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RESUMO

MARCOS, Antoni Wallace. Avaliagdo de cepas microbianas com aptidao a
promocao de crescimento vegetal e mitigacao dos efeitos do déficit hidrico.
2025. 70f. Dissertacdo — Programa de Pds-graduagdo em Agronomia, Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2025.

O déficit hidrico representa um dos principais desafios para a estabilidade produtiva
de sistemas agricolas tropicais. Sendo assim, este estudo objetivou identificar cepas
bacterianas com capacidade de promover o crescimento vegetal e mitigar os efeitos
da seca em diferentes espécies cultivadas. Para tanto, inicialmente foram avaliadas
oito cepas de Bacillus em condigdes de déficit hidrico em camara de crescimento
(Arabidopsis thaliana) e casa de vegetacao (feijao, soja e milho). Com base nas
caracteristicas agronémicas (massa seca de parte aérea e raiz, numero de vagens
por planta e peso de graos por planta), foram selecionadas duas cepas,
denominadas de Ag129 e Ag132, com desempenho agronémico superior as demais
cepas. Essas cepas foram avaliadas em condigdes de campo em diferentes
ambientes, sendo verificada ampla estabilidade de produgao e incremento produtivo
de 10.01 e 8.79%, respectivamente, em relagdo ao controle (ndo inoculado) para
cultura do milho; enquanto para soja os incrementos médios foram de 10.82 e
15.20%, respectivamente. Com base no sequenciamento genémico, essas cepas
foram identificadas como pertencentes a espécie Bacillus velezensis. A anotacao
funcional dessas cepas revelou ampla diversidade de genes associados a
caracteristicas promotoras de crescimento vegetal, produgdo de fitohormdnios e
sideroforos, atributos importantes para o desempenho sob condigbes de estresse
como o déficit hidrico. Esses resultados corroboram com as analises in Vvitro,
indicando que essas cepas possuem alta capacidade de producdo de
exopolissacarideos e biofilme. Além disso, possuem a capacidade de produgao de
acido-indol-acético e compatibilidade com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense, aliada a atividade antagbnica frente a fitopatdgenos do solo, como a
Rhizoctonia solani e Macrophomina phaseolina a evidenciando o potencial
biotecnolégicos dessas cepas para o0 desenvolvimento de inoculantes
biotecnoldgicos.

Palavras-chave: Mudangas Climaticas; Bacillus velezensis; Arabidopsis thaliana;
Soja; Milho.



ABSTRACT

MARCOS, Antoni Wallace. Evaluation of microbial strains with potential for plant
growth promotion and mitigation of water deficit effects. 2025. 70f. Dissertation
— Postgraduate Program in Agronomy, Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2025.

Water deficit represents one of the main challenges to the productive stability of
tropical agricultural systems. Therefore, this study aimed to identify bacterial strains
capable of promoting plant growth and mitigating drought effects in different
cultivated species. Initially, eight Bacillus strains were evaluated under water deficit
conditions in a growth chamber (using Arabidopsis thaliana) and a greenhouse
(using common bean, soybean, and maize). Based on agronomic traits (shoot and
root dry mass, number of pods per plant, and grain weight per plant), two strains—
designated Ag129 and Ag132—were selected due to their superior performance.
Field trials across different environments confirmed their broad production stability,
with yield increases of 10.01% and 8.79%, respectively, compared to the non-
inoculated control in maize. For soybean, the average yield increases were 10.82%
and 15.20%, respectively. Genomic sequencing identified these strains as Bacillus
velezensis. Functional annotation revealed a wide diversity of genes associated
with plant growth promotion, phytohormone production, and siderophore synthesis—
key traits for stress tolerance under water deficit. These findings align with in vitro
analyses, demonstrating the strains' high exopolysaccharide and biofilm production,
as well asindole-3-acetic acid (IAA) synthesis. Additionally, the strains
showed compatibility with Bradyrhizobium japonicum and Azospirillum brasilense,
along with antagonistic activity against soil pathogens such as Rhizoctonia
solani and Macrophomina phaseolina. These results highlight the biotechnological
potential of these strains for developing next-generation microbial inoculants.

Key-words: Climate Change; Bacillus Velezensis; Arabidopsis thaliana; Soybean;

Maize
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1 INTRODUGAO

As mudangas climaticas vém remodelando os padrées de
precipitacdo e temperatura, impactando drasticamente a agricultura tropical
(REZAEI et al.,, 2023). Diversos estudos vém indicam uma reducdo na
frequéncia de dias chuvosos, acompanhada por eventos de precipitagcdo mais
intensa e concentradas, resultando em veranicos mais longos e recorrentes
(FELDMAN et al., 2024; MEDEIROS; OLIVEIRA; AVILA-DIAZ, 2022; REBOITA
et al., 2022). Essa alternancia de extremos reduz a estabilidade hidrica do solo,
limitando a resiliéncia dos sistemas agricolas tropicais.

O Brasil é reconhecido como uma poténcia agricola global,
figurando entre os principais produtores de diversas commodities e
desempenhando importante papel estratégico na seguranga alimentar mundial
(USDA, 2022). No entanto, séries historicas e proje¢cdes climaticas apontam
para expansao das areas aridas e semiaridas no pais, concomitante a retragao
de zonas de clima temperado e umido, alteragbes que impactam diretamente a
distribuicdo geografica das atividades agricolas (DUBREUIL et al., 2019; LIMA
et al., 2023). Estimativas indicam que, até 2050, as perdas na producao de soja
no Brasil podem variar entre 6 a 37% devido aos efeitos das mudangas
climaticas, enquanto para milho essas perdas podem oscilar entre 13 a 29%
(ZILLI et al., 2020).

Uma abordagem integrada, que combina praticas agronémicas,
melhoramento genético e engenharia do microbioma, € considerado importante
para aumentar a resiliéncia das culturas e mitigar os impactos da seca na
agricultura. Do ponto de vista agronémico, técnicas conservacionistas como
plantio direto, rotacdo de culturas, uso de culturas de cobertura, retencdo de
residuos vegetais e ajuste da época de semeadura tém demonstrado eficacia
em melhorar a estrutura fisica do solo e aumentar a sua capacidade de
retencéo hidrica (HERMANS et al., 2021; NOURI et al., 2021; MUHAMMAD et
al., 2024). Em relagdo ao melhoramento de plantas, avangos na fenotipagem
de alta precisédo aliados a genotipagem tém acelerado o desenvolvimento de
cultivares com sistemas radiculares mais profundos, maior capacidade de

ajuste osmoético e maior eficiéncia fotossintética sob condigbes de baixa
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disponibilidade hidrica, resultando maior estabilidade produtiva durante
periodos de seca (XIONG et al., 2022; GUADARRAMA-ESCOBAR et al., 2024;
HE et al., 2024). Além disso, técnicas de edicdo génica vém possibilitando
ajustes na introdugcdo ou ativagdo direcionada de genes relacionados a
toleréncia a seca (SHELAKE et al., 2022).

Microrganismos associados as plantas também tém sido
considerados importante estratégia para mitigar o déficit hidrico (PHOUR;
SINDHU, 2022; ALl et al, 2023; EL-SAADONY et al., 2024). Esses
microrganismos atuam por meio de multiplos mecanismos, incluindo a
modulagdo de fitormdnios, como o acido indol-3-acético (AlA), que estimula o
crescimento radicular, e o acido abscisico (ABA), que promove o fechamento
estomatico e reduz a perda de agua por transpiracdo (EL-SAADONY et al.,
2024). Alguns microrganismos também produzem a enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato desaminase (ACC deaminase), que diminuem
os niveis de etileno nas raizes, atenuando o estresse (SINGH et al., 2023).
Adicionalmente, a sintese de osmoprotetores, compostos organicos volateis e
exopolissacarideos contribui para o ajuste osmotico, preserva a integridade das
membranas celulares e aumenta a retengdo de agua na rizosfera, sustentando
a funcionalidade fisiolégica das plantas sob condi¢des de seca (NASEEM et al.,
2018; EL-SAADONY et al., 2024; GHOLIZADEH et al., 2024).

A composi¢cao da comunidade microbiana associada as plantas
€ dindmica, variando ao longo do desenvolvimento vegetal e sendo modulada
por fatores ambientais como a disponibilidade de agua e nutrientes (KNIGHT et
al., 2024). Em condi¢des de déficit hidrico, observa-se maior predominancia de
bactérias gram-positivas, como Bacillus e Streptomyces, que apresentam maior
tolerancia a dessecagdo e mecanismos fisioldgicos adaptativos (KOBERL et
al., 2013; ETESAMI et al., 2023; GHOLIZADEH et al., 2024; LIU et al., 2024).
Nesse contexto, a bioprospeccao e selecao de isolados de Bacillus pode ser
considerada uma estratégia para o desenvolvimento de inoculantes voltados a
mitigagdo do déficit hidrico, devido a sua versatilidade metabdlica, resiliéncia
ambiental e capacidade de promover o crescimento vegetal (LIU et al., 2025).
Além disso, alguns isolados desse género também exibem propriedades

relevantes a solubilizacdo de nutrientes e ao biocontrole de fitopatégenos, por
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meio da competicdo por nichos e recursos, sintese de metabolitos
antimicrobianos e indugcdo de resisténcia sisttmica em plantas (FIRA et al.,
2018; MOSELA et al, 2022; PONTES et al, 2024), evidenciando a
multifuncionalidade ecoldgica desse género bacteriano.

O presente trabalho teve como objetivo bioprospectar e
selecionar cepas de Bacillus sp. com capacidade de mitigar os efeitos do déficit
hidrico e promover o crescimento das culturas de milho e soja, visando o
desenvolvimento de um inoculante microbiano. Para isso, o trabalho foi
estruturado em trés etapas, sendo i) avaliar o potencial de multiplas cepas de
Bacillus na mitigagdo do déficit hidrico sob condigdes controladas (camara de
crescimento e casa de vegetacao) e em diferentes espécies vegetais, ii) avaliar
o0 desempenho das cepas selecionadas na promog¢ao de crescimento do milho
e soja em diferentes condigdes edafoclimaticas, e iii) realizar analise genémica,
que envolve a identificacdo genética e de regides gendmicas relacionados a
promocao de crescimento e a mitigacdo do déficit hidrico das cepas

selecionados.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 CULTURAS AGRICOLAS

O agronegoécio € um dos principais setores da economia
brasileira, representando 2 do produto interno bruto (PIB) do pais e 49,3%
(US$ 165,55 bilhdes) das exportagdes em 2023. Aproximadamente 40,4% da
receita externa desse setor provém da soja (Glycine max (L.) Merril) e de seus
derivados (grao, farelo e 6leo). Além de ser o maior exportador e produtor de
soja do mundo, o Brasil € também considerado um dos principais produtores
globais de outras culturas economicamente importantes, como cana-de-agucar
(Sacharum spp.), milho (Zea mays L.), café (Coffea spp.), algodao (Gossypium
spp.), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck) e
banana (Musa spp.) (http://www.ibge.gov.br).

A soja possui como centro de origem o leste asiatico, tendo
sido domesticada ha aproximadamente 4.000 anos. A relevancia comercial da
soja teve inicio com sua introducdo nos Estados Unidos, onde foi inicialmente
utilizada como cultura forrageira e planta de cobertura (HYMOWITZ; HARLAN,
1983). No entanto, a partir de 1941, a area destinada a produgdo de graos
superou a utilizada para fins forrageiros (EMBRAPA, 2004). No Brasil, as
pesquisas com a soja comegaram na década de 1930, no Rio Grande do Sul,
e, em 1947, foram realizadas as primeiras selecbes com o objetivo de
desenvolver novas cultivares (SEDIYAMA T; TEIXEIRA; REIS, 1999).

