentando o rendimento de graos durante periodos de seca (MORETTI et al.,
2021).

Em outros estudos também realizados com Pseudomonas putida tem
relacionado a esta bactéria a reducédo de estresse salino e hidrico em plantas de
soja, modulando os niveis de clorofila, superoxido dismutase e eliminacdo de radicais
livres. A reprogramacao génica relacionada a inoculagdo de P. putida, auxilia, em
maiores niveis de pigmentos, hormoénios e antioxidantes, sendo assim considerada
um inoculante promissor a ser utilizado em ambientes estressantes (KANG et al.,
2014).

Parametros de crescimento vegetal e teor de clorofilas em mudas de Mentha
piperita inoculadas com isolados de Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens e
Pseudomonas putida foi observado que ambas foram capazes de modular os niveis
de clorofilas e carotenoides. Sabe-se que a eficiencia fotossintética € um parametro
importante na resposta frente a estresses ambientais. Tal fato pode estar relacionado
a maior capacidade de absorcdo de agua e nutrientes pela planta, tornando-as
menos suscetiveis aos estresses oxidativos que danificam o aparelho fotossintético
(CAPPELLARI et al., 2015).
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4.5 CONCLUSOES

Plantas de Theobroma cacao da regido Amazoénica apresentam comunidade
de bactérias endofiticas promotoras de crescimento vegetal direto e indireto. Do total
de 155 isolados, 123 bactérias expressam atividades biologicas de fixagdo biolégica
de nitrogénio, solubilizacao de fosfato, producéo de acido indol-3-acético e produzem
enzimas como ACC deaminase, celulase, protease e amilase. Além disso os isolados
tém potencial de inibicdo in vitro do patégeno Moniliophthora perniciosa, causador
da vassoura-de-bruxa do cacaueiro. 12 bactérias apresentando multiplas atividades
de promocéao de crescimento direto e idireto foram identificadas molecularmente.

Os isolados Enterobacter asburiae (1.923), Enterobacter asburiae (1.905) e
Enterobacter asburiae (1.906) promoveram o crescimento vegetal em plantas jovens
dede cacaueiro. Pseudomonas putida (1.845), Enterobacter asburiae (1.905),
isolados 1.850 e 1.848 aumentaram o teor de clorofilas e carotenoides. Portanto,
bactérias endofiticas isoladas de Theobroma cacao demonstram potencial para
integrarem novas tecnologias para producao sustentavel de cacau na Amazobnia,
visto serem capazes de gerar incrementos no crescimento da planta. E recomendado
para testes futuros a formacédo de consorcios bacterianos e ainda a utilizacdo da
nanotecnologia de encapsulamento dos melhores isolados, para manutencédo das

caracteristicas fisioldgicas e maior sobrevivéncia dos isolados em campo.
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5 CAPITULO I

Pseudomonas putida E Enterobacter hormaechei ISOLADOS DE
CACAUEIROS NATIVOS DA AMAZONIA PROMOVEM O CRESCIMENTO EM
PLANTAS DE SOJA (Glycine max L.)
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RESUMO

A soja € uma das leguminosas mais beneficiadas com a utilizacdo de inoculantes
bacterianos. Essa tecnologia tem resultado em agricultura mais sustentavel e com
altos ganhos produtivos. Nesse sentido, a Amazonia é fonte de bacterias pouco
exploradas com potencial para serem utilizadas na agricultura. Dessa forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar a promocao de crescimento de soja (Glycine max L.)
sob efeito da aplicacdo de bactérias endofiticas isoladas de cacaueiros nativos da
Amazbnia. Para isso, 12 isolados de bactérias endofiticas, com caracteres
fisiologicos de promocdo de crescimento vegetal foram selecionadas para
inoculacdo em sementes de soja. Primeiramente foi realizado teste de germinacéo
in vitro onde as sementes de soja foram imersas em suspensao bacteriana e
incubadas sob condi¢bes controladas. ApGs 7 dias, foram avaliados a porcentagem
de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo (IVG) e biomassas fresca e
seca. Posteriormente ao teste de germinacao, procedeu-se ao teste de promocéo de
crescimento de soja em casa de vegetacao, onde as sementes foram inoculadas e
semeadas em vaso contendo substrato organico. Apdés 30 dias, as variaveis
morfoagronémicas foram avaliadas. Os testes foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizado com 13 tratamentos e 5 repeticdes, composto por 12
isolados mais o controle utilizando agua. Oito bactérias apresentaram resultados
significativos para o teste de germinagdo, com destaque para o0 isolado
Pseudomonas putida (1.845) que proporcionou incrementos significativos de 35,3%,
50% e 68,4% para germinacao (%), IVG e biomassa seca, respectivamente. Em casa
de vegetacdo foi observado incrementos superiores em plantas inoculadas, com
destaque para o isolado 1.848, apresentado maiores resultados para altura, MFPA
e MSPA. Tais resultados comprovam que isolados de bactérias endofiticas oriundas
da Amazobnia, tem potencial para compor novas formulacdes para ingressarem no
mercado de inoculantes, principalmente para cultivos de soja da regidao Amazonica.

