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“Somos assim. Sonhamos o voo, mas tememos a altura. Para voar € preciso ter coragem para
enfrentar o terror do vazio. Porque é so no vazio que o voo acontece. O vazio é o espago da
liberdade, a auséncia de certezas. Mas é isso que tememos: o ndo ter certezas. Por isso
trocamos o voo por gaiolas. As gaiolas sdo o lugar onde as certezas moram.”

(Rubem Alves, interpretacao de O grande inquisidor).



RESUMO GERAL

FREITAS, Francisco Matheus Medeiros de. Diversidade funcional do género Nitrospirillum:
Caracterizacao de Mecanismos associados a Promocio de Crescimento Vegetal. RJ. 2026.
169f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do solo). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2026.

A sustentabilidade dos sistemas agricolas tropicais demanda estratégias que reduzam a
dependéncia de insumos sintéticos e aumentem a eficiéncia no uso de nutrientes. Neste
contexto, bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) representam uma alternativa
promissora, embora muitos géneros com potencial agrondmico permane¢am subexplorados. O
género Nitrospirillum, reconhecido por sua capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio
(FBN), carece de estudos integrados que liguem sua diversidade gendmica aos mecanismos
funcionais de promog¢ao de crescimento vegetal. Esta dissertagdo caracterizou a diversidade
funcional de estirpes tipo de Nitrospirillum spp., integrando andlises gendOmicas, ensaios
bioquimicos e avaliagdes fisioldgicas em plantas. No Capitulo I, dez estirpes foram analisadas
quanto a presenca de enzimas, vias metabdlicas e capacidades funcionais associadas a
promocao de crescimento, seguidas de validacdo fenotipica in vitro. As andlises genomicas
revelaram auséncia de rotas candnicas completas para sintese de auxinas dependentes de
triptofano, mas identificaram duas enzimas de finalizacdo: a aldeido desidrogenase
(EC 1.2.1.3), universal, que converte indol-3-acetaldeido em AIA; e a amidase (EC 3.5.1.4),
amplamente distribuida, que hidrolisa intermedidrios amidicos, permitindo a sintese de dcido
fenilacético (PAA), uma auxina nao inddlica. Todas as estirpes solubilizaram fosfato tricalcico
(associado a produc¢do de 4cidos organicos), mas foram inativas frente a fosfatos de ferro e
aluminio. A solubilizacdo de zinco foi mais eficiente para o 6xido de zinco (ZnO) do que para
o fosfato de zinco (Zn3(PO4)2). A producdo de siderdforos e a formagao de biofilme variaram
significativamente entre as estirpes, correlacionando-se com vias de biossintese de aminodcidos
e de poliaminas, respectivamente. A enzima ACC-desaminase esteve ausente em todas as
estirpes. No Capitulo II, as estirpes foram avaliadas quanto a promocao de crescimento em
plantas de milho (Zea mays L.) e braquiaria (Urochloa sp. sin Brachiaria). As respostas a
inoculagcdo foram dependentes do estddio de desenvolvimento e da intera¢do planta-bactéria.
No bioensaio, ndo foram detectadas diferencas estatisticamente significativas, mas tendéncias
numéricas indicaram que as estirpes BR 111427, BR 11163T ¢ BR 11828 apresentaram os
maiores incrementos relativos em comprimento radicular total. Em estddios mais avangados,
observaram-se tendéncias de promogio de crescimento, com destaque para BR 11140T e BR

11145 no milho, especialmente em parametros associados a parte aérea. Na braquidria, as



estirpes BR 118657, BR 11828T e BR 11164" apresentaram ganhos expressivos em biomassa
radicular e indice de comprimento radicular por volume. Conclui-se que o género
Nitrospirillum possui arquitetura metabdlica singular, baseada na producdo de auxinas
alternativas (PAA) e na solubilizacdo seletiva de nutrientes, aliadas a sua capacidade de fixagcao
bioldgica de nitrogénio (FBN). A eficiéncia da inoculacdo é modulada pela especificidade
estirpe-cultivar e pela disponibilidade de nitrogénio, posicionando o género como candidato a

bioinsumos direcionados para gramineas.

Palavras-Chave: gendmica funcional; promog¢do de crescimento; bactérias diazotroéficas;

planta-bactéria.



GENERAL ABSTRACT

FREITAS, Francisco Matheus Medeiros de. Functional Diversity of the Genus
Nitrospirillum: Characterization of Mechanisms Associated with Plant Growth
Promotion. RJ. 2026. 169p. Dissertation (Master Degree in Agronomy, Soil Science).
Agronomy Institute, Soil Department, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, Brazil, 2026.

The sustainability of tropical agricultural systems demands strategies that reduce dependence
on synthetic inputs and increase nutrient use efficiency. In this context, plant growth-promoting
bacteria (PGPB) represent a promising alternative, although many genera with agronomic
potential remain underexplored. The genus Nitrospirillum, recognized for its biological
nitrogen fixation (BNF) capacity, lacks integrated studies linking its genomic diversity to
functional plant growth promotion mechanisms. This dissertation characterized the functional
diversity of type strains of Nitrospirillum spp., integrating genomic analyses, biochemical
assays, and physiological evaluations in plants. In Chapter I, ten strains were analyzed for the
presence of enzymes, metabolic pathways, and functional capacities associated with growth
promotion, followed by phenotypic validation in vitro. Genomic analyses revealed the absence
of complete canonical tryptophan-dependent auxin biosynthesis pathways but identified two
final-step enzymes: aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3), universal in all strains, which
converts indole-3-acetaldehyde into IAA; and amidase (EC 3.5.1.4), widely distributed, which
hydrolyzes amide intermediates, allowing the synthesis of phenylacetic acid (PAA), a
non-indolic auxin. All strains solubilized tricalcium phosphate (associated with organic acid
production) but were inactive against iron and aluminum phosphates. Zinc solubilization was
more efficient for zinc oxide (ZnO) than for zinc phosphate (Zn3(POas)2). Siderophore
production and biofilm formation varied significantly among strains, correlating with amino
acid and polyamine biosynthesis pathways, respectively. The enzyme ACC deaminase was
absent in all strains. In Chapter II, the strains were evaluated for growth promotion in maize
(Zea mays L.) and signal grass (Urochloa sp. syn. Brachiaria). The responses to inoculation
were dependent on developmental stage and the plant-bacterium interaction. In the bioassay,
no statistically significant differences were detected, but numerical trends indicated that strains
BR 111427, BR 11163", and BR 11828T showed the highest relative increases in total root
length. At more advanced stages, growth-promoting trends were observed, with BR 11140 and
BR 11145 standing out in maize, especially for shoot-related parameters. In signal grass, strains
BR 11865", BR 11828", and BR 11164" showed expressive gains in root biomass and root

length per volume index. It is concluded that the genus Nitrospirillum possesses a singular



metabolic architecture, based on the production of alternative auxins (PAA) and selective
nutrient solubilization, coupled with its ability to biologically fix nitrogen (BNF). The
efficiency of inoculation is modulated by strain-cultivar specificity and nitrogen availability,

positioning the genus as a candidate for targeted bio-inputs for grasses.

Keywords: functional genomics; growth promotion; diazotrophic bacteria; plant-bacteria.
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1 INTRODUCAO GERAL

Em um cendrio marcado pela expansdo das fronteiras agricolas sobre solos degradados
e pela necessidade urgente de recuperacdo de extensas dreas de pastagens degradadas, a
dependéncia exclusiva de fertilizantes minerais revela limitacdes econdmicas, logisticas e
ambientais. Essa realidade impde a adocao de estratégias capazes de aumentar a eficiéncia no
uso de nutrientes, fortalecer a resili€ncia das plantas a estresses ambientais e reduzir os impactos
negativos associados aos sistemas agricolas.

Nesse contexto, tecnologias baseadas em processos biolégicos emergem como pilares
da intensificacdo sustentdvel da agricultura. O uso de insumos microbianos destaca-se como
uma alternativa promissora para ativar processos biogeoquimicos intrinsecos do solo, reduzir a
dependéncia de insumos quimicos e promover sistemas produtivos mais eficientes e resilientes.
Entretanto, a consolidacdo do uso de bioinsumos requer avangos cientificos que permitam
compreender, de forma funcional e estrutural, os microrganismos empregados, garantindo
eficiéncia agrondmica, previsibilidade de resposta e seguranga de uso.

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) constituem um grupo de
microrganismos capazes de beneficiar as plantas por meio de multiplos mecanismos diretos e
indiretos, incluindo a producao de fitormdnios, a mitigacao do estresse por etileno via atividade
da ACC-desaminase, a fixacdo bioldgica de nitrogé€nio, a solubilizacdo e mobilizacdo de
nutrientes limitantes, a produ¢do de sider6foros e exopolissacarideos, bem como a formagado de
biofilmes e a supressao de fitopatégenos. A atuacio integrada desses mecanismos posiciona as
BPCV como elementos centrais na interface solo—planta—microrganismo, especialmente em
ambientes tropicais caracterizados por baixa fertilidade natural e elevada pressdo ambiental.

Apesar do avancgo significativo na pesquisa sobre BPCV, se observa que os esfor¢os
cientificos permanecem concentrados em um conjunto restrito de géneros microbianos,
limitando a exploracdo de taxons alternativos com potencial agrondmico relevante. Nesse
contexto, o género Nitrospirillum, composto por bactérias diazotréficas e ja empregado com
sucesso em formulacdes comerciais, permanece sub-representado em estudos voltados a
prospeccdo sistematica de mecanismos de promogdo de crescimento vegetal.

Andlises recentes baseadas na integracdo de abordagens cienciométricas e gendmicas
comparativas, aplicada ao género Nitrospirillum, evidenciou de forma objetiva essa lacuna de

conhecimento. A andlise cienciométrica (2022-2025), conduzida a partir da base Web of
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Science e visualizada por meio do VOSviewer, revelou a concentragido da producao cientifica
em poucos géneros bacterianos, indicando a subexploracdo de Nitrospirillum em estudos de
promocao de crescimento vegetal. Paralelamente, a aplicacdo de um pipeline de gendmica
comparativa na plataforma BV-BRC demonstrou que estirpes desse género apresentam um
repertorio genético equivalente em diversas fun¢des-chave de promog¢do de crescimento,
incluindo rotas alternativas de biossintese auxinica, quando comparadas a géneros mais
amplamente estudados (Freitas et al., 2025).

Esses resultados ndo apenas confirmam o potencial biotecnoldgico do género, mas
também reforcam a importancia de abordagens integradas que avancem da predi¢do gendmica
para a validagdo funcional, por meio de ensaios bioquimicos e avaliacOes em sistemas planta—
solo. Assim, a integracdo entre cienciometria e gendmica comparativa estabelece uma base
racional para direcionar estratégias de prospec¢do microbiana, enquanto a validagdo
experimental tem seu valor para confirmar a expressao funcional desses mecanismos e
compreender sua relevancia agrondmica em condig¢des reais.

Culturas agricolas e forrageiras de interesse para os sistemas tropicais brasileiros, como
o milho (Zea mays L.) e as braquidrias (Urochloa sp.), atuam como modelos adequados para
esse tipo de investigacdo. O milho destaca-se por sua relevancia econdmica e por sua elevada
demanda nutricional, enquanto as espécies de braquidria desempenham papel central na
pecudria tropical e na recuperacdo de solos degradados, sendo fortemente dependentes de
interacOes benéficas na rizosfera para expressar seu potencial produtivo em ambientes de baixa
fertilidade.

Mediante a esse contexto, esta dissertacdo parte da hipdtese de que a efici€ncia
agronOmica de estirpes do género Nitrospirillum esti associada a expressdo integrada e
sinérgica de multiplos mecanismos de promog¢ao de crescimento vegetal, e que a caracterizacao
funcional desses mecanismos ¢ fundamental para otimizar seu desempenho em culturas
estratégicas.

Assim, o objetivo central deste trabalho foi caracterizar nove dez do género
Nitrospirillum quanto aos seus mecanismos de promoc¢ao de crescimento vegetal integrando
andlises genomicas in silico, com valida¢des bioquimicas in vitro e avalia¢des fisioldgicas em
plantas in vivo. Ao aprofundar o entendimento funcional desse género, o estudo busca contribuir
para o avanco cientifico no uso racional de insumos, para a valorizacdo da biodiversidade

microbiana e para o desenvolvimento de solucdes sustentdveis voltadas a agricultura tropical.
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2 REVISAO DE LITERATURA GERAL

2.1 AGRICULTURA E OS DESAFIOS PARA A SEGURANCA ALIMENTAR

A agricultura contemporanea enfrenta o desafio de produzir mais alimentos em um
planeta de recursos limitados pressionada pelo crescimento populacional que supera 8 bilhdes
em 2023 e pode chegar a 9,7 bilhdes até 2050. Além disso, os eventos de alteracdes climaticas
e da degradacao ambiental exigem sistemas inéditos de seguranga alimentar (FAO, 2024; Hart,
2022). Diante desses cendrios, torna-se essencial a transi¢do para sistemas agricolas resilientes,
com énfase em tecnologias de baixo impacto.

O Brasil consolida-se como um dos lideres globais no setor de bioinsumos, e essa adesao
€ vista como uma solucao estratégica importante, alinhada a objetivos cruciais para o futuro do
planeta, como o ODS (objetivo de desenvolvimento sustentdvel) 2 (Fome Zero), o ODS 13
(Ac¢ao Contra a Mudanga Climatica) e o ODS 15 (Vida Terrestre) (Gerum et al., 2023; Jacintho,
2022; Movimento Econdmico, 2024).

Culturas estratégicas como o milho (Zea mays L.) e a braquidria (Urochloa sp.)
assumem papel central nesse processo, tanto pelo peso econdmico quanto pelo potencial de
integracdo em sistemas produtivos mais equilibrados (Coelho et al., 2023; Machado; Garcia;
Concengo, 2023). A incorporagdo de insumos nessas culturas nido apenas potencializa a
produtividade, como também aumenta a resiliéncia dos sistemas agricolas frente as constantes
alteracoes climdticas (Guimaraes et al., 2022; Naamala; Smith, 2020). No entanto, para que o
potencial méaximo desses produtos bioldgicos seja alcancado, € crucial compreender e

caracterizar oS microrganismos que os compdem.

2.1.1 Milho (Zea mays L.)

Dentre os cereais cultivados no Brasil, o milho é o mais expressivo, por suas
caracteristicas fisioldgicas, a cultura possui alto potencial produtivo e os valores que envolvem
custos de producgio, sdo superados apenas pelo da soja. A produtividade do milho € altamente
dependente de um amplo espectro de condi¢des climaticas e de solo (Farooqi et al., 2022; Kim;
Lee, 2023).

Além de sua importancia agrondmica, o milho é amplamente reconhecido como uma
espécie modelo para estudos genéticos, fisioldgicos e gendmicos, desempenhando papel central

no melhoramento genético de cereais e no mapeamento de caracteristicas agronomicamente
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relevantes (Peer et al., 2024; Zhou; Xu, 2024). Investiga¢des envolvendo a domesticacao,
evolucdo do genoma, fisiologia do desenvolvimento, epigenética, resisténcia a pragas, heterose,
heranga quantitativa e gendmica comparativa tém utilizado o milho como sistema experimental
de referéncia (Strable; Scanlon, 2009).

Do ponto de vista nutricional, a cultura apresenta elevada exigéncia por nitrogénio (N),
sendo este o nutriente requerido em maior quantidade e, frequentemente, um dos principais
fatores limitantes da produtividade de graos (Dawar et al., 2024; He et al., 2024; Oliveira et al.,
2022; Rodrigues et al., 2018). Nesse contexto, estratégias bioldgicas capazes de aumentar a
eficiéncia de uso de nutrientes tornam-se particularmente relevantes para a cultura.

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), especialmente aquelas com
metabolismo diazotréfico associativo (fixadoras de N), exercem papel estratégico na cultura do
milho ao atuarem por multiplos mecanismos, incluindo a producdo de fitormonios que
modulam a arquitetura radicular e ampliam a explorag¢ao do solo (Francioli et al., 2025; Rios-
Ruiz et al., 2024; Vurukonda et al., 2016). Esses microrganismos podem atuar como endéfitos,
aumentando a atividade da nitrato redutase e contribuindo para o crescimento vegetativo e o
rendimento da cultura (Cassén et al., 2008; Hungria et al., 2010; Portugal et al., 2017; Reis et
al., 2020).

Dessa forma, o milho constitui um sistema experimental altamente adequado para a
caracterizacdo de mecanismos de promocdo de crescimento vegetal mediados por bactérias,
permitindo a integracdo entre abordagens bioquimicas, fisiolégicas e gendmicas, como as

desenvolvidas no presente estudo.

2.1.2 Braquiaria (Urochloa sp.)

As mudangas climdticas e o crescimento populacional global t€ém intensificado a
demanda por sistemas pecudrios mais produtivos e sustentdveis, especialmente em regides
tropicais, onde as pastagens constituem a base da alimentacdo de ruminantes (Montagu, 2020).
Nesse contexto, as gramineas forrageiras do género Urochloa (sin. Brachiaria) assumem papel
estratégico na producao pecudria e na sustentabilidade dos agroecossistemas tropicais.

Espécies como Urochloa brizantha, U. decumbens, U. humidicola e U. ruziziensis
destacam-se por sua elevada producdo de biomassa, rusticidade, adaptacdo a solos de baixa
fertilidade e tolerancia a estresses fisicos e quimicos, sendo amplamente utilizadas em

pastagens tropicais ao redor do mundo (Jank ez al., 2014; Vorontsova, 2022). Além disso, essas
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espécies apresentam sistema radicular profundo e altamente ramificado, favorecendo a
exploracdo do solo, a ciclagem de nutrientes e a estabilizacdo da matéria organica (Baptistella
et al., 2020; Rosolem; Steiner, 2017).

No Brasil, grande parte das dreas de pastagem encontra-se em algum grau de
degradacdo, caracterizada por baixa disponibilidade de nutrientes, compactacdo do solo e
reducdo da atividade biolégica. Estimativas recentes indicam que cerca de 40% das pastagens
brasileiras apresentam sinais de degradacgao significativa (Bolfe et al., 2024). Tradicionalmente,
a recuperacao dessas dreas tem sido baseada no uso intensivo de fertilizantes minerais, pratica
que eleva os custos de producdo e apresenta eficiéncia limitada em solos tropicais altamente
intemperizados (Almeida et al., 2025; Cruz et al., 2022).

Nesse contexto, a associacdo entre Urochloa sp. e microrganismos promotores de
crescimento vegetal representa uma estratégia para a recuperacao de pastagens degradadas, ao
favorecer processos-chave ligados a nutricdo vegetal, ao desenvolvimento radicular e a

melhoria da qualidade do solo (Duarte et al., 2020; Duarte et al., 2020; Hungria et al., 2021).

2.2 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL (BPCV)

Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), também descritas como plant
growth-promoting rhizobacteria (PGPR), constituem um grupo funcional de microrganismos
benéficos associados a rizosfera e tecidos vegetais que favorecem o crescimento e a saude das
plantas. Esses microrganismos ocorrem naturalmente no solo e podem ser isolados e aplicados
como inoculantes em sistemas agricolas para reduzir a dependéncia de fertilizantes sintéticos e
aumentar a sustentabilidade produtiva (de Andrade et al., 2023; Ikiz; Dasgan; Gruda, 2024).

Entre os microrganismos associados a esse grupo, se destacam diversos géneros
presentes em diferentes espécies vegetais, tais como Pseudomonas, Bacillus, Herbaspirillum,
Azospirillum, Rhizobium, Gluconacetobacter (Rios-Ruiz et al., 2024). Além disso, assim como
Nitrospirillum outros géneros tém se destacado, como Paenibacillus e Pantoea, atuando de
forma sinérgica e reforcando a diversidade funcional dos BPCV em sistemas agricolas (Kurt,
2025; Liu et al., 2025; Tariq et al., 2025).

O papel benéfico dessas comunidades microbianas na promocao de crescimento estd
relacionado a sua capacidade de modular processos fisioldgicos das plantas e interagdes
bioquimicas no solo, o que pode resultar em maior absor¢cao de nutrientes, melhor estrutura

radicular e maior resisténcia a estresses ambientais (Zhang, Tongrui et al., 2024).
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2.3 MECANISMOS DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL

As BPCV podem estimular o desenvolvimento das plantas através de diferentes
processos microbianos, sendo os mais estudados: (i) sintese de fitormdnios como: auxinas,
citocininas, giberelinas, dcido abscisico, dcido salicilico, desempenhando papeis na divisdo e
diferenciacao celular, impactando o crescimento vegetal, em particular das raizes e conferindo
as plantas tolerancia a estresses abidticos e bidticos; (ii) sintese da enzima ACC-deaminase (1-
aminociclopropano-1-carboxilato, precursor do etileno), responsavel pela degradacdo do ACC,
transformando-o em o-cetobutirato e amonia, retardando a producdo de etileno sob condi¢oes
de estresses bidticos e abidticos e promovendo desenvolvimento radicular; (iii) sintese de
exopolissacarideos (EPS); (iv) formacdo de biofilmes, favorecendo a sobrevivéncia sob
condi¢des de estresses abidticos e também favorecendo a disponibilidade de nutrientes; (v)
solubilizacdo e mineralizacdo de nutrientes, aumentando a disponibilidade desses nutrientes
(Alemneh et al., 2021; Almazrouei et al., 2025a; Bhat et al., 2023; de Andrade et al., 2023;
Jalal-Ud-Din; Elahi; Mubeen, 2024; Liu et al., 2025).

2.3.1 Auxinas

As BPCV influenciam o desenvolvimento das plantas por meio da sintese e modulacao
de hormonios, que s@o sinais quimicos fundamentais para processos fisioldgicos e adaptativos.
Entre os fitormdnios, as auxinas, em particular o 4cido indol-3-acético (AIA), o principal
representante das auxinas, desempenham papel central na regulacdo do crescimento celular,
diferenciacdo tecidual e respostas adaptativas a disponibilidade de recursos e estresses
ambientais. A producdo bacteriana de AIA e sua influéncia sobre o pool auxinico da planta tém
sido destacada como um dos mecanismos mais significativos de promog¢ao de crescimento,
afetando a arquitetura radicular, a eficiéncia nutricional e a tolerancia a estresses abidticos
(Etesami; Glick, 2024; Giri; Virk, 2025).

A auxina ndo atua apenas como reguladora de crescimento, mas uma molécula
integradora de multiplos processos fisiologicos. Esse hormonio coordena a elongacdo e a
divisdo celular, define padrdes de diferenciacdo vascular, controla tropismos fisicos, como
fototropismo e gravitropismo, e influencia diretamente a plasticidade radicular, aspectos
centrais para estratégias de aquisicdo de 4gua e nutrientes em ambientes varidveis (Gao;

Zhuang; Zhang, 2024; Musazade; Mrisho; Feng, 2025). Estudos recentes também demonstram
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que tanto plantas quanto microrganismos sdo capazes de modular os niveis locais e sist€émicos
de AIA, alterando a sensibilidade tecidual e integrando sinais de desenvolvimento com
estimulos ambientais (Kunkel; Ludwig-Miiller; Ma, 2024).

A producgido de auxina microbiana pode alterar a dindmica de sinaliza¢cdo hormonal nas
raizes, promovendo a formacao de raizes laterais, enraizamento adventicio e pelos radiculares.
Esses efeitos se refletem no aumento da superficie de exploragdao do solo, favorecendo a
exploragdo de agua e nutrientes, especialmente sob condi¢des de limitacdo ambiental ou
estresse abidtico (Swarnakar; Chakraborty, 2025). Além disso, a interagdo entre a sinalizagao
de auxina e outros hormonios, como citocininas e giberelinas, modula de forma integrada a
arquitetura do sistema radicular, refor¢cando o caréter adaptativo dessas interagdes fisiologicas
(Jan et al., 2024; Ma et al., 2024).

A biossintese de AIA em microrganismos associados a plantas ¢ um processo complexo
e diversificado, frequentemente dependente do aminoécido triptofano presente nos exsudatos
radiculares, cuja composi¢dao pode variar de acordo com o genétipo da planta (Gomes et al.,
2022; Woodward; Bartel, 2005; Zhao, 2010). Contudo, embora o 4cido indol-3-acético seja a
auxina biossintetizada por microrganismos mais estudada, bactérias associadas a rizosfera e a
tecidos internos das plantas também sdo capazes de sintetizar outros compostos com atividade
auxinica, incluindo auxinas ndo inddlicas ou moléculas denominadas auxin-like, que
contribuem de forma funcional para a promocdo do crescimento vegetal (Lee et al., 2024;
Pantoja-Guerra; Valero-Valero; Ramirez, 2024).

Além do AIA, destaca-se o acido fenilacético (PAA), uma auxina ndo inddlica
produzida por microrganismos associados as plantas e reconhecida por sua capacidade de
modular respostas fisiolégicas vegetais de maneira semelhante, embora ndo idéntica, ao AIA.
A presenca de PAA e de outros compostos auxin-like sugere que as auxinas microbianas
constituem um espectro mais amplo de sinais hormonais do que o AIA isoladamente,
aumentando a complexidade da regulacio hormonal em sistemas planta—microrganismo
(Kunkel; Ludwig-Miiller; Ma, 2024; Lee et al., 2024; Perez et al., 2023). Essas auxinas
alternativas podem atuar de forma complementar ou diferencial ao AIA, multiplicando as
respostas fisioldgicas da planta e reforcando a complexidade das interacdes hormonais
mediadas por microrganismos benéficos.

Além dos compostos produzidos diretamente por microrganismos, Compostos organicos
complexos do solo, como os dcidos hiimicos, também exibem atividade auxin-like, podendo

modular a sinalizagdo hormonal vegetal e induzir respostas fisiol6gicas tipicas de auxinas no
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sistema radicular. Estudos indicam que tratamentos com 4acidos himicos podem estimular vias
de biossintese e percep¢dao de auxinas e citocininas, promovendo crescimento radicular e
aumento da expressdao de genes associados a resposta hormonal (Pantoja-Guerra; Valero-
Valero; Ramirez, 2024; Rathor et al., 2024). Esses efeitos reforcam a ideia de que a regulacao
auxinica em sistemas solo—planta—microrganismo envolve um conjunto ampliado de sinais

bioativos, integrando metabodlitos microbianos, substancias himicas e hormonios vegetais, em

um cendrio complexo de crosstalk hormonal.

2.3.2 Precursor 1-Aminociclopropano-1-Carboxilato Deaminase (ACC-Deaminase)

As plantas em geral elevam seus niveis de etileno em resposta a estresses abidticos, o
que pode reduzir o crescimento radicular e geral. O etileno € um hormdnio gasoso essencial
para processos de desenvolvimento, como alongamento de raizes, senescéncia e respostas a
estresse, sendo sintetizado a partir do precursor 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) por
meio da acdo das enzimas ACC sintase e ACC oxidase. A acumulagao excessiva de etileno sob
estresse e altos niveis de ACC estd associada a inibicdo do crescimento vegetal (Baharudin;
Osman, 2023; Tabassum et al., 2024).