O avango da sojicultura impulsionou o pais a se consolidar
como um dos principais produtores mundiais. Nos ultimos dez anos, o
crescimento da produgao de graos foi de aproximadamente de seis milhdes ton
ano™', com uma produgéo de 147,7 milhdes de toneladas na safra 2023/2024
(CONAB, 2024) Os principais estados produtores sdao Mato Grosso, Rio
Grande do Sul, Parana e Goias, com 26,6, 13,3, 12,4 e 11,4% da producao
nacional, respectivamente.

O milho é uma das principais culturas agricolas do mundo,

desempenhando um importante papel na alimentagdo humana e animal, além
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de ser amplamente utilizado na produg¢ao de biocombustiveis e como matéria-
prima para diversos produtos industriais (TANUMIHARDJO et al.,, 2020).
Anualmente, cerca de 1,123 bilhdo de toneladas de grdos de milho sao
produzidas globalmente, com o Brasil ocupando a terceira posigado entre os
maiores produtores, atras apenas dos Estados Unidos e da China. Para o ano
agricola de 2023/2024, a produgao brasileira foi estimada em 115,7 milhdes de
toneladas, cultivadas em uma area de 20,8 milhdes de hectares (CONAB,
2024).

No Brasil, o milho & cultivado ao longo de todo o ano, sendo
classificado conforme a época de plantio: (i) milho “safra” ou primeira época,
com semeaduras realizadas entre setembro e dezembro; (ii) milho “safrinha”ou
segunda época, semeado entre janeiro e margo. Além dessas, a terceira safra
tem se destacado, especialmente nos estados do Nordeste, como Bahia,
Sergipe, Alagoas, Pernambuco e Roraima, com plantios ocorrendo entre abril e
junho.

Na safra 2023/2024, a primeira safra de milho no Brasil
resultou em uma producdo de 23,36 milhdes de toneladas (~20,3% da
producao total), com produtividade média de 5.692 kg ha-1. A segunda safra,
por sua vez, alcangou 90,28 milhdes de toneladas (~78,4% da produgao total),
com produtividade média de 4.048 kg ha™. Ja a terceira safra, embora menos
expressiva, contribuiu com 1,54 milhdo de toneladas (~1,3% da produgéo total)
e produtividade média de 2.626 kg ha™ (CONAB, 2024).

2.2 ESTRESSES ABIOTICOS

Sao muitos os tipos de estresses que as plantas podem passar
durante seu desenvolvimento, os quais sao divididos em bidticos e abidticos.
Os bidticos estao ligados ao sistema de defesa das plantas contra o ataque de
pragas e patdgenos. Os abidticos referem-se a fatores ambientais adversos
que afetam o crescimento e desenvolvimento das plantas, reduzindo o
potencial produtivo da cultura agricola. Os principais estresses abioticos

incluem seca, temperaturas extremas (calor e frio), salinidade do solo,
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alagamento e deficiéncia de nutrientes (TAIZ; ZEIGER; MURPHY, 2017).
Esses fatores impdem desafios a agricultura, pois impactam processos
fisiolégicos das plantas, como a fotossintese, a absor¢céo de agua e nutrientes,
e a resisténcia a pragas e doencgas (ZILLI et al., 2020).

As mudangas climaticas agravam os estresses abioticos por
meio do aumento da frequéncia e intensidade de eventos climaticos extremos,
como ondas de calor, secas prolongadas e chuvas irregulares. Diversos
estudos indicam que a redugao na frequéncia de precipitacdo, combinada com
0 aumento da evapotranspiragdo devido ao aquecimento global, intensifica o
estresse hidrico nas plantas, levando a senescéncia precoce das folhas e
reduzindo a eficiéncia da fotossintese (MEDEIROS; OLIVEIRA; AVILA-DIAZ,
2022; REBOITA et al., 2022; FELDMAN et al., 2024; ZHANG et al., 2025).

Além disso, a interacdo entre multiplos estresses abidticos
impbe importantes desafios para a agricultura. Por exemplo, a combinagao de
seca e calor intensifica a desidratacdo celular e aumenta a demanda
evaporativa da atmosfera. Esse estresse hidrico e térmico compromete a
homeostase osmatica e induz o fechamento estomatico, limitando a difuséo de
CO2 para o mesodfilo e reduzindo a taxa de assimilacdo fotossintética e,
consequentemente, o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
causando dano a maquinaria fotossintética (MITTLER, 2006). Outro exemplo
critico, € a coexisténcia de salinidade e déficit hidrico que agrava a toxicidade
ibnica e reduz a capacidade de absorcido de nutrientes, impactando o
desenvolvimento radicular e eficiéncia no uso da agua (CHAUDHRY; SIDHU,
2022).

As plantas desenvolveram mecanismos coordenados para
tolerar estresses abidticos, envolvendo redes de percepcgdo, sinalizacdo e
respostas adaptativas que minimizam os danos celulares e garantem a
homeostase fisioldégica. A sinalizagdo por célcio (Ca**), EROS e hormdnios
como acido abscisico (ABA) desempenha importante papel na resposta ao
estresse hidrico e térmico, regulando a abertura estomatica e a expressao de
genes de defesa (ZHU, 2016; TAIZ; ZEIGER; MURPHY, 2017). Além disso,
proteinas quinases (MAPKs) e quinases dependentes de caélcio (CDPKs)

integram sinais ambientais e desencadeiam modificacbes pds-traducionais em
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fatores de transcrigao que controlam a biossintese de osmdlitos, como prolina e
agucares soluveis, protegendo as células contra desidratacdo e estresse
oxidativo (ZHANG et al., 2022).

Em resposta a salinidade e toxicidade iénica, as plantas ativam
transportadores especificos, como SOS1 (SALT OVERLY SENSITIVE 1), que
medeia a exclusdo de Na' na rizosfera, e NHX1, que sequestra Na* no
vacuolo, reduzindo seus efeitos toxicos no citoplasma (MITTLER, 2006). O
ajuste da arquitetura radicular, por meio da modulagao de fitorménios como
auxinas e citocininas, também otimiza a captagdo de agua e nutrientes em
ambientes adversos (CHAUDHRY; SIDHU, 2022). Além disso, mecanismos
epigenéticos, como a metilagdo do DNA e modificagdes em histonas, conferem
memoria de estresse, permitindo respostas mais eficientes em exposi¢cdes

subsequentes a condi¢des adversas (ZHANG et al., 2022).
2.2.1 Déficit Hidrico

As mudangas climaticas tém impactado a agricultura brasileira.
O déficit hidrico é considerado um dos principais desafios para a producéo
agricola nacional. Estudos indicam que a elevacao das temperaturas médias e
a mudanca nos padrdes de precipitacdo reduzirdo a disponibilidade hidrica em
muitas regides agricolas brasileiras, afetando a produtividade das culturas e
aumentando os riscos de perdas econdémicas (ZILLI et al., 2020). Projecbes
baseadas no modelo BCC-CSM1-1 apontam que, até 2060, havera aumento de
até 5,42 °C na temperatura média mundial, acompanhado pela redugcao da
area de clima temperado e expansao de zonas aridas e semiaridas (DE LIMA
et al., 2023).

O déficit hidrico compromete diversos processos fisioldgicos,
bioquimicos e agronémicos para o crescimento e desenvolvimento das plantas.
Um dos principais impactos ocorre na fotossintese, pois a seca induz o
fechamento estomatico, reduzindo a absorgéo de CO, e limitando a produgao
de carboidratos essenciais para o desenvolvimento da planta. Além disso, ha
aumento do estresse oxidativo, resultando na degradagdo de pigmentos
fotossintéticos e danos as membranas celulares (KULUNDZIC et al., 2022). A
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reducdo da eficiéncia fotossintética compromete o acumulo de biomassa e a
formacgao de graos, impactando diretamente a produtividade da cultura.

Para cultura da soja, um fator importante esta relacionado ao
processo de fixagado biolégica de nitrogénio (FBN). A nodulagédo e a atividade
do Bradyrhizobium sao severamente reduzidas, afetando a assimilagcdo de
nitrogénio e limitando o crescimento da planta (KUNERT et al., 2016; FREITAS
et al.,, 2022). Na cultura do milho, por sua vez, o déficit hidrico afeta
drasticamente a fase reprodutiva, que é o estadio mais sensivel a falta de
agua. A desregulagao do periodo entre a antese e a emissao dos estigmas sob
seca reduz o numero de graos formados, resultando em menor produtividade.
Além disso, a desidratacao das flores masculinas e femininas compromete a
fertilizacdo e pode levar a esterilidade do pdlen. Estudos indicam que a seca
durante o florescimento pode reduzir em até 90% a producdo de gréos se
ocorrer alguns dias antes da emergéncia das espigas (SHEORAN, 2022;
SINGH et al.,, 2023). Sendo assim, uma abordagem integrada, envolvendo
praticas agronémicas, melhoramento genético e engenharia do microbioma, &

considerada estratégica para reduzir os impactos da seca na agricultura.

2.2.1.1 Praticas agronbmicas

A adocao de praticas agronbmicas para mitigar os impactos do
déficit hidrico nas culturas agricolas € de elevada importéncia visando garantir
estabilidade produtiva em cenarios de mudangas climaticas (MUHAMMAD et
al., 2024). O sistema de plantio direto e a rotagdo de culturas sao estratégias
para melhorar a retencdo de agua no solo, reduzir a erosdo e promover a
estruturacdo do perfil do solo, tornando-o mais resiliente a periodos de déficit
hidrico. Além disso, o uso de culturas de cobertura, como leguminosas e
gramineas, contribui para aumentar o teor de matéria organica do solo,
melhorando sua capacidade de retengcdo de agua e reduzindo a compactagao.
Estudos demonstram que essas praticas conservacionistas ndo apenas
minimizam os impactos do estresse hidrico, mas também promovem ganhos de

produtividade ao longo do tempo, pois favorecem a infiltragdo e o

21



armazenamento de agua no perfil do solo (HERMANS et al., 2021; NOURI et
al., 2021).

Outra abordagem envolve o ajuste da época de semeadura € 0
uso de variedades adaptadas as condigdes climaticas locais. O escalonamento
da semeadura permite sincronizar o ciclo das culturas com periodos de maior
disponibilidade hidrica, reduzindo a exposicdo a estagios criticos de
desenvolvimento durante periodos de estiagem severa (MUHAMMAD et al.,
2024). Para culturas como soja e milho, por exemplo, evitar a floragdo e o
enchimento de gréos durante os periodos de maior déficit hidrico pode resultar
em maior estabilidade produtiva (HE et al., 2024). A definigdo da melhor janela
de plantio pode ser realizada com o auxilio de modelos agroclimaticos, que
integram dados historicos de precipitacao, temperatura e umidade do solo para
prever cenarios de risco climatico e otimizar a tomada de decisdo (PHIRI et al.,
2025).

A irrigagcéo é também considerada uma importante estratégia
para mitigar os efeitos do déficit hidrico na agricultura, garantindo a
disponibilidade de agua durante periodos criticos do ciclo das culturas. No
entanto, sua eficiéncia depende de planejamento adequado e do uso de
tecnologias para otimizar a aplicagcdo da agua (MUHAMMAD et al., 2024).
Métodos como irrigagdo por gotejamento e pivd central, quando combinados
com sensores de umidade do solo, permitem aplicacdo mais precisa, reduzindo
perdas por evaporagéao e lixiviagdo de nutrientes. Além disso, estratégias como
a irrigacao deficitaria controlada, que consiste em aplicar agua apenas durante
estagios fenolégicos mais sensiveis, como floragao e enchimento de graos, tém
se mostrado eficazes para maximizar a eficiéncia do uso da agua
(MUHAMMAD et al., 2024; PHIRI et al., 2025).