Palavras-chaves: Inoculante; BPCV; Pseudomonas; Enterobacter.
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ABSTRACT

Soybean is one of the legumes that most benefits from the use of bacterial inoculants.
This technology has resulted in more sustainable agriculture and high production
gains. In this sense, the Amazon is a source of little explored bacterial strains with
the potential to be used in agriculture. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the growth promotion of soybean (Glycine max L.) under the effect of the
application of Amazonian endophytic bacteria. For this, 12 strains of endophytic
bacteria, with physiological characteristics that promote plant growth, were selected
for inoculation into soybean seeds. Firstly, an in vitro germination test was carried out
where the soybean seeds were immersed in a bacterial suspension and incubated
under controlled conditions. After 7 days, the percentage of germination, germination
speed index (GVI) and fresh and dry biomass were evaluated. After the germination
test, a soybean growth promotion test was carried out in a greenhouse, where the
seeds were inoculated and sown in a pot containing organic substrate. After 30 days,
the morphoagronomic variables were evaluated. The tests were conducted in a
completely randomized design with 13 treatments, consisting of 12 strains plus the
control using water. Eight bacteria presented significant results for the germination
test, with emphasis on the Pseudomonas putida strain (1,845) which provided
significant increases of 35,3%, 50% and 68,4% for germination (%), IVG and dry
biomass, respectively. In a greenhouse, higher increases were observed in
inoculated plants, with emphasis on the isolate (1,848), which presented higher
results for height, MFPA and MSPA. These results prove that isolates of endophytic
bacteria from the Amazon have the potential to compose new formulations to enter
the inoculant market, mainly for soybean crops in the Amazon region.

Keywords: Inoculant; PGP; Pseudomonas; Enterobacter.
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5.1 INTRODUCAO

O Brasil é 0 4° maior produtor de alimentos do mundo com producado cotada
em US$ 135,8 bilhdes e destaque em pesquisa e comercializagdo de bioinoculantes
(AMBONI, 2023). Tal fato tem contribuido para que a agricultura no Brasil seja
sinbnimo de crescimento econdmico. A soja se enquadra entre as principais
commodities comercializadas desempenhando papel fundamental na seguranca do
abastecimento alimentar global com producgéo equivalente de 355,588 milhGes de
toneladas cultivados em 130,935 milhdes de hectares (EMBRAPA, 2022). A sojatem
se mostrado como a cultura ideal para o uso de bioinoculantes devido ao processo
de fixacao biolégica de nitrogénio (FBN), resultando em taxas de fornecimento de
nitrogénio superiores a 80%, com alto rendimento de gréos (ZILLI et al., 2021).

Segundo a Associacdo Nacional dos Produtores e Importadores de
Inoculantes (ANPII, 2023), em 2023 o Brasil utilizou mais de 130 milhdes de doses
de inoculantes biologicos nas lavouras. O uso desta tecnologia soma indmeros
beneficios como a economia na utilizacdo de N mineral ultrapassando US$ 13
bilhdes (HUNGRIA; MENDES 2015). Além disso, cerca de 236 milhdes de toneladas
de equivalentes de CO:2 deixam de ser liberados na atmosfera como consequéncia
aos usos de inoculantes (ANPII, 2023).