Dentre os processos realizados pelas BPCV, a acdo da enzima ACC-deaminase é
considerada como um dos principais mecanismos capazes de promover o crescimento vegetal.
Sua importancia se d4 devido ao seu papel na modulagao dos niveis de etileno no sistema das
plantas (Ferreira; Cunha, 2020). Bactérias que produzem ACC-deaminase sdo frequentemente
associadas a rizosfera ou ao interior de tecidos vegetais e atuam diretamente na degradacdo de
ACC, o precursor do etileno em plantas.

Parte do ACC produzido pela planta pode ser exsudado e absorvido por bactérias que o
convertem em amonia e a-cetobutirato por meio da acdo da enzima ACC-deaminase. Esses dois
produtos de reacdo sdo utilizados pelas bactérias como fonte de energia e de nitrogénio. A
absor¢do e subsequente hidrélise do ACC pela bactéria diminuem a quantidade de ACC no
ambiente externo da planta. Dessa maneira, para que o equilibrio entre os niveis internos e
externos de ACC seja mantido, a planta deve exsudar quantidades crescentes de ACC (Orozco-
Mosqueda; Santoyo; Glick, 2023). Desse modo, o ACC exsudado é metabolizado pela bactéria
e transformado em uma fonte de nitrogénio. Esta interacdo permite que microrganismos com
ACC-deaminase prosperem em nichos onde o nitrogénio estd em baixa disponibilidade,

utilizando ACC como recurso nutricional (Abd-Elhalim et al., 2024). Desse modo, as plantas



30
que interagem com BPCVs que possuem atividade de ACC-deaminase geralmente
desenvolvem raizes e brotacdes maiores e acumulam maior biomassa que as ajudam a se adaptar

ao ambiente (Almazrouei et al., 2025; Gupta, Anmol et al., 2022; Herpell et al., 2023).

2.3.3 Formacao de Biofilme

Um biofilme € um conjunto de células microbianas associadas a superficie que é
encerrado em uma matriz de substancia polimérica extracelular (Donlan, 2002). Comumente,
sdo comparados aos hidrogéis por conterem 80 a 90% de dgua e sua maior contribuicdo de
massa (~80% do seu peso seco) € atribuida a sua rede de biopolimeros da matriz extracelular
(Chai; Zaburdaev; Kolter, 2024).

Biofilmes existem em uma ampla variedade de superficies, incluindo superficies
foliares, tecidos vivos, dispositivos médicos implantados, cascos de navios e trocadores de
calor, onde o fluxo de nutrientes esta disponivel e a fixagdo a uma superficie € possivel por
meio da interagdo de caracteristicas do meio de crescimento, substrato e superficie celular
(Monnappa et al., 2014; Simdes; Simdes; Vieira, 2010; Singh et al., 2015).

Estruturas de superficie celular como pili, fimbrias, flagelos, outras proteinas, enzimas
envolvidas na ligacdo e metabolismo do digualinato ciclico (c-di-GMP), lipopolissacarideos
(LPS) e polissacarideos extracelulares (EPS) sdo componentes importantes nos estagios iniciais
da fixacdo bacteriana, superando as forcas repulsivas associadas ao substrato (Donlan, 2002;
O’Toole, 2011).

A adesdo bacteriana € um processo que pode ser afetado por diferentes fatores, incluindo
as caracteristicas fisico-quimicas das bactérias (hidrofobicidade, carga superficial), as
propriedades das superficies do material (composi¢do quimica, carga superficial,
hidrofobicidade, rugosidade e textura) e pelos fatores ambientais (temperatura, pH, tempo de
exposicao, concentracdo bacteriana, tratamento quimico ou a presenca de antimicrobianos e
condic¢des de fluxo de fluido) (Aradjo et al., 2010; Simdes; Simdes; Vieira, 2010).

Essas multicomunidades podem ficar aderidas em um substrato, sendo recobertas, ou
ndo, por uma matriz polimérica, a qual € produzida pelas proprias bactérias (Bhinu, 2006). O
biofilme formado na rizosfera por BPCVs desempenha diferentes papéis na protecao das plantas
aos estresses bidticos e abidticos. Entre os avangos que impactam a compreensdo de biofilmes,
destaca-se a investigacdo dos genes envolvidos na adesdo celular e na formagao do biofilme

(Sauer et al., 2022). As bactérias no ambiente e in vivo frequentemente vivem como biofilmes
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onde as células sdo incorporadas em uma matriz de substincias poliméricas extracelulares

(EPS) (Auerbach et al., 2000).

2.3.4 Solubilizacao de Nutrientes

As mudangas climdticas e o crescimento populacional global tém intensificado a
demanda por sistemas pecudrios mais produtivos e sustentdveis, especialmente em regides

tropicais, onde as pastagens constituem a base da alimentac¢do de ruminantes.

2.3.4.1 SOLUBILIZACAO DE FOSFORO (P)

O fésforo (P) € um nutriente limitante para o crescimento das plantas, pois, embora seu
teor em muitos solos seja relativamente elevado, a fracdo disponivel para absorcdo € bastante
reduzida, sobretudo em solos tropicais altamente intemperizados. Nesses ambientes, grande
parte do P encontra-se imobilizada em formas insoltveis de fosfatos de célcio (Ca), ferro (Fe)
e aluminio (Al), ou fortemente adsorvida a argilominerais (Gomes et al., 2022). Entre as
alternativas que possibilitam a melhoria na efici€ncia das fontes fosfatadas, destaca-se a agdo
dos microrganismos com capacidade de solubilizar fosfato (Prabhu; Borkar; Garg, 2019). Estes
microrganismos desempenham papel primordial na ciclagem de P no solo e conseguem
transformar o P insoldvel disponivel as plantas (Owen et al., 2015).

Dessa forma, a biota do solo pode contribuir com a fertilidade do solo e suprir as
necessidades nutricionais das plantas. Aplicag¢des agricolas de cepas bacterianas que melhoram
o uso de P demonstraram efeitos positivos na produtividade das culturas (Cozzolino et al., 2021;
Luo et al., 2024). BPCV com capacidade de solubilizar fosfatos (PSB) desempenham papel
fundamental na ciclagem e disponibilizacdo de P, convertendo formas insoliveis em
ortofosfatos assimildveis por plantas por meio de acidificacio do meio, secrecdo de dcidos
organicos e enzimas fosfatases, estimulando a absor¢ao de P e o crescimento vegetal (Samavat
et al., 2025).

Os mecanismos associados a disponibilizacao de P no solo por bactérias sdo variados e
estdo relacionados, principalmente a liberacao de 4cidos organicos, como acetato, succinato,
citrato, gluconato e consequente reducao de pH do solo, producao de exopolissacarideos, além
da acdo de enzimas fosfatases e fitases (de Almeida Leite et al., 2024; Goldstein; Lester; Brown,

2003; Santos-Torres et al., 2021). A 16gica é que os grupos carboxilicos dos dcidos organicos



32
se ligam aos cétions responsdveis pela precipitacdo do fosfato, aumentando a disponibilidade
de fésforo (Strom et al., 2001).

Além da producdo de acidos organicos, outros mecanismos também podem estar
envolvidos na solubilizacdo de P, como acidificagao (Braz; Nahas, 2012; Pan; Cai, 2023),
producdo de sideréforos (Faller; Leite; Kuramae, 2024; Hamdali et al., 2008) e producdo de
exopolissacarideos (Oliveira et al., 2024; Yi; Huang; Ge, 2008).

2.3.4.2 SOLUBILIZACAO DE ZINCO (ZN)

O zinco (Zn) é um micronutriente essencial para plantas, atuando como cofator de
enzimas envolvidas na sintese de proteinas, fotossintese, metabolismo de auxinas e resisténcia
a estresses abidticos; entretanto, sua mobilidade na solu¢do do solo € baixa, especialmente em
solos com pH elevado ou elevada adsorcdo a coloides minerais, reduzindo substancialmente a
disponibilidade de Zn para as raizes vegetais. Em solos tropicais intensamente intemperizados,
a formagao de compostos de zinco pouco soliveis impde uma limitagao adicional a absor¢ao
radicular (Jalal; Junior; Teixeira Filho, 2024; Khatun et al., 2018).

Enquanto o manejo com fertilizantes de Zn é uma priatica comum para corrigir
deficiéncias, bactérias solubilizadoras de zinco (ZnSB) tém se destacado como alternativa
sustentavel (Ali et al., 2023; Upadhayay et al., 2025). Esses microrganismos mobilizam Zn por
meio da producdo de acidos organicos que acidificam o ambiente da rizosfera, da quelatagcao
de fons Zn e da secrecdo de ligantes organicos que liberam Zn>** de compostos insoliveis,
tornando-o mais disponivel para absorcao pelas plantas (Jalal-Ud-Din; Elahi; Mubeen, 2024;
Mumtaz et al., 2022).

A presenca de BPCV em um ecossistema solo-raiz pode reduzir o efeito toxico de metais
em excesso ao formar complexos estdveis com Zn e outros metais pesados, reduzindo sua
disponibilidade téxica no solo e favorecendo a homeostase mineral da planta durante condi¢des

ambientais adversas (Shahid et al., 2025; Shahzad et al., 2023).

2.3.5 Producio de Siderdéforos

Sideréforos sao moléculas de baixo peso molecular produzidas por microrganismos em
resposta a limitacdo de ferro (Fe) no solo e possuem alta afinidade por Fe**, facilitando a captura
e disponibilizacdo desse micronutriente para as plantas (Xie et al., 2024). Ao sequestrar ferro e

formar complexos soldveis, sider6foros tornam o ferro mais acessivel as plantas em solos onde
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ele estd fortemente ligado a minerais, particularmente em solos calcarosos ou com baixa
solubilidade de Fe (Kamath et al., 2025; Zhang, Yating et al., 2025).

A produgdo de sideréforos por BPCV ndo apenas melhora a nutricdo de ferro das
plantas, reduzindo clorose e aumentando vigor vegetativo, mas também pode influenciar a
disponibilidade de outros micronutrientes, como P e Zn, por meio de processos de quelacdo e
competicdo por ions metalicos na rizosfera, favorecendo a mobilizacdo e absor¢cdo desses
elementos essenciais (Gupta, Govind et al., 2026; Zhang, Yating et al., 2025).

Além disso, sider6foros podem modular a microbiota do solo ao conferir vantagem
competitiva a microrganismos benéficos e suprimir a proliferagao de patégenos por limitagao
de ferro, colaborando com a satide geral das plantas e a resisténcia a estresses bidticos (Hanif
et al., 2024; Hegde; Premchand; Raghavendra, 2025; Kamath et al., 2025).

Por fim, a atividade sideroférica estd frequentemente associada a outras fungdes
promotoras de crescimento (como produc¢do de ACC-deaminase, fitormonios e solubiliza¢do
de nutrientes) tornando os sider6foros um dos mecanismos sistémicos pelos quais BPCV
contribuem para a nutri¢do mineral e o desempenho das culturas em solos de baixa fertilidade

(Plascencia-Espinosa et al., 2025).

2.4 GENERO NITROSPIRILLUM

As células de Nitrospirillum sdo Gram-negativas, nao esporulantes e que se
desenvolvem bem em meios especificos e apresentam uma temperatura 6tima de crescimento
em torno de 30°C, com uma faixa de pH que varia de 5 a 8 (Baldani et al., 2024). O gé€nero
Nitrospirillum foi formalmente proposto em 2014 apds a reclassificacio da espécie
Azospirillum amazonense para Nitrospirillum amazonense, com base em andlises filogenéticas
detalhadas de sequéncias de rRNA 16S e outros marcadores genéticos (Lin et al., 2014; Oren;
Garrity, 2018; Schwab et al., 2018). Esta reorganiza¢do taxondmica consolidou o género na
familia Azospirilliaceae (Hordt et al., 2020).

Desde entdo, foram descritas mais duas espécies: Nitrospirillum iridis, isolada de solo
rizosférico na Coreia, e a recém-descoberta Nitrospirillum viridazoti, isolada de plantas
gramineas no Brasil (Baldani er al., 2024; Chung et al., 2015). Anélises integradas recentes
levaram a proposta e a descricao formal de seis novas espécies: Nitrospirillum bahiense sp. nov.
(= BR 11865 ), Nitrospirillum guanabarense sp. nov. (= BR 11163 ), Nitrospirillum
guaranorum sp. nov. (= BR 11164Y), Nitrospirillum karajorum sp. nov. (= BR 11752 1),
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Nitrospirillum goiasense sp. nov. (= BR 11828 1) e Nitrospirillum pindoramense sp. nov. (=
BR 116227T). As espécies pertencentes a esse género apresentam ampla distribuicio geografica,
ocorrendo em diferentes biomas brasileiros, como a Amazodnia, a Mata Atlantica e o Cerrado,
além de demonstrarem elevada capacidade de colonizacao de dezenas de espécies vegetais, com
destaque para gramineas da familia Poaceae (Zilli et al., 2025).

Os microrganismos incluidos nesse género também se destacam por sua capacidade de
fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) e por promover o crescimento vegetal em varias culturas,
especialmente gramineas (Lange; Moreira, 2002; Rodrigues et al., 2008). A espécie N.
amazonense (N. viridazoti) tem sido amplamente estudada e utilizada comercialmente como
inoculante agricola para cana-de-agucar no Brasil, promovendo melhorias significativas na
produtividade e na eficiéncia do uso de nitrogénio, especialmente em dreas de solos de baixa

fertilidade (Bello; Ferreira; César, 2018; Domingues Duarte et al., 2020; Schultz et al., 2014;
Schwab et al., 2023).
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CAPITULO 1

PROSPECCAO GENOMICA E CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DO GENERO
NITROSPIRILLUM
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3 CAPITULO I: PROSPECCAO GENOMICA E CARACTERIZACAO BIOQIMICA
DO GENERO NITROSPIRILLUM

RESUMO

A integracdo entre ferramentas de bioinformadtica e bioquimicas tem acelerado a prospec¢do de
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV). O género Nitrospirillum, reconhecido
pela capacidade de fixacdao de nitrogénio e producdo de reguladores de crescimento, foi
investigado neste capitulo, por meio da correlacao entre perfis gendmicos e atividades
bioquimicas com efeitos potenciais na promog¢ao do crescimento em plantas. Dez estirpes foram
avaliadas quanto a producdo de compostos inddlicos, atividade de ACC-deaminase, produ¢do
de biofilme, solubilizagdo de nutrientes, correlacionando esses fendtipos com andlises
genOmicas. A biossintese de compostos inddlicos foi avaliada na presenca de Triptofano (Trp)
como precursor, utilizando o reagente de Salkowski. As estirpes produziram indéis na faixa de
4,77 a 8,72 ug-mL"! (sem diferencas significativas), com destaque numericamente para estirpe
BR 11140". As andlises gendmicas revelaram auséncia de rotas candnicas completas de
biossintese auxinica dependentes de 7rp. Embora as enzimas iniciais dessas vias estejam
ausentes, foram identificadas duas enzimas atuantes nas etapas finais do metabolismo: a aldeido
desidrogenase (EC 1.2.1.3), universal em todas as estirpes, que converte indol-3-acetaldeido
em AIA; e amidase (EC 3.5.1.4), amplamente distribuida, que hidrolisa intermediarios amidicos
aromaéticos derivados do indol e da fenilalanina. Isso possibilita que as estirpes acessem rotas
alternativas para a sintese de auxinas, como a via da fenilalanina, originando acido fenilacético
(PAA), uma auxina ndo indélica com reconhecida atividade biolégica. A atividade da ACC-
deaminase foi avaliada por crescimento bacteriano em meio contendo 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) como unica fonte de nitrogénio. Nenhuma das estirpes apresentou
crescimento detectdvel. Todas as estirpes possuem vias completas para sintese de citrato e
malato e, in vitro, foram capazes de mobilizar fésforo na forma de fosfato tricélcico, enquanto
a solubilizacdo de fosfatos de ferro e aluminio ndo foi detectada. A capacidade de solubilizar
zinco apresentou variacdes entre estirpes e fontes, sendo mais eficiente para 6xido de zinco
(ZnO) do que para fosfato de zinco (Zn3(PO4)2). A producao de Siderdforos, detectada apenas
nas estirpes com vias completas para lisina e treonina, foi avaliada qualitativamente pelo
método do Cromoazurol S e quantitativamente através do indice de solubilizacdo (IS), revelou
diferencas significativas entre estirpes, com as BR 118287, BR 11163T ¢ BR 11140T

apresentando elevada atividade na disponibiliza¢do de ferro. A formacgao de biofilme, associada
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a presenga de vias completas de poliaminas, variou amplamente, com maiores valores em
estirpes que combinam espermidina e putrescina. Em sintese, os resultados indicam uma
combinacdo de mecanismos de promoc¢do de crescimento vegetal. A auséncia de ACC-
deaminase sugere estratégias adaptativas distintas das BPCV classicas, destacando a
flexibilidade metabdlica do género e seu potencial como BPCV em solos com diferentes

condi¢Oes quimicas e microbioldgicas.

Palavras-Chave: dcido fenilacético; biossintese; promog¢ao de crescimento vegetal; gendmica

comparativa.
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ABSTRACT

The integration of bioinformatics and biochemical tools has accelerated the prospection of plant
growth-promoting bacteria (PGPB). The genus Nitrospirillum, recognized for its ability to fix
nitrogen and produce growth regulators, was investigated in this chapter by correlating genomic
profiles and biochemical activities with potential effects on plant growth promotion. Ten strains
were evaluated for indolic compound production, ACC deaminase activity, biofilm formation,
and nutrient solubilization, linking these phenotypes to genomic analyses. Indole biosynthesis
was assessed in the presence of tryptophan (7rp) as a precursor using the Salkowski reagent.
The strains produced indoles in the range of 4.77-8.72 ug-mL"! (no significant differences),
with numerical emphasis on strain BR 11140". Genomic analyses revealed the absence of
complete canonical Trp-dependent auxin biosynthesis pathways. Although the initial enzymes
of these pathways are missing, two enzymes acting in the final metabolic steps were identified:
aldehyde dehydrogenase (EC1.2.1.3), wuniversal in all strains, which converts
indole-3-acetaldehyde into IAA; and amidase (EC3.5.1.4), widely distributed, which
hydrolyzes aromatic amide intermediates derived from indole and phenylalanine. This enables
the strains to access alternative auxin synthesis routes, such as the phenylalanine pathway,
yielding phenylacetic acid (PAA), a non-indolic auxin with recognized biological activity. ACC
deaminase activity was assessed by Dbacterial growth on medium containing
1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) as the sole nitrogen source; no detectable growth
was observed for any strain. All strains possess complete pathways for citrate and malate
synthesis and, in vitro, were able to mobilize phosphorus from tricalcium phosphate, whereas
solubilization of iron and aluminum phosphates was not detected. Zinc solubilization capacity
varied among strains and sources, being more efficient for zinc oxide (ZnO) than for zinc
phosphate (Zn3(POs4)2). Siderophore production, detected only in strains with complete lysine
and threonine pathways, was evaluated qualitatively by the Chrome Azurol S method and
quantitatively by the solubilization index (SI), revealing significant differences among strains,
with BR 11828T, BR 11163", and BR 11140" showing high iron-mobilizing activity. Biofilm
formation, associated with the presence of complete polyamine pathways, varied widely, with
higher values in strains combining spermidine and putrescine. In summary, the results indicate
a combination of plant growth-promoting mechanisms. The absence of ACC deaminase

suggests adaptive strategies distinct from classical PGPB, highlighting the metabolic flexibility
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of the genus and its potential as a PGPB in soils with different chemical and microbiological

conditions.

Key words: phenylacetic acid; biosynthesis; plant growth promotion; comparative genomics.
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3.1 INTRODUCAO

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) representam aliadas
estratégicas para o aprimoramento de sistemas agricolas, uma vez que sdo capazes de
estabelecer associacdes benéficas com plantas, contribuindo para o desenvolvimento vegetal e
consequentemente para a saide e qualidade do solo. Esses organismos atuam por meio de
mecanismos diretos, como a fixacao de nitrogénio, a disponibilizacdo de nutrientes no solo,
sintese de hormonios, além de mecanismos indiretos, como protecdo contra patdgenos e
mitigacdo de estresses abidticos (Castaldi et al., 2023; Dushku et al., 2025; Khosravi et al.,
2024; Ortega-Ortega et al., 2024; Zaid et al., 2022).

Compreender os mecanismos moleculares subjacentes a essas interagdes planta-
microrganismo exige a andlise detalhada de genomas e proteinas bacterianas, tarefa para a qual
plataformas bioinformaticas se tornam ferramentas essenciais (Mariano, 2025).

Entre elas, destaca-se o BV-BRC (Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center),
mantido com apoio do National Institutes of Health (NIH) e do National Institute of Allergy
and Infectious Diseases (NIAID), que integra um extenso banco de dados gendmicos a
ferramentas analiticas voltadas a bacteriologia e virologia (Capria et al., 2025). Seu fluxo de
trabalho permite a montagem, anotacdo e comparacdo de genomas, além de anélises
filogenéticas e classifica¢ao de subespécies (Olson et al., 2023).

Apesar do potencial funcional das BPCVs ser bem reconhecido, a base gendmica que
sustenta esses mecanismos e a diversidade natural entre diferentes estirpes de Nitrospirillum
ainda ndo sdo completamente elucidadas. Para investigar sistematicamente essa diversidade e
seu potencial biotecnolégico, o Capitulo I deste estudo adotou a plataforma BV-BRC como
ambiente integrado para todas as andlises bioinformaticas.

Assim, este capitulo consistiu em uma andlise exploratoria in silico destinada ao
mapeamento e a caracterizagdo da distribuicdo de enzimas, identificadas por seus respectivos
numeros de classificagdo enzimatica (EC), bem como, quando presentes, dos genes associados
aos principais mecanismos de promocao de crescimento vegetal. Esses mecanismos incluem a
biossintese de auxina, a formacdo de biofilme, a solubilizacdo de nutrientes, com €nfase em
fosforo e zinco, a producdo de sider6foros e a presenca de ACC-deaminase. De forma
complementar, ensaios bioquimicos preliminares in vitro foram realizados com o objetivo de

avaliar a capacidade das diferentes estirpes em apresentar 0s mecanismos supracitados.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Analises In Silico
3.2.1.1 OBTENCAO DOS DADOS E IDENTIFICACAO DE GENOMAS

Os genomas foram obtidos da plataforma BV-BRC (versao 3.43) (Tabela 1). A extensao
RASTtk foi utilizada para analisar regides codificadoras e funcionais dos genomas das estirpes

de Nitrospirillum spp.

Tabela 1 — Genomas obtidos do acesso a base de dados do Bacterial and Viral Bioinformatics
Resource Center (BV-BRC).

Species Strain Gegovlfl];l{]é m Status corﬁgn te Genome length CDS

N. viridazoti BR 111407 28077.7 Complete 67.34 7,476,108 bp 6479
N. amazonense BR 111427 28077.15 WGS 67.46 6,877,902 bp 6103
N. viridazoti BR 11145 1441467.6 WGS 67.52 7,289,358 bp 6387
N. guanabarense BR 111637 3104323.3 WGS 67.59 7,102,693 bp 6385
N. guaranorum BR 11164T 31043243 WGS 68.17 6,973,991 bp 6077
N. pindoramense BR 116227 28077.8 WGS 67.21 6,574,974 bp 5741
N. karajorum BR 117527 3104293.3 WGS 67.29 6,476,720 bp 5849
N. guiasens BR 118287 3104325.3 WGS 67.65 6,328,746 bp 5623
N. bahiense BR 118657 28077.8 WGS 67.57 7,030,307 bp 6136
N. iridis BR 15444T 765888.3 WGS 67.236 7,088,717 bp 6192

Complete - Genoma completo; WGS - Whole Genome Sequencing (Sequenciamento do genoma completo);
Coding Sequence - Sequéncia Codificante. Fonte: Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center.

3.2.1.2 ESTRATEGIA DE ANALISE COMPARATIVA FUNCIONAL

3.2.1.2.1 Comparative Systems e Integracdo de Ferramentas

A plataforma Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC) foi
utilizada como ambiente integrado para a condugao das andlises funcionais comparativas in
silico, possibilitando a integragcdo de genomas previamente anotados pelo pipeline RASTtk com
ferramentas especificas para andlise de vias metabdlicas, fun¢des enzimadticas e comparagao
entre multiplos genomas.

As andlises comparativas foram conduzidas por meio da ferramenta Comparative
Systems que permite a avaliacdo simultanea da presenca, auséncia e abundancia relativa de
genes ou funcdes enzimadticas entre diferentes genomas, com base em anotagdes funcionais

padronizadas, especialmente aquelas associadas a nimeros de classificagdo enzimética (EC).
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Essa abordagem permite inferéncias sobre o potencial metabdlico comparativo das estirpes
analisadas, sem depender exclusivamente da identificacdo de genes estruturais individuais.
Para cada conjunto de vias metabdlicas investigadas, foram utilizados descritores
funcionais, nimeros de classificacdo enziméatica (EC) como termos-chave de busca, inseridos
no campo “Filter by one or more keywords”, presente na ferramenta Protein Families. Esta
etapa inicial teve como objetivo a triagem das funcdes potencialmente associadas aos
mecanismos metabodlicos de interesse.
Apés a primeira triagem, os resultados de buscas foram organizados através da
ferramenta Pathway Summary, que fornece uma listagem detalhada das vias metabdlicas
associadas a cada genoma analisado. Essa etapa resultou, em muitos casos, em um conjunto de

grande volume de pathways, exigindo uma avaliagdo criteriosa de cada via identificada.

3.2.1.2.2 Geragdo e Interpretagdo de Resultados

A partir da listagem gerada pelo Pathway Summary, cada via metabdlica foi analisada
em detalhe por meio da ferramenta Pathway View, que disponibiliza mapas metabdlicos
baseados no KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), acessados diretamente pelo
BV-BRC. Essa visualizagdo permitiu a inspe¢do de cada metabolismo, contemplando todas as
enzimas que o compdem, independentemente de estarem presentes, ausentes ou ndao anotadas
nos genomas analisados. Essa abordagem permitiu a avaliagdo do metabolismo em sua forma
integral (bruta), servindo como base para a identifica¢ao das funcdes efetivamente anotadas em
cada estirpe.

Adicionalmente, a ferramenta Pathway View permite a sintese das fun¢des enzimadticas
relevantes na forma de heatmaps metabdlicos, nos quais é representado o nimero de cépias das
fungdes anotadas com base nos nimeros de classificacdo enzimdtica (EC). Esses valores sdo
traduzidos em escalas cromadticas que facilitam a interpretacdo comparativa dos dados.

As tonalidades de cor nos heatmaps indicam o nimero de cépias das enzimas (EC)
associadas a cada via metabdlica em cada estirpe, sendo: preto = auséncia (0 copias), amarelo
= presencga Unica (1 cOpia), laranja = duplicacdo (2 cépias) e vermelho = multiplas copias (> 3).
Essa variacdo cromdtica reflete diferencas no potencial metabdlico entre os genomas
analisados.

