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RESUMO

Fagundes, Daniel Fernando Viana. Combinag¢ao biotecnolégica de cepas de
Bacillus spp. e Pseudomonas spp. para solubilizagao de fosfato e promoc¢ao de
crescimento na soja e milho. 2026. 96f. Dissertagdo — Programa de Pd6s-graduagéo
em Agronomia, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2026.

A baixa disponibilidade de fésforo (P) € um dos principais fatores limitantes a
produtividade agricola, uma vez que grande parte do nutriente aplicado via fertilizantes
torna-se indisponivel devido a interacdo quimica com o6xidos de ferro e aluminio e
calcio, reduzindo sua eficiéncia de uso pelas plantas. Nesse contexto, o uso de
microrganismos promotores de crescimento vegetal surge como alternativa
sustentavel para aumentar a disponibilidade e a eficiéncia de uso desse nutriente. O
presente trabalho teve como objetivos avaliar e selecionar isolados de Bacillus sp. e
Pseudomonas sp. com potencial para solubilizacdo de fosfato e promocgédo do
crescimento vegetal, bem como verificar se a coinoculagédo dessas bactérias pode
promover uso mais eficiente do P. Para isso, foram realizadas bioprospeccgdes de
microrganismos associados a rizosfera de plantas cultivadas em areas agricolas dos
estados do Parana e Mato Grosso do Sul. Os isolados foram caracterizados quanto a
capacidade de solubilizagdo de fosfatos e producdo de acido indolacético (AlA) e
posteriormente avaliados em experimentos conduzidos em casa de vegetagao com
milho e soja, sendo 8 Bacillus sp. e 20 Pseudomonas sp. Na caracterizagao in vitro,
diversos isolados apresentaram expressiva capacidade de solubilizacdo de fosfatos e
producdo de AIA, indicando multiplos mecanismos de promocdo do crescimento
vegetal. A analise dos acidos organicos revelou predominancia do acido glucénico,
reconhecido como um dos principais agentes envolvidos na solubilizagcédo de fosfatos
insoluveis. Em casa de vegetacdo, a inoculagdo com isolados de Bacillus sp.
promoveu incrementos consistentes na massa seca de raizes e parte aérea do milho,
mesmo sob reducdo de 30% da adubacgao fosfatada, indicando maior eficiéncia na
aquisicao e utilizagdo do fosforo. Os isolados de Pseudomonas sp. também
apresentaram desempenho agrondémico relevante nas culturas do milho e da soja,
com aumento significativo da biomassa vegetal e do desenvolvimento radicular,
destacando-se isolados capazes de apresentar desempenho semelhante ao controle
com adubacdo completa, mesmo sob adubacio fosfatada reduzida. Os testes de
compatibilidade demonstraram auséncia de antagonismo relevante entre os isolados
selecionados. A coinoculacao de Bacillus sp. e Pseudomonas sp. resultou em efeitos
sinérgicos sobre o crescimento vegetal, promovendo maior produgédo de biomassa em
comparagao as inoculagdes individuais, assim como um aumento aquisi¢do deste
nutriente. Esses resultados indicam complementariedade funcional entre os
microrganismos e evidenciam o potencial do uso de consorcios microbianos para
aumentar a eficiéncia de uso do fosforo e contribuir para sistemas agricolas mais
sustentaveis.

Palavras-chave: consoércio microbiano; bioinoculantes; fosforo; promogao de
crescimento vegetal; agricultura sustentavel.

ABSTRACT



Fagundes, Daniel Fernando Viana. Biotechnological combination of Bacillus spp.
and Pseudomonas spp. strains for phosphate solubilization and growth
promotion in soybean and maize. 2026. 96 p. Dissertation (Master’s in Agronomy)
— Graduate Program in Agronomy, State University of Londrina, Londrina, 2026.

Low phosphorus (P) availability is one of the main limiting factors for agricultural
productivity, as a large proportion of the nutrient applied via fertilizers becomes
unavailable due to chemical interactions with iron and aluminum oxides and calcium,
reducing its use efficiency by plants. In this context, the use of plant growth-promoting
microorganisms emerges as a sustainable alternative to increase the availability and
use efficiency of this nutrient. The present study aimed to evaluate and select Bacillus
sp. and Pseudomonas sp. isolates with potential for phosphate solubilization and plant
growth promotion, as well as to verify whether the co-inoculation of these bacteria can
promote more efficient phosphorus use. To this end, bioprospecting of microorganisms
associated with the rhizosphere of plants cultivated in agricultural areas in the states
of Parana and Mato Grosso do Sul was carried out. The isolates were characterized
for their ability to solubilize phosphates and produce indole-3-acetic acid (IAA), and
were subsequently evaluated in greenhouse experiments with maize and soybean,
including 8 Bacillus sp. and 20 Pseudomonas sp. isolates. In the in vitro
characterization, several isolates showed a strong capacity for phosphate
solubilization and |AA production, indicating multiple mechanisms of plant growth
promotion. The analysis of organic acids revealed a predominance of gluconic acid,
recognized as one of the main agents involved in the solubilization of insoluble
phosphates. Under greenhouse conditions, inoculation with Bacillus sp. isolates
promoted consistent increases in root and shoot dry mass of maize, even under a 30%
reduction in phosphate fertilization, indicating greater efficiency in phosphorus
acquisition and utilization. Pseudomonas sp. isolates also showed relevant agronomic
performance in maize and soybean, with significant increases in plant biomass and
root development. Notably, some isolates performed similarly to the fully fertilized
control, even under reduced phosphate fertilization. Compatibility tests demonstrated
the absence of significant antagonism among the selected isolates. The co-inoculation
of Bacillus sp. and Pseudomonas sp. resulted in synergistic effects on plant growth,
promoting greater biomass production compared to individual inoculations, as well as
increased phosphorus acquisition. These results indicate functional complementarity
between the microorganisms and highlight the potential of microbial consortia to
improve phosphorus use efficiency and contribute to more sustainable agricultural
systems.

Key-words: Microbial consortium; bioinoculants; phosphorus; plant growth promotion;
sustainable agriculture.
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1 INTRODUGAO

A soja (Glycine max L. Merrill) e o milho (Zea mays L.) destacam-se entre as
culturas agricolas de maior relevancia econbémica no cenario mundial, sendo
amplamente utilizados na alimentagdo humana e animal. O Brasil ocupa atualmente
a posigao de maior produtor mundial de soja e o terceiro maior de milho. Em 2023, o
agronegocio brasileiro exportou aproximadamente 193 milhdes de toneladas, das
quais o complexo soja e milho representaram cerca de 81% do total (MAPA, 2024).

Dentre os elementos essenciais a nutrigao vegetal, o fésforo (P) desempenha
papel fundamental por estar envolvido em processos metabdlicos vitais, como
fotossintese, respiracao celular, sintese de acidos nucleicos e de ATP (Taiz et al.,
2017). A maior parte dos solos brasileiros € altamente intemperizada e menos de 3%
do P total esta prontamente disponivel para as plantas (Pavinato et al., 2020). Essa
baixa disponibilidade € atribuida principalmente a forte fixacdo do P inorganico as
superficies altamente reativas de 6xidos de ferro e aluminio (Pavinato et al., 2020;
Rodrigues et al., 2016)

A fim de suprir essa demanda nutricional, o setor agricola tem se apoiado na
aplicacao de grandes quantidades de fertilizantes fosfatados. Contudo, além de
representar altos custos de produgao agravados pela dependéncia da importacao de
fosfatos, essa pratica € marcada por baixa eficiéncia agrondmica, com grande parte
do fosforo retido pelo solo, sendo apenas de 10 a 30% do P aplicado absorvido pelas
culturas. O restante se acumula no solo em formas pouco disponiveis, constituindo
um estoque conhecido como legacy P (Gotz et al., 2024; Pavinato et al., 2024)

Diante desse cenario, torna-se essencial o desenvolvimento de estratégias
sustentaveis que visem a otimizagéo da eficiéncia de uso do P (Richardson; Simpson,
2011). Para tanto, a aplicagdo de inoculantes vem ganhando cada vez mais espaco,
onde os solubilizadores de fosfato desempenham um importante papel na
disponibilizagdo desse nutriente. Diversos grupos microbianos, como bactérias dos
géneros Pseudomonas, Bacillus e Rhizobium, bem como alguns fungos micorrizicos,
atuam na solubilizacdo e mineralizagado de formas indisponiveis de fésforo por meio
da liberagao de acidos organicos, enzimas fosfatases e substancias quelantes e séo
promotores do crescimento vegetal (Guimaraes; Klein; Klein, 2023; Mosela et al.,
2022).
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O consoércio entre microrganismos tem se mostrado uma estratégia
promissora para potencializar os efeitos na promogédo do crescimento vegetal e a
solubilizagdo de P (Kong; Hart; Liu, 2018; Olanrewaju; Babalola, 2019). Nakatani et
al., (2024) observaram que a coinoculagéo de Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-
V6) e P. fluorescens CCT8122, mesmo com redugao de 25% da adubacao fosfatada,
proporcionou incremento na massa seca, teor de fésforo e produtividade da soja
comparagao ao controle.

O presente trabalho tem como objetivos i) avaliar e selecionar o potencial de
isolados de Bacillus sp. e Pseudomonas sp. como solubilizadores de fosfato e
promotores de crescimento de plantas ii) observar se a inoculagdo combinada de

ambos pode aumentar a eficiéncia de uso do P no solo pelas plantas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DA SOJA

A soja (Glycine max L. Merrill) € uma cultura de elevada importancia na
economia mundial. Seus gréos sdo utilizados como matéria-prima na agroindustria,
tanto na alimentagao animal, em ragdes, quanto na alimentagdo humana, na forma de
Oleo vegetal, além de ter aplicagbes na industria quimica, assim seu uso crescente
como biocombustivel (FREITAS, 2011). O grande uso de seus graos se deve ao fato
de serem ricas em proteina e 6leo, contendo aproximadamente de 40% de proteina e
20% de 6leo. As sementes de soja sao responsaveis por cerca de 70% da proteina
mundial oriunda de farinha e por 29% 6leo vegetal (ASA, 2018).

A soja é a leguminosa mais produzida no mundo, sendo o Brasil o maior
produtor de soja com uma produg¢do na safra de 2024/2025 de mais de 171 milhdes
de toneladas, seguido por EUA, Argentina e China por aproximadamente 85% da
producao mundial de graos de soja (FAOSTAT, 2025). O Brasil também é o pais com
maior area produzida da cultura com mais de 44 de Mha o que representa 32,4% de
toda é&rea produzida mundialmente, seguido pelos EUA e Argentina com
aproximadamente 33 Mha e 14 Mha respectivamente (FAOSTAT, 2025)

O Brasil ¢ um grande exportador de soja, em todo esse século XXI, cerca de
70% ou mais da producgao brasileira de soja em graos foi destinada a exportagao, seja
na forma de grdos ou de farelo. Na safra 2023/2024 da produgao total foram
exportados cerca de 65%. O maior importador do produto € a China com mais de 100
milhdes de t importadas e o Brasil é responsavel pelo fornecimento de 60% de toda

importacao chinesa dos graos (MAPA, 2024).

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DO MILHO

O milho (Zea mays L.), € uma cultura originada das américas e pertence a
familia Poaceae. Possui grande importancia, tanto no valor nutricional dos seus graos
quanto seu retorno econdmico, sendo amplamente utilizado tanto na alimentagao
humana quanto na industria e na alimentagao animal, representa de 60 a 80% do seu

consumo no Brasil (Silva; Ferreira, 2024; Taveira et al., 2021).
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Essa cultura é cosmopolita, sendo os Estados Unidos, China e Brasil os
maiores produtores (FAOSTAT, 2025). O Brasil tem uma produgcdo nas safras
2024/2025 de aproximadamente 124,7 milhdes de toneladas de grdos, em uma area
plantada de 16,9 milhdes de ha (CONAB, 2025). A sua ampla adaptabilidade permite
que sejam realizadas até trés safras/ano, tanto por produtores com baixa e com alta
tecnologia, sendo uma das culturas mais cultivada por pequenos produtores (Andrade
et al., 2023).

A cultura do milho vem recebendo muitos investimentos em tecnologia, sendo
amplamente estudada e aprimorada ao longo dos anos. Geralmente, os gendtipos séo
selecionados com o objetivo de responder de forma eficiente a adubacgao, apresentar
resisténcia a pragas e expressar elevado potencial produtivo, resultando em altas
produtividades de graos. Esse avango tecnolégico foi o que contribuiu para o aumento
da eficiéncia agrondmica e para a consolidacdo do milho como uma das principais

culturas de importancia econémica no mundo (Pinheiro et al., 2021).

2.3 PRINCIPAIS ESTRESSES ABIOTICOS NA CULTURA DA SOJA E DO MILHO

O estresse abidtico € uma das principais causas de perdas de produtividade
das culturas agricolas em todo o mundo (Warsi; Howladar; Alsharif, 2021). Segundo
Alsaedi et al.,, (2022), mais de 50% das perdas na produtividade agricola séo
ocasionadas por estresses abiodticos. Esses estresses podem ocorrer sozinho ou em
conjunto agravando seus efeitos. Os principais estresses sdo, déficit hidrico,
temperaturas extremas (baixa ou alta), salinidade do solo, alagamentos e deficiéncia
de nutrientes (Taiz et al., 2017). Geralmente, os estresses abioticos provocam maiores
perdas na fase reprodutiva, especialmente durante o florescimento, mas seus efeitos
prejudiciais podem se estender por todo o ciclo de crescimento da planta (Silva et al.,
2021).

Em condicbes de estresse, as plantas aumentam a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), o que compromete proteinas, interrompe importantes
atividades enzimaticas e causa disturbios no sistema fotossintético, (Khan et al.,
2020). Esses estresses também causam fechamento estomatico, estresse osmdtico,
inibicdo de fungdes enzimaticas protetoras e alteracbes na expressdo génica,
resultando em crescimento reduzido e menor qualidade nutricional (Giordano;

Petropoulos; Rouphael, 2021).
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O déficit hidrico, ocorre durante secas prolongadas, afetando diretamente o
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo das culturas (Caldana et al., 2021; Felipe;
Caldana, 2020). Esse estresse ocasiona o aumento da condutancia estomatica e a
condutividade hidraulica do xilema, devido ao aumento de acido abscisico (ABA)
comprometendo a taxa fotossintética. Com o déficit hidrico durante os estadios
vegetativos, ocorre limitagdo da expanséao foliar e intensifica a senescéncia, com
fechamento estomatico mais frequente e menor troca gasosa (Fritsche-Neto; Dovale,
2012). Nos estadios reprodutivos, os efeitos do déficit hidrico prejudicam o
florescimento, formacao de vagens e enchimento de graos, de modo que os efeitos
sdo ainda mais criticos, podendo causar abortamento floral e de vagens (Antolin;
Heinemann; Marin, 2021).

O estresse abidtico, causado por temperaturas mais altas ou mais baixas que
o ideal, causa danos fisiolégicos e bioquimicos (Hasanuzzaman; Nahar; Fuijit, 2013).
Essas lesbes comprometem os processos metabdlicos, que ocasiona redugdo no
crescimento e, consequentemente, menor produtividade. O estresse térmico causado
pelo calor, estimula a producdo de compostos fendlicos, como flavonoides e
fenilpropanoides, que podem intensificar os danos (Masouleh; Aldine; Sassine, 2020).

Outro importante estresse abidtico € aquele causado pela deficiéncia de
nutrientes, cujos sintomas refletem disturbios metabdlicos resultantes do suprimento
insuficiente de um elemento essencial, podendo ser um macro ou um micronutriente
(Taiz et al., 2017). Essa deficiéncia pode resultar em reducdo significativa no

rendimento das culturas (Batista et al., 2024).

2.4 FOSFORO

A concentragdo de fosforo (P) total no solo é o resultado de diversos
processos, sendo eles climaticos, bidticos e de paisagem que interagem ao longo do
tempo sobre o material de origem do solo.(He et al., 2021). O P é incorporado ao solo
inicialmente por meio do intemperismo de rochas contendo minerais primarios que
contém P, principalmente apatitas, sendo esse um processo lento ou ainda pode ser
incorporado por meio de minerais secundarios, como fosfato de calcio, ferro e
aluminio. O P encontra-se no solo em duas formas: o P inorgéanico (Pi) que representa
cerca de 35 a 75% do total de P no solo, e o P organico (Po) (Kruse et al., 2015; Mishra
et al., 2024).
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Apods o intemperismo, o Pi permanece no solo predominantemente na forma
de ortofosfatos, sendo os principais anions H2PO4 e HPO4%, que s&o as duas
principais formas absorvidas pelas plantas. Dentre elas, o H,PO,” é a forma
predominate em solos com pH entre 4,5 e 5,0. Parte do Pi, entretanto, pode ser fixadas
a complexos minerais, que precipita em formas insoluveis, diminuindo a
disponibilidade para as plantas. Essa precipitagdo um dos processos quimicos que
mais limita a produtividade agricola (De Oliveira-Paiva et al., 2024; Kruse et al., 2015;
Mishra et al., 2024).