Nesse sentido, o uso de microrganismos benéficos com destaque para
bactérias endofiticas, tem mostrado importante fonte para descoberta de novos
isolados para integrarem a tecnologia dos inoculantes. Esse fato deve-se aos
beneficios no desenvolvimento da planta, como fixacdo e solubilizacdo de nutrientes
como nitrogénio, fésforo e ferro ou até mesmo modulando os proprios niveis de
horménios vegetais que participam da diferenciacdo celular com as auxinas,
citocininas ou etileno (SANTOYO et al., 2016). A defesa vegetal também é
estimulada, visto a producdo de antibidticos, enzimas de degradacédo da parede
celular e sintese de composto volateis aos quais irdo atuar no controle pragas e
patogenos, além de melhorar a performance da planta frente a estresse abioticos
(GLICK, 2015). Dessa forma, a utilizagdo de microrganismos se engquadra como
importante estratégia para o desenvolvimento de bioinoculantes para agricultura,
destacando o aumento de produtividade de soja (Glycine max L.)

Nesse sentido, a Amazonia brasileira € um hotspot de biodiversidade para

pesquisa de espécies bacterianas pouco exploradas. Estudos tem demonstrado que
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isolados provenientes de diferentes nichos, como em associacdo aos tecidos
vegetais, tem gerado incrementos em espécies agronémicas como o milho, onde foi
visto que Burkholderia ambifaria, originalmente isolado de guarand amazonico
(Paullinia cupana), gerou ganhos na inoculacao de milho, resultando em incrementos
em parametros de crescimento (BATISTA et al., 2018).

Bactérias endofiticas sdo uma importante ferramenta no desenvolvimento de
novas tecnologias no setor agricola, sobretudo para inser¢ao na producao de graos,
em especial a soja. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar bactérias
endofiticas provenientes de matrizes de Theobroma cacao da Amazbnia, para
verificacdo do potencial de crescimento e desenvolvimento vegetal da soja (Glycine

max L.).

5.2 MATERIAL E METODOS

Doze bactérias endofiticas com caracteres fisiolégicos de promocao de
crescimento vegetal foram selecionadas para inoculacdo em sementes de soja. Os
cisolados selecionadas foram: Pseudomonas putida (1.845), Enterobacter asburiae
(1.854), Enterobacter hormaecehi (1.892), Enterobacter hormaecehi (1.899),
Enterobacter asburiae (1.905), Enterobacter hormaecehi (1.908), Pseudomonas
putida (1.912), Enterobacter asburiae (1.923), Bacillus amyloliquefaciens (1.867),
Enterobacter asburiae (1.906) e isolados 1.848 e 1.850 Todos os isolados foram
obtidos do acervo do Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal do Acre
e foram originalmente isolados do tecido vegetal de matrizes de Theobroma cacao
nativos da Amazénia. As bactérias foram previamente cultivadas em meio de cultura
TSB a 28 °C por 24h para realizacdo dos testes de promocéo de crescimento vegetal

de soja.

5.2.1 Andlise de germinacdo de sementes de soja inoculadas

Sementes de soja, variedade Bénus, foram coletadas para o ensaio de
germinacao. Primeiramente as sementes foram desinfestadas superficialmente pela
imersdo em hipoclorito de sédio a 2% por 5 minutos seguido de lavagem em agua
destilada autoclavada e entdo secas em papel toalha. Posteriormente, foi realizado

o preparo do inéculo bacteriano que consistiu no preparo de solugcdes formadas por


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/paullinia-cupana
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agua destilada autoclavada + isolado bacteriano. Cada solucéo teve concentracao
de células ajustada para 108 UFC/mL com auxilio da escala de McFarland (ARAUJO
et al.,, 2010). Foram preparadas 12 solu¢bes bacterianas, cada uma contendo
apenas um isolado a ser testado, mais a solugcdo contendo somente agua destilada
autoclavada (controle), totalizando 13 tratamentos.

