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de Moraes, Amanda Carolina Prado. Potencial biotecnoldgico de bactérias endofiticas e rizosféricas de
Paspalum spp. e nanoparticulas de silica para promocao de crescimento vegetal. 2021. Tese (Programa
de Pés-graduacdo em Biotecnologia) — UFSCar, Sao Carlos, 2021

RESUMO

Bactérias associadas as plantas do género Paspalum podem ser empregadas como biofertilizantes para
aumentar a eficiéncia das pastagens e reduzir o uso de agroquimicos, por meio da transformacao de nutrientes
em uma forma assimilavel para a planta hospedeira e defesa contra fitopatdgenos. Dentro deste contexto,
nanoparticulas (NPs) de silica podem ser uma ferramenta para aumentar a eficacia de biofertilizantes no
campo. Os objetivos do presente trabalho foram isolar, identificar e caracterizar a microbiota endofitica e
rizosférica de Paspalum spp. para promocdo de crescimento vegetal, e avaliar o efeito desses isolados
bacterianos associados a NPs de silica em plantulas de Paspalum notatum. As bactérias foram isoladas de
raizes, folhas e solos de P. rojasii, P. compressifolium e P. lenticulare e testadas in vitro para fixacdo
bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, producdo de acido indol-3-acético (AlIA) e antagonismo
contra os fungos fitopatogénicos Claviceps purpurea e Fusarium oxysporum. As bactérias com potencial
biotecnoldgico foram identificadas por sequenciamento do 16S DNAr, e isolados de Alcaligenes,
Pseudomonas, Enterobacter e Serratia foram selecionados para testes in vivo em P. notatum e Poa annua. As
sementes foram desinfectadas e inoculadas com tratamentos compostos por bactéria e bactéria + F.
oxysporum e cultivadas em caixas Magenta contendo substrato. As plantulas foram avaliadas para os
parametros taxa de germinacdo, comprimento de raiz e folha, peso seco de raiz e folha. Sementes submetidas
aos mesmos tratamentos foram cultivadas em placas de Petri com 0.7% de agarose € as raizes das plantulas
foram coradas com 3,3’-diaminobenzidina e visualizadas em microscépio optico. Em outro experimento, NPs
de silica de 85 nm foram adicionadas nas concentra¢es de 0.05 mg/mL e 0.1 mg/mL aos meios de cultura
dos isolados bacterianos Alcaligenes sp., Enterobacter sp. e Serratia sp. Um total de 11 tratamentos foram
inoculados em sementes desinfectadas de P. notatum e submetidas as mesmas condi¢fes descritas no
experimento anterior. Dos 105 isolados bacterianos, 26 solubilizaram fosfato, fixaram nitrogénio e
produziram AIA. Serratia sp. e Enterobacter sp. inibiram o crescimento de C. purpurea, porém nenhum
isolado foi antagdnico a F. oxysporum. Serratia sp. promoveu crescimento significativo de P. notatum. F.
oxysporum ndo inibiu o crescimento das plantulas, exibindo o maior crescimento vegetal quando inoculado
com Enterobacter sp., porém, todas as plantulas inoculadas com F. oxysporum exibiram raizes e folhas finas e
frageis. Os isolados pertencentes ao género Pseudomonas promoveram crescimento significativo de Poa
annua. As bactérias aumentaram o numero de pelos radiculares e foi possivel observar a colonizacéo
bacteriana intracelular nas raizes. No segundo experimento, Os trés géneros bacterianos sem a presenca de
NPs promoveram o crescimento de P. notatum. Germinacao total e o maior peso seco de folha foram obtidos
nos tratamentos de 0.1 mg/mL de NPs de silica associadas a Serratia sp. e Enterobacter sp. As NPs
associadas as trés bactérias aumentaram comprimento e peso seco de raiz. Isolados bacterianos de Paspalum
spp. € NPs de silica apresentaram potencial para serem aplicados como nano-biofertilizantes e promoverem
crescimento vegetal em P. notatum.

Palavras-chave: biofertilizante, bactérias endofiticas, bactérias rizosféricas, crescimento vegetal, nano-silica,

nanoparticulas, Paspalum.
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de Moraes, Amanda Carolina Prado. Biotechnological potential of endophytic and rhizospheric bacteria
of Paspalum spp. and silica nanoparticles for plant growth promotion. 2021. Tese (Programa de Pos-
graduacdo em Biotecnologia) — UFSCar, S&o Carlos, 2021.

ABSTRACT

Bacteria associated with Paspalum plants can be employed as biofertilizers to increase the efficiency of
pastures and reduce the use of agrochemicals by converting nutrients into an assimilable form for the host
plant and defense against phytopathogens. In this context, silica nanoparticles (NPs) can be a tool to increase
the effectiveness of biofertilizers in the field. This study aimed to isolate, identify and characterize the
endophytic and rhizospheric microbiota of Paspalum spp. for plant growth promotion and to evaluate the
effect of these bacterial isolates associated with silica NPs in Paspalum notatum seedlings. The bacteria were
isolated from roots, leaves, and soils of P. rojasii, P. compressifolium, and P. lenticulare and tested in vitro
for biological nitrogen fixation, phosphate solubilization, indole-3-acidic acid (IAA) production, and
antagonism against the phytopathogenic fungi Claviceps purpurea and Fusarium oxysporum. The bacteria
with biotechnological potential were identified by the 16S rDNA sequencing, and isolates of the genera
Alcaligenes, Pseudomonas, Enterobacter, and Serratia were selected for the in vivo tests in P. notatum and
Poa annua. The seeds were disinfected and inoculated with treatments composed of bacteria and bacteria + F.
oxysporum and placed in magenta boxes containing substrate. The seedlings were evaluated for germination
rate, root and shoot length, and root and shoot dry weight. Seeds submitted to the same treatments were plated
in Petri dishes with 0.7% agarose, and the seedling roots were 3,3’-diaminobenzidine stained and visualized
under an optical microscope. In another experiment, 85 nm silica NPs at concentrations of 0.05 mg/mL and
0.1 mg/mL were added to the culture media of Alcaligenes sp., Enterobacter sp., and Serratia sp. A total of
11 treatments were inoculated in disinfected seeds of P. notatum and subjected to the same conditions
described previously. Out of 105 isolates, 26 solubilized phosphate, fixed nitrogen, and produced IAA.
Serratia sp. and Enterobacter sp. inhibited the C. pupurea growth, but none of them was antagonistic to F.
oxysporum. Serratia sp. promoted significant growth of P. notatum. F. oxysporum did not inhibit the
development of the seedlings, and promoted the greatest plant growth when inoculated with Enterobacter sp.
However, all the seedlings inoculated with F. oxysporum exhibited thin and fragile roots and shoots. The
isolates belonging to the genus Pseudomonas promoted significant growth of Poa annua. Bacteria increased
the number of root hairs, and it was possible to visualize intracellular bacterial colonization in the roots. In the
second experiment, the three bacterial genera without the NPs promoted the growth of P. notatum. Total
germination and the highest shoot dry weight were obtained in the treatments of 0.1 mg/mL silica NPs
associated with Serratia sp. and Enterobacter sp. Silica NPs associated with the three bacteria increased root
length and root dry weight. Bacterial isolates from Paspalum spp. with silica NPs showed potential to be
applied as nano-biofertilizers and promote plant growth in P. notatum.

Keywords: biofertilizer, endophytic bacteria, rhizospheric bacteria, plant growth, nano-silicon, nanoparticles,

Paspalum.
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JUSTIFICATIVA

A aplicacdo biotecnoldgica de bactérias promotoras de crescimento vegetal na
agricultura é uma alternativa ao uso de fertilizantes quimicos, reduzindo a degradacao de
recursos naturais e custo para os agricultores. Nessa perspectiva, o estudo das bactérias
associadas a cultura do Paspalum torna-se importante tanto para beneficio das plantas desse
género vegetal quanto para a possivel aplicacdo em outras espécies de gramineas e culturas
de interesse econdmico e ambiental. Entretanto, para serem aplicadas com éxito na
agricultura como inoculantes, € necessaria a investigacdo das suas caracteristicas
funcionais, o estudo da interacdo desses microrganismos com a planta hospedeira, € em
quais especies vegetais esses inoculantes promovem beneficios significativos.

A inovagdo do presente trabalho esta na utilizacdo de nanomateriais para serem
empregados na formulacdo de biofertilizantes a fim de melhorar a sua eficiéncia na planta.
Levando em consideracdo a caréncia de estudos sobre as bactérias associadas as plantas do
género Paspalum, bem como os potenciais beneficios que a associacdo de bactérias
promotoras de crescimento vegetal com nanomateriais podem proporcionar a agricultura
moderna, o estudo da interacdo bactéria-nanoparticula-planta é de alta relevancia, com

possibilidade de gerar um produto biotecnolégico.
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CAPITULO 1

Isolamento, identificacdo e caracterizacdao da microbiota
associada a Paspalum rojasii, P. lenticulare e P. compressifolium
para promocao de crescimento vegetal
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1. INTRODUCAO

O constante crescimento populacional associado aos avancos tecnoldgicos tem
aumentado a preocupacao sobre a performance e sustentabilidade da agricultura no futuro
(FAO, 2018), uma vez que o aumento da demanda por alimentos resulta no excessivo uso
de fertilizantes quimicos e agrotdxicos para obtencdo de altos rendimentos na producéo
agricola. Muitos agroquimicos sdo conhecidos por causarem efeitos negativos diretos nas
comunidades microbianas do solo, poluicdo ambiental e riscos para a saude de todos 0s
seres vivos (GURIKAR et al., 2016). Do mesmo modo, fertilizantes fosfatados e
nitrogenados, além de possuirem alto custo, causam graves impactos ambientais, como a
eutrofizacdo e contaminacdo das aguas, acidificacdo do solo, poluicdo do ar, reducdo da
biodiversidade e da funcdo ecossisttmica (VANCE, 2001; VESSEY, 2003; DE BRUIN,
2015; GURIKAR et al., 2016). Diante desse cendrio, tornam-se necessarias praticas
agricolas sustentaveis que atendam as demandas crescentes da populacdo (BATISTA et al.,
2018; LACAVA; AZEVEDO, 2013, 2014).

Dentre as préaticas alternativas aos agroquimicos, estdo os inoculantes, que se
referem a utilizacdo de microrganismos vivos capazes de promover o crescimento vegetal
de forma direta ou indireta, e/ou capazes de controlar insetos-praga e fitopatdgenos,
denominados biofertilizantes e biopesticidas (VESSEY, 2003; QUECINE et al., 2014; DE
SOUSA et al., 2017, LACAVA et al., 2021). Microrganismos associados as plantas, como
endofiticos e rizosféricos, podem ser capazes de proporcionar diversos beneficios a planta
hospedeira, incluindo promog&o de crescimento, aumento da tolerancia a estresses abioticos
e protecdo contra doencas em culturas agricolas de interesse econdmico (REDMAN et al.,
2002; WALLER et al., 2005; RYAN et al., 2008; CASTRO et al., 2018; BATISTA et al.,
2018). Sendo assim, formulacfes bioldgicas a base de bactérias podem ser desenvolvidas
para melhorar o desempenho e rendimento agricola de culturas vegetais, a0 mesmo tempo
em que reduz custos e danos ambientais (LACAVA; AZEVEDO, 2013; CASTRO et al.,
2018; BATISTA et al., 2018; LACAVA; MELO; PEREIRA, 201; LISBOA et al., 2021).

A capacidade de fixar nitrogénio, solubilizar fosfato e sintetizar fitorménios sdo
atributos essenciais na sele¢do de inoculantes. Dessa forma, bactérias que apresentam
multiplas caracteristicas funcionais sdo estratégicas para a producdo de plantas saudaveis, e
consequentemente, melhor rendimento agricola (VASSILEV; EICHLER-LOBERMANN;
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VASSILEVA, 2012). Por essa razdo, inumeros estudos tém sido desenvolvidos sobre o
potencial biotecnoldgico de bactérias associadas a diversas espécies vegetais de interesse
agronémico nos Ultimos dez anos. Como resultado, potenciais bactérias promotoras de
crescimento vegetal para serem empregadas comercialmente foram encontradas em culturas
como milho (HUNGRIA et al., 2010; MONTANEZ et al., 2012; KADMIRI et al., 2018),
soja (WAHYUDI et al., 2011; ZHAO et al., 2018), cana-de-acucar (BENEDUZI et al.,
2013), arroz (BAO et al., 2013; VERMA et al., 2017), pimenta (CHATERJEE et al., 2017),
e citros (VIVES-PERIS et al., 2018).

De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagédo
(FAO) (2018), a demanda por alimentos ira crescer significativamente até o ano de 2050,
resultando em aumento na producdo agricola e pecuaria (FAO, 2018). Logo, a pecuaria a
pasto desempenharda uma funcdo importante no cumprimento dessa demanda. Sua
produtividade depende diretamente da eficiéncia na producdo de forragem, a qual €
altamente influenciada pela adubagio nitrogenada (MARTHA JUNIOR et al., 2004).

Gramineas forrageiras apresentam potencial significativo para garantir a
sustentabilidade na agricultura e reduzir os impactos ambientais negativos da intensa
producdo agricola e animal (ENTZ et al., 2002; DAVIS et al., 2012). Os beneficios das
espécies forrageiras nos sistemas agricolas incluem o aumento do sequestro de carbono
(BJORNSSON, 2016; SMITH, 2014), producdo de carne, leite e 14 por ruminantes,
melhoria da fertilidade do solo, manejo de doencas radiculares em sistemas agricolas,
aumentando a biodiversidade e o controle de riscos por meio de sistemas diversificados
(ATES et al., 2015; CHRISTIANSEN et al., 2015). Além disso, a producdo animal baseada
em pastagem, contribui para a preferéncia do consumidor por produtos animais com alto
valor nutricional e produzidos por préaticas sustentaveis e favoraveis ao bem-estar animal
(HRISTOV et al. 2013; RUDEL et al., 2015).

Paspalum L. é considerado um importante género da familia Poaceae, apresentando
aproximadamente 310 espécies distribuidas nas Ameéricas (MORRONE et al., 2012). As
espécies desse género sdo amplamente utilizadas como forragem e cobertura vegetal
(STRAPASSON et al., 2000). No Brasil, as espécies de Paspalum compdem a maioria das
pastagens nativas dos Pampas (AGUIAR, 2014). Por serem espécies nativas dos

ecossistemas brasileiros, oferecem baixo risco para desequilibrio ecologico e maior
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tolerancia ao clima, pragas e doencas, quando comparadas as espécies exoticas atualmente
utilizadas para pastejo no pais.

Diante dessa perspectiva, bactérias associadas ao género Paspalum com potencial
para a fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, producéo de acido indol-
acetico (AlA) e antagonismo, podem aumentar a produtividade e diminuir o uso de insumos

sintéticos nessa cultura agricola forrageira.

1.1 Bactérias endofiticas e rizosféricas promotoras de crescimento vegetal

Bactérias endofiticas habitam o interior de tecidos vegetais como raizes, ramos,
folhas, frutos e sementes, sem causar danos a planta hospedeira (AZEVEDO et al., 2000;
AZEVEDO; ARAUJO, 2007; RYAN et al., 2008; PACIFICO et al., 2019), enquanto
bactérias rizosféricas vivem livremente no solo ao redor das raizes da planta
(ROSENBLUETH; MARTNEZ-ROMERO, 2006; BATISTA et al., 2018).

As plantas e sua microbiota associada possuem uma relagdo mutualistica
estabelecida. Nessa dindmica interacdo, as plantas liberam exsudatos como carboidratos,
proteinas, vitaminas e &cidos organicos ao redor do meristema apical radicular, fornecendo
nutrientes para os microrganismos do solo (WHITE et al., 2018b). Da mesma forma, as
bactérias benéficas, denominadas de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCVs),
promovem a salde da planta por meio de mecanismos diretos e indiretos. Os mecanismos
diretos incluem a obtencédo de nutrientes essenciais do solo, incluindo nitrogénio, fésforo e
ferro, bem como a sintese ou modulacdo de fitormonios, por exemplo, auxinas, citocinas e
giberelinas (GLICK, 2012; GOND et al., 2015; WHITE et al., 2015). Indiretamente, as
BPCVs auxiliam as plantas a suportarem estresses bidticos através da producdo de
antibiodticos, enzimas antioxidantes e outras moléculas, regulacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), diminuicdo da disponibilidade de nutrientes para os patdgenos, sintese de
compostos volateis e indugdo de resisténcia sistémica na planta (SANTOYO et al., 2012;
GLICK, 2015; Ll et al., 2016; SRIVASTAVA et al., 2016; LOPES et al., 2021). As BPCVs
também séo capazes de aumentar a tolerancia da planta a estresses abioticos, como calor,
seca, sal, alagamento e metais pesados. Dentre 0s mecanismos bacterianos que auxiliam as
plantas a enfrentarem estresses abioticos, estédo a redugdo de ERO, aumento dos niveis de

prolina, reducdo da condutancia e resisténcia estomética, aumento da taxa fotossintética e
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alongamento radicular (ABD EL-DAIM et al., 2014; ETESAMI et al., 2014; COHEN et al.,
2015; SENEVIRATNE et al., 2016; WANG et al., 2016; ETESAMI; BEATTIE, 2018).