Em solos alcalinos, o Pi precipita predominantemente com calcio (Ca?*),
resultando na formacgao de diferentes fosfatos de calcio, que apresentam solubilidade
baixa, como o fosfato dicalcico, o fosfato octacalcico e, por fim, a hidroxiapatita uma
forma altamente estavel e pouco soluvel. Em solos acidos o fésforo precipita
principalmente com cations metalicos de (Al**) e ferro (Fe3*), formando os minerais
strengita (fosfato de ferro) e a variscita (fosfato de aluminio). A oxidagdo do ferro
também pode gerar prétons que diminuem o pH e facilitam o aprisionamento do fosfato
(Massucato et al., 2022; Zhu; Li; Whelan, 2018)

O Po mais comum é o fosfato de Inositol que no solo representa
aproximadamente 60% de todo Po presente no solo. Outras formas de Po estdo
contidas na biomassa microbiana do solo, correspondendo a menos de 2% do total
(Kafle et al., 2019; Kruse et al., 2015). No entanto, nem todas as formas de Po
presentes no solo estao prontamente disponiveis para absorcédo pelas plantas, pois
possuem pesos moleculares relativamente altos e necessitam ser hidrolisadas em
fésforo inorgénico (Pi) soluvel, principalmente na forma de ortofosfatos, para que
possam ser assimiladas (Kafle et al., 2019).

No solo tanto plantas como microrganismos absorvem P, porém apenas uma
pequena fragcdo (<1%) do Pi total e do Po total encontra-se na solu¢do do solo
(Bunemann, 2015). Em solos agricolas o P é fornecido principalmente por meio de
fertilizantes inorganicos derivados de rochas fosfaticas, além da matéria organica e
de residuos organicos, que também atuam como importantes fontes de fosforo
(Ahmad et al., 2018; Massucato et al., 2022).

Do P aplicado no solo na forma de fertilizante, mais de 80% apds a aplicagao
pode se tornar indisponivel para as plantas. Isso ocorre, principalmente, devido aos
processos de sor¢ao com ions Al** e Fe®** em solos mais acidos e com Ca?* em solos

mais alcalinos. Além disso, o processo de precipitacdo e a imobilizagado microbiana
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também contribuem significativamente para a redug¢ao da disponibilidade de P no solo
(Zhu; Li; Whelan, 2018).

O legacy P é o excedente de P aplicado no solo por meio de fertilizantes ao
longo dos anos, no qual se acumula e embora presente no sistema solo-planta, ndo
sdo prontamente acessiveis as culturas agricolas, ficando em formas pouco
disponiveis (Pavinato et al., 2020, 2024; Zhu; Li; Whelan, 2018). O célculo do acumulo
de P no solo pode ser realizado pela diferenca entre as entradas e saidas do nutriente.
As entradas de P ocorrem principalmente por meio da aplicacdo de fertilizantes,
deposi¢ao atmosférica e intemperismo de minerais. Por sua vez as saidas de P
acontecem por escoamento superficial, fluxo subsuperficial e pela absor¢cao pelas
culturas (Zhu; Li; Whelan, 2018).

No Brasil, entre os anos de 1967 e 2016, a aplicacdo continua de fertilizantes
minerais e organicos resultou no acumulo de aproximadamente 33,4 milhdes de
toneladas de P em solos agricolas. Atualmente, a taxa de excedente anual é estimada
em 1,6 milhdes de toneladas. E caso esse ritmo se mantenha, projeta-se que o
estoque de P alcance 16 milhdo de toneladas até o ano de 2050, o que representaria
um custo acumulado estimado em 70 bilhdes de dodlares. Em areas cultivadas com
soja e milho geralmente tém acumulo de legacy de P entre 200 e 400 kg ha™ (Pavinato
et al., 2020).

241 FluxodoP

O ciclo natural do P nos ecossistemas é altamente eficiente, em que a maior
parte do fluxo dentro ocorre no solo, depois na biomassa microbiana e por ultimo na
biomassa vegetal. (Helfenstein et al., 2024). No solo os processos que envolvem esse
fluxo fixagdo, dessorcdo e precipitacdo, além de mineralizacdo e solubilizagcao
causados por microrganismos, sendo esses processos responsaveis por movimentar
da ordem de 10 a 10° g P m™ ano™ (Helfenstein et al., 2024). Sendo o estoque de P
nos primeiros 50 cm de solo em torno de 100 a 1000 g m™2 de P, e sendo que solos
altamente intemperizados podem conter menos de 100 g m~2de P. (Yang et al., 2013).

Na biomassa microbiana, embora haja grande variabilidade, o estoque médio
¢ de 12 g m™2 de P em areas agricolas. Ja a biomassa vegetal apresenta valores
geralmente inferiores a 10 g m™2 na maioria dos ecossistemas. Em culturas como milho

e soja, no estagio de maturacgéo, o conteido de P é de cercade 2,1 gm™2dePeg
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m~2 de P, respectivamente (Bender et al., 2013; Bender; Haegele; Below, 2015). Esses
dados evidenciam a relevancia dos microrganismos no ciclo do P, uma vez que o
tamanho dos compartimentos microbianos de P, aliado as suas taxas de renovagao
de P no solo sdo mais rapidas em comparagao as plantas, destaca seu papel
fundamental na dindmica do nutriente (Helfenstein et al., 2024).

As entradas naturais de P no sistema solo-planta variam de <0,001 a 0,05 g
m~2 de P/ano na maioria dos ambientes, isso ocorre tanto por intemperismos de
rochas e deposicao atmosférica. A aplicacdo de fertilizantes em solos agricolas
geralmente variade 1a5 g P g m™' de P/ano, demostrando ser maior que as entradas
naturais. Os fluxos anuais do solo para as plantas variam de 08—-1,8 g m™2 de P/ ano
(Helfenstein et al., 2024).

2.4.2 Importancia do fésforo na agricultura

O P é um nutriente de elevada importancia para o desenvolvimento e
crescimento das plantas. Seu acumulo médio na massa seca das plantas € de cerca
de 0,1 e 0,4%, desempenhando um papel fundamental em varios processos
fisiologicos e bioquimicos, como a sintese de DNA, componentes da membrana
celular (fosfolipidios), e a producgao de trifosfato de adenosina (ATP). Além disso, o P
participa de processos essenciais para a planta, como respiragao, fotossintese,
fixagdo biolégica de nitrogénio, floracao, frutificacdo e maturagdo (Mwende Muindi,
2019; Pang et al., 2024; Zhu; Li; Whelan, 2018).

Dentre os macronutrientes mais limitante para o crescimento das plantas o P
€ o segundo mais frequentemente relatado (Ahmad et al., 2018; Billah et al., 2019).
A deficiéncia de P provoca diversos sintomas nas plantas e, por ser um nutriente
movel no floema, os primeiros sinais geralmente sdo observados nas folhas mais
velhas, que adquirem uma coloragdo verde-escura a azulada. Em estagios mais
severos, as folhas podem apresentar pigmentagao arroxeada devido ao acumulo de
antocianinas. Além disso, o déficit de P pode ocasionar atraso na maturagdo, na
emissdo de novas folhas, crescimento atrofiado, bem como desenvolvimento
deficiente de frutos e sementes (Billah et al., 2019; Mishra et al., 2024; Mwende
Muindi, 2019).

ApOs o esgotamento da reserva de P na semente, a planta comega a

depender das raizes para realizar a absorgao desse nutriente, sendo um momento
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crucial para o desenvolvimento inicial da cultura. Nessa fase, o solo geralmente esta
bem suprido, devido a aplicagdo recente de fertilizantes e a baixa competi¢ao
radicular. Com o avanco do ciclo, entretanto, a taxa de crescimento da planta tende a
diminuir, em razdo do maior sombreamento entre as linhas, da senescéncia dos
tecidos mais velhos e do aumento dos gastos respiratorios. Mesmo havendo
disponibilidade de nutrientes no solo, as plantas também recorrem a redistribuigao
interna do P, reutilizando o foésforo armazenado nos tecidos senescentes para
sustentar o crescimento e a produgéo de estruturas reprodutivas (Veneklaas et al.,
2012).

O P é absorvido pela soja em maior quantidade é entre os estagios V4 e R6,
tendo uma absorc¢ao de aproximadamente 0,2 a 0,4 kg ha-1, e apés o R1 é quando
ocorre 60% dessa absorcao. (Rezende et al., 2005). Durante o periodo reprodutivo,
essa redistribuicao interna se torna ainda mais importante. Como o crescimento das
raizes desacelera com a idade da planta e o P no solo se torna mais escasso, a
principal fonte de fésforo para os graos passa a ser o proprio P remobilizado das
partes vegetativas (Veneklaas et al., 2012).

A quantidade de fésforo disponivel no solo para as plantas depende de varios
fatores, como o pH, compactacéao, aeracédo, umidade, temperatura, textura e o teor de
mateéria organica, residuos de culturas, extensao dos sistemas radiculares das plantas
e secrecOes de exsudatos radiculares e microrganismos do solo (Jeyanthi; Kanimozhi,
2018).

2.5 ESTRATEGIAS PARA AUMENTAR A EFICIENCIA NO USO DO FOSFORO

Os solos tropicais brasileiros sdo em sua maioria altamente intemperizados,
apresentando baixas concentragdes de P disponivel as plantas (Gatiboni; Condron,
2021). Essas baixas concentracdes, associadas com a elevada demanda desse
nutriente pelas culturas, faz com que sejam aplicadas altas dodes de fertilizantes
fosfatados (Lynch, 2019; Roy et al., 2016).

Para melhorar essa eficiéncia no uso de fertilizantes deve-se melhorar tanto
sua eficiéncia na aquisigcdo de P, como eficiéncia interna do seu uso pela planta.
Tendo em vista que as culturas agricolas tém maior concentracdo de P nos tecidos

do que as plantas ndo domesticadas. (Veneklaas et al., 2012).
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O uso de fertilizantes fosfatados nos ultimos 20 anos vem tendo um
crescimento de 5,5% ao ano no Brasil (Withers et al., 2018). Por ser um pais com
baixa disponibilidade de matéria-prima para a fabricagao desses fertilizantes, o Brasil
apresenta alta taxa de dependéncia externa, o que se reflete nos indices de
importagdo: em 2020, cerca de 72% do P,0Os utilizado no pais foi importado,
evidenciando uma tendéncia crescente em relagdo a dependéncia, ja que em 2000
esse valor era de apenas 44% (ANDA, 2017; Brasil, 2022) Esse cenario torna cada
vez mais necessaria a busca por alternativas que aumentem a eficiéncia do uso do

fésforo presente no solo.

2.5.1 Manejo do solo e aplicagao

Uma das principais estratégias para aumentar a eficiéncia no uso do fésforo
€ o adequado manejo do solo, uma vez que a limitagdo do fésforo na agricultura
brasileira esta diretamente relacionada as caracteristicas dos solos que sao altamente
intemperizados. Esses solos apresentam elevada capacidade de fixagcao de fésforo,
baixo teor de matéria organica e, geralmente, acidos, fatores que reduzem
significativamente a disponibilidade do nutriente para as plantas (Camargo et al.,
2010; Novais; Smyth, 1999).

A utilizac&o de calagem provoca aumento na eficiéncia de uso de P em solos
tropicais em até 80%. Isso ocorre devido as suas caracteristicas que aumentam as
hidroxilas (OH™) na solugdo do solo, neutralizando assim grupos funcionais
protonados capazes de fixar o anion fosfato e, com isso e ocasionando o aumento na
disponibilidade de P (Pavinato et al., 2020; Zhu; Li; Whelan, 2018).

A compactacao do solo € um dos principais limitantes da absorcédo do P, uma
vez que, essa condicao limita o espaco disponivel para o crescimento radicular e area
explorada de solo pelas raizes as camadas mais profundas, restringindo a absorcao
de nutrientes e agua (Matté et al., 2021).

A comunidade microbiana do solo também é importante para aumentar a
eficiéncia absorgao de nutrientes. A planta o solo e a sua microbiota relacionam-se e
influenciam varios processos benéficos tanto para sanidade quanto a produtividade
das plantas (Ahmad et al., 2018). Uma vez que a rizosfera € o ambiente do solo sobe
influéncia das raizes, € uma zona de atividade microbiana intensa, em que a planta

consegue acessar e absorver os nutrientes para seu crescimento (Vejan et al., 2016a).
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2.5.2 Eficiéncia de fertilizantes fosfatados

A eficiéncia dos adubos fosfatados pode ser influenciada por varios
fatores, entre eles as fontes de fosfato, propriedades do solo, modos de aplicagao e
espécies vegetais (Corréa; Mauad; Rosolem, 2004). As fontes minerais de P mais
utilizadas sao: o fosfato monoamonico (MAP), composto por 10% de nitrogénio (N) e
de 46 a 50% de P,0s; o fosfato diamonico (DAP), com 16% de N e entre 38 a 40% de
P,Os; o superfosfato simples, que contém de 16 a 18% de P,0Os e de 18 a 20% de
calcio (Ca); o superfosfato triplo, com 41% de P,Os e de 7 a 12% de Ca; e o
termofosfato, que apresenta 18% de P,0s, 9% de magnésio (Mg), 20% de Ca e 25%
de silicato (SiO,).(Santiago; Rossetto, 2022)

Fontes minerais de P como superfosfato triplo (TSP) e o termofosfato
de magnésio (MTP) tém maior solubilidade e melhor desempenho quando comparado
com fontes de menor solubilidade como o fosfato de rocha. (Galetto et al., 2014).
Segundo Giroto et al., (2017) o uso de fertilizantes de liberagao lenta € uma estratégia
para melhorar a utilizagdo do macronutriente, uma vez que esses fertilizantes libraram
nutrientes em maior conformidade com as necessidades das plantas.

O uso de aditivos minerais aos fertilizantes fosfatados aliado a
associagao de fontes organicas, contribui para elevar a eficiéncia desses insumos.
Além disso, para aumentar essa otimizacao dos fertilizantes,0 uso de compostos de
revestimento com ac¢ao de liberacdo lenta ou controlada dos nutrientes esta se
destacando para aumentar sua eficiéncia. (Benites, 2015; Ribeiro et al., 2021; Souza;
Rocha, 2021)

Os fertilizantes fosfatados podem ser classificas em categorias ou
grupos dependendo da tecnologia empregada no seu processo de produgao, podendo
ser: (1) fertilizantes convencionais, (2) fertilizantes inibidores de fixagao, (3)
fertilizantes quimicamente modificados, (4) fertilizantes de liberagdo controlada, (5
misturas e fertilizantes multifuncionais e (6) fertilizantes sinérgicos. (Guelfi et al.,
2022).
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Figura 1. Classificac&do dos fertilizantes fosfatados.

CNA + H20: citrato de amoénio neutro + agua; MAP: fosfato monoaménico; DAP:
fosfato diaménico; TSP: superfosfato triplo; SSP: superfosfato simples; SCMAP: MAP

revestido com enxofre; HDL: hidréxidos duplos lamelares; Nano: nanoparticulas;

MOFs: estruturas metal-orgénicas; PCPF: fertilizantes fosfatados revestidos com

polimero.

Fonte: Baseado em Guelfi et al., (2022).
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fosfatados podem ser divididos de acordo com seu mecanismo de agao.
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Figura 2. Mecanismos de agao de fertilizantes fosfatados eficientes

Fonte: Baseado em Weeks; Hettiarachchi (2019).
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2.5.3 Melhoramento genético

Ao longo do tempo as plantas desenvolveram varias estratégias adaptativas
para aumentar a eficiéncia de aquisicdo de Pi no solo, a absorcéo e o transporte, além
da eficiéncia de uso de P em condi¢des de deficiéncia. (Wang et al., 2018). Nesse
contexto, para que as culturas apresentem maior eficiéncia no uso do fosforo e
mantenham altos rendimentos mesmo sob baixa disponibilidade de P, o
melhoramento genético desponta como uma ferramenta essencial, permitindo o
desenvolvimento de gendtipos mais eficientes na absorg¢éo e uso (Gao et al., 2023).

Identificar os varios mecanismos tanto fisioldgicos como moleculares
envolvidos na absorcao de P, seu transporte e armazenamento nas plantas, e suas
vias genéticas que aumentam sua eficiéncia da utilizagao de Pi, é importante para que
se tenha uma maior eficiéncia no uso do P pelas plantas (Dlssanayaka et al., 2021;
Gojon; Nacry; Davidian, 2009). Diversas abordagens tém sido desenvolvidas com o
objetivo de aumentar a eficiéncia do uso do fésforo (PUE) na agricultura. Entre essas
estratégias, destaca-se o desenvolvimento de cultivares com maior capacidade de
absorgao, transporte e uso de P (Lambers, 2022; Pavinato et al., 2024).

A PUE pode ser incrementada por meio de dois mecanismos principais: a
eficiéncia de aquisicdo de P (PUpE) que se refere a capacidade das plantas de
absorver P do solo e/ou a eficiéncia de uso de P (PUtE) relacionada a capacidade de
empregar o P absorvido para gerar biomassa ou rendimento (Han; White; Cheng,
2022). Aumento da PUpE pode ser alcangada por meio de modificagdes do sistema
radicular, com maior densidade no solo, emissao de raizes laterais e pelos radiculares;
exsudacgao de compostos rizosféricos, com acidos organicos e enzimas fosfatases; e
da associagdo com microrganismos promotores de crescimento e solubilizadores de
fosfato. Por sua vez, a PULE esta associada a redistribuicdo eficiente do P dentro da
planta, priorizando 6rgaos em crescimento; ao aumento da reciclagem intracelular, por
meio da degradacao de RNA e fosfolipidios; e a redu¢ao do acumulo de P em formas
pouco aproveitaveis, como o fitato nas sementes (Han; White; Cheng, 2022; Madison
et al., 2023; Ojeda-Rivera et al., 2022).