ApoOs o preparo, a sementes foram imersas por 30 minutos na solucéo para
gue houvesse o contato direto entre bactéria e sementes. Logo apos, 20 sementes
foram distribuidas por placas de Petri forradas com papel filtro umedecido com agua
destilada autoclavada. As placas foram incubadas por 7 dias sob fotoperiodo de
12/12 h a 22 °C (claro/escuro). Diariamente foram contabilizadas as sementes
germinadas. O teste de germinagao consistiu em avaliar as 12 isolados distintos mais
a solucédo controle (agua), totalizando 13 tratamentos com 3 repeti¢cdes. A variaveis
analisadas foram germinacédo (%), indice de velocidade de germinacdo (IVG),
biomassa fresca e biomassa seca. A variaveis foram obtidas da seguinte forma (CHU
et al., 2019):

1. Germinacéo (%) = (sementes germinadas/ n° total de sementes) x 10

2. IVG = (G1/N1) + (G2/N2) +... + (Gn/Nn)

- G1, G2, Gn = numero de plantulas normais computadas na primeira, na
segunda até a ultima contagem;

- N1, N2, Nn = nimero de dias ap0s a semeadura, na primeira, na segunda
até a ultima contagem;

3. Biomassa fresca (g): Imediatamente apds o teste de germinagdo foi
realizado a da biomassa fresca das plantulas utilizando uma balanca
analitica;

4. Biomassa seca (g): As plantulas foram secas utilizando estufa de secagem
ajustada a temperatura de 60 °C por 48 horas. ApoOs este periodo as

amostras foram pesadas em balanca analitica.
5.2.2 Analise do crescimento de soja inoculada em casa de vegetacao
Sementes de soja, variedade Bonus, foram desinfestadas superficialmente

pela imersdo em hipoclorito de sodio a 2% por 5 minutos seguido de lavagem em

agua destilada autoclavada e entdo secas em papel toalha, em seguida foram
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imersas em solucdo formada por 4gua + 108 UFC/mL por 30 minutos. Apés a

inoculacao, quatro sementes foram semeadas por vasos de 1L contendo substrato

organico composto por terra vegetal e areia na propor¢do 2:1. ApGs quatro dias, foi

realizado o desbaste para manter somente a planta mais vigorosa em cada vaso. O

experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) composto

por 13 tratamentos e 5 repeticdes, ou seja, 12 isolados bacterianos, mais o controle

composto por agua. A duracao total do experimento foi de 30 dias. Ao final do

experimento, as seguintes variaveis morfoagrondmicas foram avaliadas:

1.

Altura (cm): foi utilizado uma fita métrica para medicdo desta variavel, que
consistiu da mensuracdo em centimetros do colo até o meristema apical da
planta;

Comprimento da raiz (cm): foi utilizada uma fita métrica para medi¢éo desta
variavel. Para isso a mensuracéo foi iniciada na base do colo até o meristema
apical da raiz;

Massa fresca da parte aérea (g): Imediatamente apéds a finalizacdo do
experimento, a parte aérea das plantas foram pesadas com auxilio de uma
balanca semi-analitica para afericdo das massas frescas;

Massa fresca da raiz (g): Imediatamente apdés a finalizacdo do experimento,
a raiz das plantas foram pesadas com auxilio de uma balanca semi-analitica
para afericdo da massa fresca,

Massa seca da parte aérea (g): A parte aérea das plantas foram submetidas
a secagem. Para isso foi utilizada uma estufa com temperatura ajustada a 60°
C por um periodo total de 72h. ApGs a secagem, as amostras foram pesadas
com com auxilio de uma balanca semi-analitica para afericdo das massas
secas;

Massa seca da raiz (g): A raiz das plantas foram submetidas a secagem.
Para isso as amostras foram secas em estufa ajustada a temperatura a 60° C
por um periodo total de 72 h. Apds a secagem, as amostras foram pesadas
com auxilio de uma balanca semi-analitica para afericdo das massas secas;
Diametro do colo (mm): Obtida pela mensuracdo direta com auxilio de um

paguimetro digital.
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5.2.3 Analise de dados