2.2.1.2 Melhoramento Genético

O melhoramento genético € considerado uma das principais
estratégias para aumentar a tolerancia das culturas agricolas ao déficit hidrico

(HE et al., 2024). A integracao da fenotipagem de alta precisdo com técnicas
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de genotipagem tem permitido selegcdo mais eficiente de gendtipos com
caracteristicas favoraveis de tolerancia a seca (XIONG; REYNOLDS; XU, 2022;
GUADARRAMA-ESCOBAR et al.,, 2024; HE et al., 2024). A fenotipagem
baseada em sensores remotos e imagens hiperespectrais tem possibilitado a
identificacdo de plantas com maior eficiéncia no uso da agua, ajuste osmatico e
capacidade fotossintética sob condicoes de déficit hidrico, acelerando o
processo de selecdo (BRAGA et al.,, 2021). Além disso, a selegao de
variedades com sistemas radiculares mais profundos tem sido considerada
uma importante estratégia para mitigar os impactos da seca (COOPER;
MESSINA, 2023).

A abordagem combinada de Genome-Wide Association Studies
(GWAS) e transcriptdmica vem sendo implementada visando compreensao
mais detalhada dos mecanismos moleculares envolvidos na resposta das
plantas a seca (GUO et al., 2020; WU et al., 2022; SU et al., 2025;). No milho,
Guo et al. (2020) identificaram 62 loci associados ao comprimento da raiz
seminal submetida ao déficit hidrico, dos quais foram identificados sete genes
envolvidos na modulagdo do desenvolvimento radicular. Wu et al. (2022)
realizando um estudo combinado de GWAS e RNA-seq, identificaram 14 genes
candidatos relacionados a resposta ao déficit hidrico, incluindo genes que
codificam proteinas quinases e fatores de transcricdo ligados a via de
sinalizacdo do ABA. A andlise demonstrou que genes diferencialmente
expressos sob estresse estavam correlacionados com os /oci identificados no
GWAS, confirmando a importancia dessas regides gendmicas na adaptagao
das plantas a ambientes com déficit hidrico.

Plantas geneticamente modificadas também vém sendo
estudadas na busca de culturas mais tolerantes ao déficit hidrico. A
superexpressao de genes relacionados ao metabolismo do ABA, a regulacao
estomatica e a manutencdo da homeostase celular sob estresse tém sido
exploradas (SHEORAN, 2022). Em 2011 (EUA) e 2016 (Brasil), o primeiro
milho transgénico tolerante a seca foi aprovado para comercializagédo, o MON
87460, desenvolvido pela Monsanto/BAYER. Esse milho expressa a proteina
bacteriana COLD SHOCK PROTEIN B (CSPB), conferindo maior estabilidade

ao metabolismo celular durante periodos de baixa disponibilidade hidrica e
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resultando em um ganho de 6% na produtividade em condigdes de estresse
hidrico (SHEORAN, 2022).

Além do milho, a soja transgénica HB4, que expressa o gene
HaHB4 (Helianthus annuus Homeobox-4) de girassol, tem demonstrado
aumento na produtividade em ambientes aridos e ja foi aprovada para
comercializagcdo em paises como Argentina, Brasil e Canada (JAN et al., 2025).
O gene HaHB4 codifica para um fator de transcricao pertencente a familia HD-
Zip |, que desempenha papel na regulacéo da resposta das plantas ao estresse
hidrico. Esse gene é regulado pela disponibilidade de agua, luz e ABA, sendo
ativado sob condigbes de déficit hidrico. Sua fungao primaria envolve a ligagéo
a sequéncias regulatérias no genoma da planta, promovendo a expressao de
genes envolvidos na adaptagdo ao estresse, como aqueles relacionados a
manutengdo da homeostase celular e ao controle da transpiracédo (GUPTA,
2024).

A edicdo génica tem sido considerada uma importante
ferramenta para o desenvolvimento de cultivares tolerantes ao déficit hidrico,
permitindo modificagdes precisas no genoma das plantas (GUPTA, 2024; JAN
et al., 2025). Tecnologias como CRISPR-Cas9, TALENs e base editing,
possibilitam a edicdo direcionada de genes envolvidos na regulacdo do
fechamento estomatico, ajuste osmotico e controle da expressao de fatores de
transcricio relacionados a seca.

Uma das principais vantagens da tecnologia de edi¢do génica é
a possibilidade de acelerar o melhoramento genético sem a necessidade de
insercdo de DNA exogeno, evitando as barreiras regulatérias associadas aos
organismos geneticamente modificados (OGMs) tradicionais (HAFEEZ et al.,
2023). Enquanto OGMs podem levar mais de uma década para serem
aprovados devido as exigéncias regulatérias, cultivares desenvolvidas por
edicdo génica podem ser liberadas de forma mais rapida, pois, em muitos
casos, nao sao classificadas como transgénicas (HAFEEZ et al., 2023; JAN et
al., 2025). Isso se reflete diretamente nos custos de desenvolvimento, uma vez
gue a obtencdo de uma variedade transgénica pode superar US$ 100 milhdes,
enquanto a edigao génica reduz significativamente esse investimento, devido a
sua precisao e eficiéncia (SHEORAN, 2022; GUPTA, 2024.
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2.3 UsO DE MICRORGANISMOS PARA MITIGAGAO DO DEFICIT HIDRICO

Os microrganismos associados as plantas desempenham
importante papel no crescimento, desenvolvimento e adaptagdo ao ambiente,
sendo frequentemente referidos como o segundo genoma das plantas. O
microbioma das plantas, composto principalmente por bactérias, fungos e
arqueias, interage dinamicamente com a planta hospedeira, desempenhando
fungdes importantes, como mobilizacdo de nutrientes, protecdo contra
estresses abidticos e bidticos, indugdo de resisténcia e regulacdo do
metabolismo da planta (ALl et al., 2022; PHOUR; SINDHU, 2022; NORTHEN et
al., 2024). Além disso, os microrganismos influenciam diretamente a arquitetura
radicular e a eficiéncia na absorcdo de agua e nutrientes, tornando-se
fundamentais para a sustentabilidade agricola (LI et al., 2024; XUN et al.,
2024).

A composicdo e a estrutura do microbioma das plantas sao
dinamicas e moduladas por fatores ambientais e genéticos, influenciando
diretamente a capacidade de adaptagdo das culturas agricolas ao estresse
hidrico. O gendtipo da planta determina parcialmente a selegdo das
comunidades microbianas associadas a rizosfera, influenciando quais grupos
de microrganismos s&o recrutados ou suprimidos ao longo do ciclo de vida da
planta (GHOLIZADEH et al., 2024).

Em condigbes de déficit hidrico, diversos artigos demonstram
aumento da prevaléncia de bactérias gram-positivas, como Bacillus e
Streptomyces, devido a sua capacidade de formar biofilmes, sintetizar
osmolitos compativeis e exopolissacarideos (EPSs), além de apresentarem
estruturas celulares mais resistentes a dessecacgao (LIU; LI; SINGH, 2024). Por
outro lado, grupos de bactérias gram-negativas, como Flavobacterium,
Burkholderia e algumas Proteobacteria, tendem a ser reduzidos, pois
dependem de umidade e exsudatos radiculares ricos em carbono assimilavel
para sua sobrevivéncia (EL-SAADONY et al., 2024). Dessa forma, o

microbioma rizosférico sofre uma reorganizacao funcional sob condi¢cdes de
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seca, favorecendo comunidades bacterianas mais resistentes e eficientes na
manutengao da homeostase da planta.

Diversos mecanismos tém sido relacionados aos
microrganismos visando mitigar o efeito do déficit hidrico nas plantas (ALl et al.,
2022; PHOUR; SINDHU, 2022; EL-SAADONY et al., 2024. Esses mecanismos
incluem a modulagdo hormonal, redu¢cdo dos niveis de etileno, sintese de
osmoprotetores e EPSs, e solubilizagdo de nutrientes (NASEEM et al., 2018;
SINGH; MA; SHADAN, 2022; EL-SAADONY et al., 2024; GHOLIZADEH et al.,
2024).

2.3.1 Modulagado Hormonal

A producédo de fitormbnios por microrganismos rizosféricos é
considerada uma importante caracteristica que influencia o crescimento e a
adaptacao das plantas ao estresse hidrico. Entre os principais hormdnios
sintetizados pelos microrganismos, destacam-se o acido indol-3-acético (AlA) e
o ABA, que atuam na arquitetura radicular e na regulagdo do balancgo hidrico
das plantas (EL-SAADONY et al., 2024).

O AIA é um fitormbnio da classe das auxinas, sintetizado por
microrganismos benéficos como, Bacillus e Pseudomonas (UZMA; |IQBAL;
HASNAIN, 2022; ABO ELSOUD; HASAN; ELHATEIR, 2023). Esse hormdnio
estimula o crescimento radicular, promovendo maior ramificacdo e
alongamento das raizes, permitindo que as plantas explorem reservas de agua
em camadas inferiores (ALl et al., 2022), pois aumentar a densidade e o
comprimento das raizes auxilia na absor¢édo de nutrientes, o que melhora o
desempenho fisiolégico das plantas sob estresse hidrico.

O ABA é horménio central na resposta das plantas a seca.
Alguns microrganismos do solo influenciam sua sintese e regulagao,
aumentando sua producao nas plantas sob condi¢cées de déficit hidrico. O ABA
controla o fechamento estomatico, reduzindo a perda de agua por transpiragao
e ajudando a planta a manter sua homeostase hidrica (PHOUR; SINDHU,
2022).
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2.3.2 Reducgao dos niveis etileno

O etileno é um fitormonio associado ao envelhecimento e a
resposta ao estresse em plantas. Em condicbes de déficit hidrico, sua
producdo € aumentada como mecanismo de defesa, mas esse excesso pode
levar a inibicdo do crescimento radicular, aceleragcdo da senescéncia e
impactos negativos na fisiologia da planta (SINGH; MA; SHADAN, 2022).

A biossintese do etileno ¢é iniciada a partir da conversao da S-
adenosil metionina (SAM) em 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) pela
enzima ACC sintetase, sendo posteriormente convertida em etileno pela ACC
oxidase (KUMAR et al., 2024). No entanto, algumas bactérias rizosféricas
mitigam esses efeitos negativos ao produzir 1-aminociclopropano-1-carboxilato
desaminase (ACC deaminase), uma enzima que degrada o ACC antes que ele
seja convertido em etileno. Esse mecanismo reduz a biossintese de etileno nas
células vegetais, permitindo que a planta mantenha seu crescimento radicular
mesmo sob condi¢cdes adversas (SINGH; MA; SHADAN, 2022; KOUR et al.,
2024).

A regulagao dos niveis de etileno por bactérias produtoras de
ACC deaminase é importante em solos sujeitos a seca, nos quais a inibicado do
crescimento radicular causada pelo acumulo excessivo de etileno pode
comprometer a capacidade da planta de acessar reservas hidricas profundas.
Além disso, a acao dessas bactérias pode retardar a senescéncia foliar e
melhorar a eficiéncia fotossintética, prolongando o ciclo produtivo da planta em
condi¢cbes adversas (EL-SAADONY et al., 2024).

Dentre os principais géneros bacterianos produtores de ACC
deaminase, destacam-se Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium e Variovorax, que
atuam na promocao do crescimento vegetal e na mitigacao do déficit hidrico
(GHOLIZADEH et al.,, 2024). A aplicagdo de inoculantes contendo esses
microrganismos tem sido amplamente estudada como estratégia biotecnologica

para melhorar a produtividade agricola em condigdes de déficit hidrico.
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2.3.3 Sintese de osmoprotetores e exopolissacarideos

A producdo de osmoprotetores e EPSs por microrganismos
também tem sido considerada importante mecanismo na adaptacdo ao déficit
hidrico. Osmoprotetores, como prolina, glicina betaina, poliaminas e agucares
compativeis (trealose e rafinose), sdo compostos que ajudam as células
vegetais a manterem a homeostase osmotica, evitando a perda excessiva de
agua e protegendo proteinas e membranas celulares contra a dessecagao
(KUMAR et al., 2024).

Além dos osmoprotetores, a sintese de EPSs permite maior
retencdo de umidade no solo e na formacao de biofilmes ao redor das raizes.
EPSs sado polimeros de carboidratos secretados por bactérias rizosféricas,
formando uma matriz protetora que melhora a agregacao do solo e retém agua
em microambientes ao redor das raizes, reduzindo os impactos da seca (SAHA
et al., 2020). Essa matriz também protege as raizes contra patogenos e

promove interagdes benéficas entre a planta e a microbiota associada.