Esses heatmaps foram empregados como a principal ferramenta visual para a

comparacdo do potencial funcional entre as estirpes de Nitrospirillum spp. e os genomas de
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referéncia, permitindo a identificacdo de padrdes metabdlicos conservados e especificos entre

os diferentes grupos analisados.

3.2.2 Mapeamento Funcional dos Alvos Metabélicos

3.2.2.1 BIOSSINTESE DE AUXINA

A investigacdo do potencial de biossintese de auxina foi conduzida por meio da
identificacdo de enzimas-chave (numeros EC) envolvidas nas vias metabdlicas do Triptofano
(Trp) e, posteriormente, da Fenilalanina (PAA).

Para fornecer um painel comparativo robusto, a andlise incluiu, além dos genomas de
Nitrospirillum spp., o agrupamento do genoma de géneros bacterianos reconhecidos por suas
vias completas de biossintese de auxinas dependentes triptofano. Foram anexados os géneros

Agrobacterium, Bacillus, Pseudomonas e Rhizobium (Tabela 2).

Tabela 2 — Catdlogo de identificadores de genomas de referéncia utilizados nas anélises in silico
para biossintese de auxina.

Genome ID Espécie Linhagem/estirpe
373.198 Agrobacterium vitis CG3
1064539.50 Azospirillum baldaniorum Sp245
192.50 Azospirillum brasilense Sp7
1396.4989 Bacillus cereus Gl1-11
1428.336 Bacillus Thuringiensis BR37
303.1288 Pseudomonas putida OPM-ctrl2
384.304 Rhizobium leguminosarum SM52

Fonte: Elaborada pelo Autor.

Inicialmente, a busca priorizou as rotas bioquimicas cldssicas para sintese de acido
indol-3-acético (AIA) a partir do Triptofano: IAOx, TAM, IAM e IPyA. Para isso, utilizou-se
os termos-chave “indol” “indole” e “tryptophan” para filtrar e explorar as “Pathway Families”
relacionadas no BV-BRC.

Diante da constatacdo preliminar de que os genes dessas rotas canOnicas ndo estavam
integralmente conservados, a estratégia foi ampliada para incluir uma busca exploratéria por
vias alternativas. O foco foi direcionado ao metabolismo da Fenilalanina e seu potencial relagao
com a biossintese de Acido Fenilacético (PAA), uma auxina ndo indodlica, utilizando o termo-
chave “phenylacetate” e “3.5.1.4”. Esta abordagem exploratéria levou a identificacdo de

potenciais rotas para a biossintese de auxinas ndo inddlicas.
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3.2.2.2 SOLUBILIZACAO DE NUTRIENTES

A investigacdo da capacidade de solubilizacdo de fontes fosfatadas (P) e de zinco (Zn)
foi baseada na identificacdo de enzimas relacionadas a sintese de 4cidos organicos descritos na
literatura como diretamente associados aos processos de solubilizagdo de nutrientes minerais
no solo. Considerando que esses mecanismos ocorrem predominantemente por meio da
acidificacdo do microambiente e da complexacao de fons metdlicos, a andlise priorizou funcdes
enzimaticas envolvidas em vias metabolicas produtoras de dcidos organicos.

Para essa finalidade, foram utilizados como termos-chave de busca os descritores

“acid”, “gluconic”, “lactic”, “acetic”, “citric”, “oxalic” e “malic”, sendo a distribuicao dessas

funcodes analisada de forma comparativa conforme a estratégia descrita na se¢ao 3.2.1.2.

3.2.2.3 PRODUCAO DE SIDEROFOROS

Para a andlise da capacidade de producgdo de sider6foros pelas estirpes de Nitrospirillum
spp., foram realizadas buscas utilizando os descritores “siderophore”, “threonine”, “lysine” com
foco nas vias relacionadas a sintese de sideréforos.

Especificamente, foram investigadas as pathways: 01053 - Biosynthesis of siderophore
group nonribosomal peptides, para precursores aromdticos como 2,3-dihidroxi-benzoato;
00300 - Lysine biosynthesis, para a gera¢do de L-Lysine como aminodcido conjugdvel; e 00260
- Glycine, serine and threonine metabolism, que inclui a sintese de Threonine.

Os dados gendmicos obtidos foram correlacionados com o ensaio Cromoasurol S (CAS)

in vitro, que detecta sider6foros extracelulares ativos, permitindo inferir a capacidade funcional

das estirpes.

3.2.2.4 FORMACAO DE BIOFILME

As buscas no banco de dados BV-BRC foram realizadas utilizando como termos de
palavras-chave “polyamine”, “putrescine” e “spermidine”. As buscas foram aplicadas aos
campos de anotacdo de pathway e de compostos associados aos genomas bacterianos
analisados, com foco em identificar evidéncias de producdo de poliaminas e suas vias

metabodlicas.
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3.2.2.5 ACC-DEAMINASE

Para investigar a presenca da 1-Aminociclopropano-1-Carboxilato Desaminase (ACC-
deaminase) adotou-se uma estratégia baseada na identificacdo de enzimas associadas a via de
degradacao do 2-oxobutonoato (propanato), na qual a enzima estd inserida.

Previamente foi criado um grupo de trabalho contendo os genomas das dez estirpes de
Nitrospirillum spp. e o genoma da estirpe de Azospirillum lipoferum 4B (Acesso FQ311870;
Genome ID 862719.13), foi incorporado como controle positivo por apresentar o gene acdS
funcionalmente caracterizado, validando a sensibilidade da metodologia.

Em seguida, foram utilizadas as numeragdes das EC (Enzyme Commission) relacionadas
a via de degradacao do 2-oxobutanoato (Propanato), na qual a ACC-deaminase estd inserida:
EC 3.5.99.7 (1-Aminocyclopropane-1-carboxylate), EC 1.1.2.8 (Alcohol dehydrogenase
(cytrochrome c)), EC 2.3.1.8 (Phosphate acetyltransferase), EC 2.6.1.19 (4-aminobutyrate-2-

oxyglutarate transaminases) e EC 2.7.2.1 (Acetate kinase).

3.2.2.6 ANALISES IN VITRO

Os ensaios laboratoriais para caracterizagdo bioquimica foram conduzidos no
Laboratério de Microbiologia do Centro de Recursos Bioldgicos Johanna Débereiner (CRB-
JD) e Laboratério de Genética e Bioquimica (LGB), nas dependéncias da Embrapa

Agrobiologia, localizados em Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.

3.2.3 Estirpes bacterianas: aquisicao, cultivo e manutenc¢ao de inoculo

Os ensaios laboratoriais para caracterizagdo bioquimica foram conduzidos no
Laboratério de Microbiologia do Centro de Recursos Bioldgicos Johanna Ddébereiner (CRB-
JD) e Laboratério de Genética e Bioquimica (LGB), nas dependéncias da Embrapa
Agrobiologia, localizados em Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.

Os microrganismos foram adquiridos junto ao CRB-JD, onde as bactérias crescidas em
placa de petri foram repicadas para tubos de ensaios, previamente esterilizados por
autoclavagem a 121°C por 30 minutos, contendo meio de cultura sélido 79 sacarose, dispostos
em inclina¢do, para melhor conservacao das colOnias e reutiliza¢do das mesmas para os ensaios
posteriores. Sequencialmente, as colonias foram replicadas em meio de cultura sélido LGI

(Dobereiner, 1999), sendo este semi-seletivo para espécies do género Nitrospirillum, para o
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desenvolvimento das primeiras colonias de trabalho a serem utilizadas na condug¢@o dos ensaios

(Tabela 3).

Tabela 3 — Relagdo de espécies do género Nitrospirillum.

Especies Type strain

I N. viridazoti BR 111407
II N. amazonense BR 111427
I N. viridazoti BR 11145
\Y N. guanabarense BR 111637
\% N. guaranorum BR 111647
VI N. pindoramense BR 116227
VI N. karajorum BR 117527
VIII N. guiasens BR 11828
IX N. bahiense BR 118657
X N. iridis BR 154447

Fonte: Elaborado pelo Autor.

O material, com as colonias j& bem desenvolvidas, foi utilizado nos ensaios de
determinagcdo de 4cido indol-3-acético (AIA), quantificacio de ACC-deaminase, além da
formacao de biofilme, solubilizagcao de fésforo (P) e zinco (Zn) e producgao de sideréforos. Para
padronizar o in6culo utilizado em todos os ensaios bioquimicos, foi construida uma curva de
crescimento das estirpes BR 11140T ¢ BR 11145 em meio BPsacarose, monitorando a
densidade Optica (DOegoo) ao longo de 24 h. Paralelamente, a relacdo entre e o nimero de
unidades formadoras de coldnia (UFC-mL™) foi estabelecida por plaqueamento seriado

(Apéndice H).

3.2.4 Quantificacido de Compostos Inddlicos

A quantificacdo de compostos inddlicos foi realizada pelo método colorimétrico de
Salkowski (Gordon; Weber, 1951; Mayer, 1958), adaptado para microplaca (Sarwar; Kremer,
1995), seguindo o protocolo operacional padronizado (POP) do LGB-Embrapa Agrobiologia
(Codigo: 023.03.02.07.2.008, 2023), conforme exemplificado na Figura 1.
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Figura 1 — Esquema completo do ensaio de quantificagdo de compostos inddlicos.
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« LGI modificado: sem extrato de levedura, sem indicador de pH, suplementado com 1 g.L"' de KNOy).

Fonte: Elaborado pelo Autor(?).

3.2.4.1 PREPARO DO INOCULO

As estirpes de Nitrospirillum spp. foram pré-cultivadas em meio BP sacarose (10 g-L!
sacarose, 1 g-L' KNO3, 0,5 g- L' KoHPO4, 0,2 g-L! MgSO4-7H,0; pH 6,9) a 29°C por 48 h
sob agitacao continua (180 rpm).

Ap6s o periodo de crescimento, as culturas foram padronizadas para densidade Optica
DOesoo = 1,0, equivalente a aproximadamente 10° UFC-mL", validado por contagem de

unidades formadoras de colonia em dgar NFB (Nitrogénio - Free Bromothymol blue).

3.2.4.2 ENSAIO DE PRODUCAO DE AUXINAS

Aliquotas de 100 puL das culturas padronizadas foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 5 mL de meio LGI modificado (LGI-mod: sem extrato de levedura, sem indicador de
pH, suplementado com 1 g.L! de KNO3). Os ensaios foram realizados em triplicada para cada
estirpe. O meio foi suplementado com L-triptofano na concentrag¢io final de 100 ug mL,

adicionado a partir de uma solugiio estoque esterilizada por filtracdo (10 mg mL™!, preparada

conforme descrito na Tabela 4).
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Tabela 4 — Preparo da Solucdo de L-Triptofano.

Componentes Especificacoes Observacoes
Reagente principal L-triptofano Sigma-Aldrich, Cat. T0254
Concentragao da solucao 10 mg mL! Solugdo estoque
Solvente Agua destilada g.s.p. 10 mL.
Auxiliar de solubilizagio HCI 30% (v/v) Adicionada gota a gota, sob agitagdo, até

completa solubilizacio
Esterilizacao Filtracdo em membrana Membrana esterilizante de 0,22 um

O pH do meio de cultura foi verificado e
ajustado apo6s a adi¢do da Solucdo de
Triptofano com NaOH 1 M estéril antes da
inoculagao.

Concentragao final 100 pg mL™!

g.s.p.= quantidade suficiente para. Fonte: Elaborado pelo Autor.

Um controle negativo, consistindo de meio de cultura ndo inoculado, foi incluido no
ensaio. Os cultivos foram novamente incubados a 28°C por 72 h sob agitagdo (150 rpm). Apds
o periodo de incubagao, aliquotas de 1,5 mL de cada cultura foram transferidas para microtubos
com capacidade de 2,0 mL e centrifugadas a 15.000 x g por 5 min a temperatura ambiente.

Aliquotas de 600 pL do sobrenadante foram utilizadas para a quantificacdo de
compostos inddlicos pelo método de Salkowski adaptado para microplacas. O volume

remanescente foi criopreservado a -20°C para andlises posteriores.

3.2.4.3 QUANTIFICACAO DE INDOL

A curva de calibragao foi preparada a partir da solugdo de 4cido 3-indolacético (AIA) a
1 mg mL, da qual foram obtidas dilui¢des nas concentragdes de 0,5; 1,0; 5,0; 10, 20, 40 e 60
ug mL! em dgua destilada.

Em microplaca de poliestireno, com capacidade de 96 pogos foram dispostos em
triplicata os seguintes volumes: 50 uL de cada ponto da curva padrao; 150 uLL das amostras de
sobrenadante; 150 uL de meio de cultura sem indculo (Controle das amostras); 150 uLL de 4gua
destilada (Controle do reagente).

Posteriormente, foram adicionados aos pogos da placa 100 uL do Reativo de Salkowski
(preparado com 50 mL de acido perclérico 35% e 1 mL de solugdo de FeCl;.6H,O 0,5 M) a
cada poco. A microplaca foi homogeneizada manualmente, coberta com papel aluminio e
incubada ao abrigo de luz a temperatura ambiente por 40 minutos. A absorbancia foi medida a

540 nm em leitor de microplacas (SPECTROstar Nano, BMG LABTECH).
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3.2.4.4 PROCESSAMENTO DOS DADOS

A concentragdo de compostos inddlicos nas amostras, expressa em pg de AIA-
equivalente, foi determinada por interpolac@o na curva padrao de AIA (5,0 a 60 pg/mL™1), apos
subtragdo da absorbancia média do branco correspondente. A equagdo da reta (y = ax + b) obtida
da curva padrao foi utilizada para o célculo, onde y representa a absorbancia corrigida e x a

concentracao.

3.2.5 Solubilizacio de Nutrientes

O potencial das estirpes bacterianas para solubilizacdo de diferentes fontes de nutrientes
minerais insoluveis foi investigado por meio dos ensaios descritos abaixo. A Figura 2 apresenta
um fluxograma ilustrativo com o passo a passo unificado dos protocolos de solubilizacao de P

e Zn.

Figura 2 — Fluxograma ilustrativo dos protocolos de avaliagdo da capacidade de solubiliza¢io
de Fosfatos e Zinco.

Solubilizacao de Fosfatos e Zinco

- Avaliagdes
. %% 7 DAS TG 14 DAS 75 21 DAS
’
|
\
Preparo do pré-indculo Para cada estirpe, se atribuem 3 Semear 10 uL de cada tubo com a Avaliagdo com mensuragao dos halos com
das estirpes bacterianas  réplicas biologicas, a partir do Pr- suspenséo das estirpes, em triplicata, em auxilio de Paguimetro (mm) e Calculo do
em meio BPsc pe-inéculo, em meio LG, que placas com o meio de cultivo NBRIP (para indice de Solubilizagao (IS)
permanecerdo sob incubagao a solubilizagao de P) e meio sdlido especifico
29°C X 150 rpm por 24 horas HiMedia (para para solubilizagéo de Zn)

« Meio NBRIP (National Botanical Research Institute's Phosphate growth medium);
+ Dias apds semeic (das)

Fonte: Elaborado pelo Autor.
3.2.5.1 PRE-INOCULO, INOCULACAO E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O preparo do pré-indculo foi realizado conforme descrito na se¢do 3.2.4. Para os
experimentos de solubiliza¢do de P e Zn, 10 pL da cultura crescida padronizadao (DO 600 =
1,0) foram inoculados pontualmente, em triplicata, sobre a superficie do meio NBRIP

solidificado (Nautiyal, 1999), seguindo o mapa de inoculagdo. Para o ensaio de Sider6foros, 30
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puL do indculo foram depositados centralmente na superficie do meio. Em todos os ensaios, uma

placa sem indculo serviu como controle negativo.

3.2.5.2 SOLUBILIZACAO DE FOSFORO (P)

A capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico foi avaliada para trés fontes
distintas: Fosfato de calcio [Ca3(POs4)2], Fosfato de ferro (FePO4-2H>0) e Fosfato de Aluminio
(AIPOs4). Os ensaios foram realizados seguindo o protocolo operacional padronizado (POP) do
LGB-Embrapa Agrobiologia (Cédigo: 023.03.02.07.2.010), no qual utilizam o meio NBRIP
(National Botanical Research Institute's Phosphate growth medium) (Nautiyal, 1999), com

modificagdes na concentracio da fonte de P (Mendes et al., 2015).

3.2.5.3 ORGANIZACAO EXPERIMENTAL

Para avaliar a capacidade de solubilizacdao pelas estirpes de Nitrospirillum spp., o

experimento foi estruturado em quatro etapas principais, conforme a fonte testada:

a) Fontes Fosfatadas: Periodos de avaliacdo: 5, 15 e 20 dias apds a inoculagdo (dai) e
Andlise: Zoneamento de solubiliza¢cdo em milimetros (mm);

b) Fontes de Zinco: As avaliacdes foram realizadas em 5 e 15 dai, com o Indice de
Solubilizacdo (IS) sendo a métrica principal;

c¢) Siderdforos: As avaliacdes aconteceram em até 2 dias apds inoculagao das estirpes.

3.2.5.4 PREPARO DO MEIO DE CULTURA

O meio NBRIP foi preparado com os seguintes constituintes por litro: glicose, 10 g;
MgCl,-6H>0, 5 g; MgS04-7TH20, 0,25 g; KCl, 0,2 g; (NH4)2S04, 0,1 g; e agar, 15 g. O pH do
meio foi ajustado para 6,8 com solugdes de KOH 10% (p/v) antes da adicao da fonte de fosfato
e do dgar. A fonte de fosfato inorganico (Caz(POs4)2, AIPO4 ou FePO4-2H>0) foi adicionada na

concentragido de 3 g LI,
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3.2.5.5 PROCEDIMENTO ESPECIAL PARA FEPO4-2H>0

Devido a reagdao do fosfato de ferro com os constituintes do meio durante a
autoclavagem, um protocolo diferenciado foi adotado. A fonte de FePO4-2H>O foi autoclavada
separadamente em solu¢do aquosa. O restante dos constituintes do meio NBRIP (sem a fonte
de P) foi solubilizado, ajustado o pH, e autoclavado em volume reduzido contendo o dgar. Apés
a autoclavagem, o meio NBRIP fundido foi homogeneizado com a solucdo estéril de FePO4

antes de ser vertido em placas de Petri estéreis.

3.2.5.6 ANALISES

As placas foram incubadas a 28°C. A avaliacdo da solubilizacdo foi realizada pela
medicao dos didmetros da coldnia (B) e do halo de solubilizag¢do translicido (A) com um
paquimetro aos 5, 15 e 20 dias apds a inoculacao. A eficiéncia de solubiliza¢io de cada estirpe
foi expressa pelo Indice de Solubilizacdo (IS), calculado pela férmula: IS = Didmetro total do

halo (A)/Diametro da coldnia (B).

3.2.5.7 SOLUBILIZACAO DE ZINCO (ZN)

A avaliacdo do potencial de solubilizacdo de zinco foi realizada em meio especifico Zinc
Solubilizing Medium (HiMedia Laboratories®, cdigo M2023, revisao 01/2020), preparado de
forma ndo comercial. Os constituintes do meio foram pesados separadamente, nas seguintes
concentracdes por litro: Dextrose (Glucose) 10,0 g; Sulfato de amoénio, 1,0 g; Cloreto de
potdssio, 0,2 g; Fosfato dipotdssico, 0,1 g; Sulfato de magnésio heptaidratado, 0,2 g; e Agar,
15,0 g. A fonte de zinco insoluvel (Oxido de Zinco - ZnO ou Fosfato de Zinco — Zn3(POy)2) foi
adicionada separadamente na concentragdo de 1,0 g L'!. Para facilitar a dispersdo da fonte de
Zn no meio, esta foi submetida a aquecimento brando sob agitacdo antes da adicdo dos demais
componentes € do dgar. Os demais constituintes foram incorporados sem aquecimento
adicional. O pH foi ajustado para 6,7 e o meio foi autoclavado a 121°C por 15 minutos.

A capacidade de solubilizacdo de Zn (a partir de ZnO e Zn3(POa4)>) pelas estirpes do
género Nitrospirillum foram realizadas em 5 e 15 dias apds a inoculagdo, com o Indice de
Solubilizacao (IS) sendo a métrica principal. Para os ensaios de producdo de solubilizagdao de

Zn, as estirpes foram inoculadas com suspensdes bacterianas com densidade celular na ordem
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de 10° UFC mL™!. O ensaio foi conduzido de forma andloga ao de solubilizacio de P, conforme
o fluxograma geral (Figura 7).

A avalia¢do da formacdo do halo de solubilizacdo foi realizada aos 5 e 15 dias apds a
inoculagdo. O Indice de Solubilizagio de Zinco (IS-Zn) foi calculado conforme a férmula: IS-

Zn = (Diametro total do halo + Diametro da colonia) /Diametro da colonia.

3.2.6 Producao de Siderdforos

A avaliacdo da produgdo de sider6foros foi avaliada pelo método qualitativo baseado no
ensaio universal do Cromo Azurol S (CAS) (Schwyn; Neilands, 1987) adaptado para o método
Overlaid CAS (O-CAS) (Pérez-Miranda et al., 2007a).

3.2.6.1 PROCEDIMENTOS

Para eliminar tragos de ferro da vidraria e padronizar as condi¢des de cultura tendo como
unica varidvel a quantidade de fons férricos em solucdo, todo o material utilizado nas culturas
foi tratado. A vidraria foi deixada por pelo menos 48 h imersa em uma solu¢dao HCI a 5% (v/v)
e posteriormente, foi lavada com 4dgua deionizada e, em seguida, autoclavada.

Para preparar 45 mL da solu¢do CAS inicialmente foram dissolvidos 30,2 mg de CAS
em 20 mL de 4gua deionizada. Em seguida, foi adicionada uma solu¢do composta de 5 mL da
mistura da solucdo de Fe** (1 mM de FeCl3.6H,0 e 10 mM de HCI). Por ultimo, foi adicionada
uma solucdo de 36,5 mg de brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB) previamente dissolvido em

20 ml de 4gua que resultou numa solucdo de coloragao azul.

3.2.6.2 DO ENSAIO

Decorrido esse periodo de incubacdo dos pré-indculos, 1,5 mL da cultura foram
transferidos para tubos de microcentrifuga e submetidos a centrifugacdo a 5.000 rpm, por 5
minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o pellet
celular ressuspendido em 1,5 mL de meio liquido de LGI modificado isento de ferro
(substituido extrato de levedura por Nitrato de potdssio — 1 g/L e utilizado dgua deionizada no
preparo). Essa etapa de lavagem foi repetida uma segunda vez, seguindo os mesmos parametros

de centrifugagdo, com o objetivo de remover residuos do meio de cultivo do pré-inéculo.
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Apo6s o processo de lavagem, uma aliquota de 1 mL da suspensao celular foi coletada
para determinacdo da densidade 6ptica (D.O.) a 600 nm, garantindo o ajuste da densidade para
1,0. Em seguida, 50 uL do inéculo foi inoculada no centro de placas de Petri contendo 25 mL
de meio sélido de LGI modificado livre de ferro. As placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 28°C, por 2 dias. Posteriormente, a superficie das placas foi recoberta com 5
mL da solu¢do de CAS-dgar preparada segundo a metodologia de Pérez-Miranda et al. (2007)
para inducdo da producdo de sideréforos.

Ap6s solidificagdo do CAS-4gar, as placas foram mantidas em bancada, a temperatura
ambiente, por aproximadamente 48 horas, de modo a intensificar o contraste e a defini¢do dos
halos de descoloragdo. O diametro do halo de sider6foro e o diametro da colonia foram medidos
com auxilio de um paquimetro digital. O Indice de Sintese de Sideréforos (IS-S): didmetro do
halo+coldnia dividido pelo didmetro da colonia. Também foi avaliado a intensidade da
producdo de sideréforos em baixo, médio e alto de acordo com o tamanho do halo.

Simultaneamente, aliquotas do indculo foram submetidas a dilui¢des seriadas em
solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) até a diluicio de 10®, sendo 100 uL de cada diluicdo
plaqueados em meio NFB para determina¢cao do nimero de Unidades Formadoras de Col6nia

(UFC/mL).

3.2.7 Formacao de Biofilme

A formacdo de biofilme pelas estirpes de Nitrospirillum foi avaliada em 1a de vidro,
conforme metodologia adaptada de Oosthuizen et al. (2001). Foram utilizados 100 mg de 1a de
vidro (MERCK, Cat. No. K91367686), previamente acondicionados em tubos de ensaio de 15
mL contendo 5 mL de meio de cultura LGI.

Cada tubo foi inoculado com 1 mL de suspensdo bacteriana ajustada a densidade 6ptica
(DOegoonm) igual a 1,0, e incubado por 72 h a 29 °C, sob agitacdo constante de 150 rpm. Apds o
periodo de incubagao, a D.O.s00nm das suspensdes foi registrada, e o meio liquido descartado.

Para a coloragdo do biofilme, adicionou-se 1 mL de cristal violeta a 1% (m/v) em cada
tubo, garantindo o completo contato do corante com a 1a de vidro. Ap6s 10 a 20 minutos, o
excesso de corante foi removido por duas lavagens rdpidas com 50 mL de tampao fosfato 0,5
M, seguidas de duas lavagens adicionais sob agita¢do a 150 rpm por 15 minutos.

O cristal violeta retido pelas células aderidas a 1a de vidro foi extraido com 2 x 5 mL de

etanol absoluto. A absorbincia da solucdo resultante foi determinada a 560 nm em
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espectrofotometro, sendo o valor de D.O.seonm utilizado como indicador quantitativo da

formacao de biofilme.

3.2.8 Atividade da ACC-deaminase

A formagao de biofilme pelas estirpes de Nitrospirillum spp. foi avaliada em 1a de vidro,
conforme metodologia adaptada de Oosthuizen et al. (2001). Foram utilizados 100 mg de 1a.

A atividade da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase foi
realizada com base na mensuracdo da qualitativa de a-cetobutirato (a-KB) produzido pela
hidrélise do ACC, substrato especifico da enzima (Ferreira; Vidal; Baldani, 2014), conforme

ilustrado na Figura 3.

Figura 3 — Esquema do procedimento experimental para o ensaio qualitativo de ACC
deaminase.

Atividade de ACC Deaminase

3

Y

Preparo do pré-indculo  Inoculagéo de 100 uL do  Inoculag@o de 100 uLdo  Aplicar 3mM de ACC em meio  Semear 20 uL do Indculo, em  Incubar as placas por 48h ou

das estirpes bacterianas  Pré-inéculo em 5 mL de Indculo em 5 mL de LGI, preparado com Agar triplicatas. Com auxilio de 72ha 30°C
em meio BPs¢ meio LGl medificado A meio LGl modificado B Nobre, e a solugéo & espalhada cotonete (estéril) realizar o
(1 g de KNO3) (3 mM de ACC) com al¢a de Drigalski plaqueamento Pulling Drop.