Os dados obtidos a partir dos testes em casa de vegetagédo foram submetidos
a verificacdo da normalidade dos erros (SHAPIRO; WILK, 1965) e homogeneidade
de variancias (BARTLETT, 1937). Posteriormente foram submetidos a analise de
variancia (SNEDECOR; COCHRAN, 1948). Para comparacédo de médias foi utilizado
o teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Para andlise estatistica foi utilizado os
softwares SISVAR 5.6, GraphPad Prism 9.5 e Rstudio.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Bactérias endofiticas apresentaram respostas significativas no teste de
germinacdo de sementes de soja inoculadas. Exceto biomassa fresca, todas as
demais variaveis foram melhoradas. Oito bactérias apresentaram resultados
significativos com destaque para os isolados P. putida (1.845), E. asburiae (1.905),
E. hormaechei (1.892), E. asburiae (1.854) com os maiores resultados para as trés
variaveis. Destaque para P. putida (1.845) que proporcionou incrementos
significativos de 35,3%, 50% e 68,4% em porcentagem de germinacédo, IVG e

biomassa seca das plantulas, respectivamente (Figura 1 e 2).
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Figura 1. Germinacao (%) (A), indice de velocidade de germinacéo (B), biomassa
fresca (C) e seca (D) de soja (var. Bonus) submetida a inoculagédo das sementes
com bactérias endofiticas.
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Figura 2. Germinacdo de sementes de soja B6nus inoculadas com bactérias
endofiticas. (A) Pseudomonas putida (1.845); (B) Enterobacter asburiae (1.923);
(C) Enterobacter hormaechei (1.908); (D) Enterobacter asburiae (1.905); (E)
Enterobacter asburiae (1.854); (F) Controle — &gua.
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No teste em casa de vegetacdo foi observado que alguns isolados de

proporcionaram incrementos significativos em variaveis morfoagrondémicas como
altura, MFPA e MSPA. P. putida (1.845), E. asburiae (1.854), B. amyloliquefaciens
(1.867), E. asburiae (1.905), E. asburiae (1.906), E. hormaechei (1.892), isolado

(1.848) e isolado (1.850) aumentaram de forma significativa as variaveis

mencionadas (Tabela 1 e 2).

Tabela 1. Efeito da inoculacdo de bactérias endofiticas em soja — variedade bdnus
nas variaveis altura (cm), comprimento da raiz (cm) e diametro do colo (mm) em casa

de vegetacéo.

Bactéria ALT CR DC
(cm) (cm) (cm)
Pseudomons putida (1.845) 30,55 a 4450a 2,82a
Isolado (1.848) 34,35 a 66,00a 2,68a
Isolado (1.850) 29,65 a 72,00 a 2,68 a
Enterobacter asburiae (1.854) 28,92 a 50,33a 3,20 a
Bacillus amyloliquefaciens (1.867) 28,47 a 72,00a 2,67a
Enterobacter hormaechei (1.892) 27,47 b 39,00a 2,75a
Enterobacter hormaechei (1.899) 23,22 b 53,67 a 2,51a
Enterobacter asburiae (1.905) 32,25 a 60,50a 2,74a
Enterobacter asburiae (1.906) 2587 Db 45,67 a 3,06 a
Enterobacter hormaechei (1.908) 26,70 b 49,50a 2,75a
Pseudomons putida (1.912) 2240Db 33,67 a 2,61a
Enterobacter asburiae (1.923) 26,65b 66,33a 2,74 a
Controle 23,27 b 69,33 a 2,58 a
CV (%) 15,69 39,62 17,89

Notas: Médias seguidas por mesma letra na coluna nao diferem (p>0,05) entre si pelo teste de Scott-

Knott. ALT: altura; CR: comprimento da raiz; DC: diametro do colo.

O isolado 1.848 apresentou os maiores resultados para altura, MFPA e MSPA
apresentando 34,35 cm (+ 47,6%), 3,25 g (1 51,1%) e 1,01 g (1 60,3%),

respectivamente (Tabela 1 e 2). Em casa de vegetacdo, os incrementos foram

evidenciados em especial as variaveis de parte aérea das plantas, como mostra a

Figura 3.
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Tabela 2. Efeito da inoculacdo de bactérias endofiticas em soja — variedade bénus
nas massas frescas da parte aérea e raiz em casa de vegetacao.