Os programas de melhoramento genético enfrentam um trade-off entre
tolerancia a baixa disponibilidade de P e eficiéncia no uso do nutriente (Fageria; Da
Costa, 2000; Jha et al., 2023; Van de Wiel; Van der Linden; Scholten, 2016). Gendtipos

tolerantes a baixos niveis de P frequentemente apresentam maior PUpE. No entanto,
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essa tolerancia nem sempre se traduz em elevada PUE, uma vez que a conversao do
P absorvido em biomassa ou graos envolve mecanismos fisioldégicos e genéticos
distintos (Madison et al., 2023). Nesse contexto, a aplicagdo de indices de resposta
ao P pode ser considerado uma estratégia para a selecao de gendtipos sob condi¢des
contrastantes de disponibilidade do nutriente.

Alguns autores descreveram alguns genes ja identificados como, GmACP1
(ZHANG et al., 2014), GmACP2 (Zhang et al., 2017), GmETO1 (Zhang et al., 2020)
GmSPX-RING1 (Du et al., 2020), GmPHF1 (Guo et al., 2022) e GmGDPD2 (Hu et al.,
2024). Ha diversos genes ja descobertos, mas é necessario que se identifique ainda
mais para ter uma melhor compreensao desses mecanismos relacionados a eficiéncia
do uso do Pi (Li; Zeng; Liao, 2016).

2.6 ESTRATEGIAS DE SOLUBILIZAGAO E MINERALIZACAO DE P POR MICRORGANISMOS

Microrganismos do solo auxiliam na conversao das formas indisponiveis de P
em formas assimilaveis por meio de dois mecanismos principais, sendo eles
solubilizacdo de Pi e mineralizacdo de Po, ou pelo aumento do sistema radicular das
plantas para o incremento da area de captagao de nutrientes (Richardson; Simpson,
2011)

Entre os microrganismos do solo, bactérias conhecidas como rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (PGPR) sdo as mais promissoras, pois
aumentam a eficiéncia de aquisicao de P pelas raizes, devido a produg¢ao de acido
Indolacético (AlA) que desempenha um papel importante no desenvolvimento
radicular, especialmente na formagdo de pelos radiculares e raizes laterais,
melhorando a absorcao de nutrientes (Massucato et al., 2022; Mosela et al., 2022;
Vejan et al., 2016b).

E comum que a comunidade bacteriana na rizosfera seja de 100 a 1000 vezes
maior que no solo adjacente, gragas a versatilidade dessas bactérias utilizar e se
adaptar aos exsudatos radiculares. (Goswami; Thakker; Dhandhukia, 2016). As
plantas produzem exsudados radiculares, compostos por aminoacidos, agucares,
proteinas acidos organicos, polissacarideos e fendlicos para nutrir as PGPR e atuar
como sinalizadores tanto para atrair como repelir os microrganismos (Huang et al.,
2021).
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O emprego de PGPR como inoculantes biolégicos, € uma das alternativas
para uma produgdo mais sustentavel, sendo essa uma tecnologia com elevado
potencial para ganhos em produtividade dos sistemas agricolas (Guimaraes; Klein;
Klein, 2023). A eficiéncia da inoculagdo bacteriana pode variar dependendo do
genotipo da planta, estagio de desenvolvimento, cepa bacteriana e condigcbes
ambientais, o que influencia a colonizagao e a interagao com a planta (Massucato et
al., 2022).

Diversos microrganismos tém sido relatados com capacidade de solubilizar
fosfato e atuar como promotores de crescimento, sendo amplamente estudados
quanto a sua eficiéncia nesses processos. Destacam-se espécies pertencentes aos
géneros Achromobacter, Agrobacterium, Bacillus, Enterobacter, Erwinia, Escherichia,
Flavobacterium, Mycobacterium, Pseudomonas, Serratia, Rhizobium, Aspergillus e
Penicillium, (Goswami; Thakker; Dhandhukia, 2016; Jeyanthi; Kanimozhi, 2018;
Richardson; Simpson, 2011)

2.6.1 Solubilizagdo de fosfatos

Os microrganismos presentes no solo ou inoculados via semente ou sulco de
semeadura favorecem a solubilizacdo de fosfatos, por diversos mecanismos, sendo
eles por meio de interagdes quimicas e biolégicas complexas, sendo esses processos
mediados principalmente pelas raizes das plantas e pela atividade de microrganismos
do solo (Guimaraes; Klein; Klein, 2023; Mosela et al., 2022; Silva et al., 2023; Zhu; Li;
Whelan, 2018). Um dos principais mecanismos utilizados por esses microrganismos
€ a secrecgao de diferentes acidos organicos como os acidos citrico, oxalico, latico e
glucénico, acido tartarico, acido aspartico. Esses acidos s&o o produto do metabolismo
microbiano primario, principalmente pela respiracdo oxidativa ou pela fermentacao de
fontes de carbono organico (Backer et al., 2018; Kaur; Gera, 2016; Richardson;
Simpson, 2011; Sharma et al., 2013)

Os acidos organicos desempenham papel fundamental na solubilizagdo de
fosfatos no solo, como pela redugcdo do pH da rizosfera, formando complexos com
cations (Ca?*, Fe®*" e APF*), o que promove a liberagdo do foésforo para formas
disponiveis as plantas. Além disso, contribuem para o aumento da quelagao dos

cations ligados ao P, e competem com o P por sitios de fixagado no solo, e participam
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da formagao de complexos soluveis com ions metalicos associados ao P insoluvel
(Ca%*, Fe*" e AP**) (Sharma et al., 2013).

Além da secrecdo de acidos organicos alguns MSPs contribuem para a
solubilizacdo de fosfato por via da excregao de protons e da secrecdo de enzimas
como fitases e fosfatases, tanto acidas quanto alcalinas, que atuam na degradagao
de compostos organicos fosfatados (Richardson; Simpson, 2011). A producao de
sideroforos também € outro mecanismo que esses microrganismos utilizam para
solubilizacao de fosfatados, tendo em vista que sdo compostos quelantes de ferro de
alta afinidade e promovem a solubilizagdo de complexos de Fe-P, liberando P (Cheng
et al., 2023; De Zutter et al., 2022; Pan; Cai, 2023; Sharma et al., 2013; Silva et al.,
2023).

Exopolissacarideos s&o polimeros que geralmente sdo secretados por
microrganismos que formam biofilmes. Eles s&o capazes de complexar ions metalicos
como Fe, Al, Ca no solo, competindo com o P e tornando-o disponivel para as plantas.
A produgéo de H2S (sulfeto de hidrogénio) também ajuda na solubilizagao de P, pois
interage com minerais contendo fosfato, como o fosfato férrico, resultando na
formacdo de sulfato ferroso e na liberagdo do P imobilizado. No entanto, sua
contribuicdo pode ser limitada em alguns ambientes, como os aerobicos (Cheng et al.,
2023; De Zutter et al., 2022; Pan; Cai, 2023; Sharma et al., 2013; Silva et al., 2023).
A oxidacéao direta da glicose é outro mecanismo, uma vez eu algumas bactérias tém
a capacidade de oxidar a glicose no espago periplasmatico pela enzima glicose
desidrogenase (GDH), gerando acido glucénico, que acidifica o0 meio e quelata ions
férricos, liberando P (Cheng et al., 2023; Pan; Cai, 2023; Silva et al., 2023).

Tanto as plantas como as bactérias se beneficiam dessa associacéo, na qual
0s microrganismos que residem na rizosfera utilizam acgucares dos exsudatos das

raizes e os metabolizam para produzir acidos orgéanicos (Goswami et al., 2014)

2.6.2 Mineralizagao

A mineralizagdo € um processo essencial para a disponibilizagdo do P as
plantas, uma vez que até 80% do P total do solo encontra-se em formas organicas
inativas (Cheng et al., 2023). Nesse processo, o Po presente no solo, geralmente em
formas complexas e de baixa solubilidade, como fosfato tricalcico, fosfato de rocha e
fosfato de aluminio, é convertido em Pi, principalmente na forma de ortofosfatos, que
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podem ser facilmente assimilados pelas plantas. Esses microrganismos empregam
principalmente enzimas para a mineralizagao do Po (De Zutter et al., 2021, 2022;
Goswami; Thakker; Dhandhukia, 2016; Silva et al., 2023).

Entre as enzimas responsaveis pela mineralizagdo as fosfatases sao
responsaveis por aproximadamente 90% da mineralizagdo do Po, e dependendo do
pH 6timo para sua atividade, podem ser classificadas em acidas ou alcalinas. Essas
enzimas clivam ligacbes fosfoéster ou fosfoanidrido em compostos organicos,
liberando ortofosfato (Cheng et al., 2023; Pan; Cai, 2023). As Fosfatases acidas que
sao originadas de plantas e microrganismos sao responsaveis por cerca de 80% da
decomposicao do P inorganico e elas hidrolisam grupos fosfato de diversos substratos
organicos como acido 3-fosfoglicérico e hexose fosfato. Por sua vez as alcalinas que
sdo originadas de bacterias hidrolisam quase todos os fosfomonoésteres, como
fosfolipidios e ATP, liberando Pi (Cheng et al., 2023; De Zutter et al., 2021; Pan; Cai,
2023; Sharma et al., 2013).

Outro grupo importante de enzimas sao as fitases, que atuam na
mineralizacao do fitato, que constitui uma das principais reservas de Po no solo,
hidrolisando o acido fitico (mio-inositol hexafosfato), agindo nas ligacbes
fosfomonoéster presentes no composto, liberando P e outros nutrientes como zinco e
ferro. As enzimas C-P Liases e Fosfonatases clivam ligagdes carbono-fésforo (C-P)
em organofosfonatos (Cheng et al., 2023; De Zutter et al., 2022; Pan; Cai, 2023;
Sharma et al., 2013; Silva et al., 2023).

Além da atuagdao das enzimas, outros mecanismos fisioldgicos indiretos
também contribuem para a mineralizagdo do P. Um exemplo ¢é a liberagao de protons
(H*), resultante do metabolismo do aménio (NH,") nos microrganismos. Esse
processo gera um excesso de protons que sdo liberados no solo, promovendo a
acidificacao da rizosfera e, consequentemente, favorecendo a dissolugdo do P

anteriormente imobilizado em complexos com metais (Silva et al., 2023).

2.7 GENERO BACILLUS SPP.

Os membros do género Bacillus sdo bactérias Gram-positivas aerdbicas ou
anaerdbicas facultativas. (Fritz et al., 2010; Tsotetsi et al., 2022a). Esse género possui

a capacidade de produzir enddsporos, 0 que permite a sobrevivéncia em ambientes
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desfavoraveis, mesmo com extremos de pH, temperatura, entre outros (Etesami;
Jeong; Glick, 2023; Loreto; Da Silva; Machado, 2024).

Essas bactérias tém ocorréncia global e sdo um dos géneros mais abundantes
no solo, é encontrada também em grdos armazenados, insetos mortos entre outros
ambientes  (Arnaouteli et al., 2021; Etesami; Jeong; Glick, 2023; Miljakovic;
Marinkovi¢; BaleSevié-Tubi¢, 2020; Monnerat et al., 2020). Os Bacillus tém a
capacidade de produzir diversas enzimas, antibioticos e metabdlitos com aplicacdes
em varios setores, como na industria farmacéutica e na agricultura (Belbahri et al.,
2017; Tsotetsi et al., 2022b).

Além de possuir alta capacidade de colonizagdo do ambiente rizosférico esse
género é reconhecido como um importante PGPR, atuando por mecanismos diretos e
indiretos. Os mecanismos diretos s&o: producéo de sideroforos; fixagdo biolégica de
nitrogénio; producao de fitorménios (AIA, citocininas, giberilinas) e solubilizagdo de
nutrientes. Os mecanismos indiretos sao: producdo de exopolissacarideos (EPS);
formacéo de biofilme; enzimas liticas que promovem o crescimento da planta;
supressao de microrganismos deletérios da rizosfera por meio de antibiose e controle
de patégenos (Huang et al., 2021; Khan et al., 2022; Vejan et al., 2016a).

Ogut; Er; Neumann (2011) observaram que a inoculagdo de milho com
Bacillus sp. 189 promoveu um aumento significativo na extrusdo de prétons (H),
resultando na acidificagdo da solugcao nutritiva suplementada com aménio (NH,").
Essa acidificacdo favoreceu a dessorcdo e a mineralizagdo do P, elevando a
concentracdo de P disponivel para 8,0 mg/kg no tratamento inoculado, em
comparagao aos 6,3 mg/kg observados no controle, evidenciando o papel dos
microrganismos promotores de crescimento na melhoria da disponibilidade de P.

Mosela et al., (2022) identificaram que o Bacillus velezensis (Ag75), se
destacou por seu potencial multifuncional na solubilizagao de fosfato e na melhoria da
absorcao e utilizagdo de P pelas culturas de milho e soja. Foi identificado que seu
genoma abriga 11 genes relacionados a atividade de fosfatases e fitases. Em
experimentos conduzidos em casa de vegetacdo, os autores identificaram que a
inoculacdo dessa cepa promoveu um aumento de 35% no teor de P na parte aérea
do milho em comparagéao ao controle, além de elevar em 42% a eficiéncia de aquisigéao
de P (PUpE) em condi¢cées com aplicagéo de 25 kg ha de P,0Os. A cepa também se
destacou por proporcionar maiores valores de eficiéncia de uso de P (PUE), com

incrementos de 19% para a soja e ganhos expressivos para o milho.
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2.8 GENERO PSEUDOMONAS SP.

As bactérias do género Pseudomonas sao microrganismos Gram-negativos,
com mais de 327 espécies descritas, amplamente distribuidas em ambientes naturais,
sendo frequentemente encontradas no solo e na agua (Ruiz-Hernandez; Madrigal-
Perez; Gonzalez-Hernandez, 2024). Sua ampla ocorréncia demonstra sua grande
capacidade de adaptagdo em diversos ambientes devido a sua diversidade fisiologica,
ambiental e molecular (Sun; Shahrajabian; Soleymani, 2024). Espécies do género
Pseudomonas tém sido usadas principalmente como inoculante em culturas devido a
sua ocorréncia abundante e capacidade metabdlica versatil, que promovem o
crescimento das plantas de diversas maneiras (Mehmood et al., 2023).

Entre os mecanismos utilizados pelas espécies de Pseudomonas para
beneficiar o crescimento das plantas estdo, a producao de sideroforos, AlA, atividade
da ACC deaminase, solubilizagao de fosfatos, o que ocorre pela da liberacdo de
acidos organicos como exemplo o glucdnico, biocontrole, produ¢ao de cianeto de
hidrogénio, sintese de enzimas liticas como quitinases e [(-1,3-glucanases,
estimulacdo da protecdo das plantas desencadeando resisténcia sistémica,
competicdo por nutrientes e espaco com microrganismos maléficos (Gutierrez-
Albanchez et al., 2021; Mehmood et al., 2023; Singh et al., 2022; Sun; Shahrajabian;
Soleymani, 2024).

Cepas especificas de Pseudomonas fluorescens tém sido usadas como
inoculantes de sementes, em diversas plantas cultivadas, visando estimular o
crescimento e aumentar a produtividade (Mehmood et al.,, 2023). No entanto, é
importante notar que algumas espécies, como a P. aeruginosa, podem ser
patogénicas (Ruiz-Hernandez; Madrigal-Perez; Gonzalez-Hernandez, 2024).

Guimaraes; Klein, (2021) verificaram que a inoculacdo de soja com P.
fluorescens (cepa ATCC 13525), associada com Bradyrhizobium japonicum, e
utilizando apenas 50% da dose recomendada de fertilizante fosfatado, demonstrou
que potencializa a solubilizacdo e a absorcdo de P pela cultura, favorecendo um
melhor desenvolvimento vegetativo e resultando em maiores teores de P nas folhas e
nos graos. Além disso, resultou em produtividade de graos equivalente ou superior
aquela obtida com a adubacao fosfatada completa.
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2.9 CONSORCIOS MICROBIANOS

0 uso conjunto de duas ou mais espécies de microrganismos benéficos, como
bactérias e fungos, vem sendo cada vez mais utilizada na agricultura, e tem se tornado
uma pratica cada vez mais adota. A combinacdo pode potencializar os efeitos
positivos sobre o desenvolvimento das plantas, superando os beneficios que seriam
obtidos com a aplicagdo de apenas um microrganismo isoladamente (Kong; Hart; Liu,
2018; Molina-Romero et al., 2017; Olanrewaju; Babalola, 2019; Ramirez; Rivillas;
Posada, 2019). Como consequéncia, essa interagao conjunta, que pode ser sinérgica
ou aditiva, contribui para a reducdo da necessidade de fertilizantes minerais,
mantendo ou até mesmo aumentando o rendimento das culturas (Molina-Romero et
al., 2017; Ramirez; Rivillas; Posada, 2019).