As bactérias que habitam a rizosfera podem ter o potencial de penetrar e colonizar
as raizes das plantas. Esse micro-ecossistema tem sido amplamente conhecido como uma
das fontes priméarias para a colonizacao endofitica (HALLMANN et al., 1997; MARQUEZ-
SANTACRUZ et al., 2010; WHITE et al., 2018b). Em sintese, a diversidade bacteriana
endofitica pode ser considerada um subgrupo da populacdo bacteriana associada a rizosfera
(GERMIDA et al., 1998; MARQUEZ-SANTACRUZ et al., 2010, WHITE et al., 2018a,
2018b).

Os processos de colonizacdo do tecido vegetal por bactérias endofiticas sdo
complexos e incluem o reconhecimento do hospedeiro, adesdo das células bacterianas a
superficie vegetal e entrada, influenciados por fatores como composic¢éo do solo, regulacéo
génica, sintese de exopolissacarideos e secrecdo de enzimas pelas bactérias (KANDEL;
JOUBERT; DOTY, 2017). As fontes de colonizacdo endofitica sdo diversas, variando de
transmissdo via sementes e por meio do ambiente circundante, como a rizosfera e a
filosfera (FERREIRA et al., 2008; REINHOLD-HUREK; HUREK, 2011).

A diversidade da comunidade endofitica depende sobretudo dos componentes
ambientais bidticos/abidticos e gendtipos da bactéria/planta. Portanto, é dificil prever a
populacdo endofitica dentro de uma mesma planta, pois as espécies bacterianas podem
variar dependendo do tecido vegetal e estacdo (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004;
ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006). Contudo, alguns géneros sdo
frequentemente encontrados como endofiticos na agricultura, os quais sdo Bacillus,
Burkholderia, Microbacterium, Micrococcus, Pantoea, Pseudomonas, e Stenotrophomonas
(HALLMAN et al., 1997; MARQUEZ-SANTACRUZ et al., 2010; ROMERO et al., 2014;
SHI et al., 2014; SANTOYO et al., 2016).

1.1.1 Fixacéao bioldgica de nitrogénio

O nitrogénio (N) é um constituinte vital para o crescimento e desenvolvimento
vegetal (KIRKBY, 1981). Apesar de compor 78% atmosfera terrestre, o N ndo pode ser
diretamente absorvido pela maioria dos seres vivos, pois esta presente na forma de gas

dinitrogénio (N2), o qual possui uma forte e estavel ligacéo tripla dificil de ser quebrada
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(BLOOM, 2015; DE BRUIJN, 2015). Para tornar o nitrogénio assimilavel pelas plantas,
bactérias fixadoras de N, conhecidas como diazotréficas, realizam a fixagdo bioldgica de
nitrogénio (FBN), processo no qual ha a reducdo de N2 atmosférico em amonia (DE
BRUIJN, 2015).

A FBN por bactérias endofiticas diazotroficas ocorre por meio da nitrogenase,
proteina altamente conservada presente em todas as bactérias diazotréficas (MONTANEZ
etal., 2012; IVLEVA et al., 2016). Nas plantas da familia Fabaceae, h4 o desenvolvimento
de oOrgaos simbidticos especializados, os nodulos, os quais internalizam bactérias como
rizobios e actinorrizas, que convertem o N atmosférico em uma forma assimilavel pela
planta (PISLARIU et al., 2019; HOANG et al., 2020; WHITE et al., 2021). Contudo, a
fixacdo de N pode ocorrer sem a presenca nodulos simbioticos por bactérias de vida livre,
como no caso de plantas ndo leguminosas (DOBEREINER, 1989; REINHOLD-HUREK;
HUREK, 2011; THAWEENUT et al., 2011; ESKIN et al., 2014; WHITE et al., 2018b).

Chang, White e Kingsley (2021) encontraram evidéncias de outro mecanismo de
fixagdo de N por bactérias diazotréficas, chamado de “Mecanismo de armadilha de
nutrientes”. Nesse processo, bactérias de vida livre se tornam endofiticas e secretam
etileno, induzindo o crescimento dos pelos radiculares, e consequentemente, o
fornecimento de exsudatos as bactérias. Simultaneamente, ocorre a producgéo de superoxido
pelas células radiculares, provocando a secrecdo de Oxido nitrico/aménia pelas bactérias,
para evitar sua propria degradacdo. Como resultado da reacdo dessas substancias, ocorre a
formacdo de nitrato, que € absorvido diretamente pelas raizes (CHANG; WHITE;
KINGSLEY, 2021). Portanto, nesse caso, o N assimilavel é produto do mecanismo de
defesa bacteriano. O mecanismo de armadilha de nutrientes esta intimamente relacionado
com o crescimento dos pelos radiculares, os quais fornecem nutrientes para promover a

replicacdo bacteriana e a fixacdo de N (WHITE et al., 2021).

1.1.2 Solubilizago de fosfato

Fésforo (P) é um dos nutrientes mais limitantes para o crescimento vegetal. Este
mineral esta presente na natureza como forma de fosfato, tornando-se altamente insollvel

com o passar do tempo e, consequentemente, indisponivel para as plantas, visto que estas
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absorvem P apenas na forma de ions na solugdo do solo (HOLFORD, 1997;
GYANESHWAR et al., 2002). A deficiéncia desse macronutriente afeta negativamente a
qualidade e o rendimento de culturas agricolas, pois possui papel fundamental nos
processos celulares vegetais, como fotossintese, divisdo celular, transporte de nutrientes, e
regulacao de vias metabdlicas, sendo, portanto, essencial em todos os estagios da vida da
planta (VASSILEV et al., 2012; BEHERA et al., 2014, RAZAQ et al., 2017,
MALHOTRA; SHARMA; PANDEY, 2018).

Algumas BPCVs possuem a capacidade de tornar o P insoltvel do solo em forma
sollvel para ser absorvido pelas plantas. A solubilizacdo de fosfato pelas bactérias envolve
diversos mecanismos, sendo o principal deles a producdo de acidos organicos que atuam
como quelantes de ions minerais ou reduzem o pH para liberar o P na solugdo do solo
(RASHID et al. 2004; PRADHAN; SHUKLA 2005; KHAN et al. 2010; MARRA et al.
2012; KHAN; ZAIDI; AHEMAD, 2014; LACAVA et al., 2021). Alguns dos géneros mais
importantes de bactérias solubilizadoras de fosfato sdo Bacillus, Pseudomonas e
Rhizobium, habitando majoritariamente a rizosfera (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999,
ZHANG; HU; MA, 2018).

1.1.3 Producdo de acido indol-3-acético (AlA)

O fitormdnio &cido indol-3-acético (AlA) possui papel importante no crescimento
das plantas. Bactérias produtoras de AlA estimulam o desenvolvimento de pelos radiculares
e raizes laterais, bem como aumento da superficie e comprimento radicular,
proporcionando maior absorcdo de &gua e nutrientes pela planta (VESSEY, 2003;
DAVIES, 2004; SPAEPEN et al., 2007; BATISTA et al., 2018). Em decorréncia disso,
ocorre crescimento vegetal e aumento da producdo de exsudatos radiculares, resultando em
maior atividade microbiana na regiéo rizosférica (ETESAMI et al., 2015).

A sintese de AIA por bactérias rizosféricas é realizada a partir de exsudatos
liberados pelas raizes das plantas, sendo o L-triptofano o principal precursor (SPAEPEN et
al., 2007). Estudos mostram que bacterias de diferentes géneros sdo capazes de sintetizar
AlA e aumentar o crescimento radicular e foliar das plantas. Por exemplo, Pseudomonas

sp. aumentou o comprimento de raiz, folha e numero de vagens em Vigna mungo
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(NOREEN et al., 2012). Da mesma forma, Azospirillum sp. promoveu o crescimento de
plantas de trigo (Triticum aestivum L.) (ABAS-AKBARI et al., 2007; SPAEPEN et al.,
2008; BAUDOIN et al., 2010), e o crescimento da raiz de plantulas de milho (Zea mays)
(MASCIARELLI et al., 2013).

1.2 O género Paspalum

A Embrapa Pecuéria Sudeste, localizada em S&o Carlos, SP, possui um Banco Ativo
de Germoplasma de Paspalum (BAG Paspalum), composto atualmente, por
aproximadamente 450 acessos de cerca de 50 espécies distintas, que estdo sendo avaliadas
para diferentes finalidades. O BAG da Embrapa Pecuaria Sudeste é superado apenas pelo
banco de germoplasma do United States Department of Agriculture — Agriculture Research
Service (USDA-ARS), que possui 1439 acessos que, de certa forma, séo complementares
aos acessos conservados na Embrapa. O BAG Paspalum da Embrapa tem por objetivos o
enriquecimento, a caracterizagdo, a conservagdo, a documentacao e a valoracao de acessos
de diferentes espécies do género. Estudos desenvolvidos com os acessos do BAG tém
mostrado o grande potencial de espécies de Paspalum para forragem (BATISTA; GODOY,
2000; NOVO et al., 2016; PROVAZI et al., 2008) e cobertura de solo em beira de rodovias,
aeroportos, taludes e ornamentacdo (DINATO, 2020; DE OLIVEIRA et al., 2020; SOUZA
et al., 2015). Essas espécies podem ser exploradas para a producdo de novas cultivares ou
como parentais em programas de melhoramento (DINATO, 2020; DE OLIVEIRA et al.,
2020). Dentro do banco, existem trés acessos sexuais do grupo Plicatula que seréo
utilizados como acessos-ponte para cruzamentos com materiais apomiticos elite em
programas de melhoramento genético para fins forrageiros, 0s quais pertencem as espécies
Paspalum rojasii, P. compressifolium e P. lenticulare (GONCALVES et al., 2021).
Portanto, tornam-se fundamentais tanto estudos genéticos como relacionados a microbiota
associada a essas espécies para a obtencdo de méximos ganhos na producédo de forragem.

Paspalum notatum, conhecida popularmente no Brasil como grama-batatais, € uma
espécie de graminea perene, de estacdo quente, rustica e de origem pan-americana, sendo
cultivada como pastagem e cobertura vegetal permanente em varios paises (DE SOUZA;
CAVALLARI; GUSMAO, 2020). Sua distribuicio abrange todas as regides tropicais e

subtropicais do mundo, principalmente no hemisfério ocidental. E o principal constituinte
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das pastagens nativas da regido sul do Brasil, Paraguai, Uruguai, e nordeste da Argentina
(GATES; QUARIN; PEDREIRA, 2004). Nos Estados Unidos, a grama-batatais
(bahiagrass), é cultivada amplamente na porcao sudeste do pais e estado da Florida, sendo
uma das espécies mais populares para a pecudria nesse estado, devido a sua adaptacéo a
baixa fertilidade do solo (WALLAU et al., 2019).

Essa espécie tem sido utilizada extensivamente como pasto e gramado para
estabilizacdo do solo, e por ser uma espécie forrageira, a grama-batatais fornece qualidade
nutricional adequada para animais adultos (BLOUNT; ACUNA, 2009). Além disso, é
conhecida por sua persisténcia sob pastejo continuo e desfolhamento intenso (BEATY;
MORRIS, 1970), além de possuir boa adaptacdo em solo arenoso e pouco fértil (BLOUNT;
ACUNA, 2009).

O estudo pioneiro com microrganismos promotores de crescimento vegetal dentro
do género Paspalum foi realizado por Ddbereiner (1966), que descobriu uma bactéria
rizosférica fixadora de N com alta especificidade na associacdo com cinco genotipos de P.
notatum, nomeada de Azotobacter paspali (DOBEREINER, 1966; DOBEREINER;
CAMPELO, 1971). Essa espécie bacteriana € restrita a apenas alguns gendtipos de P.
notatum, sendo encontrada em 98% das amostras de rizosfera coletadas em diferentes
locais do Brasil e Estados Unidos (DOBEREINER, 1970). Foi observado um declinio na
populagéo de A. paspali em plantas de P. notatum transferidas para novo solo, entretanto,
apo6s quatro a doze meses, a populacdo foi reestabelecida (DOBEREINER; CAMPELO,
1971). Esses resultados sugerem uma rara e altamente especifica interacdo entre a BPCV e
P. notatum (NEYRA; DOBEREINER, 1977).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Identificar e caracterizar bactérias endofiticas e rizosféricas de Paspalum rojasii,
Paspalum lenticulare, e Paspalum compressifolium quanto a capacidade de promover

crescimento vegetal.
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2.2 Objetivos especificos

e Isolar a comunidade bacteriana de raizes, folhas e solos de Paspalum rojasii (BGP
272), P. lenticulare (BGP 281) e P. compressifolium (BGP 380) do BAG de Paspalum
da EMBRAPA;

e Criar um banco de cultura bacteriano de isolados das plantas do Banco Ativo de
Germoplasma de Paspalum;

e Identificar bactérias endofiticas e rizosféricas de Paspalum spp. com capacidade de
promocdo de crescimento vegetal através de testes in vitro para fixacdo bioldgica de
nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, producéo de &cido indol-3-acético e antagonismo
aos fungos fitopatogénicos Fusarium oxysporum e Claviceps purpurea;

e Identificar bactérias promotoras de crescimento vegetal por meio do sequenciamento
de regides do gene 16S;

e Avaliar o potencial de promocdo de crescimento vegetal das bactérias endofiticas e
rizosféricas por meio de testes in vivo em Paspalum notatum e Poa annua;

e Confirmar a colonizacdo bacteriana nas plantas por meio de analise microscopica.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Isolamento, purificagdo e armazenamento dos isolados bacterianos

As bactérias utilizadas no presente estudo foram isoladas de solo rizosférico, raiz e
folna de Paspalum rojasii BGP 272, Paspalum lenticulare BGP 281 e Paspalum
compressifolium BGP 380, conservadas no Banco Ativo de Germoplasma de Paspalum,
localizado na Embrapa Pecuaria Sudeste - Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil (21.9887° S,
47.8787° O). As coletas foram realizadas em 31 de outubro de 2017, no inicio do periodo

chuvoso.

3.1.1 Isolamento de bactérias rizosféricas

O isolamento das bactérias rizosféricas foi realizado de acordo com o protocolo de

MOHITE (2013) com modificagdes. Foram utilizadas trés amostras de 10 g cada e adicionados
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90 mL de solucdo tampdo PBS esterilizada (NaCl 8,0 g; KCI 0,2 g; Na;HPO4 1,44 g;
KH2PO4 0,24 g; 1000 mL de agua destilada; pH 7,4) em erlenmeyers previamente
autoclavados, e em seguida mantidos por 30 minutos sob agitacdo constante a 150 rpm. Em
tampdo PBS foram realizadas diluicdes seriadas, de fator 10 (10°, 102, 102 e 107°) das
suspensdes de solo obtidas. Foram adicionadas aliquotas de 0,1 mL das diluicBes seriadas
utilizadas e espalhadas com o auxilio de uma alca de Drigalski, em duplicata, em placas de
Petri contendo o meio de cultura Triptona Soja Agar (TSA) Kasvi e meio International
Streptomyces Project (ISP2), (ambos suplementados com Benomyl® a 50 ug.mL? para evitar
contaminacdo flngica) e incubadas a temperatura de 28 °C por 48 horas e 168 horas,
respectivamente. A purificacdo das colonias foi feita por estrias de esgotamento em placas de
Petri contendo o mesmo meio de cultura (TSA e ISP2), sendo incubadas por mais 48 horas.
Depois de confirmada a pureza das culturas, as linhagens bacterianas foram inoculadas

em meio Tryptic Soy Broth (TSB) e caldo ISP2 por 48 horas. As bactérias foram estocadas em
microtubos de 1,5 mL contendo 500 pl da suspensdo bacteriana suplementada com 500 pl

glicerol e armazenados em freezer a - 80 °C.

3.1.2 Isolamento de bactérias endofiticas

As amostras de folhas e raizes (10 g cada) foram submetidas a desinfecgdo superficial,
sendo primeiramente imersas durante 2 minutos em alcool 70%, seguido de 3 minutos em
hipoclorito de sodio 3%, novamente em alcool 70% durante 1 minuto e depois imersas por duas
vezes em agua destilada esterilizada (ARAUJO et al., 2014). Em seguida, as folhas e as raizes
foram cortadas assepticamente em pequenos fragmentos, sendo as folhas maceradas em 10 mL
de tampdo PBS. Os macerados foliares e os fragmentos radiculares foram transferidos para
tubos de 50 mL que foram incubados em agitacdo constante por 1 hora a 28 °C. As etapas de
diluicdo seriada, incubacdo e purificacdo foram realizadas seguindo a mesma metodologia

utilizada para bactérias rizosféricas.