MFPA MFR MSPA MSR

Bacteria (@) (9) @ (9

Pseudomons putida (1.845) 3,15 a 1,95a 0,83b 0,69a
Isolado (1.848) 3,25 a 2,70 a 1,01 a 1,21 a
Isolado (1.850) 3,00 a 2,70 a 0,92a 1,06a
Enterobacter asburiae (1.854) 2,60b 1,45 a 0,76 b 0,81a
Bacillus amyloliquefaciens (1.867) 255Db 2,00 a 0,85b 1,06a
Enterobacter hormaechei (1.892) 2,30 b 2,05a 1,14a 0,96 a
Enterobacter hormaechei (1.899) 2,25Db 2,90 a 0,68b 1,00a
Enterobacter asburiae (1.905) 2,80 a 2,80 a 0,88 a 1,10 a
Enterobacter asburiae (1.906) 2,80 a 2,50 a 0,89a 0,97 a
Enterobacter hormaechei (1.908) 2,45b 1,80 a 0,79b 0,79 a
Pseudomons putida (1.912) 2,35b 1,70 a 0,74b 0,81a
Enterobacter asburiae (1.923) 2,15b 1,50 a 0,77b 0,73 a
Controle 2,15b 2,15 a 0,63b 0,79a
CV (%) 19,98 41,21 19,11 33,87

Notas: Médias seguidas por mesma letra na coluna néo diferem (p>0,05) entre si pelo teste de Scott-
Knott. MSPA: massa seca da parte aérea; MFR: massa fresca da raiz; MSR: massa seca da raiz;
MST: massa seca total.

Figura 3. Soja variedade Bbénus inoculada e ndo inoculada apés 30 dias em casa
de vegetacdo. (A) isolado 1.848; (B) Enterobacter hormaechei (1.892); (C)
Pseudomonas putida (1.845); (D) isolado (1.850).
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5.4 DISCUSSAO

Os incrementos sob as variaveis de germinacdo em sementes de soja foram
evidenciadas. Tais resultados estdo diretamente relacionadas a sintese de
horménios vegetais em concentracfes suficientes para induzir a germinagcdo de
forma rapida. Ao alcancar o embrido da semente pela regulacdo hormonal, os
isolados aumentam a absor¢cdo de 4gua e minerais, proporcionando o aumento na
velocidade da germinacdo e apresentando maiores incrementos nos indices de
biomassa em comparacdo a sementes nao inoculadas (CASSAN et al., 2009). Esses
resultados corroboram com a “hipétese aditiva” que sugere o envolvimento de
multiplos mecanismos das bactérias que afetam o desenvolvimento das plantas,
desde a sintese hormonal, até maior absorcdo de agua nutrientes e efeito protetor
contra estresses bioticos e abioticos (BASHAN et al., 2004).

Apesar de ndo haver incrementos na matéria seca da raiz neste trabalho, foi
observado aumento de até 60,3% em matéria seca da parte aérea. Este fato pode
estar relacionado a uma possivel combinacdo do isolado inoculado a microbiota
nativa da parte aérea, consequentemente aumentando a concentracdo hormonal,
em especial os niveis de auxina, a qual € o hormonio sintetizado no apice da planta
desencadeando diferenciagdo e alongamento celular (MIRANSARI et al., 2016).
Além disso, a inoculacdo tem proporcionado o maior acimulo de N e P em plantas
inoculadas, consequentemente favorecendo a sintese de matéria seca, somando
ganhos (SILVA et al., 2020). Processos como fixacdo biolégica de nitrogénio e
solubilizag&o do fésforo contribuem para estes incrementos (ZAIDI et al., 2015).