Para maximizar os efeitos do consorcio microbiano, € essencial que os
microrganismos envolvidos sejam compativeis e possuam capacidade de colonizagao
do sistema radicular e da rizosfera. A eficacia do consoércio pode variar
consideravelmente em funcéo de diversos fatores, as cepas microbianas envolvidas,
a espécie ou cultivar da cultura e as condigdes ambientais (Molina-Romero et al.,
2017; Ramirez-Esparza et al., 2024; Rojas-Solis; Hernandez-Pacheco; Santoyo, 2016;
Vannini et al., 2021).

O consorcio entre microrganismos pode proporcionar maior crescimento
vegetal por meio da atuacéo conjunta de diferentes mecanismos de promoc¢ao do
desenvolvimento. Essa interacdo benéfica reflete-se em diversos atributos
agrondmicos, como no numero de folhas, massa seca da parte aérea e das raizes,
incremento no diametro do caule e melhor desenvolvimento das plantulas. No caso
da soja, o consércio pode resultar em um maior nodulagéo e melhoria da saude geral
das plantas, devido a soma de fungdes desempenhadas pelos microrganismos,
incluindo a producao de siderdéforos, a solubilizagao de fosfato, a fixagao bioldgica de
nitrogénio e a atividade de biocontrole de patdgenos, (Molina-Romero et al., 2017;
Nakatani et al., 2024; Olanrewaju; Babalola, 2019; Ramirez; Rivillas; Posada, 2019;
Rojas-Solis; Hernandez-Pacheco; Santoyo, 2016; Sandini et al., 2024)

Olanrewaju; Babalola, (2019) verificaram que as estirpes de B. subtilis e
Pseudomonas sp. demonstraram diversas atividades promotoras de crescimento

vegetal, como a producéao de IAA, solubilizagdo de fosfatos, produgéo de sideroforos,
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e atividades de biocontrole. Tanto a inoculagdo unica quanto em consoércio dessas
bactérias melhorou o crescimento do milho em condi¢gbes de campo.

Nakatani et al., (2024) constataram que o consorcio de A. brasilense (Ab-V5
e Ab-V6) e P. fluorescens CCT8122, na cultura da soja mesmo com redugdo de 25%
da adubacgao fosfatada, resultou em maior nodulagdo, maior massa de raiz e de parte
aeérea, assim como maiores teores de P na parte aérea e graos, além do aumento na
produtividade média de 12,4% com consorcio em comparagao ao controle.

Esses trabalhos evidenciam o elevado potencial biotecnolégico associado ao
estudo e a aplicagdo de consorcios microbianos envolvendo espécies dos géneros
Bacillus e Pseudomonas. A complementaridade funcional desses microrganismos,
aliada a sua capacidade de adaptacdo e colonizagdo da rizosfera, reforca sua
relevancia como ferramentas promissoras para o desenvolvimento de tecnologias

agricolas mais sustentaveis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 BIOPROSPECCAO

Para obtencdo da colecdo de microrganismos foram conduzidas
bioprospecgdes a partir de material vegetal obtido de regides rurais nos estados do
Parana e Mato Grosso do Sul entre os anos de 2023 e 2025. Raizes de soja foram
coletadas e acondicionadas sob refrigeragao até o processamento. O solo rizosférico
aderido as raizes foi suspenso em solugao salina estéril (NaCl 0,85% m/v), diluido
serialmente e plaqueado em agar LB (isolamento de Bacillus) e B King (isolamento de
Pseudomonas), incubados durante 2-5 dias a 30 °C. As col6nias microbianas foram
selecionadas a partir de caracteristicas morfolégicas discriminatorias (morfologia
colonial para Bacillus, fluorescéncia para Pseudomonas, diferenciacdo por meio de
coloragado de Gram), isoladas e criopreservadas em meio de TSB (Pseudomonas) ou
LB (Bacillus) suplementado com 40% (v/v) de glicerol, sob -80 °C. Todos os
microrganismos foram depositados na colecdo de trabalho de microrganismos da
empresa BIOINPUT (Cambé, Parana, Brasil).

3.2 CARACTERIZACAO IN VITRO

3.2.1 Antagonismo contra fitopatégenos

A avaliacdo da capacidade inibitéria dos isolados sobre fitopatdogenos foi
avaliada por meio da metodologia de dual culture (Basha; Ulaganathan, 2002). Os
fungos fitopatogénicos Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina e Sclerotinia
sclerotiorum foram ativados a partir de suspensdes estoque (agua glicerinada a 10%
v/v, -80°C) em agar batata dextrose (BDA) durante 5 dias a 28 °C e fotoperiodo (12:12
C:E) (R. solani e M. phaseolina) e 25 °C no escuro (S. sclerotiorum). Os isolados
bacterianos foram ativados a partir dos estoques criopreservados overnight. Para
realizagao do teste, foram inoculados equidistantemente a 1 cm de distancia da borda
da placa de Petri. Os fungos foram inoculados pelo posicionamento de plugs (8 mm)
no centro da placa. Cada tratamento foi incubado de acordo com as condigdes de

crescimento necessarias para cada fungo de trés a quatro dias, com posterior
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determinacao de capacidade inibitéria como ausente (-), ou presente sendo
considerado como (+) quando nao houve crescimento micelial sobre as colbnias

bacterianas e (++) quando houve formacao de zonas de inibigdo ao redor das colbnias.

3.2.2 Compatibilidade com cepas comerciais

A compatibilidade entre os isolados bioprospectados e importantes cepas
constituintes de produtos comerciais foi avaliada por meio do método de cross-streak
(LERTCANAWANICHAKUL; SAWANGNOP, 2008), com adaptagdes. As cepas
Bradyrhizobium japonicum (Semia 5079) e Azospirillum brasilense (Ab-V5) foram os
microrganismos-alvos para avaliagao de compatibilidade. As bactérias B. japonicum e
A. brasilense foram ativadas em agar YMA e RC, respectivamente, durante 5 dias a
28 °C. As cepas comerciais foram entdo co-cultivadas com os isolados
bioprospectados por meio de estriamento cruzado nos respectivos meios, com
incubagao durante 4 — 5 dias. A presenca de zonas de inibicdo na intersecéo entre os

microrganismos foi o parametro utilizado como indicativo de incompatibilidade.

3.2.3 Ensaios de solubilizagdo em meio agar

A capacidade de solubilizacdo de fosfato e de silicato de potassio pelos
isolados de Pseudomonas spp. foi avaliada pelo plaqueamento em agar NBRIP (g/L:
10 g glicose; 5 g Cas[POa4]2; 5 g MgClz - 6éH20; 0,25 g MgSOs4 - 7H20; 0,2 g KCI; 0,1 g
[NH4]2SO4; 15 agar; pH 6,8) (NAUTIYAL, 1999; GOMES et al., 2014) e Aleksandrov
(g/L: 5 g glicose; 2 g Cas[POa4]2; 2 g silicato de potassio; 0,5 g MgSOs4 - 7H20; 0,1 g
CaCOs; 0,005 g FeCls - 3H20; 0,1 g azul de bromotimol; 15 g agar, pH = 7,2 + 0,2)
(Hu; Chen; Guo, 2006; RAJAWAT et al., 2016), respectivamente. Para ambas as
avaliacbes os microrganismos foram inoculados circularmente a partir de cultivos
overnight e incubados a 28 °C durante 5 (potassio) e 7 dias (fosfato). A formagao de
halos translucidos aos arredores das col6nias (++), bem como a translucidez na area
imediata abaixo da coldnia (+) foram consideradas como indicativos da capacidade de

solubilizag&o.
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3.2.4 Quantificacédo de acido indolacético (AlA)

Os isolados de Bacillus spp. e de Pseudomonas spp. foram avaliados quanto
a capacidade de biossintese do fitormonio acido indolacético (AlA) por meio de cultivo
em frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 40 mL de caldo TSB suplementado com
1 g/L L-triptofano. Os cultivos foram inoculados com duas colbnias cultivadas
overnight e incubados durante 5 dias a 30 °C e 100 rpm de agita¢ao, no escuro. Os
cultivos foram centrifugados durante 10 minutos a 5500 rpm e temperatura ambiente.
O sobrenadante foi misturado ao reagente de Salkowski na proporgcéo 1:1 mL (v/v) e
a reagao foi incubada na auséncia de luz por 20 minutos. Posteriormente, aferiu-se a
absorbancia da mistura em espectrofotébmetro, utilizando A = 540 nm (De Sousa et al.,
2021) com contrastes dos valores com curva padrdo de concentracdo de AIA

previamente estabelecida.

3.3 BIOPROCESSOS PARA OBTENGAO DE BIOMASSA MICROBIANA (INOCULO)

A partir da caracterizacdo do potencial de promogao de crescimento vegetal
e solubilizacdo de nutrientes in vitro, oito isolados de Bacillus e 20 Pseudomonas
foram submetidos a triagens em casa de vegetagao para avaliagdo do desempenho
dos isolados na promogao de crescimento vegetal em ambiente controlado.

A producdo de biomassa microbiana foi realizada por meio da ativacdo em
cultivo overnight dos isolados em agar LB. Para Bacillus, uma col6nia foi utilizada para
inoculagdo em caldo TSB suplementado com 10 g/L de glicose no volume de 50 mL
em frascos Erlenmeyer aletados de 125 mL. Para Pseudomonas spp., os isolados
foram ativados em 40 mL de caldo TSB contidos em frascos Erlenmeyers aletados de
125 mL. Os cultivos foram incubados por 48 h a 180 rpm e 28 °C. O crescimento

microbiano foi avaliado por meio de afericdo da DO600.

3.4 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETAGAO — CEPAS ISOLADAS

Oito cepas de Bacillus e 20 cepas de Pseudomonas foram avaliadas em
experimento de casa de vegetagcdo na Universidade Estadual de Londrina (UEL)
(23°34°’S, 51°21°'W). Visando avaliar o potencial de promogédo de crescimento na
cultura do milho (Bacillus e Pseudomonas) e soja (Pseudomonas). Para esses
experimentos foram utilizados o hibrido de milho SEMPRE 20A38 VIP 3 e a cultivar



39

de soja DM 66168 RSF IPRO. O solo da regido é caracterizado como um Nitossolo

Vermelho Eutroférrico (NVe), de textura argilosa.

Tabela 1. Caracterizagdo quimica e granulométrica do solo e conteudo de fésforo no
solo utilizado nos experimentos com as culturas do milho e da soja (0—20 cm).

Parametro Unidade Exp. | Exp. Il Exp. Il

Foésforo disponivel mg dm™ 20,10 15,5 14,8

pH (CaCl,) — 5,80 6,6 5,70

Matéria organica g kg™ 1,00 9,8 11,3

Calcio (Ca*") cmolc 2,55 3,00 2,20
dm™

Magnésio (Mg?*) cmolc 0,66 0,50 0,80
dm™

Potassio (K*) cmolc 0,32 0,22 0,19
dm™

CTC cmolc 5,50 5,80 5,40
dm™

Saturacéo por % 64,20 64,3 58,00

bases (V)

P remanescente mg L™ 47,92 33,69 29,11

Argila % 21 19 19

Areia % 73 71 71

Exp. I: Bacillus na cultura do milho; Exp. ll: Pseudomonas na cultura do milho e soja; Exp. lll:
Consorcio na cultura do milho e da soja.
Fonte: Neosolo Agroanalises (Londrina—PR), laudos de analise de solo.

Esses tratamentos foram avaliados com a dose de 70% de P recomendado
para cada cultura, com dois produtos comerciais como controle (+) sendo no
experimento com as estirpes de Bacillus o Bioma Phos (BRM 119 Priestia megaterium
e BRM 2084 Bacillus subtilis) e o CCT8089 (Bacillus siamensis). Para Pseudomonas
foram utilizados os produtos Hober Phos (Pseudomonas fluorescens ATCC 13525) e
Biofree (A. brasilense Ab-V6 e P. fluorescens CCTB03). Além desses, tratamentos

sem adicao de produtos biolégicos foram usados como controle (-) sendo com 70 e
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100% da dose de P recomendada. A adubacgao correspondente a 100% e 70% foi
realizada simulando como fosse conduzida no campo, com base na analise de solo
do local e seguindo o manual de adubacg&o do Parana (Tabela 1).

Para avaliagdo as culturas de milho e soja, as sementes foram inoculadas com
os isolados de Bacillus e Pseudomonas na dosagem de 100 mL/50 kg de sementes
sendo que, na cultura da soja, foi adicionado B. japonicum (Semia 5079) e,
posteriormente, foram semeados em vasos de 3.8 L com 1:1 (solo: areia). Os ensaios
foram conduzidos até aproximadamente 45 dias apds a semeadura.

O delineamento estatistico adotado foi o de bloco casualizado (DBC), com oito
repeticdbes e as caracteristicas avaliadas foram: massa seca da parte aérea, massa

seca de raizes e massa seca total.

3.5 COMPATIBILIDADE ENTRE OS ISOLADOS CEPA DE BACILLUS E PSEUDOMONAS

A compatibilidade entre os isolados de Bacillus e Pseudomonas obtidos a
partir das triagens em casa de vegetacao foi avaliada por meio do método de cross-
streak (LERTCANAWANICHAKUL; SAWANGNOP, 2008), com adaptagbes. Para
tanto, coldnias dos respectivos isolados, com 18 h de crescimento em LBA, foram
coletadas e estriadas em cruzamento. As placas foram incubadas por 48 h a 28 °C,
sendo avaliadas a presenca de zonas de inibicdo na interseccao entre os
microrganismos e alteragdes no crescimento confluente dos inéculos. A presencga de
alteracdes deletérias ao crescimento dos inéculos foi considerada como indicativo de

incompatibilidade.

3.6 SEQUENCIAMENTO 16S RRNA (SANGER)

O DNA bacteriano foi extraido a partir de 50 mg de biomassa celular utilizando
o kit QIAmp DNA (Qiagen), de acordo com as recomendagdes do fabricante. O DNA
obtido foi quantificado e avaliado quanto a pureza utilizando o espectrofotbmetro
NanoDrop 2000 (Thermo).

A amplificacdo do material genético foi realizada em termociclador Veriti
(Thermo), em reagao contendo 20 ng de DNA gendmico purificado com o kit GoTaq®
G2 DNA Polymerase (Promega). Foram utilizados os primers 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'), e 0s
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parametros de ciclagem e temperatura seguiram os protocolos descritos por Frank et
al., (2008). Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
(tampdo TAE) e as reacgdes foram purificadas enzimaticamente com Exol/SAP
(Thermo).

Os produtos de PCR foram marcados com BigDye v3.1 (Thermo), em reagao
contendo 50 ng de DNA. Foram utilizados 35 ciclos de desnaturacao (96 °C/15 seg),
anelamento do respectivo primer (60°C/15 s) e extenséo do produto (60 °C/4 min). Os
produtos marcados foram precipitados com 20% de acetato de aménio (7,5 M) e trés
volumes de etanol absoluto e, em seguida, ressuspensos em 10 uL de HiDi-
formamida.

As amostras foram entdo sequenciadas utilizando a plataforma Genetic
Analyser 3500xL (Thermo), com a utilizagdo de capilares do polimero Pop7 (50 cm)
(Thermo). Os eletroforetogramas gerados foram convertidos em sequéncias de bases
com o software Sequencing Analysis v5.4 (Thermo). Foram geradas sequéncias de
consenso entre as fitas oriundas dos primers forward e reverse utilizando o software
BioEdit, as quais foram comparadas com o banco de dados do NCBI utilizando o
software BLASTn.

3.7 PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS

Para a determinagdo da produgao de acidos organicos pelos isolados de
Bacillus e Pseudomonas selecionados para as triagens em consércio foi adotada a
metodologia de bioprocesso descrita por Amri et al., (2023), com adaptagdes.
Suspensobes bacterianas ajustadas a 0,5 na escala de McFarland foram inoculadas
em 40 mL de TSB contidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL e incubadas overnight
a 30 °C e 150 rpm de agitagéo. Subsequentemente, as culturas foram transferidas na
propor¢cao de 2% (v/v) para caldo NBRIP (Nautiyal, 1999) suplementado com
diferentes fontes de fosfato (NBRIP + Ca3[P0O4]2, NBRIP + FePO4 ou NBRIP + AIPO4
e incubadas nas mesmas condi¢des durante 10 dias.

A determinagédo analitica foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) utilizando metodologia de Yan et al., (2013), com adaptagdes. Foi
utilizado o sistema Shimadzu LC-20A (Kyoto, Japao), equipado com bomba de alta
pressdo (LC-20AT), amostrador automatico (SIL-20AC HT), detector de indice de
refragcdo (RID-10A), detector de arranjo de fotodiodos (SPD-M20A), forno de coluna
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(CTO-20A) e médulo controlador do sistema (CBM-20A). A separagao foi realizada
em coluna Phenomenex 5 ym C18 MG (250 x 4,6 mm), mantida a 40 °C. A fase movel
consistiu em tampao fosfato de sédio 25 mM (pH 2,4), com vazao de 1,0 mL/min e
volume de injecédo de 20 pL. A detecgédo foi realizada com utilizagdo simultanea dos
detectores de indice de refracdo e o detector de arranjo de fotodiodos, em
comprimento de onda fixo de 205 nm, com varredura espectral de 200 a 400 nm. Os
dados foram adquiridos e processados por meio do software Shimadzu LCsolution
(Kyoto, Japéo). Foram utilizados os padrdes de acidos oxalico, glucdnico, malico,

latico, acético, citrico e succinico.