3.1.3 Contagem e selecdo das bactérias cultivaveis

A quantificacdo das bactérias cultivaveis isoladas foi realizada por contagem das

unidades formadoras de coldnia (UFC) e o céalculo da frequéncia de isolamento (FI) foi
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realizado conforme proposto por Araujo et al. (2014). As bactérias foram selecionadas com

base nas caracteristicas morfoldgicas das colonias para melhor amostragem da diversidade.

3.3 Avaliacdo in vitro do potencial dos isolados bacterianos para solubilizacdo de
fosfato, fixacao bioldgica de nitrogénio e producéo de AIA

Para verificar o potencial dos isolados bacterianos em promover o crescimento
vegetal, foram realizados testes de solubilizacdo de fosfato (SF), fixagdo bioldgica de
nitrogénio (FBN), e producéo de &cido-3-indol-acético (AlA).

3.3.1 Solubilizacéo de fosfato

O teste de solubilizacdo de fosfato foi realizado em meio &gar nutriente
suplementado com fosfato insoltivel CaHPO, (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; VERMA,;
LADHA; TRIPATHI, 2001), em triplicata. A capacidade dos isolados bacterianos de
solubilizar fosfato foi avaliada por meio do indice de solubilizacdo de fosfato (ISF), sendo
classificada como: baixa (ISF<2), media (2<ISF<3) e alta (ISF>3) (SILVA FILHO; VIDOR,
2000).

3.3.2 Fixacdo bioldgica de nitrogénio

O potencial dos isolados microbianos em realizar FBN foi avaliada qualitativamente in
vitro segundo Ddbereiner; Baldani; Baldini, (1995). As bactérias foram inoculadas em meio
semissolido NFb, em triplicata, e incubadas a 28°C por 96 h. O resultado positivo para a
fixacdo de N2 foi determinado pela formacéo de halo horizontal de crescimento no interior do
meio de cultura. As bactérias que apresentaram formacéo de halo, foram inoculadas novamente

em meio NFb e avaliadas depois de 7 dias para a confirmacéo do resultado positivo.

3.3.3 Producéo de &cido indol-3-acético

A quantificacdo da producdo de AIA foi realizada por meio do método
originalmente proposto por BRIC; BOSTOCK; SILVERSTONE, (1991) adaptado para o

método quantitativo (HUSEN, 2016), em triplicata para cada isolado bacteriano.
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3.3.4 Potencial de antagonismo

Quatro isolados bacterianos que apresentaram potencial para promocdo de
crescimento in vitro foram selecionados para o teste de antagonismo qualitativo contra os
fungos fitopatogénicos Claviceps purpurea e Fusarium oxysporum da colecdo
microbioldgica do laboratério do Prof. Dr. James White, Department of Plant Biology,
Rutgers University, New Brunswick, NJ, EUA. Foi realizada a técnica de cultura pareada,
na qual os fungos fitopatogénicos foram colocados em crescimento em meio BDA e apds
sete dias de crescimento, retirou-se um disco de 7 mm dessa cultura. O disco contendo cada
fungo foi posicionado a 1.5 cm da borda da placa de Petri contendo meio BDA, e na outra
extremidade, uma estria do isolado bacteriano previamente cultivado em meio LB (MELO;
VALARINI, 1995; CHANG et al., 1999; LISBOA et al., 2021).

3.4 Ildentificagado taxondmica dos isolados bacterianos

Um total de 26 isolados bacterianos que apresentaram potencial para promocéao de
crescimento vegetal foram identificados por meio do sequenciamento de regides do gene
16S do DNA ribossomal (DNAr). A extracdo do DNA genémico foi realizada com o kit de
extracdo de DNA GenElute Bacterial Genomic DNA Kits (Sigma Aldrich, St. Louis, MO),
sendo amplificadas trés regibes utilizando o0s primers universais 16SF (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3), 16SR  (5-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3')
(VERMA et al., 2015), 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (LANE, 1991), V3F
(5-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3") ¢ V6R (5 ACAGCCATGCANCACCT 39
(YANG; WANG; QIAN, 2016). Os produtos de PCR utilizando os primers 16SF, 16SR e
1492R foram purificados com o kit GenElute™ (Sigma-Aldrich) e sequenciados pelo
método de Sanger, por Genewiz Inc. (South Plainfield, NJ, USA). O sequenciamento
usando os primers V3F e V6R foi realizada de acordo com De Paula (2019).

As sequencias forward e reverse de cada par foram alinhadas utilizando o software
DNA Baser sequence assembly (Heracle BioSoft S.R.L.) e as sequéncias consenso entre as
diferentes regides amplificadas foram obtidas no software MEGA (versdo 10.1.5)
(KUMAR et al., 2018) quando havia mais de uma sequéncia para o isolado. Para

identificacdo dos isolados bacterianos, as sequéncias obtidas foram comparadas com
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sequéncias depositadas no banco GenBank do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) utilizando a ferramenta BLASTn (ZHANG et al., 2000; MORGULIS
et al., 2008), e com o banco de dados EzBiocloud 16S database utilizando a ferramenta
16S-based ID (YOON et al., 2017).

3.5 Promocao de crescimento vegetal in vivo

3.5.1 Selec¢éo de isolados

Para o experimento de promogé&o de crescimento vegetal in vivo, foram selecionados
isolados bacterianos que apresentaram potencial para promocdo de crescimento vegetal de
acordo com os testes in vitro. Todos apresentaram potencial para fixacdo bioldgica de

nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e producédo de AlA.
3.5.2 Material vegetal

Os experimentos in vivo foram realizados em P. notatum e P. annua, para triagem
dos isolados bacterianos. Utilizou-se sementes de P. notatum (cultivar Argentine), da marca
Wonderlawn®, lote 8340, e sementes de Poa annua (Grama-azul) obtidas do programa de
melhoramento de gramineas da Rutgers University, New Brunswick, NJ, EUA.

Os experimentos in vivo foram realizados no laboratério do Prof. Dr. James F.
White, Department of Plant Biology and Pathology, Rutgers University, New Brunswick,
NJ, EUA.

3.5.3 Desinfeccéo superficial das sementes de Paspalum notatum e Poa annua

As sementes de P. notatum foram submetidas a tratamento com H2SO4 a 98% por
10 minutos para quebra de dorméncia, em seguida, lavadas com &gua esterilizada, e
posteriormente desinfectadas com NaOCI (Clorox®) a 4% por 30 minutos sob agitacio
constante. As sementes de P. annua foram tratadas com NaOCI (Clorox®) a 4% por 20-25
minutos sob agitacdo constante. Apos desinfectadas, as sementes foram lavadas com agua
esterilizada e duplamente destilada para a remocao completa de NaOCI das superficies das
sementes (VERMA et al., 2018).
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3.6 Avaliagdo in vivo do potencial dos isolados bacterianos para promocédo de
crescimento vegetal

As sementes de P. notatum e P. annua desinfectadas foram submersas em
suspensdes bacterianas a 10° - 108 cel.mL™ por 2 horas (50 sementes para 1 mL de cada
solucdo), e em seguida transferidas para placas de Petri contendo 0.7% de agarose (10
sementes por placa) (VERMA et al., 2018). Nos experimentos em placas de agarose néo foi
adicionado Fusarium oxysporum.

Em outro experimento, somente as sementes de P. notatum desinfectadas foram
submetidas a diferentes tratamentos (Tabela 1) por 2 horas. As concentracGes utilizadas nos
tratamentos foram 10° - 108 cel.mL™ nas suspensdes bacterianas, e 10* - 10° cels.mL™ na
suspensdo fangica. As sementes foram colocadas em caixas Magenta (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) contendo 15 gramas de substrato composto por turfa, areia e perlita na
proporcao de 2:2:1, e 40 mL de agua esterilizada (10 sementes por caixa). (WHITE et al.,
2018a).

Os experimentos em agarose e substrato foram realizados em triplicata e incubados
em ambiente controlado com temperatura de 30£2°C durante o dia, e 20+2°C durante a
noite, com 12 horas de fotoperiodo.

Apo6s 7 dias de incubacdo em 0.7% de agarose, foram avaliados o comprimento de
raiz, comprimento de folha, presenca e caracteristicas dos pelos radiculares das plantulas de
Poa annua submetidas aos diferentes tratamentos (Tabela 2). Apds 19 dias de experimento
em substrato, foram avaliados 0s seguintes pardmetros nas plantulas de P. notatum:
comprimento de raiz, comprimento de folha, e taxa de germinacdo das plantulas de P.
notatum. Os comprimentos de raiz e folha foram baseados na maior raiz e maior folha de
cada plantula e calculadas as médias para cada tratamento. Em seguida, as plantulas de P.
notatum foram transferidas para estufa a 70°C por 48 h, e entdo as raizes e as folhas foram

pesadas em balanca eletronica separadamente.
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Tabela 1. Composicao dos nove tratamentos aplicados as sementes de P. notatum e controle. Estdo indicados
a identificacdo do isolado, género bacteriano e presenga de Fusarium oxysporum em cada tratamento.

Isolado bacteriano Tratamento

- Controle

3 Alcaligenes sp.

41 Pseudomonas sp.

51 Serratia sp.

86 Enterobacter sp.

- F. oxysporum

3 Alcaligenes sp. + F. oxysporum
41 Pseudomonas sp. + F. oxysporum
51 Serratia sp. + F. oxysporum
86 Enterobacter sp. + F. oxysporum

Tabela 2. Composicéo dos cinco tratamentos aplicados as sementes de Poa annua e controle. Estdo indicados
a identificacdo do isolado e género bacteriano em cada tratamento.

Isolado Género bacteriano
- Controle
27 Pseudomonas sp.
33 Enterobacter sp.
41 Pseudomonas sp.
83 Enterobacter sp.
86 Enterobacter sp.

3.7 Visualizacdo da colonizagdo bacteriana em microscopio optico por coloracdo com
tetracloreto de 3,3’- diaminobenzidina (DAB)

Apbs 7 dias de incubacdo em 0.7% de agarose, as raizes das plantulas de P. notatum
e P. annua foram coradas por inundag&o em placas de Petri com 2.5 mM de tetracloreto de
3-3’-diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) por 15 horas. DAB
é utilizado para visualizacdo do efeito do oxigénio reativo (H202) produzido ao redor e no
interior das células bacterianas (WHITE et al., 2015). Em seguida, as raizes foram coradas
com anilina azul para melhor visualizagdo em microscopio Optico de campo claro. As

analises foram realizadas em lentes oculares de 10x e objetivas de 10x, 40x e 100x.
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3.8 Analise estatistica

Para discriminacdo dos tratamentos, para os descritores comprimento de raiz e
comprimento de folha das plantulas de P. notatum em substrato e P. annua em agarose, foi
realizada a anélise de variancia (ANOVA) para 1 fator seguida pelo teste de médias Tukey
com nivel 0.05 de significancia, utilizando o programa SPSS versdo 21.0 (IBM). Os
outliers foram removidos pelo método de Hoaglin e Iglewicz (1987).

Foi realizada a Anélise dos Componentes Principais (ACP) para discriminacao dos
isolados bacterianos quanto as suas capacidades em solubilizar fosfato, fixar nitrogénio e
produzir AlA, utilizando o programa estatistico Past, versdo 2.17c (HAMMER et al.,
2001).

A ACP é uma técnica da estatistica multivariada que transforma um conjunto de
variaveis originais em outro conjunto de varidveis de mesma dimensdo denominadas de
componentes principais. Cada componente principal € uma combinacéo linear das variaveis
originais, com a finalidade de explicar o maximo da variabilidade total dessas variaveis
originais e ndo-correlacionadas entre si (JOHNSON; WICHERN, 1998; HONGYU, 2015).

O primeiro componente retém a maior parte da variagdo total dos dados originais,
sendo, portanto, o de maior importancia. O segundo componente principal é o segundo
mais importante, e, assim sucessivamente, até que toda a variancia tenha sido explicada
(MORRISON, 1976). A anélise agrupa os individuos de acordo com sua variagao, dessa
forma, os individuos sdo agrupados segundo suas variancias e seu comportamento dentro
da populacdo, representado pela variacdo do conjunto de caracteristicas que define o
individuo. Portanto, a técnica agrupa os individuos de uma populacdo segundo a variacao
de suas caracteristicas (HONGYU et al., 2016).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento, identificacdo taxondmica e potencial agrondémico das bactérias
endofiticas e rizosféricas associadas a Paspalum rojasii, P. leticulare e P.
compressifolium

4.1.1 Frequéncia de isolamento das bactérias endofiticas e rizosféricas

As maiores populagdes bacterianas foram observadas na rizosfera e raiz das plantas.
O calculo da frequéncia de isolamento (FI) indicou que a rizosfera e raiz de P. lenticulare
apresentaram a maior quantidade de células bacterianas em comparagdo aos mesmos
segmentos das outras espécies de Paspalum (Tabela 3). Entretanto, nas folhas, a maior
populagéo bacteriana foi observada em P. rojasii.

A frequéncia de isolamento encontrada no presente trabalho corrobora com os
resultados encontrados por De Paula (2019) e Amaral et al. (2022), que encontraram o
maior nimero de isolados bacterianos na rizosfera e raiz de diferentes espécies de

Paspalum.

Tabela 3. Frequéncia de isolamento (FI) de bactérias de rizosfera, raiz e folha de P. rojasii, P. lenticulare e P.
compressifolium.

Planta Solo/tecido (UFC g.solilou tecido-?)

P. rojasii Folha 1.56 x 10°
P. lenticulare Folha 0.005 x 10°
P. compressifolium Folha 0.005 x 10°
P. rojasii Raiz 7.35x 103
P. lenticulare Raiz 32.3x10°
P. compressifolium Raiz 26.5x 10°
P. rojasii Rizosfera 350 x 103

P. lenticulare Rizosfera 1,090 x 103
P. compressifolium Rizosfera 289.5 x 103

Foram selecionados 107 isolados bacterianos associados as trés espécies de
Paspalum, sendo 35 isolados de P. rojasii (BGP 272), 39 de P. lenticulare (BGP 281), e 31
de P. compressifolium (BGP 380). Quanto a origem do isolamento, 43 isolados foram
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provenientes de raiz, 32 de rizosfera e 32 de folha. Entretanto, apenas 105 isolados
permaneceram viaveis apos purificagdo em meio de cultura e foram selecionados em testes

in vitro para promog&o de crescimento vegetal.

4.1.2 ldentificacao taxondmica dos isolados bacterianos

Foram identificados 26 isolados bacterianos da rizosfera, raiz e folha das espécies P.
rojasii, P. compressifolium e P. lenticulare, os quais apresentaram potencial para promogéo
de crescimento vegetal baseado nos testes in vitro. Foram encontrados dois filos, quatro
classes e sete géneros bacterianos, sendo todas as bactérias gram-negativas (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo taxondmica dos isolados bacterianos endofiticos e rizosféricos de Paspalum spp.

Filo Classe Género N-umero de
isolados
o, - Proteobacteria Agrobacterium 2
B - Proteobacteria Alcaligenes 1
Proteobacteria Enterobacter 6
. Serratia 3
vy - Proteobacteria Pantoea 1
Pseudomonas 11
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacterium 2

Os resultados mostram a predominancia do filo Proteobacteria e género
Pseudomonas nos isolados identificados. Os Unicos dois isolados pertencentes ao filo
Bacteroidetes e género Flavobacterium, foram isolados das folhas de P. rojasii. O
predominio de BPCVs do filo Proteobacteria também foi observado em diversos géneros
vegetais da familia Poaceae (PATEL; ARCHANA, 2017), e abundancia dos géneros
Enterobacter, Pantoea e Pseudomonas em Paspalum spp. (DE PAULA, 2019).

A microbiota associada a planta & diretamente influenciada pela variacdo da
expressao génica do seu hospedeiro, o qual pode alterar a comunidade microbiana presente
nas raizes, rizosfera e folhas (LUNDBERG et al., 2012; HORTON et al., 2014; LEBEIS et
al., 2015). Fatores bidticos/abidticos e idade da planta hospedeira sdo exemplos de
condi¢cbes que provocam variagdes genéticas em caracteristicas vegetais funcionais,

alterando o seu microbioma associado (WAGNER et al., 2016). Além disso, bactérias da
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comunidade rizosférica podem se tornar endofiticas e vice-versa (HUANG et al., 2020).
Diferencas nas comunidades bacterianas associadas a espécies de Paspalum de acordo com
variagcOes climéticas foram observadas por De Paula (2019), que encontrou bactérias do
género Bacillus apenas quando o isolamento foi realizado em periodo de seca, e Pantoea
spp. somente em periodo de chuva. Corroborando com esses resultados, no presente
trabalho, no qual o isolamento foi realizado em estacdo chuvosa, nenhuma bactéria do
género Bacillus foi encontrada dentre os isolados identificados, em contrapartida, foram
encontradas bactérias do género Pantoea sp.