Os resultados evidenciam que os isolados de bactérias endofiticas geram
incrementos em casa de vegetacao, apresentando potencial a serem aplicadas em
campo. Estudos similares testando Bacillus sp. e Burkholderia ambifaria, oriundos
da planta tropical Paullinia cupana, foram inoculadas em soja e milho, e
apresentaram resultados significativos em relacdo as massas secas da parte aérea,
com aumentos superiores a 47% (BATISTA et al., 2018). Outros trabalhos utilizando
isolados de Bradyrhizobium japonicum e B. diazoefficiens, por exemplo, observaram
aumentos de 13,5% de massa seca de raiz e 3,8% em massa seca de parte aérea

em experimentos em casa de vegetacdo (MORETTI et al., 2019).
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Pseudomonas putida, Enterobacter asburiae e Enterobacter hormaechei séo
importantes espécies promotoras de crescimento vegetal e que porporcionaram
incrementos a soja. Estudos corroboram aos achados deste trabalho, revelando que
isolados de P. putida sdo capazes de aumentar o desenvolvimento da soja
proporcionando ganhos sob germinacdo, comprimento da parte aérea e raiz e
massas fresca e seca das plantas. Tais resultados relacionados a capacidade do
isolado em sintetizar sideréforos, acido indol-3-acético e de solubilizar fosfato
(COSTA-GUTIERREZ et al., 2020). Isolados do género Enterobacter tem sido
utilizada na cultura da soja, principalmente para promoc¢ao de crescimento vegetal
indireto, ou seja, controle biolégico. A inoculagcdo de Enterobacter contribui
significativamente para reducdo da podriddo do caule, ocasionada pelo fungo
Sclerotinia sclerotiorum (VITORINO et al., 2020).

Estudo com a espécie E. asburiae, originalmente isolados da rizosfera de
Manihot esculenta, evidencia mecanismos de promocao de crescimento vegetal
como a producédo de &cido indol-3 acético, catecol, sideréforo enterobactina (agente
quelante de ferro) e &cido glucbnico relacionado a solubilizagcdo de fosfato.
(JETIYANON et al.,, 2015). Isolados de E. hormaechei tem sido relatado
principalmente no controle de estresse salino, sendo capaz de gerar incrementos em
plantas de tomate inoculadas sob condicbes de estresse, melhorando
significativamente a biomassa fresca, comprimento da parte aérea e da raiz
(RANAWAT et al., 2021).

Apesar de existir relatos na literatura sobre o potencial destes isolados
realizarem a promocao de crescimento vegetal, este é o primeiro relato de isolados
de bactérias endofiticas da Amazonia sob o desenvolvimento da soja. Estes achados
impactam positivamente a producédo em solos com baixa disponibilidade de P, como
€ 0 caso de 39% dos solos brasileiros. Os solos amazobnicos sédo altamente
intemperizados, como os latossolos, onde ha predominancia de P-inorganico. Dessa
forma, o fésforo encontra-se ligado a fracdo mineral com alta energia e as formas
organicas estabilizadas fisica e quimicamente tornando-o indisponivel a planta.
Logo, o desenvolvimento de mecanismos de solubilizacdo de fésforo desencadeado
por bactéria endofiticas torna este elemento disponivel na solucéo do solo, reduzindo
a utilizacao de fertilizantes fosfatados (SANTOS et al., 2008; EMBRAPA, 2011).
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5.5 CONCLUSOES

Bactérias endofiticas nativas da Amazénia sdo capazes de promover o
crescimento vegetal de soja em casa de vegetacdo. Parametros de germinacao,
incrementos na matéria fresca e seca foram significativamente melhorados.
Pseudomonas putida (1.845), Enterobacter hormaechei (1.892), isolados 1.848 e
1.850 foram destaque, promovendo 0s maiores incrementos. Portanto, as bactérias
em questdao tém potencial para serem utilizadas no desenvolvimento de novas
formulacdes de inoculantes que possam ser integrados ao mercado de bioinsumos.
E sugerido também, para trabalhos futuros, testes de co-inoculagéo em soja com 0s
melhores isolados, afim de verificar possivel sinergismo entre as bactérias, e testes
de validacdo em outras culturas que impactam a economia na Amazonia,
principalmente em cadeias produtivas da fruticultura e olericultura para

fortalecimento da agricultura familiar.
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