+ LGI modificado A: Sem Extrato de levedura, Sem indicador de pH, acrescido com 1 g.L -1 de KNO3;

« LGI modificado B: Sem Extrato de levedura, Sem indicador de pH, sem KNO3;

« A auséncia de crescimento na etapa 3 ja & considerado um indicativo da auséncia da Atividade, sem a necessidade do cultivo posterior;
«» Preparo do meio sélido com Agar Nobre - Necessario para evitar qualquer contaminago de Nitrogénio no meio de cultivo;

Fonte: Elaborado pelo Autor.

3.2.9 Preparo do inéculo e Inducio enzimatica

O ensaio foi conduzido em triplicatas, onde o preparo do pré-indculo foi realizado
conforme descrito no item 4.4.1.2. Células provenientes de 1 mL deste cultivo (com D.O. 600nm
ajustada para 1,0) foram subsequentemente transferidas, em 100 uL para tubos de ensaio
(capacidade para 15 mL) contendo 5 mL meio LGI modificado (suplementado com 1,0 g/L de
sulfato de amonio e sem indicador de pH — Azul de bromotimol) e incubados (mesa agitadora
KORAX - 3L340) a 30°C e 150 rpm por 48 horas. Para controle negativo foram atribuidas

amostras de meio livre de indculo bacteriano.
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Passado o tempo de incubagdo, aliquotas de 100 uL foram transferidas para novos tubos
de ensaio, de igual capacidade, contendo 5 mL de meio LGI modificado (livre de (NH4)2SOs4,
indicador de pH, extrato de levedura e suplementado com 3,0 mM de ACC como tnica fonte
de nitrogénio). Os cultivos foram levados a uma segunda incubacdo sob as mesmas condicoes,
para inducio da sintese da enzima ACC deaminase.

Posteriormente, a solucdo de ACC (3 mM) foi descongelada, espalhada sobre a
superficie do meio de cultura LGI modificado (livre de (NH4)2SOys, indicador de pH, extrato de
levedura e preparado com 1,8% de Agar Nobre), vertido em placas (60x15mm) j4 solidificado,
com auxilio de uma alca de Drigalski.

Ap06s a secagem da soluciao de ACC, foi realizada a semeadura da cultura crescida com

auxilio de um cotonete estéril, em seguida as placas foram levadas a incubagdo a 30°C durante

48h.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Biossintese de Compostos Inddlicos: Integraciao genomica e funcional

A andlise comparativa das vias metabdlicas associadas a biossintese de auxinas revelou
padrdes contrastantes entre os géneros de referéncia (Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus,
Pseudomonas e Rhizobium) e as estirpes de Nitrospirillum (Figura 4). Conforme esperado, os
géneros de referéncia apresentaram a presenca de enzimas-chave das rotas canOnicas
dependentes de triptofano, incluindo indolepyruvate decarboxylase (EC 4.1.1.74), aromatic-L-
amino acid decarboxylase (EC 4.1.1.28), e nitrilase (EC 3.5.5.1) confirmando sua capacidade
de sintese de 4dcido indol-3-acético (AIA) por diferentes rotas inddlicas.

Em contraste, as estirpes de Nitrospirillum exibiram auséncia ou presenca parcial dos
conjuntos enzimaticos necessarios as vias candnicas de biossintese de AIA, incluindo as rotas
do 4cido indol-3-pirdvico (IPyA), triptamina (TAM), indol-3-acetamida (IAM) e indol-3-
acetonitrila (IAN). O heatmap metabolico (Figura 4) evidencia a ocorréncia esparsa de enzimas
dessas vias nas estirpes BR 11140" a BR 15444, indicando a inexisténcia de rotas completas

para a conversao de triptofano em AIA.

Figura 4 — Heatmap metabdlico associado a biossintese de auxinas. Distribui¢do de enzimas
relacionadas ao metabolismo do triptofano e a sintese de acido indol-3-acético (AIA).
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Esse padrdo gendmico sugere que a biossintese classica de AIA ndo constitui uma
caracteristica metabdlica central em Nitrospirillum spp., distinguindo esse género de outros
microrganismos amplamente reconhecidos como produtores de auxinas via triptofano.

O padrao gendmico observado nas estirpes de Nitrospirillum € consistente com o
relatado em andlises genOmicas previamente descritas para o género Azospirillum, em especial
Azospirillum amazonense, cuja anotacido revelou-se a auséncia dos genes tipicos das vias
classicas de biossintese de AIA, como o gene iaaM (tryptophan monooxygenase) e iaaH
(indole-3-acetamide hydrolase), além do gene ipdC (indole-3-pyruvate decarboxylase)
(Sant’Anna et al., 2011).

Esses achados indicam que, embora espécies do género Azospirillum sejam amplamente
reconhecidas pela capacidade de sintetizar auxinas, os mecanismos moleculares subjacentes a
esse processo nao sio universalmente conservados em nivel gendomico. Tal observagdo reforca
a hipétese de que tanto Azospirillum quanto Nitrospirillum possam recorrer a vias alternativas
ou incompletas de biossintese de auxina, possivelmente associadas a formagao de metabdlitos
inddlicos secundarios ou de auxinas ndo inddlicas, como o acido fenilacético (PAA).

Além disso, a produgcdo de auxinas bacterianas ndo depende exclusivamente da
conservagao gendmica das vias classicas, sendo fortemente influenciada por fatores ambientais,
como limita¢do de carbono, pH 4cido e estresses osmoticos, os quais modulam a expressao
génica e o acimulo de metabdlitos auxinicos (Cassdn; Vanderleyden; Spaepen, 2014). Esse
comportamento sustenta a interpretacao de que a promocao do crescimento vegetal por estirpes
de Nitrospirillum pode emergir de uma regulagdo metabdlica adaptativa, mais do que da

presenca de vias biossintéticas completas e canodnicas.

3.3.2 Conservacao da via fenilalanina: estratégia Auxinica

Diante da fragmentagdo das rotas inddlicas classicas, a anélise foi direcionada para vias
alternativas de biossintese de auxinas, com énfase na conversdao da fenilalanina em Aacido
fenilacético (PAA). O Heatmap metabdlico (Figura 5) destaca a conservagdo mais consistente
de enzimas associadas ao metabolismo de Nitrospirillum spp., revelando diferentes classes de
transaminases (EC 2.6.1.1, EC 2.6.1.9, EC 2.6.1.57), as quais sugerem potencial capacidade

metabdlica para o direcionamento de precursores arométicos a rotas auxinicas alternativas.
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Figura 5 — Heatmap metabdlico associado a biossintese auxinica. Distribui¢do de enzimas
relacionadas ao metabolismo da Fenilalanina.
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Adicionalmente, a deteccao da catalase-peroxidase (EC 1.11.1.21) em todas as estirpes
analisadas indica a presencga de sistemas oxidativos eficientes, potencialmente relevantes para
a manuten¢io do equilibrio redox celular e para o metabolismo de compostos arométicos no
ambiente rizosférico. Nesse contexto, a ampla distribuicdo da amidase (EC 3.5.1.4) destaca-se
como um elemento funcional importante, uma vez que essa enzima pode atuar na conversao de
amidas aromadticas em 4cidos organicos biologicamente ativos, incluindo o 4cido fenilacético.

A ocorréncia recorrente da amidase nas estirpes de Nitrospirillum reforca a hiptese de
que a biossintese auxinica nesse género esteja preferencialmente associada a rotas dependentes
da fenilalanina, em detrimento das vias classicas de biossintese do AIA. Dessa forma, os dados
genOmicos sugerem que a producao de auxinas microbianas por Nitrospirillum € sustentada por
uma arquitetura metabdlica alternativa, caracterizada pela convergéncia funcional de enzimas
envolvidas no metabolismo de aminoécidos arométicos.

Essa convergéncia metabdlica ja € descrita em estirpes de Azospirillum brasilense (Sp7,
Sp245 e FAJ009), nas quais a producdo de &4cido fenilacético (PAA) é dependente da
fenilalanina e envolve a enzima indole-3-pyruvate decarboxylase (IpdC). Embora
classicamente associada a via do acido indol-3-pirtvico (IPyA), a IpdC apresenta atividade

catalitica sobre intermedidrios derivados da fenilalanina, promovendo a conversdo do
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fenilpiruvato em precursores do PAA, evidenciando uma sobreposi¢do funcional entre as rotas
biossintéticas de AIA e PAA (Somers et al., 2005).

Essa estratégia metabdlica pode representar uma adaptagdo ecoldgica ao ambiente
rizosférico, permitindo a utilizacdo de diferentes precursores aromadticos presentes nos
exsudatos radiculares para a modulacio do crescimento vegetal. Além do AIA, auxinas como
0 acido fenilacético (PAA) sdo consideradas verdadeiras auxinas (sensu stricto), com relevancia

funcional nas interagdes rizobactéria—planta (Cassdn; Vanderleyden; Spaepen, 2014).

3.3.3 Producao Experimental de Compostos Indélicos

A biossintese de compostos inddlicos pelas estirpes de Nitrospirillum spp. foi avaliada
por meio da quantificacio de indol (ug-mL') na presenca do percursor L-Triptofano.
Qualitativamente, foi observada a coloracao rdésea caracteristica da reacao positiva, para todas
as estirpes, indicando a sintese de metabdlitos inddlicos.

A quantificagcdo in vitro de compostos inddlicos apresentaram valores médios, com
inéculo inicial de 10° UFC/mL, que variaram de 4,77 a 8,72 ug- mL"'. Numericamente, a estirpe
BR 11140 se destacou com a maior produg¢io média de indol (8,72 ug-mL"), seguida por BR
11163 (8,57 ug-mL!') e BR 11145 (7,70 ug-mL"). Em contrapartida, os menores actimulos
foram observados para as estirpes BR 11142, BR 15444 e BR 11622, com médias abaixo de
5,0 ug-mL",

A andlise de variancia (ANOVA) revelou uma tendéncia de diferenciacdo entre as
estirpes (p = 0,0754). Contudo, sob o rigor estatistico do teste de Tukey (p < 0,05), ndo foram

detectadas diferencas significativas entre as médias de producdo (Figura 6).
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Figura 6 — Biossintese de compostos inddlicos in vitro por estirpes de Nitrospirillum spp.
suplementadas com L-Triptofano. Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05). As barras verticais representam o erro padrao da média (n=3).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

As concentracdes observadas situam-se na faixa inferior, porém compativel com os
valores relatados para bactérias diazotréficas filogeneticamente relacionadas. A producdo de
4cido indolacético (AIA) em Azospirillum varia amplamente entre 5 e 50 pg-mL!, dependendo
da estirpe e do meio de cultivo (Cassédn; Vanderleyden; Spaepen, 2014). Os valores obtidos para
Nitrospirillum spp., embora mais modestos, permanecem biologicamente coerentes com o
perfil metabdlico esperado para o grupo, podendo refletir diferengas na densidade celular, no
tempo de incubacdo ou, ainda, a auséncia parcial de genes envolvidos nas rotas cldssicas de
biossintese de AIA. Esse comportamento € consistente com o observado em Nitrospirillum
amazonense BR 111427, conforme discutido no Tépico 4.5.1.

E importante destacar que o reagente de Salkowski ndo é especifico para o 4cido
indolacético (AIA), reagindo também com outros compostos inddlicos, como indol-3-
acetamida (IAM), indol-3-acetonitrila (IAN), acido indol-3-butirico (IBA) e indol-3-carbinol
(Glickmann & Dessaux, 1995). Diante disso, os resultados obtidos indicam a produgdo de

compostos inddlicos totais, € ndo necessariamente de AIA puro.
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Essa inespecificidade pode explicar a deteccdo de reagdo positiva mesmo em estirpes
que, segundo as andlises gendmicas, ndo apresentam vias completas de biossintese cldssica de

AIA.

3.3.4 Origem do Sinal Indélico

Curiosamente, outro ponto relevante é que o indol detectado pelo reagente de Salkowski
pode nao derivar necessariamente das vias cldssicas de AIA. Ao avaliar as rotas dependentes
de triptofano, observou-se que nenhuma estirpe possui a maquinaria completa para metabolizar
esse aminodcido até AIA. Esse achado estd em consonancia com o que € descrito para BPCV,
nas quais a producdo de compostos inddlicos nem sempre segue exclusivamente as rotas
classicas dependentes de Triptofano (Castillo et al., 2015).

Por outro lado, com uma anélise exploratdria ampliada, a Ginica enzima comum a todas
as estirpes e diretamente relacionada ao metabolismo do Triptofano (Trp) foi a (3-indolil)-
glicerol-fosfato sintase (IGP-EC 4.1.1.48 Indole-3-glycerol-phosphate synthase), envolvida na
formacdo de L-triptofano e indol (Figura 7). Além das rotas Trp-dependentes, a via
independente de aminodcidos a partir do indol ou do indol-3-glicerol-fosfato, tanto em plantas
quanto em bactérias, o que reforca o papel do IGP como um intermedidrio metabdlico central

na geracao de sinais inddlicos (Castillo et al., 2015).



Figura 7 — Heatmap do metabolismo do (3-indolil)-glicerol-fosfato sintase (IGP).
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Dessa forma, o sinal colorimétrico observado (coloracdo résea) pode refletir tanto a

presenca de indol microbiano natural, ou seja aquele produzido pelo metabolismo microbiano,

quanto a formagdo de produtos intermedidrios provenientes da metaboliza¢do do triptofano

exdgeno, ou seja suplementado (quando em laboratério) ou secretado/exsudado (quanto em

contexto ambiental), sugerindo que o composto detectado nao se origina exclusivamente da rota

classica de biossintese de AIA.

O Heatmap metabdlico (Figura 7) mostra a presenca do intermedidrio 3-indolil-glicerol-

fosfato (IGP) em todas as estirpes, indicando que a sintese de triptofano microbiano € possivel.

No entanto, a enzima que converte triptofano em IAM, necessdria para a via cldssica de AIA,
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ndo estd presente na maioria das estirpes, reforcando a importincia da amidase para gerar
compostos auxinicos bioativos por rotas alternativas. Conforme descrito para o género
Azospirillum, embora multiplas vias de biossintese de AIA tenham sido propostas, a expressao
e a completude dessas rotas variam entre estirpes (Castillo et al., 2015; Sant’ Anna et al., 2011;
Spaepen; Vanderleyden; Remans, 2007; Steenhoudt; Vanderleyden, 2000).

Nas estirpes de Nitrospirillum, o IGP surge como ponto de inflexdo metabdlica entre a
biossintese de aminodcidos aromadticos e a geracdo de compostos bioativos. Embora
classicamente associado a formagao de triptofano, o IGP também é precursor direto da via de
benzoxazinoides (BX), um conjunto de metabdlitos especializados tipicos de gramineas, com
funcdes na defesa quimica e na modulagdo de interagdes rizosféricas (Glauser et al., 2011; Zhao
et al., 2024; Zhou; Richter; Jander, 2018).

No contexto da interagdo com plantas, o fato de Nitrospirillum conservar o potencial de
geracdo de IGP e exibir vias redundantes para conversao de amidas aromdticas em auxinas
(AIA/PAA) sugere que essas bactérias participem indiretamente na modulacdo do balango entre
crescimento e defesa. O PAA, além de sua fun¢cdo hormonal, apresenta atividade antimicrobiana
(Hwang et al., 2001; Kim et al., 2004), o que pode atuar sinergicamente com oS
benzoxazinoides vegetais para estabilizar a microbiota rizosférica, sugerindo um envolvimento
em mecanismos de defesa e vantagem ecoldgica em microambientes competitivos (Sanchez-

Parra et al., 2014).

3.3.5 Estratégias Metabolicas de Auxinas

A andlise integrada dos dados gendmicos e experimentais evidencia que as estirpes do
género Nitrospirillum adotam uma légica metabdlica focada em enzimas de finalizacdo.
Diferente de outros géneros microbianos que podem apresentar as vias completas de biossintese
auxinica de triptofano, as estirpes estudadas apresentam um notdvel “vazio gendmico”,
caracterizado pela auséncia sistemédtica de enzimas-chave das etapas iniciais de conversao do
triptofano.

Essa configuragdo funcional propicia a ado¢do de uma estratégia baseada na utilizacao
de intermedidrios exdgenos e em processos de cross-feeding metabdlico na rizosfera, nos quais
compostos derivados de exsudatos vegetais ou do furnover da microbiota associada sao
captados e convertidos em metabdlitos bioativos (Badri e Vivanco et al., 2009; Pang et. al,

2021; Zhalnina et al., 2018).
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Nesse contexto, as estirpes de Nitrospirillum spp. avaliadas ndo atuam como produtoras
primérias de auxinas a partir de precursores simples, mas como conversores metabdlicos
especializados na transformacdo de intermedidrios parcialmente processados disponiveis no
ambiente. Esse processo € sustentado por um arsenal enzimatico de finalizagdo composto

centralmente pelas enzimas: amidase (EC 3.5.1.4) e pela enzima aldeido desidrogenase (EC

1.2.1.3).

3.3.5.1 ENZIMAS DE FINALIZACAO: AMIDASE E ALDEIDO DESIGROGENASE

A amidase (EC 3.5.1.4), identificada em 80% das estirpes analisadas, amplamente
distribuida em bactérias do solo, apresenta a capacidade de hidrolisar amidas aromaticas,
atuando tanto na conversdo de IJAM em AIA, bem como 2-fenilacetamida em PAA (Ortiz-
Garcia et al., 2022; Sun et al., 2022). Essa dualidade funcional permite que algumas estirpes do
género Nitrospirillum modulam o desenvolvimento vegetal, independentemente do percursor
disponivel, mantendo a produc¢do de auxinas bioativas, funcionando como elo entre rotas
inddlicas (AIA) e ndo-inddlicas (PAA), mesmo na auséncia de vias cldssicas completas,

ampliando o espectro do composto que podem ser usados na sintese auxinica (Figura 8).
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Figura 8 — Atividade da amidase na biossintese do dcido fenilacético e do dcido indol-3-acético
no metabolismo de Nitrospirillum.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

A maior producdo experimental de compostos inddlicos observada em N. viridazoti
BR11140" pode estar associada a presenca de uma via quase completa para a conversio do
Indol-3-acetonitrila (IAN) via enzima Nitrila hidratase (EC 4.2.1.84) em IAM e,
posteriormente, AIA (Figura 8). Essa conformacao reforca a relacao entre maior integridade
genOmica das rotas e otimiza¢ao do rendimento metabdlico.

Estudos envolvendo A. amazonense Y2 demonstram que, apesar da auséncia total dos
genes classicos iaaM, iaaH e ipdC, a estirpe apresenta capacidade de produgdo de AIA. Os
dados gendmicos demonstram que a estirpe compensa esse vazio gendmico possuindo uma
nitrilase com 70% de similaridade funcional as nitrilases de milho e Arabidopsis thaliana, na
ocasido, a enzima permite que a bactéria capte o indol-3-acetonitrila da planta hospedeira e o
finaliza em auxina (AIA) (Steenhoudt, et al., 2000, Vorwerk et al., 2001; Spaepen et al., 2007,
Kriechbaumer et al., 2007; Sant’ Anna et al., 2011).
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Por outro lado, a enzima aldeido desidrogenase (EC 1.2.1.3), detectada em 100% das

estirpes avaliadas, catalisa a oxida¢do de aldeidos aromaticos, incluindo a conversao de indol-

3-acetaldeido (IAAld) em AIA. A presenca universal da enzima indica a capacidade de
“finalizacdo” da biossintese de auxinas também a partir de intermedidrios aldeidicos.

Em conjunto, essas enzimas apresentam uma estratégia metabdlica baseada na

conversdo de intermedidrios parcialmente processados em auxinas bioativas, permitindo que

essas bactérias operem como conversores terminais eficientes.

3.3.5.2 REGULACAO METABOLICA VIA ANTRANILATO

A regulagdo do metabolismo inddlico em Nitrospirillum spp. também € associada ao
antranilato, que opera na regulacdo do fluxo de carbono para aminodcidos aromaticos e também
como modulador na produ¢do de auxinas. Em modelos de Azospirillum, o antranilato inibe a
sintese de AIA para evitar concentracdes supra-0timas que seriam inibitdrias ao crescimento
radicular (Rodrigues et al., 2008; Spaepen et al., 2007).

Dessa forma, propde-se que o antranilato funcione como um “termostato metabdlico”,
regulando o balanco entre a biossintese e o catabolismo do triptofano. Esse controle envolve a
interacdo entre enzimas da via de produgdo (Antranilato sintase — EC 4.1.3.27) e consumo
(Triptofano 2,3-dioxigenase — EC 1.13.11.11; Quinurenisase — EC 3.7.1.3 e Arilformamidase —
EC 3.5.1.9). Nesse cendrio, a interacdo planta-bactéria envolve um ajuste fino, onde a
disponibilidade de percursores € o estado metabdlico bacteriano determinam a producdo final

do fitohormonio, evitando concentragdes supra-6timas antagdnicas para hospedeiro.

3.3.5.3 SINERGIA COM O METABOLISMO VEGETAL

A rizosfera € um ambiente altamente dindmico, caracterizado pela troca continua de
compostos organicos entre plantas e microfauna (Bais et al., 2006; Badri et al., 2009;). Embora
intermedidrios como 1AM e [AAId ndo sejam tipicamente detectados como componentes
estdveis dos exsudatos radiculares, a presenga de compostos inddlicos e precursores aromaticos
derivados do metabolismo vegetal e microbiano pode gerar esses intermedidrios de forma
transitéria (Olandrewaju et al., 2017; Li et al., 2024). Nesse cendrio, tais moléculas tornam-se

acessiveis a bactérias com capacidade de conversdo terminal (Lopes et al., 2023; Tang et al.,

2023).
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O AIA € uma molécula sinalizadora que controla a divisdo, o alongamento e a
diferenciacdo celulares em plantas, de forma dependente da concentracdo (Davies, 2004). O
Acido fenilacético (PAA), por sua vez, é reconhecido como outro tipo de auxina amplamente
presente em tecidos vegetais (Sugawara et al., 2015), desencadeando efeitos semelhantes aos
do AIA. Embora menos potente fisiologicamente do que o AIA (Leuba; LeTourneau, 1990), o
PAA pode atuar como regulador localizado, complementando a acdo do AIA ou modulando
respostas em regides onde o transporte polar do AIA € restrito (Morris; Johnson, 1987;
Sugawara et al., 2015).

Apesar disso, ja foi relatado que em plantas de ervilha (Pisum sativum) o PAA, e ndo
AIA, promove ativamente a formacdo de raizes laterais (Schneider; Kazakoff; Wightman,
1985). Além de ocorrer em niveis fisiologicamente significativos em diversas espécies de
plantas, como tomate, tabaco, girassol, ervilha, cevada e milho (Schneider; Kazakoff;
Wightman, 1985; Sugawara et al., 2015; Wightman; Lighty, 1982). Em geral, as plantas
acumulam niveis muito mais elevados de PAA do que de AIA (Mashiguchi et al., 2019).

Em gramineas da familia Poaceae, como Oryza sativa, Zea mays, Setaria italica e
Panicum virgatum, foram identificados genes codificadores de amidases do tipo IAM/PAM
(0Os04g02780.1; GRMZM2G169087_T01; Si001473m; Pavirv00043873m, respectivamente),
com fun¢des semelhantes as observadas em bactérias fitotréficas, como Agrobacterium
tumefaciens e Pseudomonas syringae (Sanchez-Parra et al., 2014). Essa correspondéncia
funcional reforca a hipdtese de que amidases bacterianas, como as encontradas em
Nitrospirillum, possam atuar em sinergia metabdlica com as vias fenilicas das gramineas
hospedeiras, contribuindo para a regulacdo localizada de PAA na rizosfera.

Agrobacterium tumefaciens € um exemplo cldssico de bactéria do solo que manipula os
niveis endégenos de AIA e PAA para induzir formacdo de galhas da coroa, contornando a via
principal de AIA das plantas. Nessas interacdes, a biossintese de AIA e PAA aumenta
significativamente em tecidos vegetais transformados com o gene iaaM de A. tumefaciens
(Mashiguchi et al., 2019). Curiosamente, proteinas laaM de Pseudomonas savastanoi expressas
em E. coli catalisam a conversdo de fenilalanina (Phe) em fenilacetamida (PAM) in vitro
(Emanuele; Heasley; Fitzpatrick, 1995).

Em sintese, essa organizagdo metabolica indica que as estirpes Nitrospirillum spp. estdo
adaptadas ao ambiente rizosférico, onde a abundancia de metabdlitos de origem vegetal e

microbiana favorece microrganismos especializados em etapas terminais da biossintese, em
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detrimento de vias completas. Assim, essas bactérias atuam como conversores metabolicos,

explorando intermediérios disponiveis no ambiente para a producdo de auxinas bioativas.
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3.3.6 Solubilizacio de Nutrientes

3.3.6.1 AVALIACAO IN SILICO DE MECANISMOS ASSOCIADOS A SOLUBILIZACAO
DE FOSFORO E ZINCO

A investigacdo sobre a capacidade de solubilizacdo de fosfatos (P) e zinco (Zn) em
estirpes de Nitrospirillum spp. foi orientada pela identificagdo de vias metabdlicas associadas a
sintese de dcidos organicos, compostos frequentemente envolvidos na solubilizacdo microbiana
de minerais no solo. A producdo e secrecdo de dcidos organicos € considerada um dos
mecanismos predominantes empregados por microrganismos solubilizadores de fésforo e
micronutrientes, pois tais dcidos promovem a acidificagdo local e a complexacdo de cations
associados a formas insoluveis de nutrientes, facilitando sua mobilizagdo para formas
disponiveis as plantas (Cheng et al., 2023).

Na via 00620 (pathway 00620 — Pyruvate metabolismo) foram identificados
intermedidrios que podem levar a formacgdo de 4cidos organicos relevantes a solubilizacdo,
como D-lactate (acido lactico), acetate (acido acético) e D-malate (malato). A maioria das
estirpes analisadas apresenta o aparato enzimatico completo para a produgao desses compostos,
com excecdo da estirpe BR 11142T, que ndo possui a enzima EC 3.1.2.6
(hydroxyacylglutathione hydrolase) necessaria a formacdo de D-lactate, embora possuindo as

rotas para a formagdo de outros 4cidos na mesma pathway Figura 9.
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Figura 9 — Heatmap metabdlico para sintese de dcidos orginicos.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Adicionalmente, outras vias metabdlicas centrais também mostram potencial para
producdo de acidos organicos: Rota 00720 — Reductive carboxylate cycle (CO» fixation): a
formacao de citrate e S-malate é possivel em todas as estirpes, embora a formacgao de acetate
seja limitada a algumas (BR 11145, BR 11622 e BR 15444).

Pathway 00020 — Citrate cycle (TCA Cycle) e 00630 — Metabolismo do glioxilato e do
dicarboxilato: todos os genomas apresentam rotas completas para a geracdo de citrate e S-

malate.
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Pathway 00650 —Metabolismo de Butanoato: a formacdo de R-malate esta presente
apenas em algumas estirpes (BR 11140, BR 11142, BR 11145, BR 11163 e BR 15444).