3.8 EXPERIMENTO EM CASA DE VEGETACAO — CONSORCIO MICROBIANO

Para esse experimento foram realizados ensaios em casa de vegetacdo com
as culturas da soja e do milho conforme descrito no item 3.4, com mudanca do hibrido
de milho para KWS K9510 VIP 3.

Para avaliagcdo do consércio em coinoculacéo, foram avaliadas duas cepas de
Bacillus spp. (B-138 e B-143) e quatro cepas de Pseudomonas spp. (P-29, P-58, P-
69, P-210), além da cepa CCT8089 de Bacillus siamensis em consorcio com (P-29,
P-58, P-69, P-210) separadamente. As condi¢gdes de obtencdo dos indéculos
microbianos seguiram o disposto em 3.3.

Esses tratamentos foram avaliados com 70% do suprimento de P
recomendado para cultura, com trés produtos comerciais como controle (+) sendo eles
Hober Phos (ATCC 13525); Bioma Phos (BRM 119 Bacillus megaterium e BRM 2084
Bacillus subtilis) e CCT8089 (Bacillus siamensis). Além desses, tratamentos sem
adicao de produtos biolégicos foram usados como controle negativo (-) sendo com 70
e 100% da dose de P, realizada simulando como fosse ocorrida no campo, com base
na analise de solo do local e seguindo o manual de adubacéo do Parana (Tabela 1).

Para avaliacdo de milho, as sementes foram inoculadas com os isolados de
Bacillus spp. e Pseudomonas spp. na dose de 100 mL/50 kg de sementes, tanto na
inoculagao isolada quanto no consorcio. Para a soja, sementes foram inoculadas com
Bradyrhizobium japonicum (Semia 5079) e os isolados Bacillus spp. e Pseudomonas
spp. na dosagem de 100 mL/50 kg de sementes, tanto na inoculagéo isolada quanto

no consorcio e posteriormente semeados em vasos de 3.8 L com 1:1 (solo: areia).
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Os experimentos foram conduzidos até aproximadamente 45 dias apds a
semeadura. O delineamento estatistico foi em blocos casualizados (DBC), com oito
repeticoes e as caracteristicas avaliadas serdo: massa seca da parte aérea, massa
seca de raiz e massa seca total e teor de fosforo na parte aérea.

Tabela 2. Matriz de combinagdes entre isolados de Bacillus spp. e Pseudomonas
spp. para formagao dos consorcios bacterianos.

Bacillus spp.
Pseudomonas spp. B-138 B-143 CCT8089
P-29 B-138 / P-29 B-143 / P-29 CCT8089 / P-29
P-58 B-138 / P-58 B-143 / P-58 CCT8089 / P-58
P-69 B-138 / P-69 B-143 / P-69 CCT8089 / P-69
P-210 B-138 / P-210 B-143 / P-210 CCT8089/P-210

Para as determinagbes laboratoriais de fosforo foi realizada a moagem da
parte aérea, e foram pesados 0,5 g do material vegetal seco e triturado. Apods a
pesagem foram adicionados a amostra 6 mL de acido nitroperclorico (4:1). O material
foi mantido em uma pré digestao por aproximadamente 12 h, e, em seguida, levados
ao bloco digestor, onde a digestao foi iniciada a uma temperatura inicial de 60 °C, e
posteriormente a 120 °C, sendo elevados 30°C a cada meia hora até a temperatura
de 210 °C.

Apos a digestéo foi realizada a diluigdo para 25 mL coma agua deionizada,
agitado em vortex com trés lavagens em agua destilada, visando a retirada de toda a
amostra do tubo, e posteriormente armazenado em tubos Falcon.

Para realizar a leitura do P em tecido vegetal foram utilizados os volumes 200
ML das amostras previamente diluidas, e foi adicionada agua destilada até completar
5 mL. Foram utilizados 100 uL de acido ascorbico e 10 mL de STM. Apds a adicao de
todos os reagentes as amostras foram deixadas em descanso por 30 minutos para a
realizacao da leitura. Apds o descanso, foi retirada uma aliquota da amostra para a
leitura a 660 nanbémetros em espectrofotbmetro. Apds a leitura foi realizada a

estimativa da concentracido na parte aérea utilizando a curva padrao e as diluicao das
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amostras. Os teores de P, em mg/kg, foram multiplicados pela MSPA em kg para a

obtencgao dos valores de acumulo de P pelas plantas.

3.9 EFICIENCIA AGRONOMICA, DE RECUPERACAO E FISIOLOGICA DO FOSFORO

Com base na massa seca da parte aérea (MSPA, g planta™) e o conteudo de
fésforo na parte aérea (U, mg de P planta™) foram quantificadas as eficiéncias
agrondmica, de recuperagao e fisioldgica do fosforo para as culturas do milho e da
soja.

As eficiéncias foram expressas como variagdo percentual em relacdo ao

controle com 70% de P. A seguir seguem as equagodes para:

(I) Eficiéncia Agronémica (AE):

— UO

F

Onde: Ui: conteido médio de P na parte aérea (mg de P planta™) dos

U;
AE = 100 x

tratamentos inoculados, Uo: conteddo médio de P no tratamento controle 70% de P

(mg de P planta®), e F: dose de P aplicada por vaso (91,6 mg de P vaso™).

(I) Eficiéncia de recuperacao (RE):

AE =100 [(Yi/F> I
= X oy -1
F

Onde: Yi é a massa seca da parte aérea (MSPA, g planta’) dos tratamentos

inoculados, e Yo € MSPA do tratamento controle com 70% de P.

(1) Eficiéncia fisiologica (PE):

Y:
i /Ul-

7 —
o/UO

AE =100 x 1
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3.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos para massa seca de raizes (MSR), massa seca da parte
aérea (MSPA) e massa seca total (MST) foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), visando verificar a existéncia de diferencas significativas entre os
tratamentos. Quando observado efeito significativo, as médias foram agrupadas pelo
teste de Scott-Knott, a 1% ou 5% de probabilidade.

Adicionalmente, foi calculado o indice de selecdo com base no idedtipo ideal,
expresso em porcentagem, considerando simultaneamente as variaveis MSR, MSPA
e MST, com o objetivo de identificar os tratamentos com desempenho mais préximo
do padrao desejado para promog¢ao do crescimento vegetal.

Para cada variavel j:

X..
I;j = (=——) x 100
Xmax,j

onde:

 X;;= média do tratamento ina variavel j

e Xmax,;= Maior meédia observada entre os tratamentos para a variavel j
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS BIOPROSPECTADOS

As bioprospeccgdes realizadas na rizosfera da soja culminaram no isolamento
de 79 isolados bacterianos, sendo 22 possivelmente pertencentes ao género Bacillus
e 57 pertencentes ao género Pseudomonas. Os isolados de Bacillus e as cepas de
referéncia B. subtilis CNPMS B2084 e B. megaterium CNPMS B119 foram
caracterizados quanto a caracteristicas relacionadas a capacidade de crescimento de
plantas em meio com baixa atividade de agua (TSA-sorbitol), capacidade de
supressao de fungos fitopatogénicos, producdo de AIA e compatibilidade com as
cepas comerciais B. japonicum (Semia 5079) e A. brasilense (Ab-V5) (Tabela 3).

Com base na caracterizacdo dos Bacillus spp., todos os isolados foram
capazes de crescer em meio com restricao da atividade de agua, sendo um indicativo
importante a promogao de tolerancia a seca, e compativeis com as cepas comerciais
Ab-V5 e Semia 5079. Quanto a capacidade antagbnica a fungos fitopatogénicos, a
maioria dos isolados foi capaz de suprimir o crescimento dos fungos, seja por auséncia
de sobreposicao devido ao rapido desenvolvimento e espalhamento dos isolados e/ou
pela producdo de metabdlitos secundarios gerando zonas de inibicdo do fungo.
Apenas os isolados B-157 e B-160 nao apresentaram inbicdo de R. solani. Para M.
phaseolina, apenas o isolado B-160 (4,55%) n&o apresentou atividade inibitdria,
enquanto, para S. sclerotiorum foram os isolados B-148 e B-160.

Os isolados possivelmente do grupo de Pseudomonas spp. € a cepa de
referéncia P. fluorescens ATCC 13525 foram avaliados quanto a capacidade de
crescimento em elevada temperatura (42 °C), atividade antagonista frente a fungos
fitopatogénicos, capacidade de solubilizagdo de fosfato e silicatos potassicos e
producédo de AlA (Tabela 2). O crescimento a 42 °C foi observado em 18 isolados,
demonstrando que aproximadamente um terco da colegdo apresenta perfil

termotolerante.
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Tabela 3. Avaliacao in vitro de caracteristicas associadas a promog¢ao de crescimento

e protecéo vegetal pelos isolados de Bacillus.

Antagonismo Compatibilidade
D TSA- AlA B
sorbitol R. m. S. A. brasilense JaPonicum
; g ; (ug/mL)
solani phaseolina sclerotiorum (Ab-V5) (Semia
5079)
B. subtilis

+ - - nt 46,32* + +

B2084

B.

megaterium o _ _ nt 473" + +

B119
B-135 + ++ ++ ++ nt + +
B-138 + + ++ ++ 13,84 + +
B-139 + + ++ ++ 29,71 + +
B-143 + + ++ ++ 22,70 + +
B-148 + + + - nt nt nt
B-149 + + + + nt nt nt
B-150 + + + + nt nt nt
B-154 + Ty + + nt nt nt
B-157 + - + + nt nt nt
B-160 + - - - nt nt nt
B-188 + ++ ++ ++ nt nt nt

Fonte: Dados oriundos de Mosela et al. (2025); nt = n&o testado.

A atividade antagonista foi pouco frequente e de baixa intensidade para as
cepas do género Pseudomonas spp. A inibicdo de R. solani foi detectada em dois
isolados P-49 e P- 207 como inibicdo localizada (+). Para S. sclerotiorum, apenas
quatro isolados, P-29, P-102, P-109 e P-114 apresentaram antagonismo, sendo
apenas o isolado P-29 formador de halo de inibigdo, enquanto oito P-81, P-102, P-
106, P-108, P-109, P-109, P-110, P-114 e P-207 isolados inibiram M. phaseolina, com
formacao de halo em trés isolados P-81, P-106 e P-207. O perfil observado indica uma
capacidade antagonista mais discreta quando comparado ao perfil observado para os
isolados de Bacillus sp. utilizados neste estudo.

Em contraste, atividades de solubilizacdo de fosfato e silicato de potassio
foram mais distribuidas e intensas entre o género. A solubilizacdo de fosfato foi
observada em 40 isolados, cuja expressiva fragao apresentou a formagcao de halos

(++) (n =17; 29,82%). A solubilizacao de silicato de potassio foi ainda mais frequente,
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ocorrendo em 46 isolados, também com predominancia na formagado de halos de
solubilizagédo (n = 29, 50,88%), sugerindo que a producdo de mecanismos de
solubilizagdo constitui um mecanismo funcional distribuido entre os isolados
pertencentes a Pseudomonas spp.

A producéao de AlA foi detectada em todos os isolados, com valores variando
de 20,92 a 147,30 pg/mL. O valor médio de produgao de AIA para a colegédo de
isolados foi de 49,79 pg/mL. Estes dados revelam a ampla variabilidade do género
quanto a biossintese da auxina. Alguns dos Isolados com maiores concentracdes de
AIA coincidiram com perfis positivos de solubilizagdo e termotolerancia, indicando

carater multifuncional.

Tabela 4. Relagcdo de isolados bioprospectados, pertencentes ao género
Pseudomonas e suas caracterizagbes quanto a capacidade de crescimento em
temperatura elevada, antagonismo contra fungos fitopatogénicos, solubilizacdo de

fosfato e silicato de potassio e a produgao do fitorménio AlA.

Antagonismo Solubilizagao
Cresc. AlA
ID R. M.

a42°C . . S. sclerotiorum P K (ug/mL)
solani  phaseolina

P. fluorescens

ATCC 13525 - - - ¥ ¥ 25,18
P-002 s - 5 - + + 41,41
P-003 - - - - ++ + 29,47
P-021 s - - - - + 51,66
P-024 - - - - ++ - 59,72
P-025 - - - - g i 56,56
P-026 - - - - - + 52,36
P-027 - - - 2 - + 38,63
P-029 - - - ++ - - 82,93
P-031 - - - : ++ g 59,72
P-032 - - - - - + 33,95
P-033 - - - - g N 59,62
P-034 - - - - + - 68,18
P-035 - - - - + ++ 47,88
P-036 - - - - - + 55,64

P-038 - - - - + - 52,96
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Antagonismo Solubilizagao
Cresc. AlA
ID R. M.

a42°C solani  phaseoling S. sclerotiorum P K (ug/mL)
P-038 - - - - + - 52,96
P-039 - - - - + - 58,03
P-040 - - - - + ++ 41,41
P-042 - - - . + - 30,57
P-048 - - - - + + 33,65
P-049 + + - - - - 54,15
P-050 - - - - + + 39,92
P-051 _ - _ - ++ ++ 45,89
P-052 - - _ - + ++ 20,92
P-053 - R - - + + 32,56
P-054 - - . - + - 147,30
P-055 5 5 5 5 5 ++ 33,65
P-056 - - - - + + 20,92
P-057 - - - - + - 27,48
P-058 - - - - ++ ++ 23,80
P-061 - - - s + e 71,26
P-062 - - - - + + 69,07
P-063 - - - - - ++ 57,93
P-068 - - - - ++ - 57,23
P-069 - - - - + ++ 68,48
P-070 - - - - ++ ++ 111,98
P-073 - - - - e i 43,90
P-081 - - ++ - - + 31,26
P-101 - - - - ++ ++ 24,49
P-102 + - + + ++ ++ 48,28
P-106 + - ++ - - - 21,95
P-108 + - + - - ++ 26,63
P-109 + - + + ++ ++ 45,29
P-110 + - + - ++ + 29,36
P-111 + - - - ++ ++ 38,73
P-112 + - - - + ++ 52,26
P-113 + - - - ++ ++ 52,76
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Tabela 4. Continuagao

Antagonismo Solubilizagao
Cresc. AlA
ID R. M.
a42°C . . S. sclerotiorum P K (ug/mL)
solani phaseolina

P-114 + - + + ++ ++ 23,44
P-115 + - - - + ++ 53,35
P-116 + - - - ++ ++ 51,76
P-201 - - - - + ++ 53,95
P-202 + - - - - ++ 24,10
P-203 + - - - - + 59,72
P-207 - + ++ - ++ - 51,56
P-208 + - - - - ++ 54,55
P-209 + - - - - + 68,10
P-210 + - - - - ++ 66,91
P-211 + - - - - ++ 78,85

Fonte: o proprio autor

4.2 EXPERIMENTO CASA DE VEGETAGCAO — CEPAS BACILLUS

Pela anadlise de variancia foi observado efeito significativo para fonte
tratamento e experimento (T e E, respectivamente) para todas as variaveis analisadas
(Tabela 5). Os coeficientes de variagdo foram de 10,52, 12,04 e 10,04 para MSR,
MSPA e MST, respectivamente, indicando uma boa precisao experimental. As médias

gerais observadas no experimento 2 foram superiores as do experimento.
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Tabela 5. Analise de variancia para a massa seca de raiz, parte aérea e total (MSR,
MSPA e MST, respectivamente) em experimento com milho, com sementes
inoculadas com isolados de Bacillus sp. solubilizadores de fosfato via tratamento de

sementes e sob diferentes doses de fosforo.

Quadrado Médio"
Fonte de variagao GL
MSR MSPA MST
Bloco/Experimento 14 4,54 21,35 45,11
Tratamentos (T) 10 0,58" 1,67 2,19
Experimentos (E) 1 7,18 2,38 17,84
TxE 10 0,12™ 2,727 4,86
Erro 140 0,11 0,58 0,91
cv¥ 10,52 12,04 10,04
Média (E1) 2,94 6,23 9,17
Média (E2) 3,35 6,46 9,81

e ns: Significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F, e ndo significativo a 5% de probabilidade
pelo teste F.
2CV: coeficiente de variacgao.

Fonte: o proprio autor.

Para MSR, o controle com 100% da adubacgao recomendada apresentou 3,35
g, diferindo estatisticamente do controle com 70% da adubacao fosfatada (3,02g).
Essa diferenca representa 10,9% de diminuicdo da MSR devido a redugdo da
adubacéo fosfatada (Figura 1A). Sob 70% de adubacgéo, a inoculagdo com CCT8089
(3,25 g), BRM119 + BRM2084 (3,19 g), B-135 (3,25 g), B-138 (3,37 g) e B-143 (3,35
g) resultou em valores estatisticamente semelhantes ao controle com 100% de
adubacao fosfatada. Em comparagdo ao controle com 70%, esses tratamentos
promoveram incrementos de 7,6, 5,6, 7,6, 11,6 e 10,9%, respectivamente, na MSR
(Tabela S1).