2.3.4 Solubilizacdo de nutrientes

A solubilizagdo microbiana de nutrientes é importante para
mitigar os impactos do déficit hidrico, promovendo a resiliéncia das plantas por
meio da melhoria na assimilagdo de nutrientes, como fosforo (EL-SAADONY et
al., 2024). A disponibilidade de nutrientes no solo esta associada a presenga de
agua, pois a difusado e o transporte ibnico sdo dependentes da umidade.

Microrganismos do género Bacillus, Pseudomonas e
Streptomyces sao reconhecidos por sua capacidade de solubilizar e mineralizar
o fosforo inorganico e orgéanico para as plantas. Os principais mecanismos
usados por esses microrganismos para solubilizar e mineralizar o fosforo
incluem a producdo e excrecdo de acidos organicos e a agao de enzimas
hidroliticas, como fitases e fosfatases. Os acidos organicos, como citrico,
oxalico e malico, sdo excretados pelos microrganismos e acidificam o ambiente

rizosfério, que promove a liberacdo do fésforo por meio da substituicdo de
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prétons e da complexacao de ions metalicos (PANCHAL; MILLER; GIRI, 2021;
PANG et al., 2024). Por sua vez, as fitases e fosfatases sdo importantes no
processo de mineralizagdo do fosforo organico nos solos. A fitase catalisa a
degradagao do acido fitico, em fosfato livre e mio-inositois menos fosforilados.
De forma semelhante, as fosfatases acidas e alcalinas complementam essa
agao ao hidrolisar outros compostos organicos de fosfato, maximizando a PUE
(RIZWANUDDIN et al., 2023; VASHISHTH et al., 2023).

2.3.5 Efeitos indiretos

Diversos efeitos indiretos dos microrganismos contribuem para
a resiliéncia das plantas ao estresse hidrico, incluindo a modulagédo do
microbioma do solo, a indugao de respostas sistémicas na planta e a melhoria
da estrutura do solo. A colonizagdo radicular por microrganismos pode ativar
mecanismos de defesa sistémica induzida (ISR), tornando a planta mais
resistente a estresses abioticos (EL-SAADONY et al., 2024). Esse efeito de
priming (preparo) acelera a resposta da planta a futuras exposi¢cbes a seca,
permitindo que mecanismos antioxidantes e osmoprotetores sejam ativados
mais rapidamente (ALl et al., 2023). Essa memoria adaptativa da planta,
mediada pelo microbioma, pode resultar em maior eficiéncia na alocagao de
recursos metabdlicos para defesa e crescimento em periodos de seca (ALl et
al., 2022, 2023).

A atividade microbiana influencia diretamente a estruturacédo do
solo e sua capacidade de retencao de agua. A secrecao de EPSs por bactérias
do solo promove a formagao de agregados estaveis, reduzindo a compactacao
e aumentando a porosidade do solo (BENMRID et al., 2024). Esse processo
facilita a infiltracdo e retengdo de agua, reduzindo o impacto do déficit hidrico
sobre as raizes das plantas (EL-SAADONY et al., 2024). Além disso, os fungos
micorrizicos formam redes de hifas que melhoram a exploracdo do solo e

aumentam a absorgéo de agua pelas plantas (ALl et al., 2023).
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2.4 GENERO BAcCILLUS

O género Bacillus foi descrito pela primeira vez por Cohn em
1872 como um grupo de bactérias formadoras de enddsporos e resistentes ao
calor. Antes da reclassificagao taxonémica de Gupta et al. (2020), o género
Bacillus possuia mais de 280 espécies descritas. No entanto, devido a polifilia
desse grupo, a maioria dessas espécies foi redistribuida em 17 novos géneros,
além de algumas transferéncias para géneros existentes dentro da familia
Bacillaceae. Apos essa reorganizagao, apenas as especies pertencentes aos
clados Subtilis e Cereus permaneceram dentro do género Bacillus (GUPTA,
2024). As espécies desse género sao compostas por bactérias em forma de
bastonetes, gram-positivas, catalase-positivas e aerdbicas, capazes de formar
enddsporos (GRAUMANN, 2017).

O grupo Bacillus cereus representa espécies com diferentes
fungdes na agricultura, saude humana, deterioracdo de alimentos e meio
ambiente. Nesse clado inclui espécies patogénicas como B. anthracis, agente
etiolégico do antraz; B. cereus, causador de intoxicagdes alimentares; e B.
thuringiensis, utilizado como biopesticida na agricultura (XU; KOVACS, 2024).
O grupo subtilis, representa espécies que sao geneticamente proximas e
dificilmente distinguiveis fenotipicamente. A maioria das células vegetativas
tem menos de 1 ym e séo geralmente mesdfilas e neutrdfilas, embora algumas
tolerem pH elevado. Esse grupo é conhecido por sua alta producdo de
metabdlitos secundarios, com cerca de 4% a 5% de seu genoma dedicado a
sintese desses compostos, que possuem atividades antifungicas,
antibacterianas e de indugado de resisténcia sistémica em plantas, sendo
amplamente utilizados na formulagdo de biofertilizantes e biofungicidas
(CAULIER et al., 2019; STEINKE et al., 2021).

As espécies de Bacillus sdo predominantes no solo e na
rizosfera, representando até 95% das populagdes bacterianas Gram-positivas
nesses ambientes, onde atuam na mineralizacdo da matéria organica e na
promogao do crescimento vegetal (ETESAMI; JEONG; GLICK, 2023). Devido a
sua ampla versatilidade funcional e capacidade de adaptacéao, Bacillus spp. sdo

amplamente utilizadas em formulagbes comerciais, incluindo bioinoculantes e
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agentes de biocontrole (BUQORI et al., 2025). Produtos contendo B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. pumilus, B. licheniformis e B. velezensis sdo amplamente
utilizados como produtos biolégicos na agricultura.

Diversas cepas e espécies de Bacillus vém sendo identificadas
como PGPR capazes de mitigar os efeitos do déficit hidrico em diversas
culturas agricolas. Entre essas espécies destacam B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. aryabhattai, B. megaterium, B.
thuringiensis, B. pumilus e B. velezensis (AZZEM et al., 2023). Essas espécies
apresentam ampla gama de caracteristicas que as tornam adequadas para uso
como inoculantes, incluindo a producdo de fitormonios, ACC deaminase,
solubilizacdo de nutrientes e sintese de EPSs (ETESAMI; JEONG; GLICK,
2023).

Para Bacillus velezensis, Park et al. (2024) avaliaram o efeito
da inoculacao da cepa GH1-13 na tolerancia ao estresse hidrico em arroz. Os
resultados demonstraram que a inoculagdo proporcionou maior taxa de
sobrevivéncia e reducao significativa no acumulo de EROs em plantas sob
déficit hidrico, em comparagao com aquelas nao inoculadas. Essa diminui¢cao
foi associada a maior atividade de enzimas antioxidantes, incluindo ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX) e superéxido
dismutase (SOD). Além disso, a inoculagdo estimulou a ativagado da via do
acido jasmonico, um fitormdnio essencial para a tolerancia ao estresse abidtico,
contribuindo para a adaptacao da planta as condi¢gdes de seca.

Xu et al. (2025) avaliaram o efeito da inoculacdo de B.
velezensis G138 e B. tequilensis G128 na tolerancia a seca em Arabidopsis
thaliana e alfafa. Os resultados indicaram que a inoculagdo com B. velezensis
promoveu aumento significativo na biomassa da parte aérea e do sistema
radicular em condigdes de déficit hidrico. Além disso, a inoculagao estimulou
maior atividade de enzimas antioxidantes, reduzindo os marcadores de
estresse oxidativo, sugerindo que essa cepa possui grande potencial para uso

como inoculante na mitigagao dos impactos da seca em plantas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CEPAS BACTERIANAS

Foram utilizadas oito cepas de Bacillus sp. (BAC-01 a BAC-08)
do banco de microrganismos da empresa BIOINPUT, pré-selecionadas com
base em um screening in vitro de 102 isolados avaliados para producido de
acido-indol-acético (AlA), producdo de biofilme, atividade de ACC deaminase e
atividade antifungica contra Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina e
Fusarium solani (fitopatdégenos do solo). Esses isolados utilizados no presente

trabalho s&o provenientes das amostras rizosfericas de raizes de milho e soja.

3.2 PREPARO DAS CEPAS BACTERIANAS

As cepas armazenadas a -80 °C em criotubos contendo TSB
liquido e glicerol (2:1) foram ativadas em placas de Petri contendo meio de
cultura LBA (Luria Bertani Agar, Neogen Corporation, Estados Unidos) a 28 °C
por 24 horas. Um pré-inéculo de cada cepa foi preparado a partir de colonias
puras suspensas em solugéo salina (0,85% de cloreto de sddio). A turbidez foi
ajustada para 0,5 na escala nefelométrica de McFarland (1,5 x 102 UFC mL™).

Trinta microlitros das suspensbes bacterianas foram
transferidos para 30 mL de meio de cultura AgO2 e incubados a 30 °C por 18—
20 horas a 200 rpm, para a produgdo do inoculo. Em seguida, 400 mL do
mesmo meio foram inoculados com 4 mL do inéculo e submetidos a
fermentacdo por 72 horas a 30 °C e 200 rpm. Ao final do processo, a
suspensdo bacteriana foi padronizada para concentracdo de 1,0 x 10° UFC

mL™".

3.3 EXPERIMENTO EM CAMARA DE CRESCIMENTO

Sementes de Arabidopsis thaliana, ecoétipo Col-0 foram
desinfetadas em solugdo de etanol a 75% com Triton X-100 a 0,1% por 5
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minutos, lavadas dez vezes com agua estéril e posteriormente mantidas no
escuro a 4 °C por trés dias. Em seguida, as sementes foram semeadas em
vasos (80 mL), contendo substrato Carolina Soil® e vermiculita (3:1, v/v). As
plantulas foram cultivadas por 10 dias em camara de crescimento sob
fotoperiodo de 16 h luz/8 h escuro, a 22 °C. Apds esse periodo, foi realizado o
desbaste, mantendo cinco plantas por vaso. A inoculacao foi realizada aos 13
dias apés a semeadura, aplicando-se 1 mL da suspensao bacteriana, na
concentragéo de 1 x 10° UFC mL™" no solo proximo as raizes.

Os tratamentos consistiram nas oito cepas de Bacillus sp.
selecionadas anteriormente, uma cepa de B. aryabhattai (CMAA 1363; 1 x 102
UFC mL™; empresa NOOA) e dois controles ndo inoculados (irrigado e nao
irrigado). O delineamento experimental adotado foi inteiramente ao acaso, com
dez repeti¢des, sendo cada vaso considerado uma unidade experimental.

Para o ensaio de déficit hidrico, a irrigacao foi suspensa no
inicio da fase de florescimento, exceto para o controle irrigado. As plantas
permaneceram sem irrigacdo por 12 dias, seguidos por trés dias de
reidratacdo. Apos esse periodo, foram determinadas a massa seca da parte
aérea e do sistema radicular. O experimento foi repetido duas vezes de forma

independente.

3.4 EXPERIMENTO CASA DE VEGETACAO

Os experimentos em casa de vegetacao foram conduzidos no
Centro Universitario Filadélfia (UNIFIL), em Londrina, Parana, com as culturas
de soja (Glycine max L.), feijao (Phaseolus vulgaris L.) e milho (Zea mays L.).
Os tratamentos foram os mesmos utilizados nos ensaios em camara de
crescimento com A. thaliana, organizados em delineamento inteiramente
casualizado, com seis repeti¢cdes, sendo cada vaso uma unidade experimental.