A presenca combinada dessas rotas sugere um amplo potencial gendomico para a

producdo de 4cidos organicos. Os heatmaps complementares das rotas podem ser acessados no

apéndice: A — Heatmaps metabdlicos complementares para formagdo dcidos organicos.

3.3.6.2 ANALISES IN VITRO DE ENSAIOS DE SOLUBILIZACAO DE FOSFATOS

A avaliacdo da capacidade de solubiliza¢do de fosfato por diferentes estirpes bacterianas
foi realizada por meio da andlise do zoneamento de solubilizacdo (halo de solubilizacdo) em
trés tempos distintos: 5, 15 e 20 dias apds a inoculagdo. Para complementar a andlise da
solubilizacdo de fosfato tricdlcico (Ca3POs) foram investigadas as interacdes das estirpes
bacterianas com fontes de fosfato de menor solubilidade, como o fosfato férrico (FePOs) e o
fosfato de aluminio (AIPO4), em tempos de incubacdo de 5 e 20 dias apds inoculagdo.

A presenca da rota 00260 (glycine, serine and threonine metabolism) indica a
capacidade metabdlica das estirpes em sustentar fluxos de carbono e nitrogénio essenciais a
biossintese de aminoédcidos arométicos, incluindo o L-triptofano, cujo metabolismo é conhecido

por ser sensivel a disponibilidade de micronutrientes como o Zn (Figura 10).
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Figura 10 — Heatmap metabolismo da sintese de L-Triptofano.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

3.3.6.3 ENSAIO DE SOLUBILIZACAO
3.3.6.3.1 Fosfato tricdlcico (Ca3POs)

A BR 11140, 11142 e 11752 apresentaram 6timo desempenho de solubilizacdo da fonte
Ca3(POs4), alcangando halo de solubilizagdo de 3,34, 3,43 e 3,35 mm aos 20 dias,
respectivamente, comportamento contrdrio ao observado na estirpe BR 11145 (1,80 mm).
Outras estirpes, por outro lado, como BR 11163 e 11622, ndo baixas diferencas de
solubilizacdo. As estirpes BR 11828, BR 11865 e BR 15444 nio apresentaram atividades de

solubilizacdo nos dias avaliados (Figura 11).
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Figura 11 — Indice de Solubilizacdo de Fosfato tricalcico.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

A andlise da solubilizacdo de fosfato tricdlcico pelas estirpes bacterianas indica um
comportamento diversificado entre os isolados, os dados apresentados possibilitam identificar
diferencas entre as estirpes quanto a capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico em

ensaios in vitro.

3.3.6.3.2 Fosfato férrico (FePOy) e o fosfato de aluminio (AIPO4)

Na avaliacio do halo de solubilizacio para as fontes de FePOs4 e AIPOs,
consistentemente, para todas as estirpes tipo de Nitrospirillum, tempos e condicdes, o diametro
do halo foi de 0.00 mm, indicando que nenhuma das dez estirpes testadas demonstrou
capacidade de solubilizar nas condi¢des experimentais empregadas, resultando em um Indice
de Solubilizacdo (IS) de 0.00 para todas as observacdes (registro das placas presentes no
Apéndice B).

Apesar da auséncia de halo de solubilizacdo, as estirpes foram capazes de se desenvolver
nos meios contendo FePO4 e AIPOs4. A dinamica de crescimento das estirpes ao longo do tempo

para ambas as fontes de fosfato € visualizada na figura 12 a seguir.
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Figura 12 — Crescimento bacteriano (mm de colonia) de fontes de Fosfato férrico e Fosfato de
aluminio.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

A Figura indica o aumento no crescimento bacteriano para a maioria das estirpes de 5
para 20 dias, o comportamento semelhante em ambas as condi¢des sugere que o
desenvolvimento esteve aliado ao aporte da fonte de carbono (sacarose) fornecida no meio de

cultivo.

3.3.6.3.3 Avaliagdo da caracterizagdo in silico com o fendtipo observado in vitro

A andlise in silico demonstrou que a capacidade metabdlica das estirpes de
Nitrospirillum spp. para a solubilizacao de fésforo estd majoritariamente associada a biossintese
de acidos organicos dicarboxilicos, com destaque para os dcidos citrato e malato, os quais foram
identificados de forma consistente em multiplas vias metabdlicas centrais. As pathways 00020
(Citrate cycle), 00630 (Glyoxylate and dicarboxylate metabolism) e 00720 (Reductive
carboxylate cycle) apresentaram rotas completas para a formacgao de (S)-malate e citrate em
todas as estirpes avaliadas, indicando que esses dois carboxilatos constituem os compostos mais
conservados e metabolicamente acessiveis no conjunto gendmico analisado. Em contraste,

acidos como acetato, lactato e (R)-malato apresentaram distribui¢do varidvel entre as estirpes.
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Os resultados de solubilizacdo de fosfato tricdlcico sdo compativeis com esse perfil
metabdlico, uma vez que citrato e malato sdo amplamente reconhecidos na literatura como os
acidos organicos mais eficazes na solubilizacdo deste composto, devido a sua elevada
capacidade de quelar Ca’** e promover a liberacdo de P por complexacdo e acidificacio do
microambiente (Pan; Cai, 2023; Panhwar et al., 2013). Assim, a presenca universal das rotas
de sintese desses dcidos fornece uma base metabdlica aceitavel para o que foi observado na
atividade de solubilizacdo, enquanto as diferencas quantitativas nos halos de solubiliza¢dao
refletem variacdes na regulacdo, secrecdo e fluxo metabdlico desses compostos, e ndo apenas
na presenca ou auséncia das vias biossintéticas.

Adicionalmente, a auséncia de solubilizacdo de FePO4 e AIPOy4, apesar do crescimento
bacteriano robusto, reflete a maior recalcitrancia desses fosfatos acidos. Diferentemente do
Ca3(POs)2, cuja solubilizagdao é favorecida pela acidificagao (pH baixo dissolve precipitado
alcalino) (Pan; Cai, 2023), os fosfatos de Fe/Al predominam e precipitam em pH é4cido (<5), de
modo que a acidificacdo microbiana agrava sua insolubilidade (Aradjo et al., 2024). Assim,
embora o potencial gendmico para sintese de quelantes (Citrato/Malato; Figura 9) esteja
presente, as condi¢cdes experimentais nao elicitaram secrecdo suficiente desses complexantes
ou geraram pH excessivamente dcido no microambiente, limitando a liberacao de P dessas
fontes mais estaveis (Xie et al., 2025).

Os 4cidos citrato e malato representam os principais dcidos organicos potencialmente
envolvidos na solubiliza¢dao de fésforo em Nitrospirillum, enquanto lactato, acetato e outras
moléculas atuam como vias auxiliares, modulando a resposta conforme a estirpe e a fonte
fosfatada disponivel.

A solubilizacdo de compostos de zinco por microrganismos também tem sido associada
a producao de dcidos orgénicos e a capacidade de converter formas insoliveis de Zn em ions
soliveis (Zn>*), que sdo mais disponiveis para absorcdo vegetal (Maciel-Rodriguez; Moreno-
Valencia; Plascencia-Espinosa, 2025; Srithaworn et al., 2023). Além disso, outro mecanismo
em bactérias solubilizadoras de Zn envolve a liberacdo de acidos organicos que acidificam o
meio local e promovem a quebra de ligacdes em compostos de zinco insoldveis, permitindo a
liberacdo do micronutriente para a rizosfera (Maciel-Rodriguez; Moreno-Valencia; Plascencia-
Espinosa, 2025; Sethi et al., 2025).

Os microrganismos solubilizadores de Zn também podem contribuir para o aumento da
absor¢do de Zn por plantas por meio de produgdo de sider6foros que mobilizam metais,

incluindo Zn (Srithaworn et al., 2023).



3.3.6.3.4 Solubilizacdo de Zinco (Zn)

a) Capacidade de solubilizacao de 6xido de zinco
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A solubilizacdo da fonte de o6xido de zinco (ZnO), evidenciado pelo halo de

solubilizacdo, apresentou padroes distintos e geralmente mais promissores em comparagao com

Zn3(POs)> (Figura 13).

Figura 13 — Painel de andlise da solubilizac¢do de Zinco por estirpes de Nitrospirillum spp. frente

aos tempos de avaliacdo. Dai = dias apds inoculagao.
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Em 5 dias (Figura 13), a maioria das estirpes demonstraram capacidade de solubilizar
ZnO, com Indices de Solubilizacdo variando de 2.25 (estirpe BR 11622) a 2.85 (estirpe BR
11163). As estirpes BR 11142 e BR 11164, no entanto, apresentaram um IS de 0.00, indicando

auséncia de solubiliza¢do para ZnO neste periodo. Apesar destas duas exce¢des, a maioria das

estirpes (80%) foi capaz de solubilizar ZnO neste tempo inicial.

Em 15 dias, observou-se um aumento notavel na capacidade de solubilizagdo de ZnO

para as estirpes que j4 eram ativas, € um inicio de atividade para aquelas que ndo estavam ativas.
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Estirpes como BR 11140, BR 11145, BR 11163 e BR 11622 atingiram Indices de
Solubilizacdo elevados (4.92 a 5.22 mm), superando consideravelmente seus desempenhos em
5 dias. A estirpe BR 11164, que inicialmente ndo solubilizou ZnO em 5 dias (IS = 0.00),
demonstrou um IS de 2.96 em 15 dias, indicando um inicio tardio ou uma maior demanda por
tempo para a indu¢cdo do mecanismo de solubilizagdo. As demais estirpes mantiveram seus
resultados (0.00 para estirpe BR 11142, e 2.49 para as demais, onde ndao houve aumento
significativo), sugerindo que a capacidade de solubilizacdo de ZnO pode ndo ser progressiva ao
longo do tempo para todas as estirpes. A porcentagem de estirpes solubilizadoras de ZnO em

15 dias permaneceu alta, com 80% das estirpes apresentando IS-Zn>1.00.

b) Capacidade de solubilizacio de fosfato de zinco

Conforme os dados apresentados na Figura 13, a solubilizacio de Zn3(POas)> foi
observada em um nimero limitado de estirpes ou que se manifestou mais lentamente.

Em 5 dias apds a inoculagdo, a maioria das estirpes ndo demonstraram capacidade de
solubilizagdo de Zn3(POs),, registrando um Indice de Solubilizacdo (IS) de 0.00. Apenas a BR
111427 exibiu atividade de solubilizacdo para esta fonte, com um IS de 2.67.

Conforme ilustrado, em 15 dias, verificou-se uma melhora na capacidade de
solubilizacdo para algumas estirpes que inicialmente ndo apresentavam atividade para
Zn3(PO4)>. As estirpes BRs 11163, 11164, 11828, 11868 e 15444, que iniciaram com IS de
0.00, registraram aumentos para valores entre 1.00 e 2.25.

Embora a estirpe BR 11145 tenha atingido um IS-Zn de 1.00, que indica auséncia de
halo, as demais estirpes demonstram que a solubiliza¢@o para elas se manifesta ou se torna mais
detectdvel com um periodo de incubacdo mais longo. A estirpe BR 11142 manteve seu
destaque, aumentando seu IS para 3.67. Contudo, as estirpes BRs 11140, 11622 e 11752
permaneceram com IS de 0.00, indicando incapacidade de solubilizar Zn3(POs)2 sob as
condic¢des e tempo avaliados. A propor¢do de estirpes solubilizadoras em 15 dias aumentou

significativamente em 60%.

3.3.7 Producao de Siderdforos

A capacidade das estirpes de Nitrospirillum spp. em produzirem sider6foros foi avaliada

qualitativamente pelo método do Cromoazurol S (CAS) (Schwyn; Neilands, 1987) adaptado
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para o sistema O-CAS (Pérez-Miranda et al., 2007b). Apds o tempo de incubagdo, observou-se
formacdo de halos alaranjados claros em torno das colonias de algumas estirpes, indicando a
producdo de siderdforos das classes hidroxamato e carboxilato (Pérez-Miranda et al., 2007b).

(Apéndice C — Placas de produgao e Sideréforos).

3.3.7.1 DESEMPENHO DAS ESTIRPES

Ap6s 24 h, as estirpes BR 11828, BR 11163 e BR 11140 apresentaram os maiores
indices de producgdo de sideréforos, sem diferencas significativas entre si, € superiores as
demais. A estirpe BR 11145 apresentou valor intermedidrio, diferindo das estirpes mais ativas
e daquelas sem producao detectavel. As estirpes BR 11142, BR 11164, BR 11622, BR 11752,
BR 11865 e BR 15444 apresentaram indices préximos a 1,0, ndo diferindo entre si, indicando
auséncia de producido de sider6foros nesse periodo.

Apo6s 48 h, as estirpes BR 11828, BR 11145, BR 11163 e BR 11140 mantiveram os
maiores indices de produc¢ao de sider6foros, sem diferencas significativas entre si, e superiores
as demais estirpes. As estirpes BR 11164 e BR 11622 apresentaram valores baixos,
estatisticamente semelhantes entre si, enquanto BR 11142, BR 11752, BR 11865 e BR 15444
permaneceram com indices préximos a 1,0, ndo diferindo entre si, mesmo apds 48 h de
incubacdo. A andlise qualitativa indica que BR 11145 apresentou o maior incremento relativo
(~46 %) entre 24 h e 48 h, enquanto BR 11828 manteve producdo elevada com incremento

menor (~7,4 %) (Figura 14).

Figura 14 — Produgdo de Sideréforos (medido por formacdo de halo) de estirpes de
Nitrospirillum spp. Valores nas barras seguidos de mesmas letras no mesmo tempo nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Os resultados apontam para diferencas significativas na produ¢do de sideréforos entre
as estirpes de Nitrospirillum spp. com algumas estirpes destacando-se claramente. Essa
variabilidade € consistente com estudos prévios que associam a producdo de sideréforos a
fatores genéticos (Saha et al., 2013) e ambientais, especialmente disponibilidade de ferro no
meio (Ellermann; Arthur, 2017).

Estudos demostram que bactérias do género Azospirillum sintetizam sideréforos como
parte de seu repertorio de promog¢ao do crescimento vegetal e tolerancia ao estresse (Gureeva;
Gureev, 2023). Além disso, combinacdes de Azospirillum com outros BPCV como Bacillus
aumentaram significativamente a producio de sider6foros em cultura, o que reforca o potencial
microbiano de liberar ferro disponivel para a planta e de competir com patégenos pela oferta

de ferro (Yaadesh et al., 2023).

3.3.7.2 PERFIL GENOMICO DE VIAS ASSOCIADAS A PRODUCAO DE
SIDEROFOROS

A andlise funcional dos genomas das dez estirpes de Nitrospirillum investigou a
presenca de ECs e rotas metabdlicas relacionados a sintese de sider6foros, com foco em trés
rotas distintas permitindo interpretar as variacdes fenotipicas a luz das capacidades gendmicas
das estirpes avaliadas.

A andlise integrativa das vias metabdlicas mostra coeréncia entre o fenétipo observado

nos ensaios bioquimicos e a presenca de ECs-chave (Figura 15): 01053 - Biosynthesis of
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siderophore group nonribosomal peptides, 00300 - Lysine biosynthesis ¢ 00260 - Glycine,
serine and threonine metabolismo.

Pathway 01053 — Biosynthesis of siderophore group nonribosomal peptides (Figura 15):
Todas as estirpes possuem a EC3.3.2.1 (Isochorismatase), que catalisa a conversdo de
isochoresismato em 2,3-dihidroxi-benzoato (2,3-DHB). Este composto aromético é um
precursor essencial para sider6foros do tipo catecholato, sendo incorporado em estruturas
complexas que formam fortes quelantes de ferro (e possivelmente de outros metais) no

ambiente externo.
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Figura 15 — Via 01053 — Biossintese de peptideos nao ribossomais do grupo Siderdéforos.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Pathway 00300 — Lysine biosynthesis (Figura 16): A enzima EC 1.17.1.8, que converte
(2S,45)-tetrahidro-dipicolinate em L-lysine, ndo foi detectada nas estirpes, indicando que esta
rota estd incompleta. Entretanto, a maioria das demais enzimas da via, que transformam
L-aspartate em intermedidrios subsequentes, estdo presentes em estirpes como BR 11140,
11145, 11163, 11164, 11752, 11828, 11865 e 15444; a excecdo ¢ BR 11142, que possui
auséncia adicional de ECs (3.5.1.18 ¢ 5.1.1.7), tornando a via ainda mais comprometida. A falta
de capacidade completa para biossintese de lysine sugere que a formacao de sider6foros que
incorporam esse aminodcido como unidade estruturante pode estar impedida nestas estirpes,

correlacionando-se com a auséncia de halos no ensaio CAS.



Figura 16 — Via 00300 — Biossintese de lisina.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Pathway 00260 — Glycine, serine and threonine metabolismo (Figura 17): Esse

metabolismo estd completo em seis das dez estirpes, indicando potencial para gerar L-threonine,

outro aminodcido frequentemente incorporado em sider6foros de catecolato estruturais em

outros sistemas bacterianos, como observado em sideroéforos bem caracterizados como

vibriobactin, cujo esqueleto molecular incorpora unidades de 2,3-DHB e treonina. Nas estirpes

com lacunas nos ECs desta via (e.g., BR 11140, 11142, 11145, 11622), a capacidade de

incorporar threonine em sider6foros pode estar reduzida, o que coincide com o padrao

fenotipico negativo observado.
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Figura 17 — Via 00260 — Metabolismo da glicina, serina e treonina.

| 00260 | Glycine, serine and threonine metabolism |
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
3.3.7.3 INTEGRACAO DE RESULTADOS

A producio de sideréforos por microrganismos esta associada a habilidade de adquirir
ferro em ambientes onde este micronutriente estd quimicamente limitado, como em solos
tropicais intensamente intemperizados, nos quais o Fe** forma compostos de baixa solubilidade
(Timofeeva; Galyamova; Sedykh, 2022). Sider6foros sao moléculas de baixo peso molecular
com afinidade muito alta por Fe*, sintetizadas em resposta 2 limitacdo desse metal, facilitando
sua mobilizacdo para uso bioldgico tanto pela bactéria quanto por plantas associadas (Maciel-
Rodriguez; Moreno-Valencia; Plascencia-Espinosa, 2025; Zhang, Siwen et al., 2023).

A presenca do precursor aromadtico 2,3-dihidroxi-benzoato (2,3-DHB) em todas as
estirpes analisadas indica que todas possuem a capacidade de gerar o nicleo catecolato
necessario para sider6foros do tipo catecolatos. Sider6foros catecolatos, como enterobactina e
seus congéneres, formam complexos de alta afinidade com Fe** e sdo sintetizados através de
rotas metabdlicas que incorporam precursores aromaticos ligados a unidades de aminodcidos
especificos, frequentemente via sistemas de sintese de peptideo ndo ribossomal (NRPS) ou
variantes metabdlicas equivalentes. A literatura recente descreve sider6foros catecolados
produzidos por microrganismos e estruturados a partir de combinagdes de 2,3-DHB com
aminoécidos como serina ou treonina, confirmando que a formagao de sideréforos funcionais
depende da presenca de multiplos precursores metabdlicos além do simples 2,3-DHB (Liu et

al., 2023; Timofeeva; Galyamova; Sedykh, 2022).
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Entretanto, a presenca de 2,3-DHB por si s6 ndo garante a producdo completa de
sider6foros detectdvel no fenétipo CAS. A sintese efetiva de sider6foros funcionalmente ativos
requer a integracao de rotas que gerem aminodcidos que possam ser incorporados na estrutura
final da molécula sideréfora, como por exemplo, treonina ou outros aminoacidos que formam
ligagcdes com o nucleo catecolato (Liu et al., 2023). Estirpes que possuem vias completas para
o metabolismo de aminoacidos como treonina tendem a apresentar halos positivos no ensaio
CAS, enquanto aquelas com lacunas nas vias de biossintese de aminodcidos conjugaveis
apresentam perfis gendmicos que explicam a auséncia de halos. Esse padrdo sugere que a
capacidade funcional de biossintese de sider6foros por Nitrospirillum pode estar condicionada
ndo apenas a disponibilidade de precursores aromdticos, mas também a competéncia no
metabolismo de aminodcidos que participam da montagem estrutural da molécula sideréfora.
Este principio é consistente com mecanismos descritos para sideréforos peptidicos em outros

sistemas microbianos (Zhang, Siwen et al., 2023).

3.3.8 Formacao de Biofilme

3.3.8.1 ENSAIO DE IN SiLICO

Nas andlises de anotacdo funcional, foram identificadas vias metabdlicas associadas a
biossintese de poliaminas: Via 00330 - Arginine and Proline Metabolism, onde foi detectado o
composto putrescina, € a Via 00480 - Glutathione Metabolism, associada ao composto
espermidina (Figura 18). A sintese de espermidina estd completa nas estirpes BR 11140, BR
11164, BR 11622, BR 11752 ¢ BR 11865, enquanto BR 11142, 11145, 11163, 11828 e 15444
apresentam lacunas enzimaticas na via 00480.

A putrescina (via 00330) pode ocorrer por duas rotas metabdlicas: (i) via assimilacao
amoniacal, na qual a enzima EC 1.4.1.2 (glutamate dehydrogenase) converte NH3 em
glutamato, nas estirpes BR 11142, BR 11145, BR 11163, BR 11164, BR 11752 ¢ BR 11828; e
(i1) rota peptidica, na qual a enzima prolyl aminopeptidase converte Peptideos em L-Prolina,
sequentemente ciclizada em Ornitina pela acdo da EC 4.3.1.12 (ornithine cyclodesaminase) e
descarbolizada pela EC 4.1.1.17 (L-ornithine decarboxylase).

Apesar da ausénciada EC 1.5.1.2 (L-glutamate-5-semialdeido desidrogenase) na estirpe
BR 15444, a presenca universal das enzimas EC 4.3.1.12 e EC 4.1.1.17 garante o potencial

biossintético de putrescina em todas as estirpes analisadas.
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Figura 18 — Heatmap metabdlico para deteccao de putrescina e espermidina.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Essa detecgdo colabora com estudos envolvendo Azospirillum baldaniorum Sp245, um

organismo filogeneticamente proximo e modelo de estudo para rizobactérias promotoras de
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crescimento, que emprega essas poliaminas durante a formagao de biofilme bacteriano (Pereyra
et al., 2023). As poliaminas, incluindo putrescina e espermidina, desempenham funcdes
celulares fundamentais em crescimento, sinalizagcao e regulacdo metabdlica (Miller-Fleming et
al., 2015).

A producdo de poliaminas em bactérias tem sido associada diretamente a capacidade de
formar biofilmes bacterianos, importantes para a colonizagdo e interagdo com o hospedeiro e a
rizosfera. Estudos em Escherichia coli demonstraram que espermidina estimula a formagao de
biofilme, ligando-se a fatores regulatérios do estado de transicao de células livres para biofilme.
Estudos de revisao também relatam que tanto putrescina quanto espermidina podem atuar como

sinais ou moduladores da formagao e estrutura de biofilmes em diferentes espécies bacterianas

(Zhang, Chong et al., 2025).

3.3.8.2 ENSAIOS IN VITRO PARA FORMACAO DE BIOFILME

As estirpes BR 11164 (absorbancia = 0,761) e BR 11142 (0,549) apresentaram a maior
capacidade de formacdo de biofilme, enquanto BR 11140 (0,205) exibiu capacidade
intermedidria, BR 11752 (0,050) e BR 11828 (0,062) demonstraram baixa formacgao de biofilme
e as estirpes BR 11145 (-0,246), BR 11163 (-0,299), BR 11622 (-0,097), BR 11865 (-0,022) e
BR 15444 (-0,086) nao apresentaram formacdo detectavel. O teste de Tukey revelou quatro
grupos estatisticamente distintos (a-d), confirmando diferencas significativas na capacidade de

formar biofilme entre as estirpes (Figura 19).
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Figura 19 — Formacdo de Biofilme por estirpes de Nitrospirillum spp.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Os resultados indicam que a capacidade de formacao de biofilme em Nitrospirillum
varia significativamente entre estirpes, refletindo diferencas em caracteristicas fisiologicas e
metabolicas intrinsecas. As estirpes BR 11164 e BR 11142 apresentaram as maiores médias de
absorbancia (Figura 19), sugerindo maior produgdo de biofilme e maior adesdo celular. Estes
fatores provavelmente conferem a essas estirpes melhores desempenho de colonizagdo da
rizosfera, favorecendo interagdes benéficas com as plantas hospedeiras. Em contraste, estirpes
como 11163, 11145 e 11622 exibiram baixa formacao de biofilme, o que pode indicar menor
producdo de componentes estruturais do biofilme ou limitacdo na capacidade de agregacdo

celular.

3.3.8.3 INTEGRACAO DE RESULTADOS IN SILICO E IN VITRO

A integracdo dos dados genomicos e fenotipicos indicam heterogeneidade metabdlica
entre as estirpes de Nitrospirillum, caracterizada pela presencga diferencial de vias enzimaticas
completas para biossintese de poliaminas: espermidina (via 00480) completaem BR 11140, BR
11164, BR 11622, BR 11752 ¢ BR 11865 versus ausente em BR 11142, BR 11145, BR 11163,
BR 11828 ¢ BR 15444. Embora todas as estirpes apresentem potencial para sintese de
putrescina (via 00330) predominantemente pela rota peptidica, apenas BR 11142, BR 11145,
BR 11163, BR 11164, BR 11752 e BR 11828 exibem rota de assimilacdo amoniacal funcional

via EC 1.4.1.2. Tal variabilidade biossintética se reflete nos ensaios de biofilme, pois BR 11164
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e BR 11142 (ambas com espermidina e dupla rota putrescina vidvel) produziram as maiores
absorbancias, ao passo que estirpes restritas a rota peptidica simples (BR 11140, BR 11622, BR
15444) ou com lacunas poliaminicas (BR 11163, BR 11145, BR 11622) apresentaram
desempenho reduzido ou auséncia de formagdo detectavel (valores < 0,205), demonstrando que
a redundancia metabdlica de poliaminas constitui determinante quantitativo da aptiddao

fenotipica para biofilme.

3.3.9 ACC-deaminase

Para investigar a potencial producdo de ACC-deaminase, uma busca por homélogos do
gene acdS (EC 3.5.99.7) e de enzimas da via Metabdlica do Propanato foi realizada. Como
esperado, a busca no genoma de Azospirillum lipoferum (controle positivo) identificou com
sucesso 0 gene acdS e as enzimas relacionadas (Nascimento et al., 2014; Orozco-Mosqueda;
Glick; Santoyo, 2020; Prigent-Combaret et al., 2008).