Considerando a dindmica interacdo entre planta-bactéria, supde-se que pode haver
alteragdo na predominancia de géneros na comunidade microbiana das espécies de
Paspalum do presente trabalho, dependendo das condicfes climaticas, idade da planta,

interacdes bidticas, dentre outros fatores.

4.1.3 Potencial dos isolados bacterianos para promocao de crescimento vegetal in vitro

Dentre os 105 isolados bacterianos selecionados para testes de promocdo de
crescimento vegetal in vitro, 50 isolados (47.6%) solubilizaram fosfato inorgénico, 38
(36.2%) fixaram nitrogénio, e 93 (88.6%) produziram AIA (Tabela 5). Dentre as bactérias
que solubilizaram fosfato inorgéanico, o indice de solubilizacdo de fosfato (ISF) variou de
1.32 a 4.71, e dentre aquelas que produziram AIA, a quantidade variou de 0.12 a 230.76
ug.mLt. Alta porcentagem de bactérias produtoras de AIA (81%) também foi encontrada
em isolados de outras espécies da familia Poaceae (PATEL; ARCHANA, 2017).
Diferentemente dos resultados obtidos no presente trabalho, Amaral et al. (2021)
constataram aproximadamente 16% de bactérias produtoras de AIA associadas a espécies
de Paspalum, sendo 50 pg.mL™ 0 maximo valor de AIA detectado. Isolados bacterianos de
Tripogon spicatus, da familia Poaceae, também apresentaram valores mais baixos de AIA
(FERNANDES-JUNIOR et al., 2015). Da mesma forma, Sarathambal et al. (2015)
observaram variacdo de 11.3 + 1.22 a 36.8 + 1.24 pg.mL™ na producdo de AIA em isolados
bacterianos rizosféricos de gramineas tropicais do semi-arido da india.

O AIA secretado pelas bactérias rizosféricas atuam em conjunto com o suprimento
de AIA enddgeno da planta. Deste modo, dependendo do nivel de AIA secretado e a

sensibilidade do tecido vegetal ao fitorménio, o AlA bacteriano pode ter um efeito positivo
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ou negativo nas plantas (ALI et al., 2010). Apesar das plantas possuirem um sistema

regulatério que mantém a homeostase de AIA, altos niveis de AIA proveniente das

bactérias podem anular a regulacéo deste fitorménio, provocando efeitos deletérios, como
inibicdo do crescimento das raizes primarias (LOMAX; MUDAY; RUBERY, 1995; DUCA

et al., 2014). Sendo assim, o conhecimento do nivel 6timo de AIA da planta alvo é

imprescindivel para a escolha adequada do inoculante para a promocdo de crescimento

vegetal.

Tabela 5. Identificacdo molecular e capacidade dos 105 isolados bacterianos para solubilizar fosfato, produzir
acido indol-3-acético e fixar nitrogénio.

. . . NUmero de AIA
Solo/tecido Planta Isolado Geénero bacteriano acesso ISF 1 FBN
(GenBank) (ng.mL")
Rizosfera P. compressifolium 1 Pseudomonas sp. OK396669 1.69 15.32 +
Rizosfera P. compressifolium 2 NI NI 1.44 14.15 -
Rizosfera P. compressifolium 3 Alcaligenes sp. OK396670 2.25 37.43
Rizosfera P. compressifolium 4 NI NI 0 23.55
Rizosfera P. compressifolium 5 NI NI 2.06 125 -
Rizosfera P. compressifolium 6 Pseudomonas sp. OK?396656 4.71 24.69 +
Rizosfera P. compressifolium 7 NI NI 0 13.3 -
Rizosfera P. compressifolium 8 NI NI 2.36 13.3 -
Rizosfera P. compressifolium 9 NI NI 1.59 14.42 +
Rizosfera P. compressifolium 10 NI NI 0 4.82 -
Rizosfera P. compressifolium 11 NI NI 0 4.35 -
Rizosfera P. compressifolium 12 NI NI 0 16.16 -
Rizosfera P. compressifolium 13 NI NI 1.6 2.58 -
Folha P. compressifolium 14 NI NI 0 1.91 -
Folha P. compressifolium 15 NI NI 1.45 2.73 -
Folha P. compressifolium 16 NI NI 0 5.96 +
Raiz P. compressifolium 17 NI NI 0 8.67 -
Raiz P. compressifolium 18 NI NI 1.39 1.34 +
Raiz P. compressifolium 19 NI NI 0 1.46 -
Raiz P. compressifolium 20 NI NI 0 31.88 -
Raiz P. compressifolium 21 Agrobacterium sp. OK396671 2.4 55.32 -
Raiz P. compressifolium 22 NI NI 0 0 -
Raiz P. compressifolium 23 NI NI 0 4.92 +
Raiz P. compressifolium 24 NI NI 0 7.08 -
Raiz P. compressifolium 25 NI NI 0 1.34 +
Rizosfera P. rojasii 26 NI NI 0 13.72 -
Rizosfera P. rojasii 27 Pseudomonas sp. OK396657 2.03 20.02
Rizosfera P. rojasii 28 Pseudomonas sp. OK396672 2.04 46.24
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NUmero de

Solo/tecido Planta Isolado Geénero bacteriano acesso ISF AlA 1 FBN
(GenBank) (ng:mL™)
Rizosfera P. rojasii 29 NI NI 1.2 12.11
Folha P. rojasii 30 Pseudomonas sp. 0OK396658 2.87 24.99
Folha P. rojasii 31 Enterobacter sp. OK396673 2 69.69 -
Folha P. rojasii 32 Pseudomonas sp. 0OK396659 2.29 26.58
Folha P. rojasii 33 Enterobacter sp. 0OK396660 2.18 25.69
Folha P. rojasii 34 Enterobacter sp. OK396674 1.76 111.29 -
Folha P. rojasii 35 NI NI 2.5 6.41 -
Folha P. rojasii 36 Enterobacter sp. OK396661 3.93 7.31 +
Folha P. rojasii 37 NI NI 0 22.63 +
Folha P. rojasii 38 Pantoea sp. OK396662 3.13 99.17 +
Folha P. rojasii 39 Flavobacterium sp. OK?396675 2.02 93.9 -
Folha P. rojasii 40 NI NI 1.73 113.87 -
Folha P. rojasii 41 Pseudomonas sp. OK396663 2.33 23.3 +
Folha P. rojasii 42 Flavobacterium sp. OK396681 1.9 81.58 +
Raiz P. rojasii 43 NI NI 0 11.21 +
Raiz P. rojasii 44 NI NI 1.36 6.21 -
Raiz P. rojasii 45 NI NI 2.13 4.25 -
Raiz P. rojasii 46 NI NI 0 3.57 -
Raiz P. rojasii 47 NI NI 1.43 4.25 -
Raiz P. rojasii 48 Pseudomonas sp. OK396676 2.67 68.52 -
Raiz P. rojasii 49 NI NI 0 2.65 -
Rizosfera P. lenticulare 50 NI NI 0 4.62 -
Rizosfera P. lenticulare 51 Serratia sp. OK396664 2.29 2.68
Rizosfera P. lenticulare 52 Serratia sp. OK396677 2.71 3.23
Rizosfera P. lenticulare 53 NI NI 0 1.66 -
Rizosfera P. lenticulare 54 NI NI 0 1.93 -
Rizosfera P. lenticulare 55 Pseudomonas sp. OK396665 3 9.72 +
Rizosfera P. lenticulare 56 NI NI 0 11.91 -
Rizosfera P. lenticulare 57 NI NI 0 11.34 +
Rizosfera P. lenticulare 58 NI NI 0 16.93 -
Folha P. lenticulare 59 NI NI 0 6.51 -
Folha P. lenticulare 60 Serratia sp. OK396678 1.35 11.98 +
Folha P. lenticulare 61 NI NI 2.6 1.96 -
Folha P. lenticulare 62 NI NI 1.39 0 -
Folha P. lenticulare 63 NI NI 0 1051 -
Folha P. lenticulare 64 NI NI 1.4 7.8 -
Folha P. lenticulare 65 NI NI 0 16.21 +
Folha P. lenticulare 66 NI NI 0 7.65 -
Folha P. lenticulare 67 NI NI 0 0 -
Raiz P. lenticulare 68 NI NI 1.98 2.28 -
Raiz P. lenticulare 69 NI NI 0 1.04 -
Raiz P. lenticulare 70 NI NI 1.45 4,54 +
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NUmero de

Solo/tecido Planta Isolado Geénero bacteriano acesso ISF AlA 1 FBN
(GenBank) (ng:mL™)
Raiz P. lenticulare 71 NI NI 0 103.72 -
Raiz P. lenticulare 72 NI NI 0 94 -
Raiz P. lenticulare 73 NI NI 1.73 34 +
Raiz P. lenticulare 74 NI NI 0 8.2 +
Raiz P. lenticulare 75 NI NI 0 2.21 -
Raiz P. lenticulare 76 NI NI 2.19 0.71 +
Rizosfera P. compressifolium 77 NI NI 0 11.11 -
Folha P. compressifolium 78 NI NI 0 0.12 -
Raiz P. compressifolium 79 NI NI 0 0.59 +
Raiz P. compressifolium 80 NI NI 0 0.61 -
Raiz P. compressifolium 81 NI NI 0 2.11 +
Raiz P. compressifolium 82 NI NI 0 10.66 -
Rizosfera P. rojasii 83 Enterobacter sp. OK?396666 2.23 74.15 +
Rizosfera P. rojasii 84 NI NI 0 48.38 -
Rizosfera P. rojasii 85 NI NI 0 2.8 -
Folha P. rojasii 86 Enterobacter sp. OK396667 2.81 223.6 +
Raiz P. rojasii 87 Agrobacterium sp. OK396679 0 230.76 -
Raiz P. rojasii 88 NI NI 0 0 -
Raiz P. rojasii 89 NI NI 0 0 -
Raiz P. rojasii 90 NI NI 0 12.26 -
Raiz P. rojasii 91 NI NI 0 6.26 -
Raiz P. rojasii 92 NI NI 0 0 -
Raiz P. rojasii 93 NI NI 0 6.81 -
Rizosfera P. lenticulare 94 NI NI 1.39 6.19 -
Rizosfera P. lenticulare 95 NI NI 0 0 -
Folha P. lenticulare 96 NI NI 0 39.47 -
Folha P. lenticulare 97 NI NI 1.48 2.36 -
Folha P. lenticulare 98 NI NI 0 24.1 +
Raiz P. lenticulare 99 NI NI 2.19 79.69 -
Raiz P. lenticulare 100 NI NI 0 4.67 -
Raiz P. lenticulare 101 Pseudomonas sp. OK396668 3.02 11.09
Raiz P. lenticulare 102 Pseudomonas sp. OK396680 19 12.16
Raiz P. lenticulare 103 NI NI 0 0 -
Raiz P. lenticulare 104 NI NI 1.32 10.99 -
Raiz P. lenticulare 105 NI NI 3.55 0 -

ISF = indice de solubilizacdo de fosfato; AIA = produgdo de acido idol-3-acético; FBN = fixagdo bioldgica de nitrogénio
(“+” = positivo, “-” = negativo; NI = ndo identificado).

Dos 105 isolados bacterianos, foram encontradas 26 bactérias que apresentaram 0s

trés parametros de promocdo de crescimento vegetal analisados (Figura 1), 22 bactérias

solubilizadoras de fosfato e produtoras de AIA, mas que ndo fixaram N, 12 fixadoras de N
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e produtoras de AIA, que, entretanto, ndo solubilizaram fosfato. Nenhum isolado somente
fixou N, ou solubilizou fosfato e fixou N simultaneamente.

A maioria dos isolados bacterianos foi capaz de produzir AIA, mesmo que em baixa
quantidade, e 36 bactérias apenas produziram AIA e ndo apresentaram 0S outros
mecanismos promotores de crescimento vegetal avaliados. A presenca do AlA nas bactérias
esta diretamente relacionada a sua estratégia de colonizacdo e sobrevivéncia, promovendo o
crescimento vegetal e inibindo o mecanismo de defesa da planta hospedeira, o qual é
ativado quando a planta entra em contato com o0 microrganismo (SPAEPEN;
VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). Dessa forma, a producdo de AIA pelas bactérias é
capaz de auxiliar na interacdo planta-bactéria e na eficiéncia da colonizacdo bacteriana
(PATTEN; GLICK, 2002). Considerando o papel do AIA na colonizagdo bacteriana, 0s
resultados encontrados no presente trabalho reforcam que o AIA é provavelmente

necessario para a sobrevivéncia das bactérias associadas as plantas.

Solubilizadoras de fosfato

2
22 0
26
36 0
12
Fixadoras de
Produtoras de AIA nitrogénio

Figura 1. Diagrama de Venn sumarizando o nimero de bactérias isoladas de P. rojasii, P. lenticulare, e P.
compressifolium que apresentaram resultados positivos os pardmetros de promogéo de crescimento vegetal.
Laranja: bactérias solubilizadoras de fosfato; Azul: bactérias produtoras de AlA; Verde: bactérias fixadoras de
nitrogénio.
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A analise de componentes principais (ACP) indicou que o primeiro e 0 segundo
componente principal explicaram 80.33% da variancia dos dados dentro dos parametros
ISF, FBN e AIA (Tabela 6). O componente principal 1 (CP1) explicou 48.80% e o

componente principal 2 (CP2) explicou 31.53% da variancia dos dados.

Tabela 6. Analise dos componentes principais dos parametros avaliados no experimento de promocéo de
crescimento vegetal in vitro.

Componente  Autovalor % da variéncia

1 1.46 48.80
2 0.95 31.53
3 0.59 19.66

No CP1, o parametro indice de solubilizacdo de fosfato foi o que mais explicou a
variancia dos dados, seguido por fixacdo bioldgica de nitrogénio e producdo de AIA
(Tabela 7). Todos os parametros apresentaram cargas fatoriais positivas no CP1, mostrando
que estes estdo positivamente correlacionados entre si. No CP2, o parametro producédo de
AlA foi 0 que mais contribuiu para a variancia dos dados, seguido por fixacdo bioldgica de
nitrogénio. Os parametros indice de solubilizacdo de fosfato e fixacdo bioldgica de
nitrogénio apresentam carga fatorial negativa e estdo positivamente correlacionados entre

si, mas negativamente correlacionados com producéo de AlA.

Tabela 7. Contribuicdo dos pardmetros avaliados no experimento de promogdo de crescimento vegetal in
vitro para cada componente principal (CP1 e CP2). Parametros avaliados: indice de solubilizacdo de fosfato
(ISF), fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) e producéo de &cido indol-3-acético (AIA).

Parametro CP1 CP2
ISF 0.684 -0.060
FBN 0595 -0.531
AlA 0.422 0.846

De acordo com o gréafico de dispersédo dos componentes principais 1 e 2 (Figura 2),
os isolados que apenas produziram AIA ou ndo apresentaram resultados positivos para
parametro algum, estdo distribuidos ao lado superior esquerdo do grafico. Os isolados
distribuidos ao lado superior direito do grafico, apresentaram altos valores para producéo
de AIA. A maioria desses isolados com alta producdo de AIA foi obtida de P. rojasii
(Tabela 5).
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Figura 2. Gréfico de dispersdo dos componentes principais 1 e 2 considerando os descritores: produgdo de
acido-indol-3-acético (AlA), indice de solubilizacdo de fosfato (ISF), e fixagfo bioldgica de nitrogénio
(FBN). Todos os 105 isolados submetidos aos testes de promogédo de crescimento vegetal in vitro estdo
distribuidos no grafico. Fonte: programa estatistico Past, versdo 2.17c.

A bactéria 87, pertencente ao género Agrobacterium, destacou-se por produzir a
maior quantidade de AIA, 230.76 pug.mL?, entretanto, ndo apresentou capacidade de
solubilizar fosfato e fixar nitrogénio. A bactéria 86, do género Enterobacter, exibiu o
segundo maior valor para producéo de AIA, 223.6 ug.mL?, e foi capaz de fixar nitrogénio
e apresentou capacidade média de solubilizar fosfato. Similarmente, em estudo realizado
com isolados bacterianos de Paspalum spp., foi encontrado que endofiticos do género
Enterobacter exibiram de 105.05 a 263.74 pg.mL? de AIA (DE PAULA, 2019).
Diferentemente, Verma et al. (2017) relataram que o endofitico de arroz Enterobacter
asburiae produziu 70.81 + 0.98 pg.mL? de AIA (VERMA et al., 2017). A bactéria 38, do
género Pantoea, apresentou altos valores para solubilizacdo de fosfato (ISF = 3.13) e
produgdo de AIA (99.17 pgmL?), e também fixou nitrogénio. As trés bactérias
mencionadas sdo endofiticas de P. rojasii, sendo a Agrobacterium sp. isolada da raiz, e

Enterobacter sp. e Pantoea sp. isoladas da folha.
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Os isolados bacterianos que apresentaram valores mais altos para solubilizacdo de
fosfato e fixaram nitrogénio, distribuiram-se ao lado direito inferior do gréfico. A bactéria
6, isolada da rizosfera de P. compressifolium e pertencente ao género Pseudomonas,
destacou-se por exibir o maior indice de solubilizacdo de fosfato, 4.71, além disso,
apresentou valores positivos para producdo de AIA e FBN. A bactéria 36, do género
Enterobacter e isolada da folha de P. rojasii, exibiu o segundo maior ISF (3.93), fixou
nitrogénio e produziu AIA. Amaral et al. (2021) relataram que os isolados bacterianos de
outras espécies de Paspalum pertencentes ao mesmo Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
apresentaram valores mais baixos para solubilizacdo de fosfato inorganico, sendo o maior
valor de ISF = 2.36, proveniente de um isolado bacteriano de raiz. Outros estudos com
bactérias rizosféricas de plantas da familia Poaceae encontraram méaximo ISF = 3.5, em
isolados de gramineas (HAIYAMBO et al., 2015), e ISF = 3.5, em isolados de milho
(MANZOOR et al., 2017). Esses dados indicam que foram encontrados altos valores de ISF
no presente trabalho.