Para soja e feijao, foram utilizadas as cultivares DM 66i68
IPRO e IPR Sabia, respectivamente, enquanto para o milho foi utilizada a
cultivar Dekalb 360 PRO3. A inoculagao das sementes foi realizada na dose de

100 mL da suspensdo bacteriana, em uma concentragdo 1 x 10° UFC mL™,
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para cada 50 kg de sementes. As sementes de soja e feijao foram semeadas
em vasos de 5 L contendo solo e areia (3:1, v/v). A adubagéo consistiu na
aplicagdo de 3 g de Osmocote® (15% N, 9% P,0s, 12% K,0, 1% Mg, 2,3% S,
0,05% Cu, 0,45% Fe, 0,06% Mn, 0,02% Mo) no momento da semeadura e 30
dias apds a emergéncia. As plantas foram mantidas sob irrigagao até o estadio
fenologico V4, mantendo-se 80% da capacidade de retengcdo de agua do
substrato (CRAS). Nos tratamentos com déficit hidrico, a irrigagéo foi reduzida
para 30% da CRAS por 15 dias, iniciando-se nos estadios R1 (soja) e R5
(feijao), seguidos por reidratacdo a 80% da CRAS até a maturacéo fisioldgica.
Foram avaliados numero de vagens por planta, massa seca de raizes e peso
de gréos por planta.

Para o milho, as sementes foram semeadas em vasos de 10 L
contendo solo e areia (3:1, v/v), com adubacgdo de 3 g de Osmocote® no
momento da semeadura e aplicagdo de 100 kg ha™ de sulfato de aménio aos
20 dias apo6s a emergéncia. O regime hidrico foi mantido em 80% da CRAS até
o estadio V4. A partir desse ponto, nos tratamentos com déficit hidrico, reduziu-
se a irrigagao para 30% da CRAS por 15 dias, seguida de reidratacédo a 80%
da CRAS por 12 dias. Foram avaliadas a massa seca da parte aérea e das
raizes.

O monitoramento da umidade do solo foi realizado com sondas
TDR (Time Domain Reflectometry, modelo CS560). A calibragao das sondas foi
conduzida por 25 dias em laboratério, utilizando tubos de PVC (30 cm de altura
x 10 cm de didametro) com fundo vedado por tela de sombreamento e fita
isolante para permitir drenagem sem perda de substrato.

Adicionalmente, foi conduzido um segundo experimento com
milho, avaliando os seguintes tratamentos: i) controle irrigado, ii) controle nao
irrigado, iii) Ascophyllum nodosum (Stingray®, Koppert), iv) Bacillus aryabhattai
cepa CMAA 1363 (1 x 10® UFC mL™, NOOA), v) Bacillus simplex cepa
SYMO00260 (1 x 10" UFC mL™, Indigo), vi) Bacillus sp. Ag129 (1 x 10° UFC
mL~", BIOINPUT) e vii) Bacillus sp. Ag132 (1 x 10° UFC mL™, BIOINPUT). As
condi¢des de cultivo, irrigacado e delineamento experimental foram idénticas as

descritas anteriormente para o primeiro experimento com milho.
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3.5 EXPERIMENTO DE CAMPO

Ensaios de campo foram conduzidos para avaliar a eficiéncia
dos tratamentos bioldgicos aplicados via tratamento de sementes em milho
(Zea mays, hibrido Pioneer P3310VYHR) e soja (Glycine max, cultivar
DM66168IPRO). Os tratamentos consistiram em: i) controle (sem inoculag&o), ii)
A. nodosum (Stingray®, Koppert), iii) B. aryabhattai cepa CMAA 1363 (1 x 108
UFC mL™", NOOA), iv) B. simplex cepa SYM00260 (1 x 10" UFC mL™, Indigo),
v) Bacillus sp. Ag129 (1 x 10° UFC mL™", BIOINPUT) e vi) Bacillus sp. Ag132 (1
x 10° UFC mL™, BIOINPUT).

O tratamento de sementes foi realizado com as seguintes
doses: 100 mL por 60.000 sementes de milho e 100 mL por 50 kg de sementes
de soja, na concentragdo de 1 x 10° UFC mL™" para ambos os casos, exceto
para B. simplex, cuja dose foi de 10 mL por 60.000 sementes de milho e 10 mL
por 50 kg de sementes de soja, na concentracdo de 1 x 10 UFC mL™". Em
todos os ensaios com soja, as sementes foram previamente inoculadas com
Bradyrhizobium japonicum (cepas SEMIA 5079 e 5080) na dose padréo de 100
mL por 50 kg de sementes.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento em
blocos casualizados completos, com quatro repeticbes. Cada parcela
experimental consistiu em oito linhas de 7 metros de comprimento, espacadas
em 0,45 m. Antes da semeadura, todas as areas foram fertilizadas com 100 kg
ha™ de KCI e 20 kg ha™ de nitrogénio (ureia). No milho, foi aplicada adubagao
de cobertura com 138 kg ha™ de nitrogénio no estadio V6. Foram conduzidos
seis ensaios de campo com milho nas seguintes localidades e épocas: (1)
Londrina—PR (safra 2023/2024), (2) Maua da Serra—PR (2023/2024), (3)
Guarapuava—PR (2023/2024), (4) Dourados—MS (2023/2024) e (5) Rio Verde—
GO (2024/2024). Para a soja, os cinco ensaios foram realizados em: (1)
Londrina—PR, (2) Maua da Serra—PR, (3) Guarapuava—-PR, (4) Rio Verde-GO e
(5) Barretos—SP, todos conduzidos na safra 2023/2024, de todas as areas que
foram localizadas fontes de dados foi realizado o balango hidrico, pelo método
de Thornthwaite, (1948).
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A produtividade de graos (t ha™) foi determinada apds a
colheita das seis linhas centrais de cada parcela. Informa¢des detalhadas
sobre as caracteristicas fisico-quimicas do solo e condi¢gdes edafoclimaticas

das areas experimentais estdo apresentadas na Tabela S1.

3.6 SEQUENCIAMENTO GENOMICO E PREDICAO DE GENES

O DNA genbdmico foi extraido a partir de 50 mg de biomassa
bacteriana utilizando o kit Wizard® gDNA Purification (Promega, EUA). Uma
aliquota de 1 ng de DNA foi utilizada para a construgao da biblioteca genémica
com o kit Nextera XT (lllumina, EUA). O sequenciamento foi realizado em
plataforma /lllumina NextSeq, com leitura pareada (paired-end) de 2 x 300 bp
(GoGenetic, Curitiba, Brasil).

A qualidade dos reads brutos foi avaliada com FastQC
(Andrews, 2010), e o pré-processamento foi conduzido com Trimmomatic
(BOLGER et al., 2014), aplicando filtros de qualidade e remocg¢ao de
adaptadores. A seguir, os reads filtrados foram reavaliados com FastQC para
assegurar a integridade e a qualidade das sequéncias processadas. A
montagem de novo do genoma foi realizada com MaSuRCA (ZIMIN et al.,
2013), e os contigs gerados foram ordenados com RagTag (ALONGE et al.,
2022), utilizando como genoma de referéncia Bacillus velezensis cepa MH25
(GenBank: CP034176).

A escolha do genoma de referéncia foi baseada na anotacao
preliminar dos contigs com Prokka (SEEMANN, 2014) e na analise de
similaridade dos genes 16S rRNA, gryB e citA, por meio de buscas no BLASTn
(NCBI), a fim de identificar a espécie mais proxima. A analise de similaridade
gendmica com outras cepas foi conduzida com OrthoANI (LEE et al., 2016),
incluindo a construgdo de dendrograma UPGMA e o calculo do indice GGDC.
Os resultados foram utilizados para gerar um heatmap no software R, utilizando
0 pacote ggplot2 com script personalizado.

A visualizagao do genoma circular foi realizada no programa
GenoVi (CUMSILLE et al., 2023), com parametros padrao e o modo -s draft. A

predicdo de genes relacionados a promogao de crescimento vegetal foi

36



conduzida com o programa PGPg_Finder (PELLEGRINETTI et al., 2024),

também com parametros padrao.

3.7 ANALISE IN VITRO DAS CEPAS SELECIONADAS

Quatro cepas bacterianas foram avaliadas: B. simplex
SYMO00260, B. aryabhattai CMAA 1363 e B. velezensis Ag129 e Ag132. Os
ensaios foram realizados sob condi¢gdes controladas para caracterizar o
potencial de tolerancia ao estresse osmaotico, promogao do crescimento vegetal

e atividade antagénica contra fitopatdégenos.

3.7.1 Tolerancia ao estresse osmatico

A tolerancia ao estresse osmoético foi avaliada em meio
Tryptone Soy Agar (TSA) a 10% (p/v), suplementado com 405 g L™ de sorbitol
(atividade de agua: 0,919 Aw), conforme descrito por VIEIRA VELLOSO et al.,
2020. As cepas foram inoculadas por estriamento e incubadas a 30 °C por 72
h.

3.7.2 Producao de exopolissacarideos (EPS)

A produgédo de EPS foi determinada conforme PAULO et al.
(2012). Suspensdes bacterianas padronizadas (0,5 na escala de McFarland)
foram aplicadas (5 pL) sobre discos estéreis de papel filtro (5 mm de diametro)
em meio LBA. Apéds incubagao noturna, colénias mucoides foram transferidas
para 2 mL de etanol absoluto. A presenca de precipitado indicou producéo
positiva. As cepas foram classificadas como (-) auséncia e (+, ++, +++) baixa,

moderada e alta producao de EPS, respectivamente.
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3.7.3 Formacéo de biofilme

A capacidade de formacao de biofilme foi avaliada em placas
de 96 pocos, conforme STEPANOVIC et al. (2007), com adaptacdes. Culturas
crescidas por 24 h em caldo BHI (37 °C, 100 rpm) foram inoculadas (200 uL)
em ftriplicata. Apos incubagéo, os pogos foram lavados (NaCl 0,85%), fixados
com metanol (200 uL, 15 min), corados com cristal violeta (200 pL, 5 min), e
destituidos do corante excedente. A quantificacao foi realizada com etanol (200
pL), medindo-se a absorbancia a 570 nm. A classificacdo foi baseada na
relagdo entre a densidade optica do isolado (DOi) e do controle negativo (DOc),

categorizando as cepas como (-), +, ++ ou +++.

3.7.4 Producgao de sideroforos

A producdo de sideréforos foi avaliada pelo ensaio CAS
(Chrome Azurol S), conforme Schwyn e Neilands, (1987), com modificacbes de
Hu e Xu (2011). As cepas foram cultivadas em TSB 10% por 72 h, e os
sobrenadantes livres de células (SLC) foram misturados (1:1) com reagente
CAS. Apds 20 min, a absorbancia foi lida a 630 nm. A producgao foi expressa

em unidades percentuais de sideroforo (psu), conforme Arora e Verma (2017).

3.7.5 Producgao de acido indol-acético (AlA)

Para quantificacdo de AlA, as cepas foram cultivadas em TSB
suplementado com 1 mg mL™" de triptofano, por 5 dias, a 100 rpm, em auséncia
de luz. Os sobrenadantes (1 mL) foram reagidos com 1 mL do reagente de
Salkowski por 20 min no escuro, e a absorbancia foi medida a 540 nm, com
base em curva padrdo de AlA (Sousa et al., 2021).
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3.7.6 Teste de compatibilidade entre cepas bacterianas

As bactérias foram avaliadas quanto a compatibilidade com
trés cepas comerciais utilizadas como inoculantes no Brasil: Bradyrhizobium
Japonicum Semia 5079, e Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6. O teste de
compatibilidade foi realizado utilizando um método adaptado de "cross-streak”,
no qual as cepas foram avaliadas por estriamento cruzado em placas de meio
de cultura especifico (YMA ou RC), conforme o crescimento de cada cepa, que
variou de 1 a 4 dias. Inicialmente, cada cepa foi cultivada separadamente e, em
seguida, uma foi semeada verticalmente e a outra horizontalmente na mesma
placa. Apds a incubacao, foi analisada a presenga de uma zona de inibigado na

intersegao das estrias, indicando incompatibilidade entre as cepas.