Em contrapartida, a mesma andlise aplicada as estirpes de Nitrospirillum spp.
demonstrou a auséncia universal de homoélogos do gene acdS (Figura 20). Os genes codificantes
para outras enzimas centrais da Via do Propanato (a exemplo, ECs 2.3.1.8, 2.6.1.19 e 2.7.2.1)

estdo presentes e conservados na maioria das estirpes.
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Figura 2 — Heatmap do metabolismo do Propanoato em estirpes de Nitrospirillum spp. As
tonalidades indicam o nimero de cépias das enzimas (EC): preto = auséncia (0), amarelo = 1,
laranja = 2 e vermelho = >3.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

A presenga conservada de outras enzimas participantes do metabolismo do Propanato
(ECs 1.1.2.8, 2.3.1.8, 2.6.1.19 e 2.7.2.1), rota central para geracdo de energia (succinil-CoA)
via oxidagdo de 4cidos graxos e aminodcidos (Huang et al., 2020; Shafer et al., 2025), indica
que a auséncia especifica do acdS € uma caracteristica biolgica natural de Nitrospirillum e nao
uma limitacdoda anotagao.

A auséncia universal do gene acdS nas estirpes de Nitrospirillum confirma que a
atividade de ACC deaminase ndo € um traco metabdlico disponivel neste género. Resultados
semelhantes foram relatados para Azospirillum brasilense Sp245 e CBG497, nos quais o gene
acdS também estd ausente, em contraste com A. lipoferum, que o adquiriu por transferéncia
horizontal de bactérias rizosféricas (Wisniewski-Dyé et al., 2012).

Essa diferenca reflete a evolugdo complexa do grupo: enquanto A. lipoferum integrou
genes exdgenos associados a adaptacdo terrestre, Nitrospirillum, pertencente a familia
Azospirillaceae (Hordt et al., 2020), manteve um repertorio genético mais restrito, conservando
rotas centrais como fixacao de nitrogénio.

Tal cendrio sugere que, dentro da familia Azospirillaceae, o gene acdS nao foi herdado

verticalmente, mas sim adquirido de forma pontual em certas linhagens adaptadas a rizosfera.
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A auséncia de acdS nas estirpes de Nitrospirillum spp. avaliadas indica uma especializa¢ao
ecoldgica distinta, possivelmente compensada pelos mecanismos alternativos associados
modulacdo hormonal (via PAA e AIA a partir de precursores exdgenos) e a melhoria nutricional

(solubilizag¢do de P e Zn) (Figura 21).

Figura 21 — Heatmap integrativo dos Mecanismos de Promocdo de Crescimento Vegetal
produzidos por estirpes de Nitrospirillum spp. A éarvore filogenética a esquerda reflete as
relacdes gendmicas entre as estirpes.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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3.4 CONCLUSOES

A integracdo entre andlises gendmicas (vias metabdlicas e mapeamento funcional) e
ensaios bioquimicos (in vitro) conduzida neste capitulo reposiciona o género Nitrospirillum
com uma identidade metabdlica distinta, que desafia os modelos cldssicos estabelecidos para
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV).

Biossintese auxinica independente de triptofano, centralidade na fenilalanina e
regulagdo pelo antranilato: nenhuma estirpe apresenta rotas canoOnicas dependentes de
triptofano (IPyA, TAM, IAM, IAN) completas. Em contrapartida, a maioria das estirpes
conserva duas enzimas de finalizacdo de sintese de cadeia, que atuam sobre precursores

aromaticos exdgenos captados do ambiente (exsudatos vegetais ou turnover microbiano):

a) Amidase (EC 3.5.1.4), presente em 80% das estirpes, € a enzima terminal da via
completa de conversdo de fenilalanina em 4cido fenilacético (PAA), hidrolisando o
intermediario 2-fenilacetamida a PAA;

b) Aldeido desidrogenase (EC 1.2.1.3), detectada em 100% das estirpes, oxida aldeidos
aromaticos (indol-3-acetaldeido) diretamente em AIA, constituindo uma rota universal

e independente da fenilalanina.

Associada a transaminases do metabolismo da fenilalanina, a amidase confere a
capacidade de produzir PAA como a principal auxina microbiana funcional do género. A
deteccdo de compostos ind6licos totais (médias de 4,77 ~8,72 ug-mL!) confirma a atividade
metabdlica, ainda que o sinal do reagente de Salkowski ndo discrimine AIA de outros inddis,
incluindo o 3-indolil-glicerol-fosfato (IGP), um tipo de indol oriundo da via biossintética do
corismato, conservado universalmente nas estirpes. Adicionalmente, o antranilato atua como
regulador do fluxo de carbono entre a sintese de aminodcidos aromadticos e a producdo auxinica,
evitando concentra¢des supra-6timas que seriam fitotoxicas

Solubilizacdo de nutrientes adaptada a contextos especificos de fertilidade: do ponto de

vista nutricional, a combinacdo entre a solubilizacdo consistente de fosfato tricdlcico e a
mobilizacdo seletiva de zinco, aliada a incapacidade de atuar sobre fosfatos de ferro (Fe) e
aluminio (Al), delineia um perfil adaptado a contextos especificos de fertilidade.

Fésforo: Todas as estirpes solubilizam fosfato tricalcico (Caz(PO4)2), com destaque para

BR 11140%, BR 11142" ¢ BR 11752" (halos de ~3,4mm aos 20 dias). Esse potencial é
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sustentado pela presenca universal das vias de sintese de citrato e malato (vias metabdlicas
00020, 00630, 00720). Nenhuma estirpe solubilizou fosfato férrico (FePO4) ou fosfato de
aluminio (AIPOs), confirmando a recalcitrancia dessas fontes em condi¢des acidas.

Zinco: O 6xido de zinco (ZnO) € solubilizado pela maioria das estirpes (80% aos 15
dias, IS até 5,22). O fosfato de zinco (Zn3(POs4)2) € mobilizado por 60% das estirpes, com
cinética mais lenta (deteccdo apenas aos 15 dias) e destaque para BR 111427 (IS 3,67). Essa
seletividade indica que a forma quimica do nutriente no solo ou fertilizante determina a eficacia
do inoculante.

Producdo de Siderdforos condicionada pela integridade das vias de aminodcidos

estruturais: apenas 40% das estirpes (BR 11828, BR 111637, BR 11140" e BR 11145)

produzem sideréforos detectaveis pelo método CAS, com halos j4 mensurdveis em 24 horas de
incubacdo. Todas as estirpes possuem a isocorismatase (EC 3.3.2.1), gerando o precursor
2,3-di-hidroxibenzoato (catecolato). No entanto, a produ¢do funcional de sider6foros requer
vias completas para lisina (pathway 00300) e treonina (pathway 00260), ausentes ou
incompletas nas estirpes ndo produtoras. A correlacdo entre genoma e fen6tipo € direta: estirpes
com lacunas nessas vias ndo formam halo.

Formacio de biofilme correlacionada com a redundincia metabdlica de poliaminas: a

capacidade de formar biofilme varia amplamente (absorbancia a 540nm de -0,299 a 0,761). As
estirpes BR 111647 ¢ BR 111427 apresentam os maiores valores, ambas com a via da
espermidina completa (via 00480) e a rota dupla para putrescina (assimila¢cdo amoniacal + via
peptidica). Estirpes com apenas uma rota de putrescina e espermidina incompleta (BR 111407,
BR 116227, BR 15444") exibem formacdo intermedidria ou ausente. A presenca universal da
enzima ornitina descarboxilase (EC 4.1.1.17) garante a sintese basal de putrescina, mas a
producdo de espermidina funciona como fator limitante para biofilme maduro.

Auséncia constitutiva de ACC-deaminase como caracteristica filogenética do género:

nenhuma das estirpes avaliadas possuem o gene acdS ou homoélogos funcionais, confirmando
a inexisténcia da via de degradagcdo do ACC (percursos do etileno). Essa auséncia € consistente
com o observado em Azospirillum brasiliense Sp245 e CBG497, com excecao de A. lipoferum
4B, que adquiriu o gene por transferéncia horizontal. Assim, o gé€nero Nitrospirillum spp. ndo
atua na mitigacdo do estresse por etileno, compensando essa lacuna com mecanismos de

modula¢@o hormonal, melhoria nutricional e fixagcdo biolégica de nitrogénio.
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3.5 CONSIDERACOES FINAIS

A abordagem integrativa adotada neste capitulo, combinando gendmica comparativa,
mapeamento de rotas metabdlicas e ensaios fenotipicos de bancada, possibilitou ndo apenas
caracterizar o repertorio funcional de Nitrospirillum spp., mas também reposicionar esse género
no espectro das bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV).

Reposicionamento conceitual sobre auxinas microbianas: O achado mais estruturante é
a independéncia funcional do triptofano para a producdo de auxinas em Nitrospirillum spp.
Enquanto a literatura cldssica enfatiza a rota [IPyA (via IpdC) como dominante em rizobactérias,
os dados mostram que a amidase e a aldeido desidrogenase operam como um sistema de
finalizacdo da biossintese auxinica.

A amidase, integrada a via endégena completa de conversdo de fenilalanina em PAA,
pode também, de forma oportunistica, converter intermedidrios aromdticos exdgenos, como
2-fenilacetamida e indol-3-acetamida, em PAA e AIA, respectivamente, caso estejam
disponiveis no ambiente. Ja a aldeido desidrogenase (EC 1.2.1.3) oxida indol-3-acetaldeido a
AIA, sendo provavel que o substrato derive majoritariamente de fontes exdgenas (exsudatos
vegetais) ou de vias metabdlicas secunddrias ndo candnicas. Do ponto de vista agrondmico, isso
implica que a selec@o de estirpes para inoculantes ndo deve se restringir a producdo de AIA em
meio suplementado com triptofano, mas também avaliar a atividade amiddsica e explorar mais
a fundo quanto capacidade de gerar PAA a partir de precursores endégenos.

Implicacdes da seletividade nutricional para fins agrondmicos: O perfil de solubilizagdo
observado, eficiente sobre Ca3(POas)2 e ZnO, inerte sobre FePO4 e AIPO4, revela que o género
nao € um solubilizador generalista, mas sim especializado em fontes de nutrientes de carater
mais alcalino ou neutro. Essa seletividade apresenta consequéncias praticas, onde: (i) o género
€ mais adequado para solos com fertilizacdo fosfatada solivel ou com teores naturais de P ligado
a cdlcio; (ii) para solos 4cidos ricos em Fe e Al (como grande parte dos solos brasileiros), a
contribuicdo do género para a disponibilidade de P serd limitada, exigindo manejo
complementar.

Variabilidade intraespecifica exige abordagens de precisdo: A ampla variagdo na
producdo de Sideréforos e na formagdo de biofilme demonstra que ndo existe um perfil
funcional Unico para o género. A estirpe comercial BR 11145, embora produza compostos
inddlicos, ndo apresentou formacdo de biofilme nas condi¢des testadas, além de apresentar

modesta solubilizacdo (1,80 mm) de Ca3(PO4),. Para aplicagdes que exigem coloniza¢do
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rizosférica robusta, estirpes como BR 11164 (maior atividade de biofilme) ou a BR 111427
(alta solubilizacao de P e Zn, moderado biofilme) seriam mais adequadas.

Auséncia de ACC-deaminase como oportunidade para coinoculagdo: A confirmagio da
auséncia constitutiva do gene acdS em todas as estirpes de Nitrospirillum spp. ndo representa
uma defici€ncia, mas sim uma delimitacdo de nicho. Em condi¢des de estresse que elevam a
producdo de etileno (seca, encharcamento, salinidade), a coinoculagdo com uma
microrganismos portadores de ACC-deaminase pode srepresentar uma estratégia atenuadora ao
estresse, enquanto a estirpe Nitrospirillum spp. atua na modulacdo hormonal e na melhoria
nutricional. Nestes cendrios, ensaios em casa de vegetacdo com estresse abidticos sao
necessdarios para validar essa sinergia.

Limitagdes do estudo e perspectiva futuras: Embora os ensaios in vitro fornecam
evidéncias robustas da capacidade metabdlica, eles nao reproduzem a complexidade da
rizosfera (gradientes de pH, competicdo microbiana, adsorcao de nutrientes, exsudatos
dindmicos). Estudos futuros podem: (i) avaliar a expressdo dos genes associados a amidase e
aldeido desidrogenase em co-cultura com raizes de gramineas; (ii) testar a coinoculagdo com
estirpes produtoras de ACC-deaminase em solos com estresse abidtico; (iii) realizar
experimentos em casa de vegetacdo e campo com fertilizantes fosfatados e zincados de
diferentes solubilidades, correlacionando o desempenho agrondmico com o perfil funcional das
estirpes.

Em sintese, este capitulo ndo apenas responde as perguntas de pesquisa propostas, mas
também abre novas frentes de investigacdo sobre a biologia do género Nitrospirillum e seu

papel na promogdo do crescimento de gramineas.
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CAPITULO I1

CARACTERIZACAO FISIOLOGICA DE ESTIRPES DE NITROSPIRILLUM SPP.
EM PLANTAS DE MILHO E BRAQUIARIA
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4 CAPITULO II: CARACTERIZACAO FISIOLOGICA DE ESTIRPES DE
NITROSPIRILLUM SPP. EM PLANTAS DE MILHO E BRAQUIARIA

RESUMO

O presente capitulo teve como objetivo principal caracterizar a interacdo fisioldgica de estirpes
do género Nitrospirillum spp. com plantas de milho e braquidria, visando avaliar seu potencial
como promotoras de crescimento vegetal. Para isso, foram conduzidos bioensaios in vitro e
experimentos em casa de vegetacdo sob condi¢des controladas. A abordagem experimental
incluiu a avalia¢do da colonizagdo radicular inicial em milho, seguida por ensaios fisiolégicos
detalhados com diferentes gendtipos de milho e braquidria, submetidos a inoculagdo com dez
estirpes bacterianas e a diferentes niveis de suprimento de nitrogénio. Os parametros analisados
abrangeram caracteristicas biométricas da parte aérea (altura, drea foliar, nimero de
folhas/perfilhos, biomassa fresca e seca) e do sistema radicular (comprimento, volume, area
superficial, arquitetura e biomassa). Os resultados demonstraram uma clara especificidade na
interagdo planta-estirpe. A estirpe BR 11140 destacou-se como a mais eficiente, promovendo
incrementos significativos na altura (19%), area foliar (até 123% na cultivar SHS 5050) e massa
seca da parte aérea (37%) das plantas de milho em relagdo ao controle nio inoculado. A cultivar
de milho SHS 5050 exibiu maior responsividade a inoculagdo em comparacdo a AG 8088
PRO2, evidenciando a influéncia do genétipo hospedeiro na eficiéncia da simbiose. Quanto ao
sistema radicular, a mesma estirpe BR 11140 proporcionou o maior comprimento radicular
(65,71 cm), enquanto a estirpe BR 15444 induziu um alongamento radicular significativo em
outro experimento, sem, contudo, alterar a biomassa seca das raizes. Os experimentos com
doses contrastantes de nitrogénio (0,6 mM e 6,0 mM) revelaram que, embora a alta
disponibilidade do nutriente tenha promovido maior crescimento vegetativo, algumas estirpes
mantiveram desempenho mesmo sob baixa concentracdo de N. Isto sugere um potencial
adaptativo e uma possivel contribui¢do para a nutri¢ao nitrogenada da planta, seja via fixagcdao
bioldgica ou por outros mecanismos de promoc¢do de crescimento. A auséncia de interacdo
significativa entre dose de N e estirpe para os parametros de biomassa indica uma consisténcia
no efeito promotor das bactérias, independentemente da fertilizacao nitrogenada. Em conjunto,
os dados fisioldgicos obtidos validam e complementam as andlises gendmicas e bioquimicas

apresentadas no Capitulo L.
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bactéria; fisiologia da inoculagdo.
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ABSTRACT

The main objective of this chapter was to characterize the physiological interaction of strains
of the genus Nitrospirillum spp. with maize and brachiaria plants, aiming to evaluate their
potential as plant growth promoters. To this end, in vitro bioassays and greenhouse experiments
were conducted under controlled conditions. The experimental approach included the
assessment of initial root colonization in maize, followed by detailed physiological assays with
different maize and brachiaria genotypes, subjected to inoculation with ten bacterial strains and
different levels of nitrogen supply. The analyzed parameters encompassed biometric
characteristics of the aerial part (height, leaf area, number of leaves/tillers, fresh and dry
biomass) and the root system (length, volume, surface area, architecture, and biomass). The
results demonstrated clear specificity in the plant-strain interaction. Strain BR 11140 stood out
as the most efficient, promoting significant increases in height (19%), leaf area (up to 123% in
cultivar SHS 5050), and shoot dry mass (37%) of maize plants compared to the non-inoculated
control. The maize cultivar SHS 5050 exhibited greater responsiveness to inoculation compared
to AG 8088 PRO?2, highlighting the influence of the host genotype on the efficiency of the
symbiosis. Regarding the root system, the same BR 11140 strain provided the greatest root
length (65.71 cm), while strain BR 15444 induced significant root elongation in another
experiment, without, however, altering root dry biomass. Experiments with contrasting nitrogen
levels (0.6 mM and 6.0 mM) revealed that, although high nutrient availability promoted greater
vegetative growth, some strains-maintained performance even under low N concentration. This
suggests an adaptive potential and a possible contribution to plant nitrogen nutrition, whether
via biological nitrogen fixation or other growth promotion mechanisms. The absence of a
significant interaction between N level and strain for biomass parameters indicates consistency
in the bacteria's promoting effect, regardless of nitrogen fertilization. Together, the
physiological data obtained validate and complement the genomic and biochemical analyses

presented in Chapter 1.

Key words: plant growth promotion; nitrospirillum spp.; plant-bacteria specificity; inoculation

physiology.
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4.1 INTRODUCAO

Os microrganismos associados as raizes desempenham func¢des essenciais na regulacao
do fornecimento e na ciclagem de nutrientes (Luo et al., 2024). Por essa razdo, esses organismos
tém sido amplamente explorados e ganhado destaque na formulacao de inoculantes microbianos
voltados a agricultura sustentavel (Garcia-Fraile et al., 2015; Santos; Nogueira; Hungria, 2019).

O milho (Zea mays L.) e a braquidria (Urochloa sp.) se destacam entre as principais
culturas de interesse econdomico no Brasil, sendo amplamente utilizadas em sistemas de rotagao,
integracdo lavoura-pecudria e recuperacdo de pastagens degradadas (Pereira et al., 2020; Pinc
et al., 2020).

O nitrogénio (N) € um constituinte essencial de muitas biomoléculas, sendo o nutriente
requerido em maior quantidade na agricultura brasileira (Cabral et al., 2016; Pinc et al., 2020).
De forma similar, adubagdes fosfatadas exercem influéncias sobre o desenvolvimento e a
morfogénese das gramineas forrageiras, favorecendo a renovacdo e senescéncia dos tecidos
vegetais (Andrade et al., 2019; Costa et al., 2016).

De forma complementar a adubacdo, a utilizacdo de bactérias diazotrdficas tem se
mostrado uma estratégia promissora na reducdo dos custos de producdo, contribuindo com o
rendimento das culturas e manutencio da qualidade das pastagens e otimizacao de absor¢do de
nutrientes (Pinc et al., 2020; Rocha et al., 2022). A Fixacao Bioldgica de Nitrogénio (FBN) é
realizada por um grupo restrito de bactérias (Santos; Nogueira; Hungria, 2019), as quais além
de fornecer N> assimildvel as plantas, promovem o crescimento vegetal através da sintese de
fitormonios, controle de fitopatdégenos e solubilizacdao de nutrientes (Andrade et al., 2019).

O sucesso da aplicac@o de inoculantes microbianos no Brasil é evidenciado pela ampla
adogao de tecnologias comerciais, se consolidando como estratégia agrondmica relevante para
otimizar a eficiéncia na utilizacdo de nutrientes e reduzir a dependéncia de fertilizantes
minerais. Produtos baseados na bactéria Azospirillum brasilense, como o Azotrop (estirpes Ab-
V5 e Ab-V6), sdo referéncias na promog¢ao do crescimento radicular e na eficiéncia do uso de
nitrogénio em gramineas (Fendrich; Silva; Marriel, 2025; Hungria; Nogueira, 2022; Hungria;
Ribeiro; Nogueira, 2018). Paralelamente, inoculantes formulados com bactérias do género
Bacillus (Bacillus subtilis CNPMS B2084 e Bacillus megaterium CNPMS B119), como o
produto BiomaPhos®, tém sido utilizados com o objetivo de aumentar a disponibilidade de
fésforo no solo por meio da solubilizacdo de formas pouco disponiveis, contribuindo para a

nutri¢do e o desempenho fisioldgico das plantas (Silva, Felipe Campos et al., 2024). Avancos
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recentes também incluem produtos multifuncionais, como o COMBio (BR 29 Bradyrhizobium
elkanii, BR 10788 B. subtilis e BR 10141 Paraburkholderia nodosa), que combina diferentes
estirpes bacterianas com mecanismos complementares de promog¢ao de crescimento vegetal.
Além da nutri¢do, a inovacao biotecnoldgica avangou para a mitigacdo de estresses abioticos,
com destaque para a tecnologia Auras (Priestia aryabhattai, antigo Bacillus), pioneira na
inducgdo de tolerancia a seca, e o Hydratus (Bacillus amyloliquefaciens), que atua na regulacao
fisiologica das plantas sob déficit hidrico (Angelotti et al., 2025).

Adicionalmente, inoculantes a base de Nitrospirillum viridazoti (antiga N. amazonense),
como o produto Aprinza®, langado comercialmente em 2018, representam uma tecnologia ja
estabelecida para fixacdo bioldgica de nitrogénio em gramineas. Esse inoculante promove o
aumento do sistema radicular e da drea foliar e € o primeiro desenvolvido especificamente para
a cana-de-acucar (Bonassi et al., 2024; Sica et al., 2020; Silva et al., 2025; Silva et al., 2025;
Zilli 2019).

Apesar desses beneficios, se observa que o uso de bactérias diazotréficas t€ém sido pouco
utilizadas nas pastagens (Rocha et al., 2022). Com base nos resultados obtidos nos ensaios
apresentados no Capitulo I, que demonstraram o potencial das estirpes na sintese de metabdlitos
associados a promog¢ao de crescimento, este capitulo aborda a avaliagdo funcional dessas
estirpes em plantas.

Para isso, foram conduzidos ensaios em laboratdrio e em casa de vegetacao, utilizando
milho (Zea mays) e braquidria (Brachiaria decumbens), com o objetivo de verificar os efeitos

fisiolégicos e da interacao individual com dez estirpes de Nitrospirillum spp.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Visao Geral

A caracterizagao fisioldgica das estirpes de Nitrospirillum spp. foi conduzida por meio
de uma abordagem experimental sequencial, estruturada em duas etapas complementares.
Inicialmente, foram realizados bioensaios in vitro para avaliar a capacidade de colonizagao
radicular inicial das estirpes bacterianas em plantulas de milho, sob condi¢des controladas de
germinacao.

Em seguida, experimentos em casa de vegetacao foram conduzidos visando a avaliacao
dos efeitos fisiologicos da inoculacdo em plantas: Os Experimentos I e II foram conduzidos
com a cultura do milho (Zea mays), enquanto os Experimentos III e IV utilizaram braquiéria.

(Figura 22).

Figura 3 — Esquema geral dos experimentos I a IV realizados em casa de vegetagdo com culturas
de milho e braquidria.

Frequéncia de adubagio: em dias alternados

Experimento I Experimento I1
JR P I, ) Duragio: 31 dias Vasos 3L ragio: 30 dias /asos 1,
! Selegiio de gendtipos 4D rrag " W vasos Interacio SHS S0s0x D Duragdo: 30 ‘i““ ' Vasos 1L7L
Zea mays L. SHS 5050 e AG 8088 VT PRO?2 [] 10°UFCmL” g g 4 Blocos Estirpes Nitrospirilhim spp U 10°UFCmL " 84 6 Blocos
- Y 2 plantas/vaso [/ 2 plantas/vaso
4 Experimentos
Substrato: Areia +
Vermiculita 2:1 Frequéncia de adubagiio: a cada 3 dias
I a .
Brachiaria decumbens cv. Basilisk Experimento 111 Experimento IV
Selecio de Dose de N £ Duragiio: 40 d:u ' Vasos 3L Interacio 6.0 mM x &) Duragio: 45 crilms . Vasos 1,7L
6,0 mM ¢ 0,6 mM D 10° UFC.mL Em 4 Blocos Estirpes Nitrospirillum spp u 10° UFC.mL 5 6 Blocos
¢/ 3 plantas/vaso W 2 plantasivaso

Fonte: Elaborado pelo Autor.
4.2.2 Bioensaio

O bioensaio foi conduzido para avaliar a capacidade de colonizacao radicular inicial das
estirpes de Nitrospirillum spp. em plantulas de milho. O experimento seguiu o delineamento
em blocos casualizados, com 12 tratamentos e 7 repeti¢des. Dois periodos de avaliacao foram

estabelecidos: 6 e 10 dias apds a inoculagdo (dai).

4.2.2.1 HISTORICO DA INOCULACAO

Sementes da cultivar de milho SHS 5050 foram desinfestadas superficialmente (imersao

em NaOCl 0,5% v/v com Tween 20 0,01% por 5 min). Para a inoculagdo, partiu-se de
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suspensdes padronizadas em DOgoo = 1,0 (aproximadamente 1 x 108 UFC mL™), a partir dessas
suspensdes, foi preparado um inoculante de trabalho estimado na concentracdo-alvo de 1 x 10°
UFC mL™"! e uma dose final de 500.000 UFC/semente. Foi aplicado um volume de 0,50 mL de
inoculante por 100 g de semente. Dois controles foram utilizados: meio de cultivo estéril (C.S.

INOC) e 4gua estéril (C.H20).

4.2.2.2 COLONIZACAO RADICULAR

A avaliagdo do método de cultivo se deu em rolos de papel Gemitest, revestida com
papel filme, molhadas em dias alternados com 10 mL de dgua esterilizada, mantidos em cdmara
incubadora B.O.D a 29°C. Nos primeiros trés dias as sementes permaneceram no escuro e, a

partir do quarto dia, as plantulas foram submetidas ao fotoperiodo de 12 horas.

4.2.2.3 AVALIACAO DE PARAMETROS RADICULARES E BIOMETRIA

Ao final de cada periodo experimental (6 e 10 dai) foram mensurados o comprimento
da raiz principal e da parte aérea. Em seguida, as raizes foram dispostas em cubas acrilicas,
onde a captura das imagens foi realizada utilizando scanner profissional Epson XI1.1000,
equipado com unidade de transparéncia (TPU) e resolucdo ajustada pelo software de aquisicao
(v. 3.49).

O processamento das imagens foi efetuado via software WinRHIZO Pro™ 2016a
(Regent Instruments Inc., Quebec, Canadd) para a obtenc@o dos parametros: Comprimento
radicular total (cm), Area projetada (cm?), Didmetro radicular médio (mm), Indice de
comprimento radicular por volume (RLV, cm/cm?®), Nimero de pontas (Tips), niimero de
ramificacdes (Forks) e cruzamentos (Crossings). Quando necessdrio, as raizes foram

armazenadas em dlcool etilico a 50% (v/v) até a digitalizacdo das raizes.