Dentre os géneros bacterianos encontrados na rizosfera da planta, o género
Pseudomonas esta constantemente associado a rizosfera e raiz de diversas espécies vegetais
(LI et al., 2017; NIU et al., 2017; SCHREITER et al., 2018; MOLINA et al., 2020). No
presente trabalho, a maior parte das Pseudomonas spp. foi isolada da raiz e rizosfera de
plantas de Paspalum. Considerando a essencialidade de P na nutricdo das plantas, a
capacidade de Pseudomonas spp. em solubilizar fosfato insolivel tem ganhado enfoque
(SELVAKUMAR et al., 2013). Deste modo, varias espécies solubilizadoras de fosfato
dentro deste género foram relatadas na literatura, por exemplo, P. stutzeri (HAIYAMBO et
al., 2015), P. putida (PASTOR et al.,, 2014), P. lutea (KWAK et al.,, 2016), P.
frederiksbergensis (ZENG et al., 2016), P. fluorescens (YADAYV et al., 2016), e P.
aeruginosa (PAUL; SINHA, 2017).

Em relacéo a fixacdo biologica de nitrogénio, no presente estudo, todos os isolados
do género Pseudomonas, exceto o isolado 48, fixaram nitrogénio. Esses resultados eram
esperados, pois, como mencionado anteriormente, bactérias desse género colonizam as
raizes das plantas, local com baixo nivel de oxigénio, onde ocorre a fixagdo biologica de N
por bactérias diazotroficas (ARAUJO et al., 2014). Patel e Archana (2017) utilizaram o

mesmo método in vitro para selecionar bactérias fixadoras de nitrogénio (meio NFb), e
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confirmaram a eficiéncia do método pela deteccdo do gene nifH em cada isolado, gene
marcador utilizado para identificar bactérias que possuem a capacidade de fixar N. Os
mesmos autores detectaram Pseudomonas spp. na comunidade diazotréfica de trés espécies
de planta da familia Poaceae (PATEL; ARCHANA, 2017). Dentro do género
Pseudomonas, a espeécie fixadora de N mais comum é a P. stutzeri (VENIERAKI et al.,
2014). Bactérias rizosféricas e diazotréficas dessa espécie foram encontradas em
gramineas, como trigo (VENIERAKI et al., 2011), sorgo (YU et al., 2011), arroz (PHAM et
al., 2017), e milho (KE et al., 2019).

Os membros da familia Enterobacteriaceae também sdo conhecidos fixadores de N.
Na rizosfera de gramineas, 82% das bactérias diazotrétficas pertencem a essa familia
(SARATHAMBAL et al, 2015). No presente trabalho, dentro da familia
Enterobacteriaceae, foram encontradas bactérias fixadoras de N dos géneros Enterobacter,

Pantoea e Serratia.

4.1.4 Atividade antagonista

Os isolados 3 (Alcaligenes sp.), 41 (Pseudomonas sp.), 51 (Serratia sp.) e 86
(Enterobacter sp.), os quais apresentaram resultados positivos para todos os parametros de
promocdo de crescimento testados in vitro, foram avaliados quanto as suas atividades
antagonistas contra os fungos Claviceps purpurea e Fusarium oxysporum, por serem
importantes fitopatdgenos de diversas culturas de interesse agronémico.

Em geral, os membros do género Claviceps, incluindo C. purpurea, afetam cereais e
gramineas, causando a doenca do Ergot, que resulta na substituicdo dos grdos por
esclerodios, estruturas de resisténcia do fungo. Os alcaloides contidos nessas estruturas
podem causar intoxicacdo severa em mamiferos (TUDZYNSKI; SCHEFFER, 2004). Em
gramineas do género Paspalum, Ergot é causada, principalmente, por Claviceps paspali,
tornando-se um sério problema na producdo de forragem, devido aos potentes danos
cerebrais provocados em bovinos (SCHARDL et al., 2013; OBERTI et al., 2020). C.
paspali e C. purpurea fazem parte do mesmo clado dentro do género Claviceps, sendo,
portanto, espécies filogeneticamente proximas (PAZOUTOVA, 2001; 2008). Os processos
de infeccdo dessas duas espécies em gramineas sdo similares, ocorrendo principalmente

através do estigma (LUTTRELL, 1977). O fungo Fusarium oxysporum infecta culturas de
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interesse econdmico mundialmente, atacando inicialmente as raizes, causando
murchamento e posterior morte da planta (GORDON, 2017).

Os resultados encontrados no presente trabalno mostram que todas as bactérias
testadas apresentaram alguma atividade antagonista contra C. purpurea (Figura 3).
Enterobacter sp./isolado 86 (Figura 3B) foi o isolado que melhor inibiu o desenvolvimento
de C. purpurea, seguido por Serratia sp./isolado 51, que formou um halo de inibicdo
(Figura 3A). O fitopatdgeno C. purpurea apresentou maior reducao no crescimento micelial
na presenca de Enterobacter sp., e em menor grau, na presenca de Alcaligenes sp./isolado 3
(Figura 3D). Espécies do género Serratia, sdo descritas por apresentarem atividade
antifungica contra varios fitopatdgenos, devido a atuacdo do pigmento prodigiosina em
sinergia com outros compostos (JIMTHA et al., 2017). O presente trabalho mostra a
auséncia de contato entre Serratia sp. e C. purpurea na placa (Figura 3A), sugerindo
atividade antagonista.

A inibicéo do crescimento de C. purpurea no presente trabalho pode ser atribuida a
competicdo por nutrientes, espaco, producdo de substancias toxicas pelos antagonistas, ou
por parasitismo, como pode ser o caso dos isolados 86 (Enterobacter sp.) e 3 (Alcaligenes
sp.), que colonizaram os fungos nas placas (Figura 3B, 3D, respectivamente). O controle de
Ergot é dificultoso devido a alta quantidade de esclerddios que permanecem no solo por
longos periodos (DUNG et al., 2016). O uso de bactérias como agentes de biocontrole sdo
uma opcdo eficiente e sustentavel, pois podem diminuir a abundancia dos esclerddios no
solo, reduzindo a infec¢do do fungo na planta a0 mesmo tempo em gque promovem 0 Seu
crescimento (KAUR et al., 2016).
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Figura 3. Teste de antagonismo contra o fungo Claviceps purpurea. A) Serratia sp./Isolado 51 ao lado
inferior e fungo ao lado superior da placa, B) Enterobacter sp./Isolado 86 ao lado inferior e fungo ao lado
superior da placa, C) Pseudomonas sp./Isolado 41 ao lado inferior e fungo ao lado superior da placa, D)
Alcaligenes sp./Isolado 3 ao lado inferior e fungo ao lado superior da placa.

Nenhum dos isolados apresentou atividade antagonista contra F. oxysporum (Figura
4). Observou-se crescimento do fungo sobre todos os isolados testados, em menor grau na
presenca de Serratia sp. (Figura 4A). F. oxysporum exibiu o maior crescimento micelial na
presenca do isolado Enterobacter sp. (Figura 4B). Esses resultados sugerem que F.

oxysporum inibe o crescimento bacteriano de todos os isolados testados.
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Figura 4. Teste de antagonismo contra o fungo Fusarium oxysporum. A) Serratia sp./Isolado 51 ao lado
inferior e fungo ao lado superior da placa, B) Enterobacter sp./Isolado 86 ao lado inferior e fungo ao lado
superior da placa, C) Pseudomonas sp./lIsolado 41 ao lado inferior e fungo ao lado superior da placa, D)
Alcaligenes sp./Isolado 3 ao lado inferior e fungo ao lado superior da placa.

Embora as espécies de fungo testadas ndo sejam descritas como patogénicas em
Paspalum spp., testes antagdnicos contra importantes fungos fitopatogénicos de outras
culturas sdo de extrema importancia, pois os isolados bacterianos antagonistas podem ser
testados e possivelmente utilizados para controle biol6gico em outras espécies vegetais de
interesse econdmico. Além disso, as bactérias endofiticas de Paspalum spp. antagonistas
podem inibir o crescimento e a propagacdo de um fitopatdgeno que infecta culturas
localizadas ao seu redor.
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4.2 Promocdao de crescimento vegetal in vivo por bactérias endofiticas e rizosféricas de
Paspalum spp.

4.2.1 Experimento com P. notatum em substrato

Para o teste de promocdo de crescimento vegetal in vivo, foram selecionados os
isolados bacterianos que apresentaram resultados positivos nos testes in vitro para
solubilizacdo de fosfato inorgénico, fixacdo biolégica de nitrogénio e producdo de AlA.
Além disso, priorizou-se a escolha de diferentes géneros bacterianos entre si, abordagem de
isolados das trés espécies de Paspalum e producdo variada de AIA. Tratamentos incluindo
o fungo fitopatogénico Fusarium oxysporum também foram inoculados para observacédo da
interacdo do fungo com as bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCVs) e P.
notatum.

Considerando os tratamentos compostos apenas por bactérias (Figura 5), todos 0s
isolados aumentaram a germinacdo das sementes e peso seco de raiz (PSR) de P. notatum
em relacdo ao controle (Tabela 8), sendo que o tratamento com Serratia sp. apresentou o
maior valor para esses dois parametros. Os maiores valores para comprimento de raiz (CR)
foram observados nos tratamentos com Enterobacter sp e Serratia sp. Nos parametros
relacionados a folha, os tratamentos com Pseudomonas sp., Serratia sp., e Enterobacter sp.
aumentaram o comprimento de folha (CF) e o tratamento com Alcaligenes sp. exibiu o
menor valor de CF, e apenas o tratamento com Pseudomonas sp. aumentou ligeiramente o
peso seco de folha (PSF). Serratia sp. foi a bactéria que promoveu o0 maior crescimento
vegetal de plantulas de P. notatum, seguido por Enterobacter sp., quando considerados 0s
tratamentos compostos por bactérias e controle.

A bactéria Serratia sp., obtida da rizosfera de P. lenticulare apresentou médio ISF
(2.29) e fixou nitrogénio, entretanto, exibiu o menor valor para producdo de AlA (2.68
ug.mL?) dentre os isolados testados em plantulas de P. notatum. Em contrapartida,
Enterobacter sp., extraida da folha de P. rojasii, apresentou o maior valor de AlA (223.6
ug.mL1) dentre os isolados testados em plantulas, e o segundo maior valor para esse
parametro dentre os 105 isolados bacterianos. Apesar de exibirem valores de AIA tdo
discrepantes, os tratamentos compostos por esses isolados foram estatisticamente iguais

para comprimento de raiz, e Enterobacter sp. apresentou menores valores para 0s outros
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parametros em relacdo a Serratia sp. Auxinas, como AlA, sdo 0os maiores aceleradores de
crescimento de brotos, junto com as giberelinas (TANIMOTO, 2005). Além disso, induzem
a formacdo de raizes adventicias em gramineas, incluindo o colo da raiz, as quais séo
estruturas extremamente importantes para a arquitetura das raizes de plantas desse género
(HOCHHOLDINGER; ZIMMERMANN, 2008; MCcSTEEN, 2010). Contudo, a
concentracdo endogena de AlA da planta desempenha um papel critico para o crescimento
da raiz e depende de varios parametros (TANIMOTO, 2005). Portanto, a promocao de
crescimento pela bactéria produtora de AIA vai depender do nivel interno desse fitormonio
na planta (DUCA et al., 2014), podendo explicar parcialmente o comportamento similar de
Serratia sp. e Enterobacter sp. nas plantulas de P. notatum do presente trabalho.

Ao colonizar a planta, a BPCV pode apresentar comportamento diferente daquele
observado nos testes in vitro para parametros de crescimento vegetal, devido a diversos
fatores, como aspectos relacionados ao sistema de defesa da planta (TEIXEIRA et al.,
2019), ou ainda, pode haver uma interacdo espécie-especifica da bactéria com a planta em
que foi isolada, podendo ser o caso da bactéria Alcaligenes sp., a qual ndo promoveu
crescimento nas plantulas de P. notatum. Amaral et al. (2021) investigaram o efeito de
BPCVs isoladas de diferentes espécies de Paspalum, e concluiram que a resposta da planta
a inoculacdo bacteriana ndo possui relagdo com os gen6tipos hospedeiros de Paspalum.
Similarmente aos resultados encontrados no presente trabalho, esses mesmos autores
observaram que Pseudomonas sp. isolada das plantas de Paspalum apenas aumentou 0 peso
seco de raiz, mas ndo promoveu aumento nos outros parametros de crescimento em P.
malacophyllum. Diferentemente, em estudo feito com Panicum virgatum, graminea de
estacdo quente, Gagne-Bourgue et al. (2013) encontraram que Pseudomonas fluorescens
solubilizadora de fosfato e produtora de AIA foi capaz de promover o seu crescimento.
Algumas espécies de Pseudomonas solubilizadoras de fosfato também promoveram o
crescimento das gramineas Cynodon dactylon, Poa annua e arroz (VERMA et al., 2018).
Corroborando com os resultados encontrados no presente estudo, Kotoky et al. (2019)
relataram que Serratia marcescens com capacidade de solubilizar fosfato, produzir AlA e
sideroforos, induziu alto crescimento na raiz em plantas de arroz. Em outro estudo, a
inoculacdo de Enterobacter sp. cepa 15S melhorou o sistema radicular em plantas de milho

sob deficiéncia de fosforo (P) e aumentou a concentragdo apenas nas P nas raizes
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(ZULUAGA et al., 2021). O tratamento com Enterobacter sp., no presente estudo,
apresentou o maior comprimento de raiz e o maior valor para solubilizacéo de fosfato (ISF
= 2.83) dentre os isolados utilizados no experimento in vivo. O crescimento das raizes
dessas plantulas pode ter sido estimulado pelo aumento da disponibilidade de P ocasionado

pelas bactérias.

Tabela 8. Efeitos dos isolados bacterianos de Paspalum spp. e Fusarium oxysporum na germinacao,
comprimento de raiz (CR), comprimento de folha (CF), peso seco de raiz (PSR) e peso seco de folha (PSF) de
plantulas de Paspalum notatum. Todas os isolados foram inoculados na presenca e auséncia de F. oxysporum.

Género Germinagdo PSR PSF
) F. oxysporum CR (cm) CF (cm)
bacteriano/Isolado (%) (mg)* (mg)*
Controle - 70.0 0.68 + 0.25b 5.78 + 1.18bcd 008 0.71
Alcaligenes sp./3 - 73.3 0.90 £ 0.34b 5.00 + 0.60d 020 0.59
Pseudomonas sp./41 - 80.0 1.02 £ 0.58b 6.13 + 1.26abc 0.13 0.72
Serratia sp./51 - 90.0 2.73+0.52a 6.59 + 0.74ab 0.26 0.70
Enterobacter sp./86 - 86.7 2.83+0.42a 6.18 £ 0.79abc 0.19 0.69
- + 93.3 2.57 £ 0.58a 6.24 + 1.12abc 0.16 0.68
Alcaligenes sp./3 + 86.7 2.715+0.77a 6.26 £ 0.91abc 0.20 0.79
Pseudomonas sp./41 + 63.3 2.77 £ 0.56a 5.63 £ 0.96¢d 0.20 0.69
Serratia sp./51 + 70.0 2.91 + 0.55a 6.13 £ 0.96abc 0.23 0.71
Enterobacter sp./86 + 80.0 2.82 + 0.54a 6.80 + 0.87a 0.19 0.83

*Meédia do peso total dividido pelo nimero de plantulas
Letras diferentes mostram diferencas estatisticamente significantes entre as médias de acordo com o teste de Tukey
(P<0.05). O erro padrdo é apresentado ao lado das médias para comprimento de raiz e comprimento de folha.
(“+” = presenca de F. oxysporum, “-” = auséncia de F. oxysporum).

Considerando todos os tratamentos, aqueles que incluiram F. oysporum aumentaram
comprimento e peso seco de raiz, e em menor escala, comprimento de folha em relacéo ao
controle, exceto o tratamento com Pseudomonas sp. e F. oxysporum. Esse mesmo
tratamento diminuiu germinacdo, comprimento e peso de folha. O tratamento com
Enterobacter sp. e F. oxysporum apresentou 0 maior comprimento e peso seco de folha
dentre todos os tratamentos.