3.7.7 Antagonismo direto por cultura dupla

Para avaliar o potencial antagbnico das cepas bacterianas,
foram utilizados dois fungos fitopatogénicos: Macrophomina
phaseolina e Sclerotinea sclerotiorum. Os fungos foram previamente ativados
em meio Batata Dextrose Agar (BDA) e incubados em camara de crescimento
(B.O.D.) a 25°C, com fotoperiodo de 12h luz/12h escuro, por 72 horas. No
ensaio de antagonismo, placas de BDA foram marcadas com dois pontos
equidistantes, a 1 cm da borda. As cepas bacterianas foram inoculadas nesses
pontos usando uma alga bacterioldgica, enquanto os fungos foram inoculados a
partir de um disco de micélio no centro da placa, entre os pontos bacterianos.
As placas foram incubadas novamente a 25°C, com fotoperiodo de 12h luz/12h
escuro, por 3 a 5 dias, de acordo com a taxa de crescimento de cada patdégeno.
Placas contendo apenas o fungo serviram como controle. A presencga de zona
de inibicdo de crescimento ao redor das cepas bacterianas foi utilizada como

critério para determinar o antagonismo.
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3.8 ANALISE DOS DADOS

Os dados agronémicos foram submetidos a analise de
variancia e, caso os pressupostos fossem atendidos, foram submetidos a ao
teste de comparagao de médias de Tukey. Os dados dos experimentos de
camara de crescimento e de casa de vegetacédo foram submetidos analise de
componentes principais (PCA) e analise de agrupamento hierarquico Ward com
base na distancia euclidiana meédia padronizada. Para os dados de campo

(produtividade), foi calculado o indice de estabilidade de Lin e Binns (1988):

p 271 (Yii-Yg)?] CV;

e 2n |evy
o .

p . = Zj:l(yij—ygi)z CVj

Lt 2f CVr

. ¥ (Yy-Ye)?] v,

bu 2u CVr

Em que: Pi_a é a estatistica que descreve a estabilidade,
definida por Lin e Binns (1988), Pi_f e Pi_u séo estatisticas definidas por Cruz
(2003), “f" e “u” sdo os numeros de ambientes favoraveis (indice ambiental
positivo, incluindo o valor zero, definido conforme Eberhart e Russell (1966) e
desfavoraveis (indice ambiental negativo), respectivamente. n=f+u, Y;; € o valor
fenotipico do gendtipo i no ambiente j, Y,; € a resposta ideal do gendtipo
hipotético no ambiente j estimada pelo modelo bi-segmentado de Cruz et al.
(1989), CV; e CVr correspondem ao coeficiente de variagdo residual do
ambiente j e a soma dos coeficientes de variagcdo de todos os ambientes,
respectivamente. Todas as analises foram realizadas por meio do software R
utilizando os pacotes Metan (Olivoto e Lucio, 2020), AgroR (Shimizu et al.,
2025) e Factominer (Le et al., 2008).
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO EM CAMARA DE CRESCIMENTO COM ARABIDOPSIS THALIANA

Tabela 1. Teste de comparacao de médias de Tukey e analise de significancia
de tratamentos inoculados com Bacillus sp. em experimentos de déficit hidrico

em Arabidopsis thaliana em camara de crescimento.

Experimento 01 Experimento 02
Tratamentos
RDM" SDM RDM SDM

Controle (Irrig) 0.092 a 0.371 a 0.038 a 0.421 a
Controle (DH) 0.052 ¢ 0.271 b-d 0.034 a 0.279b
B. aryabhattai 0.075 a-c 0.205d 0.042 a 0.269 b
BAC-01 0.065 bc 0.259 cd 0.040 a 0.259b
BAC-02 0.082 ab 0.296 bc 0.034 a 0.296 b
BAC-03 0.054 c 0.257 cd 0.032 a 0.272b
BAC-04 0.085 ab 0.316 a-c 0.025 a 0.320 ab
BAC-05 0.062 bc 0.271 b-d 0.033 a 0.280 b
BAC-06 0.074 a-c 0.294 bc 0.032 a 0.295b
BAC-07 0.068 a-c 0.254 cd 0.030 a 0.265b
BAC-08 0.077 a-c 0.331 ab 0.038 a 0.298 b
p-valor (tratamentos)? 0.04 0.002 0.48 <0.001

YRDM: massa seca de raiz (g), e SDM: massa seca da parte aérea (g).
%|etras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

A analise de variancia indicou efeito significativo dos
tratamentos para massa seca da raiz (RDM) e da parte aérea (SDM) no
experimento | com A. thaliana, enquanto no experimento Il o efeito foi
observado apenas para SDM (Tabela 1). Para RDM, foi observado uma
reducao de 44% entre os controles irrigado e sob déficit hidrico, evidenciado o
afeito do déficit hidrico no crescimento radicular. No experimento | as cepas
CMAA 1363, BAC-02, BAC-04, BAC-06, BAC-07 e BAC-08 néo diferiram do
controle irrigado para RDM. Em relagao a SDM, foi observada reducgao de 27 e
34% nos experimentos | e Il, respectivamente, ao comparar os controles

(irrigado e sob déficit hidrico). No experimento |, os tratamentos que se
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destacaram foram BAC-04 e BAC-08, enquanto para experimento |l foi a cepa
BAC-04 que manteve desempenho superior ao controle sob déficit hidrico

(Figura 1).

Bac 7

Controle (-)

Figura 1. Experimento de Arabidopsis thaliana inoculadas com Bacillus sp. em

experimentos de déficit hidrico

4.2 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETAGCAO COM SOJA, MILHO E FEIJAO
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Tabela 2. Teste de comparacdo de médias de Tukey e analise de significancia de tratamentos inoculados com Bacillus sp. em

experimentos de déficit hidrico nas culturas do feijao, soja e milho em condi¢des de casa de vegetacao.

Feijao Soja Milho
Tratamentos

RDMY NPP GDM RDM NPP GDM RDM SDM
Controle (Irrig) 3.89a 33.17 a 48.83 a 12.69 a-c 62.17 a 37.84 a 26.56 a 58.03 a
Controle (DH) 2.91 b-d 2271b 2557 ¢ 9.51d 26.40 de 26.48 ¢ 1275 ¢ 43.61b
B. aryabhattai 2.63 b-d 23.50b 2558 ¢ 11.70 b-d 41.33 be 28.67 be 1282 ¢ 47.61 ab
BAC-01 3.10 bc 2340b 26.64 bc 13.30 ab 36.20 b-d 26.84 c 12.79 ¢ 4342b
BAC-02 2.81 b-d 21.83b 28.08 bc 13.60 ab 36.83 b-d 322b 13.45¢ 42.88 b
BAC-03 2.56 cd 18.33 b 2479 ¢ 12.31 ab 44.83 b 36.96 ab 14.33 be 46.59 ab
BAC-04 2.82 b-d 25.75 ab 30.13b 14.79 a 44.67 b 33.37 be 19.91b 49.62 ab
BAC-05 2.92 b-d 21.67b 29.35b 10.21 cd 39.75 be 21.52d 16.79 be 49.10 ab
BAC-06 3.29 ab 25.17 ab 26.90 be 12.49 a-c 19.84 e 2497 cd 16.72 be 45.84 ab
BAC-07 228d 25.83 ab 26.78 be 12.71 a-c 41.50 be 31.17 be 16.99 be 46.11 ab
BAC-08 2.82 b-d 2417 ab 26.68 be 11.79 b-d 33.80 cd 2774 c 11.98 ¢ 43.76 b
p-valor (tratamentos)? <0.001 <0.001 <0.001 0.04 <0.001 0.03 <0.001 0.03

YRDM: massa seca de graos (g), NPP: nimero de vagens por planta, GDM: massa seca de grdos por planta (g), e SDM: massa
seca da parte aérea.
?/Letras iguais na mesma coluna nao difere estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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No experimento conduzido com feijao sob condigdes de casa de
vegetacgao, o déficit hidrico provocou reducgdes de 25, 32 e 48% na RDM, numero de
vagens por planta (NPP) e massa seca de graos por planta (GDM), respectivamente,
quando comparado ao controle irrigado (Tabela 2). Para RDM, o tratamento com a
cepa BAC-06 apresentou desempenho estatisticamente igual ao controle irrigado,
enquanto para NPP foram com as cepas BAC-04, BAC-06, BAC-07 e BAC-08. Para
GDM, os tratamentos com BAC-04 e BAC-05 apresentaram os maiores valores sob
déficit hidrico, superando o controle nao irrigado em 17.8 e 14.8%, respectivamente.
Além disso, as cepas BAC-01, BAC-02, BAC-06, BAC-07 e BAC-08 apresentaram
desempenho estatisticamente semelhante ao de BAC-04 e BAC-05.

Na cultura da soja, o déficit hidrico reduziu significativamente a
RDM, NPP e GDM em 25, 58 e 30%, respectivamente, em comparacido ao controle
irrigado. Para RDM, os tratamentos com as cepas BAC-01, BAC-02, BAC-03, BAC-
04, BAC-06 e BAC-07 nao diferiram estatisticamente do controle irrigado e
apresentaram incrementos em relacdo ao controle sob déficit hidrico de 39.9, 43.0,
29.4,55.4, 31.3 e 33.6%, respectivamente. Para NPP, os tratamentos com as cepas
CMAA 1363, BAC-03, BAC-04, BAC-05 e BAC-07 apresentaram aumentos
expressivos em relagado ao controle sob estresse hidrico, com incrementos de 56.5,
69.8, 69.2, 50.6 e 57.2%, respectivamente. Em relacdo a GDM, as cepas BAC-02 e
BAC-03 apresentaram os maiores valores sob déficit hidrico, sem diferencas
estatisticas em relacédo as cepas CMAA 1363, BAC-04 e BAC-07.

Na cultura do milho, o déficit hidrico reduziu significativamente a
RDM e SDM em 52 e 25%, respectivamente, em comparagao ao controle irrigado. O
tratamento com a cepa BAC-04 apresentou o maior valor de RDM sob estresse, com
incremento de 56.2% em relagdo ao controle ndo irrigado. No entanto, esse
tratamento ndo diferiu estatisticamente das cepas BAC-03, BAC-05, BAC-06 e
BACO7. Para SDM, os tratamentos com as cepas CMAA 1363, BAC-03, BAC-04,
BACO05, BAC-06 e BAC-07, nao diferiram estatisticamente do controle irrigado.
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Figura 2. (A) Analise de componentes principais e (B) heatmap para avaliagdo de
caracteristicas agrondmicas de tratamentos inoculados com Bacillus sp. em
experimentos de déficit hidrico nas espécies Arabidopsis thaliana (At), feijao (B), soja
(S) e milho (M). RDM: massa seca de raiz, SDM: massa seca da parte aérea, NPP:

numero de vagens por planta, e GDM: massa seca de graos por planta.
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Figura 3. Teste de comparacdo de médias de Tukey (p<0.05) de tratamentos
inoculados com Bacillus sp. e tratados com Ascophyllum nodosum em experimentos
de déficit hidrico na cultura do milho em condi¢gbes de casa de vegetagao.

A analise de componentes principais (PCA), indicou que os dois
primeiros componentes explicaram 72.1% da variagéo total (PCA 1 e PCA 2 com
57.6 e 14.5%, respectivamente) (Figura 2A). A caracteristicas RDM, SDM, NPP e
GDM apresentaram altas cargas positivas no PCA1 configurando-se como os
principais fatores de discriminacdo entre os tratamentos. A distribuicdo dos
tratamentos no biplot indicou padrdes distintos de agrupamento: a cepa BAC-04 e o
controle irrigado apresentaram separagao clara dos demais tratamentos, ambos
localizados préximos as direcdes dos vetores das variaveis, refletindo desempenho
agrondmico superior. Os tratamentos BAC-02, BAC-03 e BAC-07 posicionaram-se
em regido intermediaria da PCA, enquanto os demais tratamentos apresentaram
dispersdo maior e tendéncia a valores negativos para as variaveis avaliadas. Esses
padrées foram corroborados pelo heatmap (Figura 2B), que evidenciou o perfil
multivariado positivo das cepas BAC-04 e BAC-07. Ambas foram selecionadas para
as proximas etapas e foram identificadas no banco de cepas, como Ag129 e Ag132,
respectivamente.