4.2.3 Material Biolégico e Solu¢oes Nutritivas

Sementes: Para os ensaios envolvendo a cultura do Milho foram utilizadas duas
cultivares de milho hibrido: AG 8088 VT PRO 2 (ciclo precoce, da Agroceres) e SHS 5050
(ciclo superprecoce, da Santa Helena). As sementes de braquidria foram da Brachiaria

decumbens cv. Basilisk, comercialmente peletizadas com revestimento a base de grafite, o que
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exigiu adaptacdes no protocolo de inoculagdo, detalhadas no subtdpico de Protocolos dos
Inoculantes Experimentais, para favorecer a adesdo bacteriana.

Substrato: Os experimentos foram conduzidos em vasos, revestidos por sacos plasticos
contendo substrato de areia e vermiculita (2:1, v/v), autoclavados. A determinacdo do pH seguiu
a metodologia padronizada pela Rede Oficial de Laboratérios de Andlise de Solo e de Tecido
Vegetal - ROLAS (SBCS/NRS, 2016), utilizando eletrodo combinado imerso em suspensdo de
solo em 4gua destilada.

Para as andlises, foram pesadas 10 g de substrato, transferidas para tubos tipo Falcon de
50 mL e acrescidas de 3 mL de dgua destilada. As amostras permaneceram sob agitacdo (150
rpm) por 30 min, seguidas de repouso por mais 30 min, e entdo procedeu-se a leitura do pH. O
pH do substrato foi medido com potencidometro Accumet Basic AB15 (sensibilidade ajustada
em 98~100 %).

Solugdes nutritivas: Para a adubacdo das plantas, foi utilizada a Solu¢do Nutritiva de
Hoagland & Arnon (1950) com modificagdes em sua concentragdo de nitrogénio (Dias; Reis;
Santos, 2021). Foram preparadas duas Solucdes: uma com alto suprimento de nitrogénio (5,0
mM NO;3 e 1,0 mM NH4") e outra com baixo suprimento nitrogénio (0,5 mM NO3 e 0,1 mM
NH4*). Inicialmente, foram preparadas solu¢des concentradas (10x) dos macronutrientes para

facilitar o manuseio, com as especificagdes se encontram na Tabela 5.

Tabela 5 — Composicao das solucdes nutritivas de Hoagland e Arnon, modificadas por Dias
(2021) para alto (6,0 mM) e baixo (0,6 mM) suprimento de Nitrogénio.

Composicao Alto Suprimento de N Baixo Suprimento de N

Macronutrientes g/L (Solucio 1x) Contribuicio de N  g/L (Solu¢do 1x)  Contribuicdo de N

Mg (NO3),.6H,O 0,128 0,9984 0,0128 0,0128
MgS04.7H,0 0,120 0,223
(NH4)2.SO4 0,066 0,9989 0,0066 0,066
K>HPO4 0,087 0,087
K>S04 0,174 0,171
Ca(NO3).4H,0 0,4723 4,000 0,0472 0,0472
CaSOq4 - 3,1
FeEDDHA 0,050 0,05
mii?(l)lrlliatl:ieciletes I mL/L I mL/L
Total de N 6,0 mM 0,6 mM

Fonte: Dias, 2021.

Em ambas as solucdes, foi adicionado 1 mL de solucao estoque de micronutrientes para

cada litro de solucdo nutritiva. A solucdo estoque de micronutrientes foi preparada com os
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seguintes compostos dissolvidos em 1 L de dgua deionizada: 2,86 g de H3BOs; 0,0789 g de
CuS04.5H;0; 1,8 g de MnCl2.4H>0; 0,22 g de ZnSO4.7H20; e 0,025 g de NaxM00O4.2H20.

As solugdes nutritivas foram aplicadas com auxilio de seringas estéreis, uma para cada
tipo solugao.

Protocolo dos Inoculantes Experimentais: Para todos os experimentos, as estirpes de
Nitrospirillum spp. foram inicialmente pré-cultivadas em meio BPsc liquido (Scheidt et al.,
2020), sob agitacdo de 150 rpm a 28,7 °C por 24 horas. A densidade celular foi padronizada
por meio de densidade Optica, sendo a DOep=1,0 utilizada como referéncia para
aproximadamente 108 UFC mL!, conforme calibracdo prévia. As contagens bacterianas foram
confirmadas por plaqueamento em meio NFb sdlido (Baldani ef al., 2014).

Para os experimentos com milho (Experimentos I e II), a inoculag¢ao foi realizada no
sulco de plantio. A suspensio bacteriana foi padronizada para 10° UFC mL"!, sendo aplicado 1
mL por semente. Dessa forma, cada vaso (com trés sementes) recebeu um total de 3 x 10
UFC/mL.

Para os experimentos com braquidria (Experimentos III e IV), a inoculacio foi realizada
via embebicao das sementes. No Experimento III, as sementes foram embebidas em suspensao
bacteriana com concentracdo de 1 x 10° UFC mL!. No Experimento IV, a concentracio da
suspensdo foi ajustada para a concentracdo-alvo de 1 x 10° UFC mL™!. Em ambos os casos, as
sementes foram incubadas na suspensdo sob agitacio leve (mesa agitadora a 1000 rpm) a 28,6
°C por 60 minutos. Apés a embebigdo, as sementes foram drenadas com o auxilio de uma
peneira metélica, em fluxo laminar. Removido o excesso de suspensao bacteriana, as sementes
foram acondicionadas em placas de Petri e encaminhadas a casa de vegetacdo, onde foram
semeadas manualmente em substrato estéril, utilizando pingas estéreis para garantir a
distribuicao uniforme.

Densidade de semeadura: No Experimento III foram semeadas 15 sementes por vaso,
enquanto no Experimento IV a densidade foi reduzida para 5 sementes por vaso.

Posteriormente, as sementes de braquidria foram cobertas e foi aplicada uma camada de
700 g areia estéril, este foi manualmente compactado levemente, assegurando o contato entre

substrato € as sementes.

4.2.4 Avaliacao do Desempenho Fisiolégico das Plantas de Milho

4.2.4.1 EXPERIMENTO I - SELECAO DE GENOTIPO RESPONSIVOS A INOCULACAO
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O Experimento I foi conduzido utilizando vasos de 3 L preenchidos com substrato
composto por areia e vermiculita na propor¢do 2:1 (v/v) duplamente autoclavados. Cada estirpe
de Nitrospirillum correspondeu a um tratamento, totalizando quatro tratamentos: I (BR 111407),
III (BR 11145), X (BR 15444 T) e o Controle Absoluto, composto pelo meio de cultivo sem
in6culo.

Os gendtipos avaliados foram AG 8088 VT PRO 2 e SHS 5050, submetidos a
inoculacdo. Cada vaso recebeu trés sementes, totalizando 96 plantas; apds a emergéncia,
realizou-se o desbaste mantendo duas plantas por vaso.

Todos os tratamentos foram submetidos a aplicagdo de uma solug¢do nutritiva de
Hoagland de Alto suprimento de Nitrogénio (N) (6 mM, 5 mM NOs™ + 1 mM NH4"), conforme
descrito na Tabela 5, com auxilio de seringas estéreis, garantido controle dos volumes
aplicados.

O delineamento experimental adotado foi o delineamento em blocos casualizados
(DBC), com quatro repeti¢des, em esquema fatorial duplo (2 x 4), resultando em 32 unidades

experimentais. O experimento foi conduzido por 31 dias.

4.2.4.2 EXPERIMENTO II - RESPONSIVIDADE DE PLANTAS MILHO INOCULADAS
COM ESTIRPES DE NITROSPIRILLUM SPP.

O Experimento II foi conduzido utilizando a cultivar SHS 5050 em vasos de 1,7 L de
capacidade preenchidos com 1,5 kg de substrato areia: vermiculita autoclavadas, objetivando
avaliar a resposta da cultivar de milho a inoculacao das 10 estirpes bacterianas (Tabela 3), além
do controle (meio de cultivo livre de in6culo).

O delineamento adotado foi em blocos casualizados (DBC), com seis blocos, totalizando
66 unidades experimentais (11 tratamentos x 6 blocos). Cada vaso recebeu 3 sementes,
distribuido com auxilio de uma pinga previamente esterilizadas. Foi realizado o desbaste ap6s
emergéncia, mantendo duas plantas por vaso. Todos os tratamentos foram adubados com a
aplicacdo da solucdo nutritiva de alto suprimento de N, com auxilio de seringa com 15 mL de

capacidade. O experimento teve duracdo de 40 dias.

4.2.5 Avaliacdo do Desempenho Fisiologicos de Plantas de Braquiaria

4.2.5.1 EXPERIMENTO III - RESPOSTA DA BRAQUIARIA A INOCULACAO SOB
DOSES CONTRASTANTES DE NITROGENIO
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O Experimento IIT avaliou a resposta da cultivar Basillisk a inoculacdo de trés estirpes
de Nitrospirillum (I1- BR 111407, III - BR 11145, X - 15444 1), além do controle e a aplicacao
de duas doses de Nitrogénio (N), representadas pelas solucdes nutritivas de Hoagland: Alto
Suprimento de N e Baixo Suprimento de N (0,6 mM, 0,5 mM NOs™ + 0,1 mM NH4*), conforme
Tabela 6. O controle, consistiu no meio de cultivo das bactérias livre de indculo.

O delineamento experimental adotado foi o delineamento em blocos casualizados (4
estirpes x 2 doses de N), em esquema fatorial duplo (4x2) com quatro repeti¢des, totalizando
24 unidades experimentais. Apds a emergéncia das plantulas, foi realizado o desbaste mantendo
3 plantas por vaso, garantindo uniformidade na densidade de plantas por unidade experimental.

A aplicacdo das solucdes nutritivas foi realizada durante todo o experimento, com
auxilio de seringas com 15 mL de capacidade, para homogeneidade na distribui¢do do nutriente.

O experimento foi conduzido por 40 dias.

4.2.5.2 EXPERIMENTO IV — RESPONSIVIDADE DE PLANTAS DE BRAQUIARIA
INOCULADAS COM ESTIRPES DE NITROSPIRILLUM SPP.

No Experimento IV avaliou-se a resposta da cultivar Basillisk a inoculacdo das 10
estirpes bacterianas (Tabela 3). O delineamento adotado foi em blocos casualizados (DBC),
com seis blocos, totalizando 66 unidades experimentais (11 tratamentos x 6 blocos).

Cada vaso recebeu 3 sementes, distribuidas com auxilio de uma ping¢a previamente
esterilizadas. Foi realizado o desbaste ap6s emergéncia, mantendo duas plantas por vaso. Todos
os tratamentos foram adubados com a aplicacdo da solug¢do nutritiva de alto suprimento de N,
com auxilio de seringa com 15 mL de capacidade. O experimento teve duracao de 44 dias.

Ao final do experimento, o sistema radicular dos tratamentos: Controle, BR 11140, BR
11145, BR 11163 e BR 15444 foram preservados em solug@o de alcool 50% e analisadas com
auxilio do software WinRHIZO™ para a determinagdo das varidveis: comprimento radicular
total (cm), drea projetada (cm?2), indice de comprimento radicular por volume (RLV, cm/cm?) e
diametro radicular médio (mm), nimero pontas, de ramificacdes e cruzamentos de raizes.

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
de variancias (Bartlett). Atendidos os pressupostos, realizou-se a andlise de variancia
(ANOVA) pelo teste F. Nos casos em que houve significancia estatistica (p < 0,05), as médias

dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (HSD) ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.2.6 Variaveis e Analise Estatistica
4.2.6.1 VARIAVEIS BIOMETRICAS

Na parte aérea, avaliaram-se: altura, nimero de folhas (milho) ou perfilhos (braquidria),
drea foliar (milho, via medidor de Area foliar LI-3100C LI-COR), biomassas frescas (MFA) e
seca (MSA).

No sistema radicular, avaliou-se o comprimento da maior raiz (cm) e as biomassas fresca
(MFR) e seca (MSR). Para a andlise de imagens no software WinRHIZO, todas as raizes dos
Experimentos I e III, bem como das estirpes BR 11140, BR 11145, BR 11163, BR 15444 e do
Controle do Experimento IV, foram armazenadas em solu¢do de dlcool a 50%, até o
processamento das amostras.

Todo o material vegetal foi seco em estufa de circulagdo forcada a 65°C, por 72 horas

até massa constante para obtenc¢do das biomassas secas.

4.2.6.2 AMBIENTE COMPUTACIONAL

As andlises foram processadas utilizando a linguagem R (R Core Team, 2025) no
ambiente de desenvolvimento RStudio (Posit Team, 2025). A manipulacido de dados em todos
os ensaios foi realizada via pacote dplyr (Wickham et al., 2023).

As representacdes graficas dos Biplots foram customizadas utilizando a gramatica de
grificos do pacote ggplot2 (Wickham, 2009), com o auxilio do pacote factoextra para a
projecdo conjunta de individuos e varidveis. A organizacdo dos painéis comparativos foi

realizada via pacote cowplot (Wilke, 2025).

4.2.6.3 ANALISE ESTATISTICA E MULTIVARIADA - BIOENSAIO

As andlises de cada periodo de coleta (6 e 10 dai) foram realizadas de forma
independente para cada periodo avaliado também no ambiente de desenvolvimento RStudio
(Posit Team, 2025). Para ambos os periodos, os dados foram analisados utilizando o modelo
Bloco + Tratamento. Os pressupostos de normalidade dos residuos e homogeneidade de
variancias foram verificados pelos testes de Shapiro-Wilk (fungdo shapiro.test, pacote stats; R

Core Team, 2025) e Levene (func¢ao leveneTest, pacote car; Fox et al., 2019).
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Com base nessa verificacdo, definiu-se o procedimento para cada periodo: Nos periodos
em que ambos os pressupostos foram atendidos (6 dias), aplicou-se a ANOVA paramétrica, e
as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,05). Nos periodos em
que pelo menos um dos pressupostos nao foi satisfeito (10 dias), optou-se pelo teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis (fun¢do kruskal.test, pacote stats), seguido do post-hoc de Dunn
com corre¢do de Bonferroni (funcdo dunnTest, pacote FSA; Ogle et al., 2025).

O delineamento experimental apresentou um nimero distinto de repeti¢des entre 0s
periodos de avaliacdo (n=4 aos 6 dias; n=3 aos 10 dias). Para garantir a validade das
comparacoes estatisticas sob essa condicao de desbalanceamento, as médias foram estimadas
pelo Método de Minimos Quadrados (LS-means) através do pacote emmeans (Lenth et al.,
2025). Este procedimento permitiu o ajuste dos graus de liberdade do erro, assegurando que o
erro padrdo das comparacoes fosse recalculado com base no tamanho amostral especifico de
cada periodo.

Diante da auséncia de diferencas significativas nos testes univariados e da alta
variabilidade dos dados, realizou-se a Anélise de Componentes Principais (PCA) sobre a matriz
de correlacdo de Pearson, com padronizacao das varidveis (center = TRUE, scale = TRUE).
Esta abordagem multivariada foi utilizada para integrar as varidveis de biomassa e arquitetura
radicular fornecidas pelo WinRHIZO.

Os célculos da PCA foram executados com a funcdo prcomp (pacote stats), € a
visualiza¢do dos resultados foi feito por meio dos pacotes FactoMineR (L&; Josse; Husson,
2008) para os calculos e factoextra (Kassambara; Mundt, 2016) para a extragao e visualizacao
dos resultadosde dados, complementados com os pacotes ggplot2 (Wickham, 2016) para
constru¢cdo personalizada dos gréficos, ggrepel (Slowikowski, 2025) para o posicionamento
automdtico dos rétulos das varidveis e patchwork (Pedersen, 2024) para a composicao dos

painéis gréficas e legendas.

4.2.6.4 ANALISE ESTATISTICA — EXPERIMENTOS IN VIVO

Para os experimentos I, II, IIT e IV, os pressupostos foram verificados pelos testes de
Shapiro-Wilk (normalidade) e Bartlett (homogeneidade). Atendidos os requisitos, procedeu-se
a ANOVA pelo teste F. Para os experimentos fatoriais (I e III), foram considerados os efeitos

principais e a interacdo entre os fatores. Em todos os casos com significancia (p <0,05), as
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médias foram comparadas pelo teste de Tukey (HSD) a 5% de probabilidade utilizando o pacote

agricolae (Mendiburu, 2023).
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4.2.7 Analise Integrativa dos Incrementos Percentuais

Para sintetizar os efeitos das estirpes sobre as varidveis de crescimento e arquitetura
radicular nos diferentes experimentos, calculou-se o incremento percentual de cada varidvel em

relacdo ao respectivo controle, conforme a férmula:

Valor médio do tratamento — Valor médio do Controle

; Lo (9 = x 100
ncremento (%) Valor médio do Controle

Os valores médios utilizados foram médias aritméticas obtidas nas andlises estatistica.
Os incrementos foram expressos em porcentagem, possibilitando a comparagao, em uma escala
comum, a magnitude relativa dos efeitos das diferentes estirpes sobre as varidveis de parte aérea
e arquitetura radicular, independentemente das unidades.

Considerando a heterogeneidade entre os experimentos, incluindo variacdes no nimero
de estirpes avaliadas, nas culturas utilizadas e nas varidveis mensuradas, os dados foram
organizados em uma base unificada e posteriormente estruturados em formato longo (long
format), permitindo a integracdo das informacdes em uma Unica matriz analitica. Valores
ausentes (NA), decorrentes da auséncia de determinadas varidveis em alguns experimentos,

foram removidos das andlises, sem imputagdo, a fim de evitar a introducao de vieses.

4.2.7.1 ANALISE EXPLORATORIA DOS INCREMENTOS E COMPARACAO ENTRE
CULTURAS

Os cdlculos e a construgdo de todos os graficos foram realizados no ambiente RStudio
(Posit Team, 2025). O gerenciamento, a limpeza e a transformagdo dos dados foram realizadas
com os pacotes tidyverse (Wickham et al., 2019), dplyr (Wickham et al., 2023) e tidyr
(Wickham et al., 2025). A visualizagcdo dos dados foi feita com o pacote ggplot2 (Wickham,
2016) para a constru¢cdo de grificos de barras, e o pacote patchwork (Pedersen, 2025) foi

utilizado para combinar os graficos em painéis tinicos.

4.2.7.2 ANALISE MULTIVARIADA

Para a andlise multivariada, aplicou-se a técnica de Anélise de Componentes Principais
(PCA) separadamente para cada cultura (milho e braquidria) e para cada andlise, foi utilizada

uma matriz contendo os incrementos percentuais médios por estirpe, considerando apenas as
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variaveis presentes em todas as estirpes dentro de cada cultura. Varidveis com valores ausentes
foram previamente removidas.

Os dados foram centralizados e padronizados (média = 0; desvio padrdo = 1) antes da
andlise, a fim de garantir que todas as varidveis contribuissem de forma equivalente para a
constru¢do dos componentes principais.

As andlises foram conduzidas com o pacote FactoMineR (L¢ et al., 2008), enquanto a
extracdo e visualizacdo dos resultados foram realizadas com o pacote factoextra (Kassambara
& Mundt, 2020). A interpretacdo dos resultados baseou-se na varidncia explicada pelos
componentes principais, nas contribui¢cdes das varidveis (loadings) para a formagao dos eixos

e na qualidade de representacdo das estirpes (cos2).

4.2.7.3 CONSIDERACOES METODOLOGICAS

Embora a utilizacdo de incrementos percentuais possibilite a integracdo de varidveis
com diferentes unidades, reconhece-se que os atributos morfofisiolégicos avaliados possuem
pesos bioldgicos distintos, o que deve ser considerado na interpretacdo dos resultados. No
entanto, a abordagem adotada, baseada em normalizacdo percentual e andlise multivariada,

minimiza tais efeitos e permite a identificacdo de padrdes robustos de resposta.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Analises do Bioensaio

A avaliag¢do da dinamica de desenvolvimento radicular revelou que o crescimento inicial
das plantulas de milho inoculadas com estirpes de Nitrospirillum spp. foi conduzido em dois
tempos de avaliacdo (6 e 10 dias).

Para a primeira coleta (6 dias), a verificagdo dos pressupostos de normalidade dos
residuos (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias (Levene), permitiu a aplicacdo da
ANOVA. Para o periodo de 10 dias, observou-se um desvio da normalidade dos residuos, o que
levou a adocdo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para todas as varidveis,
complementado pelo post-hoc de Dunn com corre¢do de Bonferroni.

A andlise da variancia nao revelou diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05)
para os parametros avaliados aos 6 dias (Tabela 6). Neste estdgio inicial, o sistema radicular
das plantulas apresentou-se uniforme, sugerindo que o crescimento inicial foi sustentado
majoritariamente pelas reservas endogenas das sementes, com influéncia limitada da atividade

bacteriana no rizoplano.
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Tabela 6 — Atributos morfofisioldgicos e arquitetura radicular de plantulas de milho (SHS 5050) inoculadas com estirpes de Nitrospirillum spp.
aos 6 e 10 dias ap6s a inoculagdo.

Tempo de CRP PA CRT Area proj. Diam. Pontas Ramific. Cruz. RLYV (cm/
avaliagio Tratamento (cm) (cm) PSR (g) (cm) (cm?) (mm) Unidade cm’)
C H20 18,92 4,74 0,03 99,90 8,11 0,25 163,61 175,31 11,30 204,03
BR11140T 20,94 6,68 0,04 118,04 9,88 0,28 221,87 193,44 10,46 181,61
BR11142T 21,49 6,01 0,05 120,72 9,69 0,26 188,08 241,92 19,97 193,80
BR11145T 18,85 6,43 0,03 88,73 8,01 0,43 177,23 148,86 7,18 159,14
BR11163T 16,37 4,80 0,03 86,32 7,56 0,25 154,10 158,93 8,59 155,38
6 dias BR11164T 17,60 5,86 0,04 97,62 8,57 0,45 194,14 144,92 6,72 160,45
! BR11622T 16,62 4,77 0,03 98,66 8,42 0,43 172,34 185,13 9,36 166,38
BR11752T 21,35 6,14 0,04 116,40 10,17 0,37 221,66 221,40 12,31 161,61
BR11828T 18,78 5,72 0,03 96,99 8,40 0,37 184,27 174,71 9,76 165,82
BR11865T 20,51 7,12 0,04 100,24 8,88 0,38 182,56 193,53 10,24 161,46
BR15444T 19,62 6,47 0,04 97,44 8,85 0,46 160,46 177,51 8,14 146,09
p-valor 19,62 0,32 0,33 0,96 0,98 0,60 0,99 0,90 0,34 0,18
C H20 21,36 9,44 0,03 111,05 10,54 0,22 281,23 379,69 23,57 189,36
BR11140T 24,64 12,75 0,04 137,54 10,49 0,21 325,47 324,70 14,97 213,74
BR11142T 24,04 12,80 0,04 172,00 12,03 0,22 424,89 438,05 23,96 257,95
BR11145T 23,18 9,83 0,03 121,69 10,07 0,24 242,28 233,13 9,93 186,76
BR11163T 23,47 10,66 0,03 165,36 13,01 0,22 402,34 429,76 20,60 206,02
10 dias BR11164T 26,57 12,37 0,03 160,01 11,87 0,23 427,67 377,58 21,50 230,01
BR11622T 20,80 6,47 0,02 114,96 8,94 0,43 240,01 251,07 14,05 192,05
BR11752T 25,85 8,81 0,02 162,16 11,59 0,21 338,75 374,41 26,50 245,21
BR11828T 27,65 12,52 0,03 162,39 12,65 0,26 385,68 382,66 16,31 208,50
BR11865T 23,81 7,18 0,02 126,27 9,63 0,25 300,51 285,04 14,91 218,17
BR15444T 22,05 9,84 0,03 119,94 9,18 0,21 285,33 248,93 12,13 206,73
p-valor 0,50 0,22 0,62 0,62 0,77 0,95 0,53 0,32 0,39 0,25

Comprimento da raiz principal (CRP), Comprimento da Parte Aérea (PA), Peso Seco Radicular (PSR), CRT (Comprimento Radicular Total), Area Proj. (Area projetada), Diam.
(Diametro Médio das raizes), Pontas (Nimero de extremidades radiculares); Ramific. (Nimero de bifurca¢des); Cruz. (Nimero de cruzamentos radiculares) e RLV (indice de
comprimento radicular por volume). Os dados representam as médias aritméticas de 4 repeti¢des (6 dias) e 3 repeticdes (10 dias). p-valor: Probabilidade pelo teste F de Kruskal-
Wallis, seguido do post-hoc de Dunn com correcdo de Bonferroni quando necessério. Valores de p > 0,05 indicam auséncia de diferenga estatistica significativa.
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Embora os testes univariados ndo tenham detectado diferengas estatisticamente
significativas para nenhuma das varidveis avaliadas (p > 0,05 em todos os casos), observou-se,
descritivamente, que alguns tratamentos apresentaram médias numericamente superiores para
determinados parametros, além disso todos os tratamentos apresentaram aumento médio nos
parametros de crescimento, refletindo o desenvolvimento natural das plantulas. Aos 10 dias, as
estirpes BR 111427, BR 11163" ¢ BR 11828" exibiram os maiores ganhos numéricos para
comprimento radicular total (CRT), com incrementos variando de 46% a 55%. Para érea
projetada da raiz, BR 111637 (+23,4%) e BR 11828" (+20,0%) se destacaram. No comprimento
da parte aérea (PA), BR 111427 (+35,6%) e BR 11140" (+35,1%) obtiveram os maiores ganhos.
BR 11142 também apresentou incremento expressivo no indice de comprimento radicular por
volume (+36,2%), enquanto BR 111407 destacou-se no peso seco radicular (+46,1%).
Diante da complexidade dos atributos de arquitetura radicular e da auséncia de
significancia nos testes univariados, realizou-se uma andlise de componentes principais (PCA)

como ferramenta exploratoria para visualizar correlagdes entre tratamentos e varidveis.

4.3.1.1 ALTERACOES NA ARQUITETURA E ESTRATEGIA DE EXPLORACAO

Para explorar padroes multivariados e visualizar o relacionamento entre tratamentos e
variaveis, a andlise de componentes principais (PCA) foi realizada sobre as médias ajustadas
das 10 varidveis, com padronizacdo (escala unitdria). Os dois primeiros componentes principais
explicaram, 83,1% (dias) e 74,3% (10 dias) da variancia total (Figura 23). A projecao dos
tratamentos no biplot revelou um gradiente continuo ao longo do primeiro componente (PC1),
interpretado como um eixo de vigor radicular e aéreo (positivamente correlacionado com

comprimento radicular total — CRT, 4rea projetada, peso seco radicular — PSR e ramificacgdes).
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Figura 23 — Anélise de Componentes Principais (PCA) dos atributos de morfologia radicular
de plantulas de milho (SHS 5050) inoculadas com Nitrospirillum spp. aos 6 e 10 dias apds a
inoculagdo. Setas (vetores) indicam as varidveis medidas pelo WinRHIZO: CRP (Comprimento
da Raiz Principal), PA (Comprimento da Parte Aérea), PFA (Peso Fresco da Parte Aérea), PSA
(Peso Seco da Parte Aérea), PFR (Peso Fresco Radicular), PSR (Peso Seco Radicular), CRT
(Comprimento Radicular Total), RLV (indice de comprimento por volume), Area (Area
projetada), Diametro (Didmetro médio), Pontas, Ramificacdes e Cruzamentos. Os pontos
representam as estirpes e controles.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Padrdes aos 6 dias: os vetores de RLV, Cruzamentos e Ramificacdes apontaram
predominantemente para o quadrante superior direito (PC2 positivo, PC1 positivo). O
tratamento BR 111427 posicionou-se alinhado com esses vetores (PC1 e PC2 elevados),
indicando associa¢ao com raizes finas, ramificadas e de alto vigor. BR 11140 Te BR 117527,
embora também com alto vigor (PC1 positivo), apresentaram PC2 préximo de zero ou negativo,
sugerindo menor énfase no indice de comprimento radicular por volume (RLV) e maior
tendéncia a raizes mais grossas ou maior parte aérea.