Quando comparados 0s tratamentos compostos apenas por bactérias e bactéria + F.
oxysporum, diferentes respostas sdo observadas de acordo com o género bacteriano. A
bactéria Alcaligenes sp. inoculada com o fungo, aumentou G, CR, e PSF, mas ndo houve

diferenga em PSR, comprovado visualmente pelas raizes mais finas e fracas. Da mesma
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forma, a adicdo de F. oxysporum a bactéria Enterobacter sp., aumentou CF e PSF. Por
outro lado, o tratamento com Serratia sp. e F. oxysporum, diminuiu G, CF e PSR em
relacdo ao tratamento somente com Serratia sp. O tratamento composto apenas por F.
oxysporum aumentou todos os parametros em relacdo ao controle, exceto PSF.

Apesar de Fusarium ter aumentado ou mantido os parametros de crescimento
vegetal na maioria dos tratamentos, as plantulas que foram inoculadas com todos os
tratamentos contendo F. oxysporum, exibiram raizes e folhas extremamente finas e fracas
(Figura 6), e pouco solo aderido as raizes. De acordo com o teste de antagonismo in vitro,
os isolados bacterianos ndo apresentaram atividade inibitoria ao F. oxysporum. Bitas et al.
(2015) mostraram que cepas de F. oxysporum geneticamente e ecologicamente diferentes
promoveram o crescimento de Arabidopsis thaliana e tabaco por meio da producdo de
compostos volateis que afetam o transporte e sinalizacdo de auxinas na planta. Os
compostos volateis produzidos pelo fungo aumentaram comprimento e biomassa de raiz, e
duplicaram a densidade de raizes laterais (BITAS et al., 2015). No entanto, uma das cepas
utilizada no estudo havia sido anteriormente caracterizada como patogénica de A. thaliana
(OSPINA-GIRALDO et al., 2003; CZYMMEK et al., 2007). A formacéo de raizes laterais
e aumento da superficie radicular induzidos pela producdo de compostos volateis, facilitam
o0 potencial de colonizacdo tanto de cepas simbidticas como a infeccdo por cepas
patogénicas na planta, uma vez que aumentam os pontos de entrada para o sistema vascular
vegetal (BITAS et al., 2015).
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Figura 5. Plantulas de P. notatum submetidas a tratamentos somente com bactérias. A) Controle; B) Alcaligenes
sp./isolado 3; C) Serratia sp./isolado51; D) Pseudomonas sp./isolado 41; E) Enterobacter sp./isolado 86.

Figura 6. Plantulas de P. notatum submetidas a tratamentos com bactérias e F. oxysporum. A) F. oxysporum; B)
Alcaligenes sp./isolado 3 + F. oxysporum; C) Serratia sp./isolado51 + F. oxysporum; D) Pseudomonas sp./isolado
41 + F. oxysporum; E) Enterobacter sp./isolado 86 + F. oxysporum.
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O crescimento das plantulas de P. notatum inoculadas com F. oxysporum no
presente trabalho pode ter sido estimulado pelos compostos volateis produzidos pelo fungo,
entretanto, sdo necessarios experimentos de maior duracdo em casa de vegetacdo para
avaliacdo de plantas adultas a fim de confirmar se a cepa de F. oxysporum inoculada é
benéfica ou patogénica em P. notatum. Devido a fragilidade observada nas plantulas
tratadas com F. oxysporum, é provavel que elas ndo se desenvolveriam de forma saudavel
ou até mesmo ndo sobreviveriam a longo prazo. Em geral, quando patogénico, 0s membros
dessa espécie de fungo invadem a planta através das raizes e consequentemente bloqueiam
a passagem de agua e minerais através do xilema (CZYMMEK et al., 2007; MICHIELSE;
REP, 2009; RISPAIL; DI PIETRO, 2009).

Sementes de alta qualidade sdo fator critico para o sucesso no estabelecimento de
pastagens (GASPARETTO et al., 2021). A presenca de microrganismos patogénicos nas
sementes pode prejudicar a germinacdo, o desenvolvimento e qualidade de gramineas (DA
SILVA et al., 2020). Ainda, o patdgeno presente na semente pode se disseminar para outras
regides atraves do solo e contaminar outras areas e culturas (LAZAROTTO et al., 2012). O
género Fusarium foi encontrado em sementes de P. notatum (ROSSI DE AGUIAR et al.,
2013) e P. guenoarum (GASPARETTO et al., 2021), demonstrando que esse fungo pode
estar associado a reducdo do poder germinativo dessas sementes. No presente estudo,
apenas as sementes tratadas com Pseudomonas sp. e F. oxysporum simultaneamente

apresentaram germinacao reduzida em relacdo ao controle.
4.2.2 Experimento com Poa annua em agarose

As BPCVs de Paspalum spp. induziram diferentes respostas em plantulas de Poa
annua. A inoculacdo das bactérias do género Pseudomonas (isolados 27 e 41) promoveram
0s maiores crescimentos nas plantulas e provocaram diferentes padrdes nos pelos
radiculares (Tabela 9). Em contrapartida, as plantulas inoculadas com bactérias do género
Enterobacter (isolados 33, 83 e 86) apresentaram reducdo das raizes, embora tenham
exibido pelos radiculares longos e abundantes. Todos os isolados, exceto o isolado 33,
aumentaram significativamente o comprimento de folha.

Poa annua é uma graminea com adaptabilidade a diversas condigdes climéticas,
habitando desde regides polares até desertos (VARGAS; TURGEON, 2003). Devido ao seu
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alto valor nutritivo, é considerada uma espéecie economicamente importante para pastagem
de ovelhas e gados (MASSEY et al., 2007). No presente estudo, essa espécie foi utilizada
como outro modelo de graminea para triagem do potencial de crescimento vegetal dos
isolados bacterianos de Paspalum spp. Observou-se que o isolado 41 (Pseudomonas sp.)
ndo promoveu crescimento significativo em P. notatum, embora tenha sido um dos isolados
que promoveu o maior crescimento de plantulas de P. annua (Figura 7). Por outro lado, o
isolado 86 (Enterobacter sp.) diminuiu o crescimento da raiz de Poa annua, mas aumentou
comprimento de raiz de P. notatum. Apesar de serem experimentos em condig¢des distintas,
pode-se inferir que esses isolados apresentam comportamentos diferentes nas duas espécies
de graminea. Corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho, White et
al. (2018) constataram que diferentes isolados do género Pseudomonas promoveram
aumento significativo de raiz e folha de P. annua.

Os resultados obtidos da inoculacdo de isolados de Paspalum spp. em P. annua
mostraram que bactérias do mesmo género apresentaram comportamento similar em
relagdo ao crescimento de plantulas de P. annua, e revelaram que mesmo que tais bactérias
ndo promovam o crescimento de P. notatum, essas podem ser inoculantes promissores para

outras gramineas ou até mesmo outras culturas de interesse agricola.

Tabela 9. Efeitos dos isolados bacterianos de Paspalum spp. nos pelos radiculares, comprimento de raiz (CR)
e comprimento de folha (CF) em plantulas de Poa annua.

Tratamentos Isolado Pelos radiculares CR (cm) CF (cm)
Controle - Poucos/curtos 1.20 + 0.30b 1.47 + 0.60b
Pseudomonas sp. 27 Muitos/longos e irregulares 1.88 + 0.353 221+047a
Enterobacter sp. 33 Muitos/longos 0.70 + 0.18c 1.85 + 0.42ab
Pseudomonas sp. 41 Poucos/longos 1.99 + 0.28a 2.08 + 0.36a
Enterobacter sp. 83 Muitos/longos 0.59 + 0.15¢ 234 +0.29
Enterobacter sp. 86 Muitos/longos e ondulados 0.44 + 0.13c 2.12 +0.41a

Letras diferentes mostram diferencas estatisticamente significantes entre as médias de acordo com o teste de Tukey
(P<0.05). O erro padrdo é apresentado ao lado das médias de comprimento de raiz e comprimento de folha.
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Figura 7. Plantulas de Poa annua inoculadas com isolados bacterianos de Paspalum spp. em agarose 0.7%. A)
Plantula controle, B) Plantula inoculada com isolado 27 (Pseudomonas sp.), C) Plantula inoculada com isolado
41 (Pseudomonas sp.).

4.2.3 Visualizacdo microscopica de raizes de Paspalum notatum e Poa annua

A desinfeccdo superficial das sementes de P. notatum para remogdo de
microrganismos reduziu a producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO), como mostra a
raiz de plantula controle que exibe coloracdo mais clara que as demais (Figura 8A). As
plantulas de P. notatum inoculadas com os isolados bacterianos apresentaram maior
producdo de ERO, representada pela coloracdo mais escura das raizes (Figuras 8B, 8C e
8D). Irizarry e White (2018) relataram que plantulas de algodao inoculadas com Bacillus
amyloliquefaciens também apresentaram maior acimulo de ERO nas raizes do que as
plantulas ndo inoculadas. Nas plantulas controle, houve auséncia ou reduc¢do do numero e
tamanho dos pelos radiculares, enquanto todas as plantulas inoculadas com bactérias
exibiram pelos radiculares longos e abundantes. As mesmas caracteristicas foram
observadas em outros experimentos com gramineas, onde as sementes que tiveram a maior
parte dos seus endofiticos removidos, desenvolveram plantulas menores com pelos
radiculares reduzidos ou ausentes, e a reinoculacdo dos endofiticos nas sementes promoveu
o0 crescimento das plantulas e formacéo de pelos radiculares (VERMA et al., 2017; 2018).

Foi possivel observar a colonizacéo intracelular das bactérias em todas as plantulas
inoculadas de P. notatum e Poa annua. Nas Figuras 8C e 8D é possivel visualizar as

bactérias saindo pelas extremidades dos pelos radiculares.
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C D

Figura 8. Coloragdo das raizes de P. notatum com DAB. A) Raiz de plantula controle, B) Raiz e pelos
radiculares de plantula inoculada com o isolado 86 (Enterobacter sp.), C) Raiz e pelos radiculares de plantula
inoculada com o isolado 41 (Pseudomonas sp.) (referéncia de escala em Figura B), D) Bactérias saindo pelas
extremidades dos pelos radiculares (setas) de plantula inoculada com o isolado 86 (Enterobacter sp.)
(referéncia de escala em Figura A).

As raizes das plantulas do grupo controle de Poa annua apresentaram alta producéo
de ERO, possivel de ser detectada pela coloracdo mais escura da raiz (Figura 9A), embora
tenham exibido poucos ou nenhum pelo radicular. As plantulas inoculadas com os isolados
bacterianos também apresentaram alta producdo de ERO, porém produziram muitos e
longos pelos radiculares (Figura 9C e 9D), exceto aquelas inoculadas com a bactéria 41
(Pseudomonas sp.), que desenvolveram pelos irregulares (longos e curtos) e escassos
(Figura 9B).
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Figura 9. Coloragdo das raizes de Poa annua com DAB. A) Raiz de plantula controle, B) Raiz e pelos
radiculares de plantula inoculada com isolado o 41 (Pseudomonas sp.), C) Raiz e pelos radiculares de plantula
inoculada com o isolado 86 (Enterobacter sp.), D) Raiz e pelos radiculares de plantula inoculada com o
isolado 27 (Pseudomonas sp.).

Quando submetidas a condicbes de estresse, as células vegetais aumentam a
producdo de ERO, como superdxido, radicais hidroperoxila, peroxido de hidrogénio, e
radicais hidroxila. Da mesma forma, o sistema de defesa da planta é ativado nos estagios
iniciais da colonizacdo endofitica, produzindo ERO (LATA et al., 2018). Como a técnica
de coloracdo DAB torna visivel a producdo de oxigénio reativo (H202) produzido ao redor
da bactéria localizada no interior das raizes (WHITE et al., 2014), raizes de coloracdo mais
escura representam maior producdo de ERO.

De acordo com White et al. (2018), a exposicao das bactérias ao oxigénio reativo
provoca o vazamento de eletrolitos dos protoplastos bacterianos, dessa forma, o0s
componentes bacterianos oxidados podem ser absorvidos através da membrana plasmatica
pelas células da raiz vegetal. Esse processo acontece durante o ciclo rizofagico, no qual as
bactérias captam nutrientes presentes no solo, se tornam endofiticas atraves das
extremidades da raiz da planta, que extrai esses nutrientes das células bacterianas por meio

da producdo de ERO. Ap0s esgotadas de nutrientes, as bactérias sobreviventes sdo ejetadas
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através dos pelos radiculares, retornando para o solo comecando o ciclo novamente
(WHITE et al., 2018b). Na Figura 10 é possivel observar as bactérias saindo através da
extremidade do pelo radicular de Poa annua, o qual apresenta rompimento da parede

celular.

.

Figura 10. Bactérias saindo através da extremidade do pelo radicular de Poa annua (seta).

Os pelos radiculares possuem a funcdo de aumentar a superficie de contato das
raizes para melhor captacdo de nutrientes do solo, como fosfato e potassio (JUNGK, 2001).
O alongamento dos pelos radiculares nas plantulas inoculadas é, provavelmente, causado
pela sinalizacdo do 6xido nitrico das bactérias sobreviventes que se acumulam nas
extremidades dessas estruturas (WHITE et al., 2018b). No presente trabalho, as bactérias
Enterobacter sp. diminuiram o comprimento de raiz, mas aumentaram significativamente o
comprimento de folha das plantulas de Poa annua, possivelmente pelo aumento da
captacdo de nutrientes gerado pela alta quantidade de pelos radiculares (Figura 10C). O
aumento dos pelos radiculares em P. annua mostra que os isolados bacterianos de P.
notatum do presente estudo também possuem potencial em promover o crescimento de P.

annua.
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5. CONCLUSAO

Foi possivel isolar as bactérias endofiticas e rizosféricas cultivaveis de P. rojasii, P.
lenticulare e P. compressifolium. Foram encontrados 26 isolados bacterianos capazes de
solubilizar fosfato, fixar nitrogénio e produzir AlA simultaneamente.

As bactérias dos géneros Serratia sp. e Enterobacter sp. foram capazes de diminuir
o crescimento de Claviceps purpurea in vitro, porém nenhuma bactéria apresentou
atividade antag6nica a Fusarium oxysporum.

No experimento in vivo com plantulas de P. notatum, Serratia sp. promoveu o
maior crescimento vegetal, seguido por Enterobacter sp. O crescimento das plantulas de P.
notatum ndo foi inibido na presenca de F. oxysporum, e promoveu 0 maior crescimento
vegetal quando inoculado com Enterobacter sp. Entretanto, todas as plantulas inoculadas
com F. oxysporum exibiram raizes e folhas finas e frageis.

Os mesmos isolados bacterianos provocaram diferentes efeitos em P. notatum e Poa
annua. Os dois isolados pertencentes ao género Pseudomonas foram os melhores
tratamentos para promover o crescimento de plantulas de Poa annua.

As BPCVs promoveram desenvolvimento de pelos radiculares com diferentes
caracteristicas de acordo com o género bacteriano. Foi possivel observar a colonizacao
bacteriana intracelular nas raizes das plantulas e maior producdo de ERO nas raizes
inoculadas com bactérias.

O presente estudo identificou potenciais bactérias promotoras de crescimento
vegetal para serem futuramente aplicadas como inoculantes em Paspalum spp. e Poa annua
e reduzir o uso de agroguimicos, como Serratia sp. (isolado 51), Enterobacter sp. (isolado
86), Pseudomonas sp. (isolados 27 e 41). Entretanto, efeitos adversos que possam ser
causados aos seres vivos pelas BPCVs devem ser investigados para uso Seguro na

agricultura.
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1. INTRODUCAO

Biofertilizante é um produto composto por microrganismos vivos ou latentes
(inoculantes) com a finalidade de promover o crescimento vegetal através do aumento da
disponibilidade de nutrientes para a planta hospedeira, podendo ser aplicado nas sementes,
folhas ou solo (BARDI; MALUSA, 2012; MALUSA; VASSILEV, 2014). Sua formulacio
fornece facil manuseio e armazenamento prolongado, atuando como um instrumento de
entrega de microrganismos no campo (SAHU; BRAHMAPRAKASH, 2016; KOUR et al.,
2020). Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCVs), como solubilizadoras de
fosfato, fixadoras de nitrogénio e agentes de biocontrole, sdo mundialmente utilizadas
como componentes de Dbiofertilizantes (MOHAMMAD; SOHRABI, 2012; SAHU;
BRAHMAPRAKASH, 2016). Estima-se que o mercado global de bioestimulantes para
plantas aumentard 12% ao ano e atingira mais de USD 3,0 milhGes em 2022
(METICULOUS MARKET RESEARCH, 2017).