No segundo experimento com milho, foi observado efeito
significativo dos tratamentos para RDM e SDM. Em relagdo a RDM, o déficit hidrico
resultou em redugao de 50% quando comparado com o controle irrigado (Figura 3).
Os tratamentos A. nodosum, Ag129 e Ag132 apresentaram valores de RDM
estatisticamente semelhantes ao controle irrigado. Para SDM, o maior valor foi
obtido no tratamento com a cepa Ag132, que apresentou incremento de 41.9% em
relacdo ao controle sob déficit hidrico, ndo diferindo estatisticamente do controle

irrigado.
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4.3 EXPERIMENTO DE CAMPO COM MILHO E SOJA

Tabela 3. Analise de varidncia para produtividade em experimentos de milho e soja

com inoculacao de Bacillus sp. para promog¢ao de crescimento, em experimento em

campo.

Fonte de Milho Soja

Variagao GL Quadrado médio GL Quadrado médio
Bloco/Amb 18 0.610 15 0.117
Tratamentos (T) 5 485.18 (p<0.001) 4 42.140 (p<0.001)
Ambientes (A) 5 3.81 (p<0.001) 5 1.036 (p<0.001)
TxA 25 1.06 (p<0.011) 20 0.331 (p<0.003)
Erro 90 0.57 75 0.14

CV (%) 10.52 10.26

Média

Controle 6.75 3.42

Ascophyllum nodosum

B. aryabatthai CMAA 1363
B. simplex SYM00260

B. velezensis Ag129

7.22 (6.91%)
6.71 (-0.71%)

7.43 (10.01%)

3.45 (0.88%)
3.75 (9.65%)

3.79 (10.82%)

( (
( (
7.72 (14.38%) 3.41(-0.29%)
( (
( (

B. velezensis Ag132 7.35 (8.79%) 3.94 (15.20%)

Nos experimentos de milho, a analise de variancia indicou efeito
significativo da produtividade para todas as fontes de variagao, incluindo tratamentos
(T), ambientes (A) e interagdo TxA (Tabela 3). O coeficiente de variagdo (CV) foi de
10.52%, indicando boa precisdo dos dados. Com base nas médias gerais, a maioria
dos tratamentos resultou em incremento de produtividade em relagcdo ao controle
nao tratado, exceto com a aplicagdo da cepa CMMA 1363. O maior ganho médio foi
observado com a cepa SYM00260 (14.38%), seguido pelas cepas Ag129 e Ag132

(10.01 e 8.79%, respectivamente) e pelo extrato A. nodosum (6.91%).

Tabela 4. Teste de comparagdo de meédias para produtividade e analise de
estabilidade de Lin e Binns, em experimento de milho com inoculag&o de Bacillus sp.

aplicando no tratamento de semente.
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Produtividade (t ha )"

Lin e Binns’

Tratamentos superiority index®
Env1? Env2 Env3 Env4 Envd  Env6 Pia Pi_f Piu
Controle 1497bc 497a 897b 5.05b 254b 4.00c 085 1.12 0.71
Ascophyllum nodosum 1391c¢ 4.48a 10.66a 584ab 340a 5.01a 049 1.10 0.19
B. aryabatthai CMAA  14.10bc 4.19a 9.88ab 507b 259b 440b 0.84 1.13 0.70
1363
B. simplex SYM00260 16.01a 5.19a 10.82a 589%9ab 3.08a 534a 008 0.00 0.12
B. velezensis Ag129 1557a 4.36a 974ab ©656a 340a 494ab 019 034 0.1
B. velezensis Ag132 1510ab 4.70a 10.33ab 6.81a 225b 487ab 023 026 0.22

YEnv1: Londrina (23/24), Env2: Maua da Serra (23/24), Env3: Guarapuava (23/24),
Env4: Dourados (23/24), Env5: Barretos (23/24) e Env6: Rio Verde (24/24).

?Letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente pelo método de Tukey (p <
0,10);

3Pi_a: indice de superioridade para ambiente amplo, Pi_f: indice de superioridade
para ambientes favoraveis, Pi u: indice de superioridade para ambientes

desfavoraveis.

A avaliagdo da produtividade por ambientes revelou que na maioria
dos locais o0 uso dos produtos biolégicos resultou em incrementos produtivos em
relagdo ao controle (Tabela 4). A excecéo foi o ambiente de Maua da Serra (safra
2023/2024), onde nao foram observadas diferengas significativas entre os
tratamentos. Os tratamentos com SYM00260, Ag129, Ag132 e com o extrato de A.
nodosum promoveram aumentos de produtividade na maioria dos ambientes, o que
se refletiu em baixos valores do indice de superioridade de Lin e Binns para
ambiente amplo (Pia), com destaque para SYM00260, Ag129 e Ag132. Para o indice
de superioridade em ambientes favoraveis (Pi_f), o menor valor foi observado no
tratamento SYM00260, seguido por Ag132 e Ag129, indicando elevada performance
nessas condigdes. Por sua vez, em ambientes desfavoraveis (Pi_u), o tratamento
com Ag129 apresentou o melhor desempenho, seguido por SYM00260, A. nodosum
e Ag132, evidenciando a estabilidade desses tratamentos sob diferentes condigdes
edafoclimaticas.

Nos experimentos de soja também foi observado efeito significativo
da produtividade para todas as fontes de variagdo, com CV de 10.26% (Tabela 3).

Com base nas médias gerais, a maioria dos tratamentos resultou em incremento de
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produtividade em relagdo ao controle nao tratado, exceto com a aplicacdo da cepa
SYMO00260 e do extrato A. nodosum. O maior ganho médio foi observado com a
cepa Ag132 (15.32%), seguido pelas cepas Ag129 e CMAA1363 (10.82 e 9.65%,

respectivamente).

Tabela 5. Teste de comparagdo de meédias para produtividade e analise de
estabilidade de Lin e Binns, em experimento de soja com inoculagao de Bacillus sp.

aplicando no tratamento de semente.

Produtividade (t ha")" Lin e Binns’
Tratamentos superlority
Index®

Env1% Env2 Env3 Env4 Envs Pi_a Pi.f Pi_u
Control 398bc 529bc 3.18bc 282b 180a 023 0.37 0.14
Ascophyllum nodosum 3.90¢c 472 ¢ 3.66 a 330a 1.67a 031 0.74 0.02
B. aryabatthai CMAA 1363  4.52 a 524bc 390a 322a 1.88a 0.10 0.24 0.00
B. simplex SYM00260 447ab 498c 3.01c 269b 191a 028 0.38 0.21
B. velezensis Ag129 443ab 572ab 360ab 3.38a 180a 0.05 0.09 0.02
B. velezensis Ag132 484 a 6.16 a 3.50ab 327a 190a 0.02 0.00 0.03

YEnv1: Londrina (23/24), Env2: Maua da Serra (23/24), Env3: Guarapuava (23/24),
Env4: Rio Verde (23/24), e Env5: Barretos (23/24).

%|_etras iguais na coluna nao diferem estatisticamente pelo método de Tukey (p <
0,10).

3Pi_a: indice de superioridade para ambiente amplo, Pi_f: indice de superioridade
para ambientes favoraveis, Pi_u: indice de superioridade para ambientes
desfavoraveis.

A analise da produtividade por ambientes na cultura da soja
demonstrou que, na maioria dos locais, os tratamentos biolégicos com as cepas
CMAA 1363, Ag129 e Ag132 proporcionaram aumentos de produtividade em relagao
ao controle (Tabela 5). A unica excegao foi observada no ambiente de Barretos
(safra 2023/2024), onde nao foram detectadas diferencas significativas entre os
tratamentos. Com base no Pia e Pi_f, a cepa Ag132 apresentou os menores valores,
indicando o desempenho mais estavel e produtivo nessas condi¢gdes. Em seguida,
destacaram-se as cepas Ag129 e CMAA 1363. Para o Pi_u, o menor valor foi
observado para CMAA 1363, seguido por A. nodosum, Ag129 e Ag132, sugerindo

maior eficiéncia desses tratamentos sob condi¢gdes adversas de cultivo.
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4.4 ANALISE GENOMICA - CEPAS AG129E AG132
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Figura 4. Representagdo gendmica e identificacdo filogenbmica das cepas de
Bacillus velezensis Ag129 e Ag132. (A) Representagdo circular GenoVi dos
genomas das cepas de Bacillus velezensis Ag129 e Ag132. O genoma de Bacillus
velezensis consiste em um cromossomo circular e os reads nao ancorados
agrupados no cromossomo 0. Rotulagem de fora para dentro: Contigs, COGs, CDS
na fita direta, CDS na fita reversa, tRNAs e rRNAs, conteudo de GC, e GC skew. (B)
Dendrograma filogenético baseado na analise de maxima verossimilhanga utilizando
dez montagens genbmicas disponiveis de B. velezensis, B. amyloliquefaciens, B.
cereus e B. thuringiensis, com anotagdes em um mapa de calor. Os valores de
identidade média do nucleotideo (ANI, %) sdo exibidos no heatmap, variando da
menor identidade de sequéncia (violeta) para a maior (verde—amarelo), agrupados
de acordo com a arvore filogenética. O heatmap foi anotado com um grafico de
barras que mostra os diferentes tamanhos (Mb) das dez montagens (na parte

superior) e seus respectivos teores de GC (%) (no lado direito).

Com base na montagem gendmica, as cepas Ag129 e Ag132 foram
identificadas como pertencentes a espécie B. velezensis. Os genomas montados
apresentaram tamanhos de 4.046.556 pb e 4.039.722 pb, com taxas de alinhamento
de 98.20 e 98.14%, respectivamente. A representacéo circular dos genomas das
cepas B. velezensis Ag129 e Ag132 evidenciou estruturas organizadas (Figura 4A).
A anotacao funcional revelou um elevado numero de regides codificantes (CDSs)
distribuidas de forma densa nas fitas direta e reversa, com predominancia de genes
classificados em categorias funcionais amplas segundo os COGs, incluindo
metabolismo primario, defesa e adaptacdo ambiental. Ambas as cepas
apresentaram conteudo de GC (Ag129 e Ag132 de 46.14 e 46.22%,
respectivamente) uniforme ao longo do genoma. A presenca e distribuicdo dos RNAs
estruturais (tRNAs e rRNAs) reforcam a integridade genémica e a capacidade
biossintética dessas cepas. A visualizagdo gerada também permitiu a identificagao
de regides gendbmicas densamente povoadas por genes funcionalmente associados
a promocéao de crescimento vegetal e adaptacao a condigdes de estresse.

A analise de similaridade genbmica baseada no indice OrthoANI
revelou elevada identidade nucleotidica entre as cepas Ag129 e Ag132 e outras

cepas de referéncia de B. velezensis (Figura 4B). Ambas apresentaram valores de
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ANI superiores a 98%, confirmando sua classificacdo taxonémica dentro da espécie
B. velezensis. O dendrograma construido com base no agrupamento UPGMA
demonstrou alta proximidade filogenébmica entre as cepas Ag129 e Ag132, que
formaram um clado monofilético com cepas de B. velezensis previamente descritas

como promotoras de crescimento vegetal e agentes de biocontrole.
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Figura 5. Heatmap da distribuicdo dos genes relacionados as caracteristicas
promotoras do crescimento de plantas (PGPT) nas sequéncias genOmicas dos

Bacillus velezensis Ag129 e Ag132.