Em relacao a MSPA, também foram observadas diferencas significativas entre
os controles 100 e 70% da adubacédo fosfatada, com médias de 6,71 e 6,09g,
respectivamente, o que representa 10% mais no tratamento com adubagao completa
(Figura 3A). Sob 70% de adubacgéo, as inoculagbes com CCT8089 (6,44g), BRM119
+ BRM2084 (6,32g) B-135 (6,349), B-138 (6,569), B-143 (6,41g) e B-164 (6,499g)

resultaram em valores estatisticamente semelhantes ao controle com 100% de
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adubacédo. Em comparacao ao controle com 70%, esses tratamentos promoveram
incrementos de 5,7, 3,8, 4,1, 7,7, 5,3 e 6,6%, respectivamente.

Para a MST, os valores observados entre os controles 100 e 70% da
adubacao fosfatada foram de 10,6 e 9,11 g, respectivamente, o que representa de
16,4% a mais no tratamento com adubag¢do completa (Figura 1A). As plantas dos
CCT8089 (9,69 g), BRM119 + BRM2084 (9,50 g), isolado B-135 (9,59 g), B-138 (9,93
g), B-143 (9,76 g) e B-164 (9,47 g) apresentaram os maiores valores e ndo diferindo
do controle de 100%. Quando comparados ao controle com 70% da adubacgao, esses
tratamentos promoveram incrementos de 6,4, 4,3, 53, 90, 7,1 e 4,0%,
respectivamente, no acumulo de biomassa total.

No Heatmap (Figura 3B), que sintetiza o desempenho relativo dos tratamentos
para MSR, MSPA e MST (normalizados em relagado ao maior valor observado em cada
variavel), houve redugéo no controle com 70% da adubacéao fosfatada, com valores
de 89,8% (MSR), 90,8% (MSPA) e 90,6% (MST), resultando em média de 90,4%. Em
contraste, diversos tratamentos inoculados sob 70% de adubacdo fosfatada
apresentaram desempenho préximo ao maximo, destacando-se a cepa B-138, que
atingiu 100% para MSR e manteve elevados valores para MSPA (97,8%) e MST
(98,7%), com média de 98,9%. A cepa B-143 também promoveu desempenho elevado
e equilibrado (MSR = 99,4%; MSPA = 95,6%; MST = 97,1%), com média de 97,3%.
De modo semelhante, CCT8089 e B-135 exibiram desempenho relativo alto e estavel
(médias de 96,3 e 954%, respectivamente), enquanto as estirpes BRM119 +
BRM2084 apresentaram média de 94,4%. A Figura 3C, corrobora os resultados
quantitativos, evidenciando que plantas inoculadas com isolados CCT8089, B-138 e
B-143) sob 70% de adubacdo fosfatadas apresentaram, de forma visual, maior
desenvolvimento radicular e maior vigor em comparagao as plantas controle n~\o

inoculadas e com 70% de adubagao fosfatadas.
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Figura 3 - Efeito da inoculagéo de Bacillus sp. solubilizadores de fosfato na produgéo
de biomassa de milho sob duas doses de fertilizante. (A) Massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca de raizes (MSR) e massa seca total (MST), expressas em g. (B)
Desempenho relativo (%) de MSR, MSPA, MST e média dos tratamentos,
apresentado em mapa de calor. (C) Imagens representativas de plantas do tratamento
controle (70%) e dos tratamentos inoculados. Barras representam médias (com erro

associado) e letras distintas indicam diferenga significativa entre tratamentos (p <
0,05).
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4.3 EXPERIMENTO CASA DE VEGETACAO - CEPAS PSEUDOMONAS SPP.

Pela analise de variancia foi verificado efeito significativo dO tratamentos para
os atributos biomassa, tanto para de milho quanto para soja (Tabela 6). Os
coeficientes de variacdo foram considerados baixos a moderados, variando de 7,75

(MST — soja) a 28,22 (MSPA — milho), indicando boa precisdo experimental.

Tabela 6. Analise de varidncia da massa seca de raiz, parte aérea e total (MSR, MSPA
e MST, respectivamente) em experimentos com milho e soja, com sementes
inoculados com isolados de Pseudomonas sp. solubilizadores de fosfato via

tratamento de sementes, e sob diferentes doses de fésforo.

Quadrado Médio"

Fonte de variagdo GL Milho Soja

MSR MSPA MST MSR  MSPA MST
Bloco 7 3,13 0,078 2,84 0,630 1,92 4,72
Tratamentos (T) 23 0,237 0,733" 1,327 0,045 0,23 0,39
Erro 161 0,02 0,334 0,35 0,011 0,02 0,04
Cv? 9,64 28,22 16,55 10,98 8,72 7,75
Média 1,53 2,05 3,58 0,94 1,72 2,66

T ens: Gignificativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F, e néo significativo a 5% de probabilidade

pelo teste F.

2CV: coeficiente de variagéo.
Fonte: o proprio autor

No experimento com milho, ndo foram observadas diferencas para a MSR
entre os controles com 100 e 70% da adubagédo fosfatada (1,63 e 1,57g,
respectivamente). Contudo, sob 70% de P, as plantas dos tratamentos P-58, P-69, P-
73 e P75 apresentaram médias superiores as dos controles (Tabela 7), com
incrementos de 7,6, 10,8, 17,8 e 11,5%, respectivamente, em relacdo ao controle com
70% de P. Para MSPA, houve diferengas entre as plantas dos controles com 100 e
70% de P (2,23 e 1,749, respectivamente), correspondendo a 28,16% a mais sob
adubacao completa. Em condigdes de 70% de P, as plantas dos tratamentos P-33, P-
54, P-58, P-61, P-69, P-109, P-114, P-207 e P-210 apresentaram valores

estatisticamente semelhantes ao controle ndo inoculado e com 100% de P. Quando
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comparados ao controle 70%, esses tratamentos promoveram incrementos de 22,4,
23,6, 34,5, 38,5, 66,1, 36,8, 39,1, 22,4 e 29,9%, respectivamente.
Tabela 7. Analise de agrupamento de médias para massa seca de raizes, parte aérea
e total (MSR, MSPA e MST, respectivamente) em experimentos com milho e soja,
inoculados com isolados de Pseudomonas sp. solubilizadores de fosfato via
tratamento de sementes e sob diferentes doses de fésforo.
Milho Soja
MSR MSPA MST MSR MSPA MST
Controle (100%) 163b 223a 38b 104a 198a 3,01a

Tratamentos

Controle (70%) 1,57b 1,74b 331c 082c¢c 154c¢c 2,36d
ATCC 13525 1,29d 159b 288c¢c 094a 1,76b 2,70b
Ab-V6 + CCTBO03 144c 197b 342c¢c 1,03a 1,79b 282a
Cepa P-24 1,31d 1,89b 3,19¢ 1,06a 1,88a 294a
Cepa P-29 1,62b 195b 358c¢ 1,03a 1,70c 2,72b
Cepa P-31 1,33d 1,88b 321¢ 1,02a 1,73b 2,75b
Cepa P-33 1,56b 2,13a 3,68b 094a 157c 252c¢
Cepa P-34 1,29d 1,90b 3,19¢ 084c 159c 243c
Cepa P-54 1,51b 2,15a 3,67b 091b 1,79b 2,71b
Cepa P-58 169a 234a 403b 093b 194a 287a
Cepa P-61 1,65b 241a 4,07b 092b 164c 256¢
Cepa P-69 1,74a 2,89a 462a 1,00a 1,79b 2,79b
Cepa P-70 1,26d 154b 280c 093b 1,72b 265b
Cepa P-73 1,85a 197b 3,82b 090b 1,84b 2,73b
Cepa P-81 141c¢c 194b 336c 092b 124e 2/16d
Cepa P-102 160b 193b 353c¢c 098a 166c 264b
Cepa P-109 161b 238a 399b 086c 165¢c 251c
Cepa P-113 1,53b 1,92b 345¢ 09a 195a 291a
Cepa P-114 1,23d 242a 365b 080c 1,46d 226d
Cepa P-207 1,75a 2,13a 3,88b 0,88b 169c¢c 257c
Cepa P-208 1,58b 1,73b 331c¢c 081c 161c 242c
Cepa P-210 1,58b 226a 3,85b 09a 193a 289a
Cepa P-211 164b 186b 350c 101a 1,83b 284a

Letras iguais na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de agrupamento de Scott-Knott (1976)
a 5% de probabilidade.
Fonte: o proprio autor.
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Para MST na cultura do milho houve diferencas entre os controles 100
e 70% de P (3,86 e 3,31 g, respectivamente), correspondendo a 16,6% em favor da
adubacado completa. As plantas do tratamento P-69 obtiveram valor significativamente
superior aos controles com 70 e 100% de P, com incrementos de 39,58 e 19,69%,
respectivamente. As plantas dos tratamentos P-54, P-58, P-61, P-73, P-109, P114, P-
207, e P-210 obtiveram meédias estatisticamente semelhantes as do controle com
100% de P. Quando comparados ao controle 70%, esses tratamentos promoveram
incrementos de 11,2, 10,9, 21,8, 23,0, 15,4, 20,5, 10,3, 17,2 e 16,3%, respectivamente
na biomassa total das plantas.

Para o experimento com soja, as plantas dos controles com 70 e
100% da adubacido fosfatada diferiram estatisticamente para os atributos de
biomassa, com aumentos de 26,83, 28,57 e 27,54%, respectivamente, para MSR,
MSPA e MST no tratamento com adubagéo completa (Tabela 5). Para MSR, sob 70%
de P, 18 tratamentos aumentaram essa variavel em relagdo ao controle com 70% de
P, enquanto 11 apresentaram médias estatisticamente semelhantes as do controle
com 100% de P. Em comparagcao ao controle com 70% de P, os tratamentos
promoveram incrementos variando de 7,3 a 29,3%.

Para MSPA na soja, sob 70% P, 12 tratamentos resultaram em
médias superiores as do controle com 70% de P. Dentre esses, P-24, P-58, P-113 e
P-210 promoveram médias estatisticamente semelhantes as do controle com 100%
de P. Em comparacao ao controle 70%, os incrementos variaram de 11,7 a 28,6%
entre os tratamentos inoculados. Para MST, as plantas da maioria dos tratamentos
diferiram daquelas do controle 70%, exceto P-81 e P-114. Os incrementos em relagéo
ao controle 70% variaram de 2,5 a 24,6%, com destaque para as plantas dos
tratamentos BRM119+BRM2084, P-24, P-58, P-113, P-210 e P-211, que nao diferiram
do controle com 100% de P.

A Figura 4 integra o padrao de respostas aos tratamentos sob adubacao
fosfatada reduzida a 70%. No heatmap (Figura 4A), foi observada redugéo geral do
desempenho relativo no controle com 70% de P, enquanto as plantas de alguns
tratamentos mantiveram valores elevados e mais equilibrados entre MSR, MSPA e
MST, indicando maior estabilidade do crescimento quando o fésforo é limitante. Esse
contraste € particularmente evidente no milho para as variaveis associadas ao
acumulo de biomassa aérea e total, ao passo que, na soja, o efeito da redugéo de P

se distribui de modo mais uniforme entre os atributos da biomassa. As imagens
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representativas (Figura 4B e C) corroboram essa tendéncia, evidenciando maior vigor

das plantas inoculadas.
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Figura 4. Efeito da inoculagédo de isolados de Pseudomonas sp. solubilizadores de
fosfato na producédo de biomassa de milho e soja sob duas doses de fésforo 70 e
100%.

(A) Desempenho relativo (%) da massa seca de raizes (MSR), massa seca da parte
aérea (MSPA) e massa seca total (MST) para milho (M) e soja (S), em relagdo a média
geral dos tratamentos. (B) Plantas de milho representativas do tratamento controle
(70%) e dos tratamentos inoculados (cepas 29, 58, 69 e 210), evidenciando diferengas
no vigor e no desenvolvimento radicular e da parte aérea. (C) Plantas de soja
representativas do tratamento controle (70%) e dos tratamentos inoculados (cepas 29,
58, 69 e 210), ilustrando diferengas no vigor e no desenvolvimento radicular e da parte
aérea.
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4.4 SEQUENCIAMENTO DO RDNA16S

Com base nas sequéncias do DNA ribossomal, as cepas B138 e B143
agruparam-se no clado do “complexo B. amyloliquefaciens” (que inclui linhagens de
B. amyloliquefaciens, B. siamensis e B. velezensis), ficando separadas do
agrupamento formado por linhagens de B. subtilis (Figura 5A). A cepa B143 ficou
agrupada préxima a cepa B. velezensis FZB42, indicando proximidade filogenética
com essa cepa. Por sua vez, a cepa B138 foi agrupada préxima ao agrupamento
contendo B. siamensis KCTC 13613 e linhagens de B. amyloliquefaciens.

No género Pseudomonas (Figura 5B), as cepas do estudo distribuiram-se em
diferentes linhagens dentro do género. A cepa P69 agrupou-se com P. bharatica
CSV86 e P. japonica NBRC 103040. A cepa P58 foi alocada proxima de P.
machongensis MH2, enquanto a cepa P29 foi alocada no clado que inclui P.
hunanensis LV e P. faucium BML-PP048. Por fim, a cepa P210 agrupou-se no clado
que reune linhagens relacionadas a P. monteilii (CIP 104883/NBRC 103158), além de
P. entomophila, P. ceruminis e P. plecoglossicida. Em paralelo, do clado de P.
aeruginosa (NBRC 12689/DSM 50071/ATCC 10145) apareceu separado do clado

onde se posicionaram as cepas do estudo.



Bacillus amyloliquefaciens strain MPA 1034
Bacillus amyloliquefaciens strain NBRC 15535
Bacillus amyloliquefaciens strain BCRC 11601
Bacillus siamensis KCTC 13613

B138

52 Bacillus velezensis strain FZB42
B143

Bacillus subtilis 168

71

Bacillus subtilis strain DSM 10
Bacillus subtilis strain JCM 1465
Bacillus subtfilis strain NBRC 13719
1Bacillus subtfilis strain 1AM 12118(2)

89

Bacillus subtilis strain IAM 12118
Bacillus subtilis strain NCDO 1769
Bacillus cereus ATCC 14579

69 | P69
Jﬂ[‘— Pseudomonas bharatica strain CSV86
. seudomonas japonica NBRC 103040

Ii \— Pseudomonas gingdaonensis strain JJ3

67 —— Pseudomonas alkylphenolica strain KL28
Pseudomonas oryzihabitans strain L-1
| Pseudomonas putida strain NBRC 14164
97 | Pseudomonas putida strain ATCC 12633
8 Pseudomonas sichuanensis strain WCHPs060039
43| | P58

Pseudomonas machongensis strain MH2

Pseudomonas taiwanensis DSM 21245

Pseudomonas laurentiana strain GSL-010

— Pseudomonas juntendi strain BML3
Pseudomonas urethralis strain BML-PP042

Pseudomaonas alloputida strain Kh7
Pseudomonas hunanensis strain LV

51

Pseudomonas faucium strain BML-PP048
P29
P210
Pseudomonas monteilii strain CIP 104883
—— Pseudomonas entomophila L48
Pseudomonas monteilii strain NBRC 103158
<{ Pseudomonas ceruminis strain BML-PP028

Pseudomonas plecoglossicida strain NBRC 103162
Pseudomonas plecoglossicida strain FPC951
| Pseudomonas aeruginosa strain NBRC 12689

| Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071
Pseudomonas aeruginosa strain ATCC 10145
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Figura 5. Arvores filogenéticas inferidas a partir de sequéncias do gene
ribossomal 16S para posicionar as cepas deste estudo em relagéo a linhagens de
referéncia.

(A) Género Bacillus. (B) Género Pseudomonas. As arvores foram reconstruidas pelo
método de Maxima Verossimilhanga sob o modelo Tamura—Nei. A arvore inicial foi
obtida automaticamente por Neighbor-Joining/Maximum Parsimony e otimizada
por Nearest-Neighbor-Interchange (NNI). O suporte dos nos foi avaliado

por bootstrap com 1000 replicacdes.

4.5 QUANTIFICACAO DE ACIDOS ORGANICOS

A analise dos acidos organicos produzidos pelos isolados bacterianos em
meio NBRIP contendo diferentes fontes de fosfato insoluvel (AlI-P, Fe-P e Ca-P)
revelou variagao significativa tanto na quantidade total quanto no perfil metabdlico
entre os isolados (Tabela 8).

De modo geral, o acido glucénico foi o composto predominante na maioria dos
isolados, principalmente pela mudanca das fontes de fésforo. Esse padrao foi
especialmente evidente no meio contendo fosfato de aluminio (AIPOa4), no qual os
isolados B-142, P-58 e P-210 apresentaram as maiores producgdes totais de acidos
organicos, com predominancia de acido glucdnico com valores de 2,08, 1,95 e 1,83
mmol/l respectivamente.