Embora as BPCVs sejam usadas comercialmente como biofertilizantes em culturas
agricolas, sua aplicacdo pratica pode nao ter o desempenho esperado na planta hospedeira,
devido a problemas referentes a estabilidade no solo, aplicagcbes em campo e sistemas de
distribuicdo (KOUL, 2019). Diversos fatores influenciam a colonizacdo bacteriana na
planta, muitas vezes resultando em rapida queda da populacdo bacteriana apds a
inoculagdo, reduzindo a sua atividade. Para evitar esse declinio no campo, as BPCVs
necessitam de um microambiente adequado e protecdo fisica por periodo prolongado
(BASHAN et al., 2014; TIMMUSK et al., 2017). A aplicacdo dos inoculantes requer
turfeiras ou veiculos liquidos para estabilizar e auxiliar as bactérias durante o
armazenamento e transporte (NAMASIVAYAM et al., 2014). No entanto, substancias
liquidas fornecem uma distribuicdo desigual de bactérias nas sementes, reduzindo sua
eficacia (COVARRUBIAS et al., 2012). Dessa forma, torna-se necessaria a exploragéo de
materiais alternativos para preservacdo da qualidade e eficicia do in6culo ao mesmo tempo
em que reduz custos para o agricultor e impactos negativos ao meio ambiente
(HERRMANN; LESUEUR, 2013).

Nos Ultimos anos, a nanotecnologia tem sido amplamente utilizada na agricultura de

precisdo. Devido ao pequeno tamanho e propriedades exclusivas em comparacao aos seus
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materiais em tamanho original, as nanoparticulas estdo sendo prospectadas para contornar
alguns obstaculos enfrentados no uso de biofertilizantes, como reprodutibilidade,
estabilidade no armazenamento, desidratacdo e sensibilidade a temperatura (BANSAL et
al., 2014; DUHAN et al., 2017). Materiais nanoestruturados provaram ser capazes de
aumentar o potencial das BPCVs como inoculantes, conhecidos como nano-biofertilizantes
e nano-biopesticidas. Nanoparticulas de silica, prata, zinco, titanio e ouro foram capazes de
aumentar a populagéo bacteriana e melhorar seus atributos para promogéo de crescimento
vegetal em diferentes espécies vegetais (DIMKPA et al., 2012; KARUNAKARAN et al.,
2013; RANGARAJ et al., 2014; PALMQVIST et al., 2015; SHUKLA et al., 2015; ZAND
et al., 2020).

Nanoparticulas (NPs) séo estruturas com dimensdes compreendidas entre 1 e 100
nm e sdo utilizadas para o desenvolvimento de materiais ou dispositivos com aplicacdes
variadas em materiais estratégicos (ARIVALAGAN et al., 2011). A exploracdo de
nanoparticulas € uma area de intensa pesquisa cientifica, uma vez que esses materiais
possuem propriedades novas, aprimoradas e sintonizaveis, com potenciais aplicacbes em
diversas areas, como fisica, quimica, biologia, ciéncias da satde e agricultura.

Nanoparticulas de oxido de silicio (SiOz), também conhecidas como silica, estéo
entre as NPs mais utilizadas (NEETHIRAJAN et al., 2009), podendo ser tanto extraidas do
ambiente como sintetizadas. As NPs de silica sdo amplamente utilizadas em diversas areas
do conhecimento devido a facilidade e baixo custo de sintese, sendo possivel a obten¢édo de
grandes quantidades de silica com morfologia e tamanho controlados, além de sua
biocompatibilidade, inércia quimica e ampla area superficial (RAO et al., 2005; JEELANI
et al., 2020). Uma de suas principais aplicacfes é a utilizacdo em sistemas de liberacao
controlada, permitindo o carregamento de diversos compostos, como farmacos, DNA,
RNA, proteinas, fertilizantes e pesticidas. Além disso, a silica € capaz de melhorar a
eficiéncia das moléculas (HOM et al., 2009; XU et al., 2019). Seu uso na agricultura
também foi relatado na formulacdo de pesticidas inteligentes e biorremediacdo para
aumentar a viabilidade de sementes de milho (ELANGO et al., 2011; KUMARI; SINGH,
2016; LIANG et al., 2020). Alem disso, a aplicacdo de silicio (Si) como fertilizante tem
sido uma potencial opcao sustentavel para a redugdo de estresses bidticos e abidticos em
diversas culturas (ETESAMI; JEONG, 2018).
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Nanoformulacbes aplicadas aos biofertilizantes sdo capazes de aumentar a
estabilidade e reprodutibilidade das BPCVs no meio ambiente, uma vez que promovem
resisténcia a dessecagdo, radiacdo UV e calor (VANDERGHEYNST et al. 2007;
GHORMADE et al. 2011). Nesse contexto, a associacdo de materiais nanoestruturados e
BPCVs pode ser uma ferramenta eficiente para aumentar a estabilidade e especificidade dos
biofertilizantes na agricultura, promovendo beneficios econdmicos e ambientais (MORAES
etal., 2021).

Diante dessa perspectiva, explorar o potencial agricola e biotecnoldgico de espécies
de Paspalum por meio de bactérias promotoras de crescimento vegetal associadas a
nanoparticulas de silica torna-se uma estratégia interessante e inovadora dentro do
agronegoécio. O presente trabalho € o pioneiro em explorar a associacdo de bactérias
promotoras de crescimento vegetal e nanoparticulas de silica em plantas do género

Paspalum.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de bactérias endofiticas e
rizosféricas isoladas de Paspalum spp. associadas a nanoparticulas de silica em plantulas de
Paspalum notatum, visando a formulacdo de nano-biofertilizantes para promoc¢do de

crescimento vegetal.

2.2 Especificos

e Atestar o potencial e interacdo das bactérias e nanoparticulas de silica para
promogcé&o de crescimento vegetal por meio da avaliacdo das plantulas inoculadas;
e Analisar e diagnosticar a colonizagdo bacteriana intracelular por meio de

microscopia optica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese e caracterizacao das nanoparticulas de SiO2

As nanoparticulas de SiO» foram desenvolvidas no Laboratorio Interdisciplinar de
Eletroguimica e Ceramica (LIEC) da UFSCar, Sdo Carlos, em colaboracdo com o Prof. Dr.
Emerson Rodrigues de Camargo e o doutorando Lucas da Silva Ribeiro.

Nanoparticulas esféricas de SiO2 foram obtidas pelo método de Stober et al. (1968).
As quantidades de ortosilicato de tetraetilo TEOS e hidréxido de amonio utilizadas foram
baseadas no estudo de Arantes et al. (2012), que mostrou que € possivel alterar o tamanho
das esferas modificando a proporcdo de TEOS/NHs. Nesta sintese, 70 mL de etanol anidro
(Synth 98.9%), 25 mL de &gua destilada, 1 mL de hidroxido de aménio (Synth 27%) e 6
mL de TEOS (Sigma Aldrich 98%) foram adicionados, respectivamente, nessa ordem, em
um Becker. A mistura foi mantida sob agitacdo constante por 24 h em temperatura
ambiente. Para remocdo do hidroxido de amonio, as nanoparticulas foram centrifugadas a
23000 rpm por 15 minutos trés vezes com etanol anidro. Para confirmar a formagéo da
silica, foi realizada a analise do espectro infravermelho por Espectroscopia por Refletancia
Difusa no Infravermelho com Transformada de Fourier (DRIFT) utilizando a regido 4000-
400 cm?, no equipamento Bruker Equinox 55. O tamanho e a morfologia das
nanoparticulas foram determinados por microscopia eletrénica de varredura (MEV) em
SEM-FEG ZEISS modelo SUPRA 35.

3.2 Isolados bacterianos de Paspalum spp.

As bacteérias utilizadas no presente estudo foram isoladas de plantas de diferentes
espécies de Paspalum (Tabela 1) conservadas no Banco Ativo de Germoplasma de
Paspalum localizado na Embrapa Pecuaria Sudeste - S&o Carlos, Sdo Paulo, Brasil
(21.9887° S, 47.8787° O).
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Tabela 1. Origem das bactérias utilizadas no presente estudo.

Género Isolado Planta Parte
Alcaligenes sp. 3 Paspalum compressifolium (BGP 380) Rizosfera
Enterobacter sp. 86 Paspalum rojasii (BGP 272) Folha

Serratia sp. 51 Paspalum lenticulare (BGP 281) Rizosfera

Os isolados bacterianos utilizados no presente estudo foram selecionados com base
nos testes in vitro para fixac@o bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e producéo
do fitormonio &cido indol-3-acético previamente realizados, descritos no capitulo 1. As trés
bactérias apresentaram resultados positivos para os parametros mencionados, sendo

consideradas potenciais promotoras de crescimento vegetal.

3.3 Crescimento bacteriano na presenc¢a de nanoparticulas

O experimento foi conduzido no Laboratorio do Prof. Dr. James White, na Rutgers
University - The State University of New Jersey, New Brunswick, NJ, USA.

Cada isolado bacteriano foi cultivado em caldo Luria-Bertani (LB) contendo 0.05
mg/mL e 0.1 mg/mL de nanoparticulas de SiO2 (85 nm) por 24 horas a 28 °C sob agitacéo
constante, e posteriormente, centrifugadas e lavadas com agua esterilizada por duas vezes
para remocdo total do meio de cultura do pellet bacteriano. As suspensdes bacterianas
foram padronizadas a 10°-108 UFC.mL™.

3.4 Material vegetal

O presente estudo foi realizado com sementes de Paspalum notatum cultivar
Argentine, da marca Wonderlawn®, lote 8340.
3.4.1 Desinfeccao superficial das sementes de Paspalum notatum

As sementes de P. notatum foram submetidas a tratamento com H2SO4 a 98% por
10 minutos, em seguida, lavadas com &gua esterilizada, e posteriormente desinfectadas com

NaOCI (Clorox®) a 4% por 30 minutos sob agitacio constante. Apds desinfectadas, as
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sementes foram lavadas com agua esterilizada e duplamente destilada para a remocéo

completa de NaOCI das superficies das sementes (WHITE et al., 2018a).

3.5 Experimentos de promocao de crescimento vegetal

As sementes desinfectadas foram submersas em solucdes dos diferentes tratamentos
(Tabela 2) por 2 horas (50 sementes para 1 mL de cada solugéo), e em seguida transferidas
para placas de Petri contendo 0.7% de agarose (10 sementes por placa) (VERMA et al.,
2018).

Em outro experimento, as sementes desinfectadas e igualmente submetidas aos
diferentes tratamentos (Tabela 2) foram colocadas em caixas Magenta contendo 15 gramas
de substrato composto por turfa, areia e perlita na proporcao de 2:2:1, e 40 mL de agua
esterilizada (10 sementes por caixa) (WHITE et al., 2018a).

Os experimentos em agarose e substrato foram realizados em triplicata e incubados
em ambiente controlado com temperatura de 30 °C durante o dia, 20 °C durante a noite, e
12 horas de fotoperiodo. Apds 25 dias, foram avaliados os parametros: comprimento de
raiz, comprimento de folha, e taxa de germinacdo das plantulas germinadas em substrato.
Os comprimentos de raiz e folha foram baseados na maior raiz e maior folha de cada
plantula. Em seguida, as plantulas foram transferidas para estufa a 70 °C por 48 h, e entéo
as raizes e as folhas foram pesadas em balanca eletrénica separadamente.

Tabela 2. Composicao dos onze tratamentos aplicados as sementes de P. notatum e controle. Estdo indicados
0 numero do tratamento, concentracdo de nanoparticulas (NPs) e géneros bacterianos utilizados em cada
tratamento.

Tratamento Concentra¢do NPs (mg/mL) Bactéria

Controle - -
1 0.05 ;
2 0.1 -
3 - Serratia sp.
4 0.05 Serratia sp.
5 0.1 Serratia sp.
6 - Alcaligenes sp.
7 0.05 Alcaligenes sp.
8 0.1 Alcaligenes sp.
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Tratamento Concentracdo NPs (mg/mL) Bactéria

9 - Enterobacter sp.
10 0.05 Enterobacter sp.
11 0.1 Enterobacter sp.

3.6 Visualizagdo das bactérias e nanoparticulas em microscopio 6ptico por coloragéo
com 3,3’-Diaminobenzidina (DAB)

Apos 25 dias de incubacdo em 0.7% de agarose, as raizes das plantulas foram
coradas por inundacdo em placas de Petri com 2.5 mM de tetracloreto de 3-3’-
diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) por 15 horas. DAB é
utilizado para visualizacdo do efeito do oxigénio reativo (H20.) produzido ao redor e no
interior das células bacterianas (WHITE et al., 2015). Em seguida, as raizes foram coradas
com anilina azul para melhor visualizacdo em microscopio éptico de campo claro com

lentes oculares de 10x e objetivas de 10x, 40x e 100x.

3.7 Analise estatistica

Para discriminacdo dos tratamentos, para 0s parametros comprimento de raiz e
comprimento de folha das pléantulas em substrato, foi realizada a andlise de variancia
(ANOVA) para 1 fator seguida pelo teste de médias Scott-Knott com nivel 0.05 de
significancia, utilizando o programa Sisvar, versdo 5.7 (FERREIRA, 2011).

Foi realizada a Analise dos Componentes Principais (ACP) para todos o0s
parametros avaliados utilizando o programa estatistico Past, versdo 2.17¢c (HAMMER et al.,
2001).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao das nanoparticulas de SiO2

O meétodo de Stober é amplamente utilizado porque permite a obtengdo de
nanoparticulas esféricas de tamanho controlado. Neste método, as nanoparticulas sdo

formadas através da hidrolise de um precursor de silica (TEOS). A reacdo ¢ catalisada por
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hidréxido de amonia, resultando em um tetraedro de Si(OH)4, o qual ¢ subsequentemente
condensado, formando a estrutura tridimensional da silica.

A andlise do espectro infravermelho foi realizada para confirmacéo da formacao da
silica, sendo possivel a visualiza¢do do espectro da nanoparticula sintetizada (Figura 1A). As
principais bandas relacionadas a silica sdo o trecho do grupo —OH na regido de 3700-3200
cm!, o trecho antissimétrico do grupo Si-O-Si na regido de 1320-1000 cm, o trecho do
grupo Si-OH na regido de 980-880 cm™!, e a deformacdo do grupo -OH na regido 845-765
cm’!. As nanoparticulas sintetizadas apresentam tamanho aproximado de 85 + 11 nm (Figura

1B) com morfologia esférica (Figura 1C).
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Figura 1. Caracteristicas das nanoparticulas (NPs) de silica sintetizadas. A) Espectro infravermelho da NP
sintetizada; B) Diametro das NPs; C) Imagem da morfologia esférica das NPs em MEV. Aumento = 50.00
KX; Tensdo de aceleracdo = 3.0 kV.

4.2 Andlise de componentes principais e teste de médias

A analise de componentes principais indicou que os dois primeiros componentes
explicaram 84.72% da varidncia dos parametros avaliados, sendo que o componente
principal 1 (CP1) explicou 68.05% e o componente principal 2 (CP2) reteve 16.67% da
variacdo dos dados (Tabela 3). Os autovalores ordenados sdo as variancias amostrais dos
componentes principais (MORRISON, 1976).
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Tabela 3. Analise de componentes principais dos parametros morfolégicos avaliados.

Componente  Autovalor % da variancia

1 3.40 68.05
2 0.83 16.67
3 0.44 8.76
4 0.26 5.19
5 0.07 1.33

Na tabela 4 estdo apresentados os parametros que mais explicaram a variagédo
observada entre os tratamentos dentro dos componentes principais 1 e 2.

No CP1, o descritor comprimento de raiz foi o que mais explicou a variancia dos
dados, seguido por peso seco de raiz, peso seco de folha, germinacdo e comprimento de
folha. Todos os parametros apresentaram cargas fatoriais positivas no CP1. No CP2,
comprimento de folha e peso seco de folha estdo positivamente correlacionados entre si, e
negativamente correlacionados com comprimento de raiz, peso seco de raiz e germinacao.
Comprimento de folha foi o parametro que mais contribuiu para a variacdo observada entre

o0s tratamentos, apresentando alta carga fatorial positiva no CP2.

Tabela 4. Contribuicdo dos pardmetros morfoldgicos para a anélise de componentes principais. Parametros
avaliados: comprimento de raiz (CR), comprimento de folha (CF), peso seco de raiz (PSR), peso seco de
folha (PSF) e germinagéo (G).