A anotagédo funcional dos genomas das cepas Ag129 e Ag132
revelaram uma ampla diversidade de genes associados a caracteristicas promotoras
de crescimento vegetal (PGPTs) (Figura 5). Ambas as cepas apresentaram genes

relacionados a mitigagdo de estresses abidticos, produgcdo de fitormdnios,
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solubilizacdo de fosfato, aquisicdo de ferro e formagdo de biofilme, atributos
importantes para o desempenho sob condigbes de déficit hidrico. A cepa Ag129
apresentou maior representacéo relativa de genes vinculados a resposta universal
ao estresse, colonizagao da rizosfera e metabolismo de compostos orgénicos. Por
outro lado, Ag132 destacou-se por conter um conjunto funcional enriquecido em
genes associados a sintese de exopolissacarideos, produgdo de citocininas e
mecanismos antioxidantes, sugerindo perfis funcionais complementares entre as

cepas.

4.5 ANALISE IN VITRO

Tabela 6. Caracteristicas de promog¢ao de crescimento e de antagonismo para
fungos fitopatogénicos das cepas de Bacillus simplex SYM00260, B. aryabatthai
CMAA 1363, B. velezensis Ag129 e B. velezensis Ag132.

Caracteristicas Bacillus
SYM00260 CMAA 1363 Ag129 Ag132

Tolerancia ao estresse hidrico - + + +
Producéao de EPS + ++ +++ 4+
Producao de Biofilme + + +++ +++
Producéo de siderdforos 72h (psu) 29.1 42.3 17.2 27 1
Producgao de AIA (ug mL™) 25.04 34.93 11.09 8.57
Compatibilidade Abv-5 + + + +
Compatibilidade SEMIA 5079 + + + +
Antagonismo x Rhizoctonia solani - - + +

Antagonismo x Macrophomina
- - + +

phaseolina

(+) e (-) significam positivo e negativo para as caracteristicas avaliadas,
respectivamente; quanto a producédo de EPS e biofilme, (+) significa fraco produtor,

(++) produtor moderado e (+++) forte produtor.

A analise in vitro demonstrou que as cepas CMAA1363, Ag129 e

Ag132 apresentaram capacidade de crescimento sob estresse osmético, indicando
tolerancia a condigdes de déficit hidrico (Tabela 6). Na avaliagdo da producgao de
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EPSs) e biofilme, as cepas Ag129 e Ag132 foram classificadas como forte produtor
(++++), enquanto SYM00260 e CMAA 1363 apresentaram produgao de nivel fraco a
moderado (+/++), sugerindo menor capacidade de agregacgao e adesdo. Em relagao
a produgéao de sideroforos e acido indol-3-acético (AlA), a cepa CMAA 1363 obteve
0s maiores valores, seguida por SYM00260, e pelas cepas Ag129 e Ag132. Todas
as cepas testadas demonstraram compatibilidade in vitro com as estirpes comerciais
A. brasilense AbV-5 e B. japonicum SEMIA 5079, indicando viabilidade para
aplicacdo em co-inoculagdo. No ensaio de antagonismo contra fitopatégenos, as
cepas Ag129 e Ag132 inibiram o crescimento de R. solani e M. phaseolina,

evidenciando potencial adicional para uso em estratégias de biocontrole.
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5 DISCUSSAO

A utilizagcdo de cepas do género Bacillus tem se consolidado como
importante estratégia no desenvolvimento de inoculantes voltados a mitigagdo dos
efeitos do déficit hidrico em diferentes culturas (RASHID et al., 2022; LIU et al.,
2023; RAJKUMAR et al., 2024). No presente estudo, as cepas B. velezensis Ag129
e Ag132 demonstraram ser efetivas em promover o crescimento vegetal sob déficit
hidrico em multiplos hospedeiros, incluindo A. thaliana, feijao, milho e soja,
reforcando sua funcionalidade abrangente. A capacidade de atuar positivamente em
diferentes espécies vegetais demonstra a versatilidade das cepas e seus potenciais
como produtos biolégicos aplicaveis a agricultura, considerando que a efetividade de
microrganismos promotores de crescimento pode ser influenciada por fatores como
a espécie da planta hospedeira, o estadio fenologico da cultura e as condigdes
ambientais (DROGUE et al., 2012; STOLL et al., 2021; KALEH et al., 2025; TAHERI
et al., 2025). Diversos estudos tém indicado o potencial do B. velezensis em
condicdes de déficit hidrico, destacando sua eficacia em culturas como soja (Kondo
et al., 2025), feijdo (ZAMANI et al., 2024), arroz (PARK et al., 2024) e alfafa (YIN et
al., 2025).

B. velezensis apresenta diversos mecanismos que modulam a
expressdo génica em plantas sob condicbes de déficit hidrico, atuando
principalmente por meio da regulagdo hormonal, do ajuste osmético, da indugdo de
enzimas antioxidantes, e da melhoria na aquisicdo de agua. Park et al. (2024)
demonstraram que a inoculagdo da cepa GH1-13 em arroz aumentou a tolerancia a
seca, por meio da ativagdo de genes associados a resposta antioxidante e a
sinalizacéo via acido jasmdnico. De forma semelhante, a cepa G138, isolada de
solos aridos, promoveu a tolerdncia ao estresse hidrico em alfafa e A. thaliana,
estimulando o acumulo de osmodlitos como prolina e agucares soluveis, além de
induzir a expressao de genes relacionados a resposta ao estresse hidrico (YIN et al.,
2025). Em soja, a cepa S141 foi capaz de promover aumento significativo da massa
seca das raizes sob condi¢cbes de seca, possivelmente via mecanismos mediados
por fitormbnios associados a estimulagdo do crescimento radicular (KONDO et al.,
2025).

A inoculagdo com produtos biolégicos contribuiu, de modo geral,
para maior estabilidade produtiva nas culturas do milho e soja em campo. No milho,
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as cepas de B. simplex (SYM00260) e B. velezensis (Ag129 e Ag132) destacaram-
se por apresentar maiores estabilidades e produtividades. Nawaz et al. (2024)
demonstraram que a inoculagdo com B. simplex promoveu aumento na RDM, SDM e
eficiéncia de uso da agua sob condigdes de déficit hidrico, evidenciando o potencial
dessa espécie para mitigar os efeitos do déficit hidrico. No Brasil, Senger et al.
(2022) relataram incrementos de 24% na produtividade do milho apds a inoculagéo
com B. simplex.

Para soja, os melhores desempenhos em termos de estabilidade
produtiva e incremento de produtividade em campo foram observados para as cepas
B. aryabattai (CMAA 1363) e B. velezensis (Ag129 e Ag132), corroborando a
capacidade de colonizagao da rizosfera e promoc¢ao de crescimento associadas as
cepas B. velezensis. Por outro lado, a inconsisténcia do desempenho de B. simplex
em soja pode estar relacionada a interagdes especificas entre a cepa bacteriana e a
planta hospedeira, além da influéncia de fatores ambientais.

A cepa B. aryabattai CMAA 1363 tem sido amplamente investigada e
utilizada no Brasil como inoculante com potencial para mitigar os efeitos do déficit no
milho (FUGA et al., 2023; SOUZA et al., 2025). Contudo, neste estudo, a cepa nao
promoveu incremento de produtividade na cultura do milho, o que pode estar
relacionado a interagbes gendtipo-dependente ou a influéncia de condigbes
ambientais especificas sobre a efetividade do inoculante. Zeffa et al. (2020)
verificaram resposta diferenciada de diferentes genétipos de milho a inoculagdo com
A. brasilense, indicando uma resposta gendtipo-dependente.

A efetividade das cepas do B. velezensis (Ag129 e Ag132) na
promogao de crescimento do milho e soja pode estar relacionado a sua composi¢ao
genética em relagcdo a genes de crescimento vegetal. A presenca de genes
envolvidos na sintese de fitormonios (AlIA e ABA), solubilizagao de fosfato, aquisigao
de ferro e formacgédo de biofilme s&o considerados mecanismos importantes no
estimulo do crescimento radicular e na adaptacao e persisténcia do microrganismo
na rizosfera (EL-SAADONY et al., 2024). Esses resultados s&o corroborados com a
analise in vitro, sendo verificada a capacidade dessas cepas de crescimento sob
estresse osmotico, além de alta producado de EPSs e biofilme. Por outro lado, essas
cepas obtiveram os menores valores de AIA e producdo de sideroforos, com
destaque para cepa CMAA1363.
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A compatibilidade das cepas Ag129 e Ag132 com estirpes
comerciais de B. japonicum e A. brasilense permite explorar efeitos sinérgicos entre
microrganismos com fung¢des complementares, ampliando os beneficios fisioldgicos
e bioquimicos a planta hospedeira (BARGAZ et al., 2021; WANG et al., 2022). Essa
compatibilidade é estratégica para o desenvolvimento de consoércios microbianos
eficientes, especialmente em culturas como milho e soja. Além disso, ambas as
cepas exibiram atividade antagdnica contra importantes fungos fitopatogénicos do
solo, evidenciando seu potencial multifuncional. Esses resultados destacam o
potencial biotecnologico de Ag129 e Ag132 como inoculantes voltados a promogéao
de crescimento vegetal e mitigacdo dos efeitos do déficit hidrico em sistemas

agricolas tropicais.
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6 CONCLUSAO

A partir de uma abordagem integrada envolvendo triagem funcional,
validagao fenotipica em diferentes sistemas experimentais e analise gendmica, este
estudo identificou duas cepas de B. velezensis (Ag129 e Ag132) com potencial
bioldgico para uso como inoculantes em culturas sob déficit hidrico. Ambas as cepas
demonstraram capacidade de promover o crescimento de diferentes espécies
vegetais, inclusive sob condigbes de estresse hidrico, além de apresentarem
estabilidade agronémica em diversos ambientes para as culturas do milho e soja.
Adicionalmente, a compatibilidade com B. japonicum e A. brasilense, aliada a
atividade antagénica frente a fitopatdgenos do solo, evidencia o potencial dessas

cepas para formulagdes multifuncionais e consorcios microbianos.
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8 ANEXOS

Figura 6. Balanco hidrico dos ambientes em que foram realizados experimentos a

campo com soja e milho.

Londrina - PR Dourados - MS
Milho e Soja Milho
120
. 100
E _
E a0 E
s E
E 60 g
I =
: 40 g
g v z;
3 0 = .
[ 2
-20 c
& ?,— 50
2 8
-60 -80
§1 5283010203 N1N2N3D1D2D3 J1 J2 J3 F1 F2 F3 M1 M2 M3 A1 A2 A3 $1 5283010203 N1N2N3D1D2D3 J1 J2 J3 F1 F2 F3 M1 M2 M3 A1 A2 A3
| mDeficiéncia WExcedenile H Retirada MReposicéo | | mDeficiéncia W Excedenle & Refirada_mReposicZo |
Guarapuava - PR Barretos - SP
Milho e Soja Milho e Soja
250 4 80
200 3 &
m 150 2
£ 5 2
° T
=
> 100 § 0
K] T
3 = 20
= 50 2
3 & -0
= -
g. 0 E‘-
K3 (=]
(=]
-50 -80
§1S2S3010203N1N2N3D1D2D3 J1 J2 J3 F1 F2 F3 M1 M2 M3 A1 A2 A3 $15253010203N1N2N3D1D2D3 J1 J2 J3 F1 F2F3M1IM2M3A1 A2 ASMIM2M3
| mDeficiéncia_mExcedenle m Retirada_mReposicio | | mDeficiéncia_mExcedente_mRetirada_mReposicio |
Rio Verde - GO
Soja
200
E 150
E
o
g
5 100
2
[
°
8 50
3
T
2 0
4
[=]
-50
§1 5283010203 N1N2N3D1D2D3 J1 J2 J3 F1 F2 F3 M1 M2M3 A1 A2 A3
[ mDeficiéncia WExcedente & Refirada WReposicio |

Obs: Apenas o ambiente Faxinal (PR), n&o foi possivel realizar o balango hidrico por

falta de informagdes junto a estagdo meteoroldgica.
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