No meio contendo fosfato de ferro (FePOs), observou-se produgéo total
moderada de acidos organicos, mantendo-se o acido glucénico como componente
majoritario produzido pelos isolados P-29, P-69 e P-210 com 0,91, 1,03 e 0,83 mmol/L
respectivamente, embora perfis mistos envolvendo acidos com potencial complexante
também tenham sido detectados.

No meio contendo fosfato de calcio (Cas(POa)2), verificaram-se os maiores
valores de produgcdo total de acidos organicos entre todos os tratamentos.
Destacaram-se os isolados P-58, e P-69, com elevada produgdo de acido latico e
glucdnico, com 7,56 e 25 mmol/L de acido glucénico, respectivamente e 37,14 e 4,17
mmol/l de acido latico respectivamente. Por sua vez o isolado P-29 se destacou na
producao de acido glucénico com um total de 28,43 mmol/L.
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Tabela 8. Producdo de acido organico (mmol L™') nos isolados de Bacillus e

Pseudomonas em meio NBRIP (National Botanical Research Institute's Phosphate)
com AIPOq4, Fe PO4 e Ca3z(POa4)2.

Acidos Isolados
organicos B438 B-143 " p29 P.58 P69 P210 e
2084 13525
AIPO,
Oxalico 000 000 000 000 000 000 000 0.0
Glucénico 000 208 193 192 195 159 183 0.0
Malico 034 033 017 006 012 022 012 0.10
Latico 078 032 007 002 016 008 009 0.5
Acético 022 019 005 010 011 012 012 020
Citrico 009 012 008 001 006 005 005 0.07
Total 144 305 231 212 240 206 222 052
FePO 4
Oxalico 000 000 000 000 000 000 000 0.0
Glucénico 000 000 000 091 000 103 083 0.94
Malico 012 011 008 012 007 007 007 0.07
Latico 047 019 005 008 009 005 006 001
Acético 020 019 0.13 006 011 016 016 0.02
Citrico 008 011 007 005 007 007 009 001
Total 087 060 033 122 035 139 120 1.04

ND: ndo detectado
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Tabela 8. continuagao

Isolados
Acidos organicos BRM ATCC
B-138 B-143 P-29 P-58 P-69 P-210
2084 13525
Cas3(PO4)2

Oxalico 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 o0.00 0.00 0.00
Glucbnico 0.69 0.00 0.17 2843 756 2505 1.64 22.02
Malico 5.30 5.22 021 0.15 0.21 8.19 0.15 0.38
Latico 5.23 1.89 1.15 017 3714 417 0.19 13.82
Acético 0.63 0.67 0.39 0.28 0.00 0.13 0.12 0.00
Citrico 0.19 0.00 0.00 0.10 0.19 0.1 0.1 0.17
Total 12.04 7.78 1.92 2913 4511 37.65 2.21 36.39

ND: nao detectado

4.6 COMPATIBILIDADE IN VITRO ENTRE ISOLADOS DE BACILLUS X PSEUDOMONAS

Por meio da metodologia de cross-streak foram avaliadas as interagbes nas
intersecgbes entre os isolados de Bacillus e Pseudomonas, o que revelou distintos
padrées nessas interagbes. Quanto ao isolado B-138, foram observadas zonas de
inibicdo em todos os contrastes, excetuando-se na interagcdo com P-210. Uma inibigao
menos pronunciada também foi observada em contato com P-58. Entre as interagdes
observadas para o isolado B-143, ndo foram observadas zonas de inibicdo apenas

quando contrastado com os isolados P-58 e P-210 (Figura 7).
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Figura 6. Compatibilidade entre isolados de Bacillus spp. (linhas verticais) e

Pseudomonas spp. (linhas horizontais) avaliada pelo método cross-streak.

As metades esquerdas correspondem ao isolado B-138 e as direitas ao isolado B-143.
Isolados testados: P-29 (A), P-58 (B), P-69 (C), P-73 (D), P-113 (E) e P-210 (F).

Frente aos padrdes observados, a coinoculagao entre os isolados foi avaliada
em casa de vegetacao para validagdo do potencial de incremento na promogao de
crescimento vegetal em condigbes de adubacgdo reduzida de fésforo (70%). Para
tanto, foram escolhidos 4 isolados de Pseudomonas, P-58 e P-210, por apresentarem
baixo potencial antagbnico e P-29 e P-69 que, apesar da presenca de zonas de
inibicado nos contrastes, apresentaram resposta positiva na promog¢ao do crescimento

em avaliagdes anteriores.

4.7 CONSORCIO BACILLUS SPP. X PSEUDOMONAS SPP.

Houve efeito significativo de tratamentos para todas as caracteristicas
avaliadas nos experimentos com milho e soja (Tabela 8). Os coeficientes de variagéo
foram considerados baixos, variando de 3,93 (MSPA - soja) a 12,52 (MST - soja),

indicando boa precisao experimental.
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Tabela 9. Andlise de variancia da massa seca de raizes, parte aérea e total (MSR,
MSPA e MST, respectivamente) em experimentos com milho e soja, inoculados com
consércio de Bacillus spp. e Pseudomonas spp. solubilizadores de fosfato via

tratamento de sementes e sob diferentes doses de fésforo.

Quadrado Médio"

Fonte de variacdo GL Milho Soja
MSR  MSPA MST MSR  MSPA  MST
Bloco 7 2,107  3,89" 11,727 0,597 1,92" 1,657
Tratamentos (T) 22 0,317 0,517 1,34 0,061 0,23" 0,327
Erro 149 0,01 0,02 0,05 0,001 0,02 0,14
Ccv? 6,48 5,23 4,30 4,39 3,93 12,52
Média 1,90 2,80 4,71 0,74 2,37 3,07

" ens: Significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste F, e ndo significativo a 5% de probabilidade
pelo teste F.

2CV: coeficiente de variagéo.

Fonte: o proprio autor

Para a cultura do milho a MSR do controle com 100% de P diferiram
em relagdo ao controle com 70% de P (1,96 e 1,83 g, respectivamente) o que
representa 7,1% a mais no tratamento com adubagédo completa, com 6 tratamentos
diferindo de ambos os controles, com destaque para os isolados P-58, B-138, P-69,
B-138 + P-29, B-143 + P-29 e B-143 + P-210, que apresentaram diferenca
significativa em relagdo ao controle com adubagédo completa, com incrementos de
16,84, 12,76, 15,31, 14,29, 7,14 e 10,20%, respectivamente.

Em relacdo a MSPA do milho, o controle com 100% de P foi
estatisticamente superior ao controle com 70% (2,88 e 2,60 g, respectivamente),
representando uma diferenca de 10,8% a mais para o primeiro. Dezessete
tratamentos de inoculacdo ou coinoculacdo foram superiores estatisticamente ao
controle com 70% e 6 ao controle com adubacado completa, com destaque para os
tratamentos ATCC 13525, B-138, P-69, B-138 + P-210 e B-138 + P-29, obtendo
incrementos em comparagao a adubacdo completa de 6,25, 8,33, 12,50, 9,03 e
16,67%, respectivamente. Como reflexo, os maiores valores de MST em milho foram
registrados nos tratamentos B-138 + P-29, P-69, B-138, P-58 e B-138 + P-210, os
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quais apresentaram incrementos de 15,70, 13,64, 10,12, 579 e 5,58%,
respectivamente, em relacéo ao controle com 100% de P (4,84 g).

Na cultura da soja, observaram-se menos efeitos dos tratamentos.
Para MSR, o controle com 70% de P foi superior ao controle com 100% (0,86 e 0,77
g, respectivamente), destacando-se apenas as plantas do tratamento CCT8089 + P-
210 (0,95 g), que apresentaram incremento de aproximadamente 10,5% em relacao
ao controle com 70% de P.

Quanto a MSPA da cultura da soja, o controle com adubagdo completa foi
estatisticamente superior ao controle com 70% de P (2,44 e 2,33 g, respectivamente),
representando uma diferenca 4,7% em favor da adubagcdo completa. Entretanto,
quando foi realizada inoculagao ou coinoculacéo, 14 tratamentos diferiram do controle
com 70% de P e oito do controle com 100%, sendo eles ATCC 13525, B-138, P-210,
P-29, B-138 + P-58, B-138 + P-69 e B-143 + P-29[MN87.1]. Em relagdo ao controle
100% de P, os incrementos foram de 2,46, 4,92, 4,51, 1,23, 4,10, 1,64 e 2,05%,
respectivamente. Para a MST, n&o foram observadas diferengas significativas entre
os tratamentos e os controles com 100 ou 70% de adubacgao fosfatada, sugerindo que,
apesar das respostas observadas para MSR e MSPA, nao houve reflexo estatistico

na biomassa total das plantas (Tabela 9).
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Tabela 10. Analise de agrupamento de médias para massa seca de raizes, parte aérea
e total (MSR, MSPA e MST, respectivamente) em experimentos com milho e soja,
inoculados com isolados ou consoércio de Bacillus spp. e Pseudomonas spp.
solubilizadores de fosfato via tratamento de sementes e sob deferentes doses de P.
Milho" Soja
MSR  MSPA MST MSR MSPA MST
Controle (100% P) 1,96¢c 288c 484d 0,77d 244b 321a
Controle (70% P) 1,83d 260d 444e 086b 233c 3,15a

Tratamentos

ATCC 13525 1,83d 3,06b 490d 081c 250a 331a
BRM 119+ BRM 2084 1,71e 246d 4,17f 0,74d 230c 260b
CCT8089 1,82d 2,75¢ 456e 081c 234c 3,15a

Cepa B-138 221a 3,12b 533b 0,75d 256a 3,31a
Cepa B-143 1,74e 2,89c¢c 463e 062f 217d 2,79b
Cepa P-58 229a 283c¢c 512c¢ 0,79¢ 2,36b 3,16a
Cepa P-210 1,61e 285¢c 447e 0,63 f 255a 3,18a
Cepa P-29 168e 241d 4,09f 057g 247a 3,04a
Cepa P-69 226a 324a 550a 068e 227c¢c 295b

Cepas B-138 +P-58 1,82d 280c 4,62e 0,76d 254a 284b
Cepas B-138+P-210 197c¢ 3,14b 511c 0,61f 206e 267b
Cepas B-138+P-29 224a 3,36a 5,60a 0,63 f 250a 3,09a
Cepa B-138 + P-69 165e 252d 417f 081c 248a 3,29a
Cepas B-143+P-58 1,89d 2,85c 4,74e 0,77d 226c¢ 3,03a
Cepas B-143 +P-210 2,16b 2,80c 4,96d 0,71e 238b 3,09a
Cepas B-143+P-29 210b 2,76c 487d 069e 249a 3,19a
Cepa B-143 + P-69 1,79d 2,39d 4,18f 0,77d 2,18d 294a
CCT8089 + P-58 1,76e 248d 424f 0,74d 239b 3,14a
CCT8089 + P-210 1,82d 2,70c 452e 095a 241b 3,36a
CCT8089 + P-29 1,86d 269c 455e 0,77d 224c 301a
CCT8089 + P-69 1,856d 283c 467e 0,78¢c 244b 3,23a

VLetras iguais na coluna nao difere estatisticamente pelo teste dde agrupamento de Scott-Knott
(1976) a 5% de probabilidade.
Fonte: o proprio autor
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A inoculacdo com os isolados e consorcio de Bacillus e Pseudomonas
promoveu alteragdes expressivas nas eficiéncias relacionadas ao fésforo nas culturas
do milho e da soja, com maior destaque para a eficiéncia de aquisicdo de fosforo
(PUpE).

No milho, os valores de PUpE variaram de 0,132 mg mg™ no controle com
adubacdo completa para até 0,250 mg mg™ no consércio B-138 + P-210,
representando um aumento de aproximadamente 89% em relagdo ao controle nao
inoculado e com 100% de P. As plantas de outros tratamentos também apresentaram
elevada eficiéncia de aquisigao, como Ab-V6 + CCTBO03, o isolado P-58, isolado P-29
e o consorcio de CCT8089 + P-29, evidenciando maior mobilizagcado e absorcédo de
fésforo pelas plantas inoculadas que obtiveram os valores de 0,216, 0,202, 0,199,
0,185 mg mg™', respectivamente. A eficiéncia de utilizacdo de fosforo (PULE)
apresentou menor amplitude de variacdo em comparagao a PUpE. No milho, os
valores oscilaram entre 0,133 e 0,271 g mg™', com destaque para B-138 + P-69,
isolado B-143 e CCT8089 + P-58 (0,271, 0,245, 0,222 mg mg™", respectivamente),
indicando maior capacidade de conversao do fosforo absorvido em biomassa. Ja a
eficiéncia total de uso de fésforo (PUE) acompanhou as tendéncias observadas para
a PUpE, sendo os maiores valores registrados no isolado P-69 (0,035 g mg™) e nos
tratamentos consércio B-138 + P-210, isolado B-138 e o consodrcio de B-138 + P-29
(0,034 gmg™).

Na soja, a PUpE variou entre 0,160 mg mg™ no controle 100% e valores
superiores a 0,210 mg mg™" nos tratamentos inoculados, destacando-se o isolado P-
58, o consodrcio CCT8089 + P-210, o isolado B-138, as combinagdes B-138 + P-69 e
B-143 + P-210, com valores de 0,216, 0,215, 0,214, 0,211 e 0,210, respectivamente.
As plantas do tratamento com o isolado P-58 apresentaram o maior incremento na
eficiéncia de aquisicao de fosforo, com aumento de aproximadamente 35% em
relagao ao controle com 100% de P, enquanto as plantas do consoércio CCT8089 + P-
210 destacaram-se entre as coinoculagbes, com incremento de aproximadamente
34%. A PULE variou de 0,120 a 0,139 mg mg™, evidenciando comportamento mais
estavel entre os tratamentos, com destaque para CCT8089 + P-210 (0,139 g mg™),
que apresentou a maior eficiéncia de utilizacdo do fésforo. A PUE acompanhou as

tendéncias observadas para a PUpE, assim como no milho, porém com valores mais
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uniformes, variando entre 0,023 e 0,027 g mg™, com leve superioridade nas plantas

dos tratamentos coinoculados, destacando-se B-138 + P-69 (0,027 g mg™).

4.8 EFICIENCIA AGRONOMICA, DE RECUPERACAO E FISIOLOGICA DO FOSFORO

A eficiéncia agronémica (AE) representa a variacdo na biomassa da
parte aérea produzida por unidade de P aplicado, indicando ganhos (valores positivos)
ou perdas (valores negativos) no acumulo de biomassa em relagdo ao controle com
70% de P (Tabela 11). A eficiéncia de recuperacdo (RE) reflete a variagdo na
aquisicao/absorcao de P (conteudo de P na parte aérea) por unidade de P aplicado,
sendo um indicador do componente de “aquisicao” de P. Por sua vez, a eficiéncia
fisiologica (PE) expressa a variacdo na conversdo do P acumulado em biomassa
(componente de “utilizagao interna” do P), destacando tratamentos que aumentam a
biomassa, mesmo sem grandes incrementos de P acumulado.

Em milho, foi observada maior amplitude de resposta dos indices de
eficiéncia do P entre os tratamentos inoculados, com AE variando de -10,48 a
+24,40% e predominancia de respostas positivas em diversos tratamentos. O maior
incremento de AE foi obtido com cepas B-138 + P-210 (+24,40%), seguido pelo
isolado P-69 (+20,74%) e a coinoculagao de B-138 + P-29 (+18,15%), indicando
aumento da biomassa por unidade de P aplicado em relac&o ao controle ndo inoculado
e com 70% de P.

A RE apresentou variagao de -6,65 a 6,07, com destaque para cepas B-138 +
P-210 (+9,55%), seguido por Ab-V6 + CCTBO03 (+6,07%) e Cepa P-58 (+5,76%),
sugerindo maior acumulo de P na parte aérea em comparagao ao controle. A PE foi o
indice mais variavel, com valores extremos, atingindo maximo nos consorcios B-138
+ P-69 (+59%) e B-138 + P-29 (+34%) e para cepa (+32%), evidenciando tratamentos
que aumentaram a eficiéncia de utilizacado interna do P. Ao integrar os trés indices
(produgado, aquisicdo e utilizagdo), apenas alguns tratamentos promoveram
desempenho simultaneamente positivo em AE, RE e PE em milho, destacando-se os
com as cepas ATCC 13525 (+17; +1; +11%), cepa P-69 (+21; +1,4; +12%) e CCT8089
+ P-210 (+13; +1,6; +3,8%) como os perfis mais “equilibrados”.
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Tabela 11. Eficiéncia agronbmica, de recuperagao e fisioldgica (AE, RE e PE,
respectivamente) do fésforo (P) pelo milho e pela soja sob adubag¢do com 70% de P
com inoculagdo de bactérias solubilizadoras de fosfato, expressas como variagao

percentual em relagcédo ao controle ndo inoculado, com 70% de P.