Parametro CP1 CP2
CR 0.490 -0.410
CF 0.400 0.642
PSR 0.460 -0.408
PSF 0.442 0.472

G 0.441 -0.176

De acordo com o gréafico de dispersdo dos componentes principais 1 e 2 (Figura 2),
o controle (C) e os tratamentos somente com nanoparticulas se distribuiram ao lado
superior esquerdo do grafico e oposto aos vetores dos pardmetros germinacdo (G),
comprimento de raiz (CR) e peso seco de raiz (PSR), pois apresentaram os menores valores
para esses parametros (Tabela 5). Portanto, os tratamentos que se caracterizaram por altos
valores para G, CR e PSR, encontram-se ao lado inferior direito do grafico. Os tratamentos
que apresentaram os maiores valores para comprimento de folha (CF) e peso seco de folha
(PSF) se concentraram ao lado superior direito do grafico, e em contrapartida, aqueles que

apresentaram baixos valores para CF e PSF se distribuiram ao lado inferior esquerdo.
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Figura 2. Gréafico de dispersdo dos componentes principais 1 e 2 considerando os parametros: comprimento
de folha (CF), peso seco de folha (PSF), comprimento de raiz (CR), peso seco de raiz (PSR) e germinagdo
(G). Todas as plantulas submetidas aos 11 tratamentos e plantulas controle (C), estdo distribuidas no gréfico.
Fonte: programa estatistico Past, versdo 2.17c.

Os tratamentos 4 (0.05 mg/mL NPs + Serratia sp.) (Figura 3F), 5 (0.1 mg/mL NPs
+ Serratia sp.) (Figura 3E), 8 (0.1 mg/mL NPs + Alcaligenes sp.), 9 (Enterobacter sp.), 10
(0.05 mg/mL NPs + Enterobacter sp.) e 11 (0.1 mg/mL NPs + Enterobacter sp.),
apresentaram 0s maiores comprimentos de raiz, indicando que as duas concentracGes de
NPs de SiO, aumentaram e mantiveram 0 crescimento da raiz quando associadas as
bactérias Serratia sp. e Enterobacter sp., respectivamente, e apenas a concentracdo de 0.1
mg/mL de NPs promoveu diferenca significativa no comprimento da raiz nos tratamentos
com Alcaligenes sp. (Tabela 5). Os mesmos tratamentos, exceto o tratamento 5 (0.1 mg/mL
NPs + Serratia sp.), também apresentaram os maiores valores para peso de raiz.

Com relagdo aos pardmetros referentes a folha, os tratamentos 3 (Serratia sp.)
(Figura 3D) e 9 (Enterobacter sp.) se destacaram por apresentarem os maiores CF. Os
tratamentos 5 (0.1 mg/mL NPs + Serratia sp.) e 10 (0.05 mg/mL NPs + Enterobacter sp.)

também promoveram o crescimento foliar em comparacdo ao controle. Da mesma forma,
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os tratamentos 3 (Serratia sp.), 5 (0.1 mg/mL NPs + Serratia sp.), 9 (Enterobacter sp.) e 10

(0.05 mg/mL NPs + Enterobacter sp.), apresentaram os maiores PSF.

A taxa de germinagdo foi maior nos tratamentos 3 (Serratia sp.), 5 (0.1 mg/mL NPs

+ Serratia sp.), 7 (0.05 mg/mL NPs + Alcaligenes sp.), 9 (Enterobacter sp.) e 11 (0.1

mg/mL NPs + Enterobacter sp.), sendo que os tratamentos 5 e 11 apresentaram 100% de

sementes germinadas.

Tabela 5. Efeitos dos tratamentos na germinacdo, comprimento de raiz, peso seco de raiz, comprimento de
folha e peso seco de folha de plantulas de Paspalum notatum.

Comprimento

Peso seco de

Comprimento

Peso seco de

Tratamento Germinagao (%) de raiz (cm) raiz (mg)* de folha (cm) folha (mg)*
C 80.0 1.70+£0.71d 0.092 5.96 £ 1.14c 0.77
1 76.66 1.63 +1.02d 0.16 6.36 + 1.03c 0.83
2 86.66 2.24 +1.05¢c 0.19 6.41+0.83c 0.88
3 96.66 2.92+0.79b 0.21 7.68 £ 1.22a 0.91
4 93.33 3.72+0.75a 0.28 6.32 £ 0.59¢ 0.88
5 100.0 3.47+0.68a 0.24 7.04 £1.03b 1.01
6 90.0 2.80+0.87b 0.23 6.18 + 1.05¢c 0.87
7 96.66 3.15+ 1.25b 0.21 6.21+1.10c 0.86
8 83.33 3.38£0.76a 0.28 6.75+ 0.95¢c 0.87
9 96.66 3.44 £ 0.56a 0.29 7.40 £ 0.89a 1.01
10 86.66 3.31+£0.5% 0.28 6.97 + 0.70b 0.92
11 100.0 344 +0.71a 0.31 6.64 + 0.78c 0.83

*Média do peso total dividido pelo nimero de plantulas
Letras diferentes mostram diferencas estatisticamente significantes entre as médias de acordo com o teste de Scott-Knott
(P<0.05). O erro padréo ¢ apresentado ao lado das médias para comprimento de raiz e comprimento de folha
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Figura 3. Plantulas de P. notatum controle e inoculadas com diferentes tratamentos. A) Controle; B) 0.05
mg/mL de NPs de silica; C) 0.1 mg/mL de NPs de silica; D) Serratia sp.; E) Serratia sp. e 0.05 mg/mL de
NPs de silica; F) Serratia sp. e 0.1 mg/mL de NPs de silica.

Apesar das bactérias terem sido isoladas de outras espécies de Paspalum, os
resultados obtidos no presente estudo mostram que essas bactérias podem ser promissoras
promotoras de crescimento em P. notatum, indicando que ha a possibilidade de elas
também serem benéficas para outras espécies desse género vegetal. Considerando apenas 0s
tratamentos com bactérias, o tratamento 9 (Enterobacter sp.) apresentou os melhores
resultados para todos os parametros avaliados, confirmando seu potencial para promogéo de
crescimento em P. notatum. As duas concentracfes de NPs adicionadas a essa bactéria nao
modificaram o comprimento de raiz, mas diminuiram o comprimento e peso de folha. A
concentracdo de 0.1 mg/mL de NPs associada & essa bactéria aumentou a taxa de
germinagdo e peso seco de raiz, sendo o maior valor dentre todos os tratamentos para esse
descritor (0.31 mg). Esses resultados corroboram com Boroumand et al. (2020) que
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também relatam o maior peso seco de raiz em plantas de agrido (Barbarea verna) quando
tratadas com bactérias solubilizadoras de fosfato associadas & nanosilica.

Serratia sp. promoveu alta taxa de germinagdo, grande aumento no comprimento e
peso seco de folha e aumento no comprimento e peso seco de raiz, comparado ao controle.
As duas concentracfes de NPs adicionadas a essa bactéria melhoraram seu desempenho
para 0s parametros comprimento e peso seco de raiz. A concentragdo de 0.1 mg/mL de NPs
aumentou o potencial dessa bactéria para germinacdo de sementes e peso seco de folha
(1.01 mg).

Alcaligenes sp. aumentou a germinacdo, comprimento e peso seco de raiz, e peso
seco de folha, embora ndo tenha aumentado o comprimento de folha, comparado ao
controle. NPs na concentracdo de 0.1 mg/mL aumentaram o potencial dessa bactéria para
comprimento e peso seco de raiz, porém diminuiu a taxa de germinacdo e ndo modificou
comprimento e peso seco de folha.

Nenhum dos tratamentos de BPCV associada as NPs de silica promoveu aumento
no comprimento das folhas em comparagédo aos tratamentos somente com BPCV, apesar de
ter ocorrido aumento no peso seco das folhas, como é o caso do tratamento 5 (0.1 mg/mL
NPs + Serratia sp.). Em contrapartida, as NPs associadas as BPCVs apresentaram efeito
positivo na germinacdo de sementes e parametros associados a raiz. O aumento do
comprimento e superficie da raiz ¢ importante vantagem para a planta, pois possibilita
maior alcance para captacdo de agua e nutrientes. A producdo do fitorménio AIA pelas
BPCVs é um dos fatores que promove modificacdo na arquitetura do sistema radicular das
plantas, uma vez que aumentam a quantidade de pelos radiculares e a area da superficie
radicular (ETESAMI et al., 2015; KAUSHAL; WANI, 2016). Estudos sugerem que 0
silicio promove a homeostase de fitorménios nas plantas, induzindo resisténcia sob
condicdes de estresse (YIN et al., 2013).

Karunakaram et al. (2013) constataram que quanto maior a concentragdo de
nanosilica, maior a viabilidade e crescimento de BPCVs. Além disso, a nanosilica
promoveu 100% de germinacdo e aumento do teor de nitrogénio, fosforo e calcio (NPK)
em plantas de milho (Zea mays). Similarmente, Pour et al. (2019) encapsularam BPCVs em
NPs de silica e relataram aumento no comprimento das raizes, biomassa vegetal e

comprimento de brotos em plantas de pistache UCB-1. No presente estudo, o aumento da
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germinacdo e parametros das raizes em alguns tratamentos com BPCV + NPs de silica pode
ser explicado pela potencializacdo da atividade bacteriana pela silica, que provavelmente
age como um substrato ou estimulante para os microrganismos (BOROUMAND et al.,
2020). A interacdo entre a nanosilica e a bactéria pode ser explicada pela propriedade de
hidratacdo da superficie das NPs de silica, facilitando a atracdo da bactéria, e
consequentemente aumentando sua resisténcia em meio acido (GORDIENKO; KURDISH,
2007; HIROTA et al., 2010).

Em relagdo aos tratamentos compostos apenas com NPs, quando comparados ao
controle, a concentracdo de 0.05 mg/mL de NPs (Figura 3B) diminuiu a taxa de
germinagdo, mas promoveu pequeno aumento no peso seco de raiz e folha. Ja a
concentragdo de 0.1 mg/mL de NPs (Figura 3C) aumentou a taxa de germinacao,
comprimento e peso seco de raiz, e peso seco de folha. Resultado similar foi encontrado por
Siddiqui e Al-Whaibi (2014), que relataram que a nanosilica beneficiou plantas de tomate
(Lycopersicum esculentum), aumentando a taxa de germinagéo e o peso seco de plantulas.

O silicio (Si) é um elemento abundante nos solos (WAINWRIGHT, 1997) que é
absorvido pelas plantas e facilita o crescimento das raizes através do aumento da extensao
da parede celular (ETESAMI; JEONG, 2018; HAMEED et al., 2013; VACULIK et al.,
2009). No presente trabalho, a concentracdo de 0.1 mg/mL de nanosilica promoveu
crescimento significativo da raiz em relacdo ao controle e ao tratamento com 0.05 mg/mL
de nanosilica, entretanto, os maiores comprimentos de raiz foram obtidos quando a
nanosilica estava associada as BPCVs.

Em geral, as plantas demandam silica para controle de estresses bi6ticos e abidticos
(MA, 2004), incluindo melhoria da eficiéncia da captacdo de agua e potencial fotossintético
nas plantas, promovendo forca mecénica e rigidez as folhas, prevenindo-as de tombamento
e ataques de patogenos (DATNOFF et al., 1997; JIAN et al., 2006; NAMAGANDA et al.,
2009). As gramineas (familia Poaceae), como Paspalum spp., contém de dez a vinte vezes a
mais de concentracdo de silica quando comparadas as leguminosas e outras dicotiledéneas
(RUSSELL, 1961). No presente estudo, foi observado que as plantulas inoculadas com
nanoparticulas de silica eram mais vigorosas e eretas, assim como suas raizes mais espessas

e fortes, enquanto as raizes dos controles eram muito finas e frageis.
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As plantas absorvem a silica sollvel presente no solo atraves das raizes, e
posteriormente transportam-na para as folhas, onde esse elemento € depositado na forma de
corpos silicosos (SiO2) (TUBANA et al., 2016; DESHMUKH et al., 2017). Desse modo, 0
aumento no peso seco das raizes das plantulas tratadas somente com NPs de silica pode ser
explicado pelo acumulo das NPs de silica nas raizes e aumento da absorcdo de agua do
solo, visto que o silicio atua na regulacdo osmdtica da planta (WANG et al., 2015; ZHU et
al., 2015).

Os resultados do presente trabalho mostram que as nanoparticulas de silica podem
ser utilizadas com as BPCVs Alcaligenes sp., Enterobacter sp. e Serratia sp. na formulacéao
de nano-biofertilizantes para Paspalum notatum. Mesmo que a nanosilica ndo modifique o
desempenho da bactéria na planta, ela ainda pode ser considerada promissora para proteger
e estabilizar a bactéria no campo contra estresses abidticos. Além disso, a silica fornece
defesa a planta contra estresses bidticos, como relataram Rangaraj et al. (2014) em estudo
que provou que o tratamento composto por nanosilica e BPCV aumentou a rigidez foliar e a
producdo de compostos fendlicos, fornecendo barreira fisica e resisténcia induzida contra
doencas em plantas de milho. Ainda, esses mesmos autores e outro estudo, realizado por
Karunakaran et al. (2013), constataram que as NPs de silica associadas as BPCVs foram
mais eficientes do que outras fontes de silicio em plantas de milho.

De acordo com os resultados encontrados no presente trabalho, nanoparticulas de
silica possuem potencial para serem utilizadas na formulacdo de nano-biofertilizantes para
Paspalum notatum. Contudo, esse é um estudo preliminar em que apenas plantulas foram
avaliadas em condi¢Bes ambientais controladas, por isso, S0 necessarios ensaios em campo
e avaliagdes de plantas maduras para anélise dos efeitos desses tratamentos influenciados

por fatores bidticos e abidticos a longo prazo.

4.3 Analise microscopica das raizes de Paspalum notatum

As raizes das plantulas de P. notatum inoculadas com os diferentes tratamentos
foram observadas em microscépio Optico para visualizacdo e confirmacdo da colonizagéao

bacteriana nas plantulas. As bactérias colonizaram as raizes das plantulas e induziram a
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formacdo de oxigénio reativo, indicado pela coloracdo marrom nos pelos radiculares
(Figuras 4 e 5).

Observou-se 0 aparecimento de pontos transparentes no interior dos pelos
radiculares nas tanto nas plantulas tratadas apenas com NPs como aquelas tratadas com
bactéria + NPs (Figura 4), que podem, possivelmente, ser nanoparticulas de silica
absorvidas pelas plantulas. As plantas absorvem diretamente alguns nutrientes dos
microrganismos endofiticos em um processo denominado ciclo rizofagico (WHITE et al.,
2018b). No ciclo rizofagico, os microrganismos na fase de vida livre captam nutrientes do
solo e se tornam endofiticos/intracelulares ao penetrarem as extremidades das raizes das
plantas, onde a planta hospedeira extrai esses nutrientes através de um processo oxidativo.
Depois de esgotados de nutrientes, os microrganismos saem da planta através dos pelos
radiculares, e se recarregam de nutrientes na rizosfera, iniciando o ciclo novamente
(WHITE et al., 2018b). Seguindo essa l6gica, hipotetiza-se que as bactérias utilizadas no
presente trabalho carregaram as NPs de silica para dentro da plantula hospedeira, que, por

sua vez, produziu oxigénio reativo para extrai-las das bactérias, e entdo a silica permaneceu

dentro dos tecidos radiculares.

Figura 4. Imagens de pelos radiculares de plantulas de Paspalum notatum tratadas com nanoparticulas de
silica observadas em microscépio Optico. As imagens mostram pontos transparentes no interior dos pelos
radiculares (setas). A) Plantula inoculada com tratamento 1; B) Plantula inoculada com tratamento 4; C)
Plantula inoculada com tratamento 10. Tratamento 1: 0.05 mg/mL NPs; Tratamento 4: 0.05 mg/mL NPs +
Serratia sp.; Tratamento 10: 0.05 mg/mL NPs + Enterobacter sp.

Na figura 5 € possivel visualizar as bactérias (coradas em azul) saindo da plantula
de P. notatum através do pelo radicular, indicando a colonizagdo dessas bactérias na
plantula. Diferentemente das imagens microscopicas das plantulas inoculadas com

nanosilica, a plantula inoculada apenas com bactéria (Figura 5) ndo apresenta pontos

transparentes no interior de seus pelos radiculares.
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Figura 5. Bactérias saindo dos pelos radiculares de plantulas de Paspalum notatum inoculadas com Serratia
sp. (setas) e observadas em microscopio optico.

5. CONCLUSAO

Os tratamentos compostos com as bactérias sem a presenca de nanoparticulas
promoveram crescimento nas plantulas de P. notatum. Nanoparticulas de silica na
concentracdo de 0.1 mg/mL associadas a Serratia sp. e Enterobacter sp. promoveram 100%
de germinacdo das sementes e 0 maior valor para peso seco de folha. A nanosilica também
melhorou parametros relacionados a raiz quando associadas a Alcaligenes sp., Enterobacter
sp., e Serratia sp. Os tratamentos que promoveram os melhores resultados nas plantulas de
P. notatum foram Serratia sp. + 0.1 mg/mL de NPs de silica, Enterobacter sp. + 0.05
mg/mL de NPs de silica, e somente Enterobacter sp. Contudo, considerando as vantagens
da inclusdo da nanosilica as formulagdes de biofertilizantes, o tratamento composto por
Enterobacter sp. + 0.05 mg/mL de NPs de silica seria mais vantajoso do que o tratamento
apenas com Enterobacter sp. para aplicacdo na agricultura.
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