Tratamentos Milho Soja

AE RE PE AE RE PE

ATCC 13525 16,88 0,98 10,77 12,58 1,10 6,49
BRM 119 + BRM 2084 3,72 6,07 -22,77 6,34 0,56 3,31
CCT8089 -5,53 0,03 -5,71 458 -1,11 11,00
Cepa B-138 15,24 -2,25 32,00 8,90 1,09 3,09
Cepa B-143 1,40 0,29 -0,21 1,77  -0,09 2,23
Cepa P-58 5,73 5,76 -20,22 8,99 1,73 0,02
Cepa P-210 -10,48  -0,30 -8,94 11,28 0,23 10,00
Cepa P-29 -9,22 3,41 -23,89 9,62 1,34 2,49
Cepa P-69 20,74 1,36 12,10 283 0,69 -0,70
Cepas B-138 +P-58 1,80 2,03 -8,66 762 -0,39 9,83

Cepas B-138 + P-210 24,40 9,55 -19,20 -6,80 -3,80 16,10
Cepas B-138 + P-29 18,15 -2,06 33,68 10,32 0,46 7,77
Cepa B-138 + P-69 -0,75 -6,65 59,01 1,21 -0,02 1,29
Cepas B-143 + P-58 17,57 -1,89 31,58 2,82 1,52 -4,72

Cepas B-143 + P-210 4,54 0,87 -0,37 524 0,46 2,77
Cepas B-143 + P-29 3,51 3,22 -12,41 11,52 0,70 7,99

Cepa B-143 + P-69 -7,69 0,37 956 430 -1,59 4,30
CCT8089 + P-58 -2,03 2,00 -11,99 -243 -1,94 8,51
CCT8089 + P-210 13,24 1,60 3,83 10,68 1,29 3,74
CCT8089 + P-29 11,82 -1,33 20,89 -211  -2,82 14,68
CCT8089 + P-69 -2,65 -3,42 20,69 6,89 -0,59 10,24

Em soja, a resposta foi mais consistente para AE e, sobretudo, para PE, com
AE% variando de -6,8 a +13%. Os maiores incrementos em AE% foram observados
em ATCC 13525 (+13%), Cepas B-143 + P-29 (+11%) e Cepa P-210 (+11%),
demonstrando ganhos na biomassa por unidade de P aplicado sob 70% de adubacéao

fosfatada. Para RE, os incrementos foram, em geral, menores em soja (maximo de
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+1,7%), com destaque para Cepa P-58 (+1,7%), Cepas B-143 + P-58 (+1,5%) e Cepa
P-29 (+1,3%). Em contraste, PE apresentou maior predominancia de valores positivos,
atingindo o maximo com as Cepas B-138 + P-210 (+16,%), seguido por CCT8089 +
P-29 (+15%) e CCT8089 (+11%), evidenciando tratamentos com cepas que
favoreceram a conversdo de P em biomassa pela planta. A avaliagdo conjunta (AE,
RE e PE) em soja indicou um conjunto amplo de tratamentos com desempenho
simultaneamente positivo (perfil integrado), destacando-se ATCC 13525 (+13; +1,10;
+6,5%), Cepas B-143 + P-29 (+11; +0,7; +7,6%), Cepa P-210 (+11; +0,2; +10%),
CCT8089 + P-210 (+11; +1,3; +3,7%) e Cepas B-138 + P-29 (+10; +0,5; +7,8%) como
os tratamentos mais consistentes em produtividade relativa, aquisicao e utilizagcao de
P.

Em conjunto, os resultados evidenciam que a inoculagdo modulou de forma
diferenciada os componentes de eficiéncia do P entre as culturas. Em milho, a
variabilidade foi mais acentuada, com trade-offs frequentes entre aquisicao (RE) e
utilizacdo (PE), o que reforca a necessidade de selecionar tratamentos com
desempenho “integrado” (AE%+RE%+PE% positivos), como ATCC 13525, Cepa P-
69 e CCT8089 + P-210. Em soja, os ganhos foram mais consistentes para AE e
especialmente para PE, enquanto RE apresentou incrementos de menor magnitude.
Ainda assim, um conjunto de tratamentos apresentou resposta integrada, com
destaque para ATCC 13525, Cepas B-143 + P-29, Cepa P-210, CCT8089 + P-210 e
Cepas B-138 + P-29. Considerando simultaneamente as duas culturas, ATCC 13525
e CCT8089 + P-210 se sobressaem por apresentarem incrementos positivos em AE,
RE e PE tanto em milho quanto em soja, indicando maior robustez do desempenho
sob condicéo de 70% de P.
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5 DISCUSSAO

Os microrganismos do solo tém sido amplamente utilizados na agricultura
como solubilizadores de fosfato e promotores de crescimento vegetal, com destaque
para os géneros Bacillus e Pseudomonas, reconhecidos por sua capacidade de
disponibilizacdo de nutrientes e promotores de crescimento vegetal (Gutierrez-
Albanchez et al., 2021; Mosela et al., 2022; Silva et al., 2023). Esses dois géneros sao
versateis, amplamente distribuidos em diferentes ambientes e reconhecidos pela
elevada diversidade metabdlica, o que explica sua recorrente utilizacdo em estudos
voltados a promocdo do crescimento vegetal e solubilizagdo de fosfatos. Esses
microrganismos apresentam multiplos mecanismos de ac¢ao, atuando tanto de forma
direta quanto indireta sobre o desenvolvimento das plantas. No Brasil sdo amplamente
utilizados, mas com poucos estudos relacionados ao seu uso em consorcio.

No presente estudo, os resultados obtidos evidenciam que alguns isolados
dos géneros Bacillus e Pseudomonas apresentam elevado potencial promotores de
crescimento vegetal e solubilizadores de fosfato, sendo capazes de atenuar os efeitos
da reducéo da adubagéao fosfatada em 30% nas culturas de milho e soja. A integragéo
entre as caracterizagdes in vitro e 0s ensaios em casa de vegetacao permitiu associar
atributos funcionais dos isolados as respostas agrondmicas observadas e condi¢des
controladas.

Os isolados de Bacillus spp. destacaram-se in vitro por apresentarem atributos
associados a tolerancia a estresses abioticos, antagonismo a fitopatégenos e
compatibilidade com microrganismos simbidticos, em concordancia com Bayisa
(2023) e De Oliveira-Paiva et al. (2024). Em casa de vegetacao, esses isolados
promoveram incrementos consistentes em MSR, MSPA e MST, com destaque para
B-135, B-138 e B-143, indicando capacidade de compensar a redugao da adubacao
fosfatada. Esse efeito esta provavelmente relacionado a capacidade de solubilizagao
de fosfato associada ao estimulo ao crescimento radicular, conforme observado por
Mosela et al. (2022), que atribuiram o aumento de biomassa a acédo conjunta da
producao de AlA, maior disponibilidade de fésforo via fosfatases/fitase e a producéao
de metabdlitos antimicrobianos.

Os isolados de Pseudomonas spp. apresentaram, in vitro, perfil funcional
voltado principalmente a mobilizacdo de nutrientes e a regulagdo hormonal do

crescimento vegetal. A produgao universal de AlA, com ampla variagao entre isolados,
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indica diversidade metabdlica e potencial diferencial de estimulo ao desenvolvimento
radicular, enquanto o baixo antagonismo entre as cepas e cepas comerciais de
Bradyrhizobium spp. e Azospirillum brasilense, sugere que o principal mecanismo
funcional esteja associado a promogéo de crescimento de plantas via aumento da
disponibilidade e absorcdo de fosfato e produgdo de fitormbnios. Em casa de
vegetacao, diversos isolados promoveram incrementos em MSR, MSPA e MST sob
adubacao reduzida de fésforo a 70%. No milho, P-69 destacou-se por promover a
MST, com maior desenvolvimento radicular também observado para P-73, P-207 e P-
58. Na soja, isolados como P-24, P-113, P-210, P-58 e P-211 promoveram
desempenho semelhante as plantas do controle com adubagdo completa,
evidenciando potencial para otimizar o uso de fertilizantes e promover o crescimento
vegetal. Oteino et al.,, (2015) demonstraram que isolados de Pseudomonas
solubilizadores de fosfato promovem o crescimento vegetal principalmente por
aumentar a disponibilidade de P em condi¢des limitantes, associado a produgao de
acidos organicos, como o acido glucénico, e ao estimulo ao desenvolvimento do
sistema radicular pela producido de fitorménios, resultando em maior eficiéncia na
absorgao de nutrientes.

A analise filogenética baseada no gene 16S rRNA indicou que os isolados de
Bacillus selecionados se agrupam no complexo Bacillus amyloliquefaciens, que inclui
espécies proximas como B. velezensis e B. siamensis. Além do posicionamento
filogenético as espécies desse complexo sdo amplamente reconhecidas por sua
atuacao na promocao do crescimento vegetal, solubilizacdo de fosfato e biocontrole,
reforcando o potencial funcional das cepas avaliadas (Dunlap et al., 2016; Rabbee et
al., 2019). Em contraste, posicionamento filogenético dos isolados de Pseudomonas
mostrou-se mais desafiador devido a elevada diversidade genética e a limitada
capacidade discriminatdria do gene ribossomal 16S dentro do género, o que dificulta
a delimitagao precisa de espécies, sendo assim, abordagens complementares como
MLSA ou analises genbmicas sao recomendadas para melhor resolugédo taxondmica
destes isolados (Hesse et al., 2018; Mulet; Lalucat; Garcia-Valdés, 2010).

Os ensaios de compatibilidade in vitro evidenciaram padrdes distintos de
interac&o entre isolados de Bacillus e Pseudomonas, destacando que a ocorréncia de
antagonismo em condigdes laboratoriais nem sempre se traduz em efeitos negativos
em ambiente de cultivo a campo. Essa constatagdo justifica a validagdo dos

consorcios em casa de vegetacdo, onde fatores como exsudatos radiculares,
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competicdo por nichos e disponibilidade de nutrientes modulam as interagdes
microbianas.

A producdo de acidos organicos pelos isolados microbianos, identificada
neste estudo via HPLC, reforga o papel metabdlico dessas linhagens na solubilizagao
de diferentes formas de fosfatos minerais. A analise revelou que o acido glucénico foi
0 composto majoritario na maioria dos isolados, independentemente da fonte de
fésforo (Al-P, Fe-P ou Ca-P). Esse padrdo de predominancia do acido gluconico é
amplamente documentado na literatura como um dos principais mecanismos para
converter fosfato insoluvel em formas acessiveis as plantas(Pang et al., 2024). A
secrecao desses acidos organicos de baixo peso molecular promove a solubilizagao
por meio da acidificacdo do meio e do fornecimento de &anions organicos que
competem pelos sitios de adsorgdo nas particulas do solo, reduzindo a fixacdo do
fésforo. Esses compostos atuam como agentes quelantes, utilizando seus grupos
hidroxila e carboxila para formar complexos com cations metalicos (como Ca?*, Al** e
Fe?®*), liberando o fosfato para a absorgéo. (Massucato et al., 2022; Mosela et al., 2022;
Pang et al., 2024; Serna Posso; Sanchez de Prager; Cisneros Rojas, 2017)

A coinoculacdo de isolados revelou interagbes sinérgicas capazes de
potencializar a promogao de crescimento vegetal, especialmente no milho, em que
combinacdées como B-138 + P-29 e B-138 + P-210 apresentaram os maiores
incrementos de MST. Consorcios microbianos tém demonstrado maior estabilidade
funcional e eficiéncia agrondbmica em comparacao a inoculantes simples, devido a
complementaridade metabdlica e a ocupacéo de nichos ecolégicos distintos (Luo et
al., 2024; Santoyo et al., 2021; Singh et al., 2023). Na soja, os efeitos do consoércio
foram mais discretos, possivelmente devido a maior complexidade das interagdes
microbiolégicas na rizosfera dessa cultura e a presenga da simbiose com rizébios.
Ainda assim, incrementos observados em MSR e MSPA indicam que a coinoculacéo
pode contribuir para a eficiéncia nutricional das culturas sob condicdes limitantes de
fésforo.

A inoculagdo alterou os componentes da eficiéncia de uso do fésforo,
permitindo maior produc¢ao vegetal mesmo sob 70% de adubacéo fosfatada. No milho,
a variagao entre AE, RE e PE sugere atuagao por multiplos mecanismos, incluindo
solubilizacao de fosfatos e otimizagcao do uso interno do nutriente. Em soja, os ganhos
mais consistentes em AE e, principalmente, em PE, indicam maior eficiéncia

fisiologica na converséo do P absorvido em biomassa vegetal. O melhor desempenho
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de consoércios reforga a complementaridade funcional entre Bacillus e Pseudomonas,
capazes de ampliar a aquisicao e a utilizacdo de P pela planta e aumentar a
estabilidade do sistema solo-planta (Santoyo et al., 2021; Sharma et al., 2013;
Veneklaas et al., 2012; Verma et al., 2024). Assim, os resultados confirmam o
potencial de inoculantes microbianos para aumentar a eficiéncia do uso de fosforo e
reduzir a dependéncia de fertilizantes fosfatados

Os isolados avaliados possuem elevado potencial para uso como inoculantes
agricolas sustentaveis, contribuindo para a redugao do uso de fertilizantes fosfatados
e para aumentar a eficiéncia nutricional das culturas de milho e soja. A utilizagao de
microrganismos multifuncionais representa estratégia promissora para sistemas
agricolas mais sustentaveis, especialmente em solos tropicais com alta capacidade

de fixacao de fosforo (Pavinato et al., 2020; Sharma et al., 2013).
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo confirmam o elevado potencial
biotecnoldgico de isolados dos géneros Bacillus e Pseudomonas para a solubilizagao
de P e promogao do crescimento das culturas do milho e da soja. A caracterizagao in
vitro demonstrou que diversas cepas apresentam mecanismos relevantes de
promogao de crescimento, incluindo solubilizagao de fosfatos minerais e produgéo de
AlA, além da producgédo de acidos organicos, com predominancia do acido glucénico,
indicando sua atuacgao direta na disponibilizacdo do fésforo fixado no solo.

Em condi¢cdes de casa de vegetacdo, a inoculagdo com cepas de Bacillus
promoveu incrementos consistentes na massa seca radicular e da parte aérea do
milho, mesmo sob reducdo da adubacéao fosfatada, evidenciando maior eficiéncia na
aquisigao e utilizacdo do fésforo. As cepas de Pseudomonas também apresentaram
desempenho agrondémico relevante, promovendo aumento da biomassa e do
desenvolvimento radicular nas culturas avaliadas, com isolados capazes de manter
desempenho semelhante ao controle com adubagdo completa, mesmo sob 70% da
adubacao.

Os testes de compatibilidade indicaram auséncia de antagonismo relevante
entre os isolados selecionados e espécies comerciais empregadas em inoculantes,
possibilitando sua utilizagcdo em consorcios microbianos. A coinoculagao de Bacillus
spp. € Pseudomonas spp. resultou em efeitos sinérgicos sobre o crescimento vegetal,
evidenciando complementaridade funcional entre os microrganismos e promovendo
maior eficiéncia na aquisigao de fosforo.

O uso de consoércios microbianos constitui uma estratégia promissora para
aumentar a eficiéncia no uso do fésforo, reduzir a dependéncia de fertilizantes
fosfatados e contribuir para a sustentabilidade dos sistemas agricolas. Estudos futuros
em condi¢cdes de campo sdo recomendados para validar o desempenho agronémico
das cepas selecionadas e viabilizar sua aplicagao em escala comercial.
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Tabela S1. Teste de agrupamento de médias Scott-Knott (1976) para massa seca de raiz, parte aérea e total (MSR, MSPA e MST,
respectivamente) em experimento com milho, com sementes inoculados com Bacillus sp. solubilizadores de fosfato via tratamento

de sementes e sob aplicagéo de fertilizantes.

Tratamentos MSR MSPA MST
E1 E2 Média E1 E2 Média E1 E2 Média
Controle (100%) 3,55 a 3,15b 3,35a 7,37 a 6,05b 6,71 a 10,92 a 9,19b 10.06 a
Controle (70%) 3,05b 3,00b 3,02b 5,96 b 6,22 b 6,09 b 9,00 b 9,23 b 9.11b
CCT8089 2,88b 3,62 a 3,25a 6,20 b 6,68 a 6,44 a 9,09b 10,30 a 9.69 a
BRM119 + BRM2084 3,02b 3,35b 3,19a 6,35 b 6,29 b 6,32 a 9,37 b 9,64 b 9.50 a
Cepa 135 292b 3,58 a 3,25 a 552b 7,15 a 6,34 a 8,44 b 10,73 a 9.59 a
Cepa 138 297b 3,77 a 3,37 a 592b 7,21 a 6,56 a 8,89 b 10,98 a 9.93 a
Cepa 139 293b 3,14 b 3,03b 599b 6,39 b 6,19 b 8,92b 9,52b 9.22b
Cepa 143 3,01b 3,69 a 3,35a 6,09 b 6,73 a 6,41 a 911b 10,42 a 9.76 a
Cepa 164 277b 3,17 b 297b 6,73 a 6,25 b 6,49 a 9,51b 9,43 b 947 a
Cepa 165 2,33 ¢c 3,25b 279b 6,27 b 581b 6,04 b 8,60 b 9,06 b 8.83 b
Cepa 166 291b 3,09b 3,00b 6,12 b 6,29 b 6,21 b 9,03 b 9,38 b 9.20b

Letras iguais na coluna ndo difere estatisticamente pelo teste de agrupamento de Scott-Knott (1976) a 5% de probabilidade.
2E1: Experimento1, E2: Experimento .
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