Por outro lado, BR 11163T e o controle, apesar de apresentarem PC2 positivo (alta
RLYV), localizaram-se no quadrante superior esquerdo (PC1 negativo), ou seja, opostos aos
vetores de vigor. Sugerindo que o RLV ocorreu em plantas de baixo desenvolvimento geral,
possivelmente associado a estratégia de exploracdo sob condi¢des limitantes.

Aos 10 dias: O gradiente de vigor (PC1) se manteve, com os tratamentos de maior vigor
para as estirpes BR 11140T, BR 11142T, BR 11163 T,BR 11164, BR 117527 ¢ BR 11828 .
Alinhadas ao vetor de comprimento da parte aérea (PA), a BR 11140" (PC2 = 2,01) e BR
118287 (PC2 = 0,65) destacaram-se com maiores indices, indicando maior alocacao de recursos

para ganhos de biomassa. As BR 11145 T e 15444 T, apesar de baixo vigor (PC1 negativo),
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manifestaram PC2 positivo (2,05 e 1,16, respectivamente), sugerindo que ainda que houvesse
pouco recurso para o desenvolvimento radicular, esses tratamentos possibilitaram alocar
biomassa a parte aérea.

Os tratamentos controle (CH20), BR 11622T ¢ BR 11865T posicionaram-se no
quadrante inferior esquerdo (PC1 e PC2 negativos), associados ao vetor diametro que teve seu

efeito mais evidente em BR 11622" (didmetro médio 0,43 mm), enquanto o controle (0,22 mm).

4.3.1.2 RELACAO ENTRE PRODUCAO DE INDOIS E FENOTIPO RADICULAR

Ao confrontar esses achados com o potencial de sintese de compostos inddlicos in vitro
(Capitulo I), observa-se que a estirpe BR 11140, embora tenha apresentado as maiores
concentragdes de ind6is (8,72 ug mL!), esse potencial ndo traduziu em ganhos numéricos
superiores de biomassa radicular. No entando, a estirpe obteve os maiores incrementos relativos
em coprimento de parte aérea (PA = +35,08%) e em peso seco radicular (PSR = +46,14%),
seguida pelo desempenho da BR 111427 (PA = +35,64; PSR = +34,08%).

Este comportamento estd de acordo com a literatura, que descreve a resposta vegetal as
auxinas como uma curva em forma de “U” invertido, na qual concentra¢des 6timas estimulam
o alongamento radicular, mas concentracdes mais elevadas tornam-se inibitdrias (Li, Su et al.,
2023; Singh; Kanwar; Pandey, 2023). A estirpe BR 11145 apresentou produgdo de indéis de
7,7 ug mL!, porém seus incrementos relativos foram baixos ou negativos na maioria das
varidveis: PA (+4,16%), PSR (+0,88%), CRT (+9,58%) e édrea projetada (-4,49%).

Por outro lado, as estirpes BR 111637 (indol 8,57 ug mL™') e BR 111427 (indol 4,77 ug
mL") apresentaram o0s maiores incrementos numéricos de CRT (48,9% e 54,9%,
respectivamente). Estudos com PGPR produtores de AIA indicam que niveis moderados de
auxina, quando fornecidos de forma gradual e localizada pela microbiota na rizosfera, sdao
suficientes para estimular o crescimento radicular sem atingir limiares inibitorios. Isso reforca
que o sucesso da interacdo reside na sincronia fisioldgica e na concentragao efetiva percebida
pela planta, e ndo apenas no potencial bruto de sintese medido em condicdes laboratoriais
(Arora et al., 2024; Rehan et al., 2023).

Além disso, a estirpe BR 116227 (indol 5,07 ug mL!) apresentou baixo vigor (CRT
+3,5%) e o maior didmetro radicular (0,43 mm), sugerindo que, nesse caso, a produ¢do de inddis

pode ndo ter sido o fator determinante para a morfologia observada.
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4.3.2 Analises do Experimento I — Selecao de Gendtipos Responsivos a Inoculacio

4.3.2.1 DESENVOLVIMENTO DA PARTE AEREA

As andlises de variancia nao revelaram interacao significativa entre os fatores Cultivar
e Inoculagdo (p > 0,05) para nenhuma das varidveis biométricas, indicando que ndo houve uma
melhor combinagdo cultivar e estirpe. No entanto, houveram diferencas entre as cultivares para
as varidveis altura, drea foliar e biomassa total, com a cultivar SHS 5050 apresentando valores
superiores a AG PRO2 8088. O fator cultivar isolado foi significativo para altura, drea foliar e
biomassa, enquanto o fator Inoculacdo influenciou a altura, nimero de folhas, didmetro e massa

seca (Tabela 7).

Tabela 7 — Resumo da andlise de variancia (ANOVA) para as varidveis biométricas de duas
cultivares de milho inoculadas com diferentes estirpes de Nitrospirillum spp.

Fonte de Variaciao GL Altura N.folhas  Diadmetro Area Foliar MFA MSA

Bloco
Cultivar (C)

0,6930ns 00,7247 ns 0,3217 ns 0,2089 ns 0,8676 ns 0,9192 ns
0,0083 **  0,1369ns  0,8801 ns 00,0005 *** 0,0015 ** 0,0012 **
0,0179 *  0,0086 ** 0,0378 * 0,3476 ns  0,1169ns  0,0291 *
0,7362ns  0,0577 ns 0,1710 ns 0,6504 ns 0,5646ns 0,4122 ns
CV (%) - 11,51 7,46 8,28 51,99 25,32 24.47

Unidades: Altura (cm); N. folhas (unidade); Didmetro do colmo (mm); Area Foliar (mm2); MFA: Massa Fresca
Aérea (g); MSA: Massa Seca Aérea (g). ns: ndo significativo; *, **, ***: significativo a 5%, 1% e 0,1% de
probabilidade pelo teste F, respectivamente. Os valores numéricos referem-se ao p-valor da andlise de variancia.

Inoculagdo (I)

W W = W

Interacdo C x 1

A inoculacdo promoveu incrementos significativos no desenvolvimento inicial, com
destaque para a estirpe BR 11140", que superou o controle e a estirpe BR 15444 T em altura e
nimero de folhas (Figura 24A e 24B), indicando uma acelera¢@o no ritmo fenoldgico da cultura.
E relacdo ao acumulo de biomassa seca da parte aérea (MAS), nenhuma estirpe diferiu
estatisticamente do controle: a BR 11140" foi superior 2 BR 154447, enquanto a estirpe BR
11145 e BR 15444 foram equivalentes ao controle (Figura 24F). A estirpe BR 11145 destacou-
se no incremento do didmetro do colmo em relacdo ao controle (Figura 24C) e ndo se
diferenciou dos demais tratamentos nas variaveis altura, nimero de folhas e biomassa seca de
parte aérea (Figuras 24A, 24B e 24F).

Varidveis como drea foliar e massa fresca, embora com tendéncias numéricas positivas,

ndo apresentaram diferengas estatisticas pelo teste F.
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Figura 24 — Varidveis biométricas das duas cultivares de milho AG 8088 Pro2 e SHS 5050
inoculadas com estirpes de Nitrospirillum spp. Barras representam médias de quatro repeti¢coes.
Médias seguidas por letras iguais sobre as barras de tratamentos dentro de cada varidvel nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
4.3.2.2. DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA RADICULAR

Assim como na parte aérea, nao houve interagao significativa entre os fatores Cultivar
e Inoculagdo para os pardmetros radiculares (Tabela 8). O efeito principal de cultivar
demonstrou que a AG 8088 PRO2 possui uma caracteristica intrinseca de maior exploragcdao

vertical, com comprimento radicular superior a SHS 5050 (Figura 25A).

Tabela 8 — Resumo da andlise de varidncia (ANOVA) para as varidveis radiculares de duas
cultivares de milho inoculadas com diferentes estirpes de Nitrospirillum spp.

Fonte de Variacao GL Comprimento MFR MSR
Bloco 3 0,0428 * 0,1175 ns 0,0617 ns
Cultivar (C) 1 0,0158 * 0,8702 ns 0,8272 ns
Inoculacdo (I) 3 0,0041 ** 0,2714 ns 0,4037 ns
Interagdao C x I 3 0,5617 ns 0,7861 ns 0,6382 ns
CV (%) - 13,62 37,09 34,29

Legenda: ns (ndo significativo); *, ** (significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F). Os valores numéricos
na tabela referem-se ao p-valor.

Quanto 2 inoculacio, a estirpe BR 11140T proporcionou o maior comprimento radicular
médio, sendo estatisticamente superior aos tratamentos BR 154447 e Controle (Grupo b), mas
nao diferindo da estirpe BR 11145 (grupo ab). Para as varidveis de massa fresca (MFR) e seca

(MSR), ndo foram detectadas diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 25B, C).
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Figura 25 — Parametros do sistema radicular de duas cultivares de milho submetidas a
inoculagdo com Nitrospirillum spp. As barras representam as médias de quatro repetigoes.
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,01).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Os parametros de arquitetura radicular obtidos por andlise de imagem (WinRHIZO)
corroboraram com os achados de métricas manuais. Nao foram detectadas diferencas
significativas entre os tratamentos de inocula¢do para nenhuma das varidveis avaliadas. O fator
cultivar influenciou o didmetro médio das raizes (p = 0,011) e o nimero de cruzamenos (p =
0,035). A cultivar AG PRO2 8088 apresentou raizes mais grossas (0,54 mm) que a SHS 5050
(0,42 mm), enquanto a SHS 5050 exibiu maior nimero de cruzamentos (929 vs 705) (Figura

26).
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Figura 26 — Parametros de arquitetura radicular (WinRHIZO) de duas cultivares de milho
inoculadas com estirpes de Nitrospirillum spp. As barras representam as médias de quatro
repeticoes (x erro padrao da média). Letras distintas sobre as barras indicam diferengas
significativas entre cultivares pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Comprimento (cm) Area Projetada (cm?) Diametro (mm)
1500 a a
a a a a a
75 06 b b b
1000
50 0.4 b
500 25 02 D
0 0 0.0
& bb “ ‘@ & b\‘? & @ & bb “ ‘@
'\’\’\@ Qk'i\ 3 *\‘—J')PP dfé i \"\@ Qj\’\’\ ’@PPP dfé i '\’\’\@ Qk'i\ 3 *\‘—J')PP dfé i
& & & & & & & & &
Pontas (unidade) Ramificagdes (unidade) Cruzamentos (unidade)
4000 10000
3000 7500 1000
2000 5000
500
1000 2500
D T T T T D T T T T D T T T T
A © & @ s 3 & @ $ el B @
\’\’\@ Q_’\\ 3 \‘-'P?P Cp‘é © ’\’\\@ Q_'i\ 3 \@?P cp‘é ¢ ’\’\’\ég Q_’\'\’\ \QPP od\{é ¢
& < & & < & & < &
cuttivar [Jl] Pro2 [ ] sks 5050

Fonte: Elaborado pelo Autor.

A sintese dos resultados integrados dos parametros aéreos e radiculares indicam que a
inoculagdo com as estirpes de Nitrospirillum spp. nao promoveu efeitos estatisticamente
significativos sob o crescimento e a morfologia das cultivares de milho dentro das condi¢des
testadas. Apesar disso, observaram-se tendéncias numéricas para as estirpes de N. viridazoti
(BR 111407 e BR 11145) para varidveis como: altura, nimero de folhas, comprimento radicular
e didmetro do colmo.

Por outro lado, diferengas estatisticas foram identificadas entre as duas cultivares em
diferentes parametros (tabela 9). Embora a cultivar AG PRO2 8088 tenha manifestado maior
comprimento radicular e didmetro radicular. Assim, o gen6tipo SHS 5050 foi selecionado para
as etapas subsequentes por apresentar maior vigor da parte aérea (altura, drea foliar, massa
fresca e seca) e arquitetura radicular mais complexa representando o gendtipo com maior

potencial de acimulo de biomassa e responsividade sob as condicdes testadas.
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Tabela 9 — Pardmetros morfofisioldgicos e de arquitetura radicular entre cultivares de milho
hibrido inoculadas com Nitrospirillum spp.

Parametro Cultivar Teste F - ANOVA
AG PRO2 8080 SHS 5050

Vigor aéreo

Altura (cm) 28,14 31,69 0,0083%%*
Area foliar (cm2) 4,50 4,69 0,1369 ns
Massa fresca (g) 4,88 4,91 0,8801 ns
Massa seca (g) 7,79 17,36 0,0005 ***
Numero de folhas (unidade) 2,05 2,85 0,0015 **
Diametro colmo (mm) 0,22 0,30 0,0012 *3*
Sistema radicular
Comprimento radicular 60,97 53,72 0,0158 *
Massa fresca (g) 4,58 4,68 0,8702 ns
Massa seca (g) 0,30 0,29 0,8272 ns
Arquitetura radicular
Comprimento 1119,47 1142,07 0,8214 ns
Area projetada (cm2) 66,910 66,84 0,9906 ns
Diametro (mm) 0,540 0,417 0,0114*
Pontas (unidade) 2201,60 2633,00 0,1840 ns
Ramificacdes (unidade) 5435,80 6787,10 0,0712 ns
Cruzamentos (unidade) 704,80 929,30 0,0349 *

Os valores apresentados representam as médias de quatro repeticdes. O p-valor refere-se ao teste F da ANOVA
para o efeito de cultivar. A significincia estatistica € indicada por: ns = ndo significativo (p > 0,05); *=p < 0,05;
**=p < 0,01; ¥**¥*=p < 0,001.

4.3.3 Analises do Experimento II - Responsividade de plantas Milho Inoculadas com
Estirpes de Nitrospirillum spp

4.3.3.1 DESENVOLVIMENTO VEGETATIVO E BIOMASSA AEREA

As andlises de variancia ndo revelaram efeito significativo pelo teste de Tukey (p > 0,05)
da inoculagao bacteriana sobre os parametros de biomassa (MFA e MSA) e area foliar, assim
como para as varidveis monitoradas semanalmente, que mantiveram crescimento uniforme
entre os tratamentos (Tabela 10). A auséncia de significancia estatistica, especialmente para as
varidveis de biomassa da parte aérea, sugere que a interacdo planta-microrganismo, neste
estadio, é regulada por um refinado sistema de sinaliza¢cdo quimica e dependéncia de dose

(Bashan; de-Bashan, 2010; Pankievicz et al., 2021; Wang et al., 2023).
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Tabela 10 — Resumo da andlise de variancia (ANOVA) para parametros de biomassa e
biométricos de plantas de milho (cv. SHS 5050) sob inocula¢do com Nitrospirillum spp.
Fonte de Variacio GL QM (AF) QM (MFA) QM (MAS) QM AP) QM (DC) QM (NF)

Blocos 5 303,10 ™ 0,38 ™ 0,0059 " 25,48 0,91 0,22
Tratamentos 10 280,10 ™ 0,34 ¢ 0,0041 ™ 18,52 ™ 0,39 0,30 ™
Residuo 50 2539 0,47 0,0093 25,51 0,94 0,24
Média Geral - 39,21 5,64 0,74 44,81 6,16 4,45

CV (%) - 40,64 12,19 13,02 11,26 15,75 11,05

QM: Quadrado médio; AF: Area Foliar (cm?); MFA: Massa Fresca Aérea (g); MSA: Massa Seca Aérea (g); AP:
Altura de Planta (cm); DC: Didmetro do Colmo (mm); NF: Nidmero de Folhas (unid.). ns: ndo significativo pelo
teste F (p > 0,05).

Apesar da auséncia de significancia estatistica, observaram-se tendéncias de
superioridade para a estirpe BR 11163 em biomassa seca e para a BR 11140 em drea foliar
(Figura 27). O incremento na expansdo foliar pela BR 11140 corrobora os dados de
quantificagdo hormonal do Capitulo I, onde a estirpe destacou-se como alta produtora de
compostos inddlicos favorecendo a acidificac@o da parede celular e a expansao do limbo foliar.
Por outro lado, a constancia no nimero de folhas sugere que a inoculagdo modula a expansao

celular dos tecidos existentes em detrimento da antecipagdo de estadios fenologicos.
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Figura 27 — Parametros de crescimento e acimulo de biomassa da parte aérea de milho
submetido a inoculacdo com diferentes estirpes de Nitrospirillum spp. (A) Altura; (B) Ndmero
de Folhas; (C) Didmetro do colmo; (D) Area Foliar; (E) Massa Fresca da parte aérea (MFA) e
(F) Massa Seca da parte aérea (MSA). As médias foram obtidas na ultima coleta (Semana 4).
Colunas seguidas por letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade (p > 0,05). As barras de erro representam o erro padrao da média.
A. Altura B. Numero de Folhas C. Diametro do Colmo
501 2 a 5 a

? a al 3 LI a a a aaa?@d a a @
a a a
L a . L a ala lJ__T_ a a u
2 i
40 1
30 1 i
Tratamento
20 £ 21 | . BR 111407
1 | ER
107 1
B sr111as
.
o oL I oL . Lo B sr11te3

b
|—nn|

|—nm
[=7]

[
o~

Diametro (mm)

%)

Altura (cm)
Quantidade (unid)

D. Area Foliar E. Massa Fresca - MFA F. Massa Seca - MSA D BR 116227
60 0.8

a a a a a a
ab ola a a a a aaa a R a I:IBR11?52T
b . L M B o 11e20
ab
W *las | 6 | S
01, ab ab
b 1 | e
| | re I:‘ Controle
20- ]
0 L 0 Ssie L 0.0- Sul. L

Fonte: Elaborado pelo Autor.

o
F—w
—e
o
[=>]
b
|—lm

Gramas (g)

Gramas (g)
(]

Centimetros quadrado (cm’)
(=]
(g

4.3.3.2 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA RADICULAR

Diferente do comportamento observado na parte aérea, o sistema radicular foi
significativamente responsivo a inoculagdo (Tabela 11). O comprimento radicular apresentou
resposta estatistica significativa (p < 0,01), evidenciando que, nas condi¢des testadas, o
principal sitio de acao mediado pelas estirpes, neste estadio fenolégico, se concentra a extensao

radicular em resposta a presenca de Nitrospirillum spp.

Tabela 11 — Resumo da andlise de variancia (ANOVA) para Comprimento radicular (CR) e
Massa seca radicular (MSR) de milho sob inoculagdo com Nitrospirillum spp.

Fonte de Variacao GL QM (CR) QM (MSR)
Blocos 5 144,26 0,12m
Tratamentos 10 257,18%%* 0,14
Residuo 114 86,36 0,08
Média Geral - 47,78 0,98

CV (%) - 19,44 28,42
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**: significativo a 1% de probabilidade (p < 0,01); ": ndo significativo. QM: Quadrado Médio. GL: Graus de
Liberdade.

A estirpe BR 15444 promoveu o maior crescimento radicular linear (57,41 cm),
superando estatisticamente as estirpes BR 11752, BR 11142 e BR 11622 (Figura 28A), embora

nao tenha diferido estatisticamente do tratamento controle (H>O) pelo teste de Tukey (p <0,05).

Figura 28 — Comprimento radicular (A) e massa seca radicular (B) de plantas de milho em
resposta a inoculagdo com diferentes estirpes de Nitrospirillum spp. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). As barras de erro representam
o erro padrao da média.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Em sintese, no Experimento II os resultados demonstram que a inoculagao com estirpes
selecionadas de Nitrospirillum spp. promove beneficios a cultura do milho. Enquanto as estirpes
BR 11140 e BR 15444 mostraram tendéncias positivas na expansdo da area foliar e biomassa
da parte aérea, a estirpe BR 15444 apresentou comprimento radicular maior, apesar de ndao
diferir do controle. Esses resultados sugerem que o beneficio da inoculagdo, neste estadio, estd
voltado ao suporte estrutural e a capacidade de absorc¢ao hidrica e mineral da cultivar SHS 5050.
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4.3.4 Analises do Experimento III — Resposta da Braquiaria a Inoculac¢io sob doses
contrastantes de Nitrogénio

4.3.4.1 DESENVOLVIMENTO DA PARTE AEREA

A andlise de variancia indicou interacdo significativa entre os fatores dose e tratamento
(p < 0,05) para as varidveis altura e acimulo de biomassa seca (Tabela 12). Sob estresse
nitrogenado (0,6 mM), as estirpes demonstraram comportamentos distintos: enquanto a BR
11140 manteve o crescimento similar ao controle, a BR 15444 apresentou efeito antagonico,
reduzindo significativamente a massa seca da parte aérea (Figura 29C). Esse comportamento
pode estar associado 2 elevada concentracdio do inéculo utilizada (10° UFC mL™).
Concentragdes bacterianas excessivas no rizoplano podem intensificar respostas de defesa e
alterar o balango hormonal, o que, sob baixa disponibilidade de nitrogé€nio, pode resultar em
inibicdo do crescimento em vez de promog¢ao (Zhang et al., 2024; Etesami, 2025). Por outro
lado, na dose de 6,0 mM, o suprimento mineral de N equalizou o crescimento das plantas,

mascarando os efeitos da inoculacao.

Tabela 12 — Resumo da andlise de variancia (ANOVA) para componentes da parte aérea de
plantas de Braquidria inoculadas com diferentes estirpes bacterianas sob duas doses de
nitrogénio.

Fonte de Variacao GL Altura MFA MSA
Blocos 3,00 78,37* 0,0579%** 0,0026%*%**
Dose de N (D) 1,00 405,78*** 0,7830%** 0,0187%**
Tratamentos (T) 3,00 360,99%** 0,3207*** 0,0162%**
Interacio D x T 3,00 66,32* 0,0292%* 0,0015%*
Residuo 85,000 22,960 0,009 0,000
CV (%) - 21,760 22,410 22,670

GL: Graus de Liberdade; MFA: Massa Fresca Aérea; MSA: Massa Seca Aérea. ns: ndo significativo; *, **, **%*;
significativo a 5%, 1% e 0,1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente. Os valores no corpo da tabela
referem-se aos Quadrados Médios (QM).
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Figura 29 — Crescimento e acimulo de biomassa em B. decumbens submetida a diferentes
inoculagdes bacterianas e niveis de nitrogénio (0,6 mM e 6,0 mM), com 41 dias de condugdo.
(A) Altura de plantas; (B) Massa fresca da parte aérea; (C) Massa seca da parte aérea. Médias
seguidas por letras mintsculas comparam os tratamentos (estirpes) dentro de cada dose de N.
Letras maitsculas comparam as doses de N dentro de cada tratamento pelo teste de Tukey (p <

0,05). As barras verticais indicam o desvio padrao da média.
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No sistema radicular, a disponibilidade de N foi o fator preponderante, porém a estirpe

BR 15444 reafirmou seu impacto negativo sob baixa dosagem de N, apresentando as menores

médias de comprimento e massa seca radicular (Figura 30). Esse comprometimento da raiz

explica o menor desempenho da parte aérea, evidenciando que a interacdo negativa

microrganismo-hospedeiro inicia-se pela limitacdo da drea de exploragao do solo (Tabela 13).
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Tabela 13 — Resumo da andlise de variancia (ANOV A) de componentes radiculares de plantas
de braquidria inoculadas com estirpes de Nitrospirillum spp. sob duas doses de nitrogénio (0,6
mM e 6,0 mM).

Fonte de Variacao Comprimento (cm) MFR (g) MSR (g)
Blocos 49,47 ns 0,0031 ns 0,0004 ns
Dose de N (D) 299,98 * 1,0837 * 0,0065 *
Tratamentos (T) 96,60 * 1,4607 * 0,0068 *
Interacio D x T 37,92 ns *%(),1205 *** 0,0003 ns
Residuo 34,73 0,0342 0,0002
CV (%) 22,16 31,03 25,92

(*) Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; (ns) Nao significativo. CV: Coeficiente de Variagdo. Os
valores representam o Quadrado Médio de cada fonte de variacdo.

Figura 30 — Atributos radiculares de plantas de B. decumbens em resposta a inoculagdo com
estirpes de Nitrospirillum spp. selecionadas e niveis contrastantes de nitrogénio mineral. (A)
Comprimento radicular; (B) Massa fresca da raiz; (C) Massa seca da raiz. Médias seguidas por
letras mindsculas comparam as estirpes dentro da mesma dose de N. Letras maidsculas
comparam as doses de N para a mesma estirpe (Teste de Tukey, p < 0,05). As barras verticais
indicam o erro padrdo da média.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Os resultados do Experimento III, apesar da auséncia de diferencas estatisticas,
indicaram que numericamente o fornecimento de 6,0 mM de N proporcionou um ambiente
melhor para o desenvolvimento da braquiéria.

Portanto, definiu-se a dose de 6,0 mM de N para a condu¢do do Experimento IV, visando
avaliar o desempenho das demais estirpes, onde o objetivo € maximizar a eficiéncia do uso do
nitrogé€nio e acelerar o desenvolvimento inicial das plantas para o estabelecimento precoce da

pastagem.
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4.3.5 Analises do Experimento I'V- Responsividade de plantas de Braquiaria Inoculadas
com Estirpes de Nitrospirillum spp.

O potencial de promog¢do de crescimento vegetal pelas estirpes de Nitrospirillum spp.
em plantas de braquidria manifestou-se de forma mais acentuada nos padrdes de biomassa e
arquitetura do sistema radicular. Os resultados dos dados do Experimento IV (Apéndice G)
indicam que as estirpes possibilitaram alteracdes significativas na particio de biomassa e no
desenvolvimento radicular, mesmo sob a aplica¢do de uma dose elevada de nitrogénio (6,0 mM

de N).

4.3.5.1 BIOMASSA E DESENVOLVIMENTO DA PARTE AEREA

As andlises de variancia revelaram efeitos altamente significativos (p < 0,01) para a
variavel Massa Fresca da parte Aérea (MFA), indicando que a inoculagdo pode ter atuado como
agente modulador do vigor vegetativo inicial da braquidria. Entretanto, ndo foram observadas
variagcOes estatisticas para as demais varidveis biométricas e de acimulo de massa seca na parte

aérea (Tabela 14).

Tabela 14 — Resumo da andlise de variancia (ANOVA) para parametros de biomassa e
morfoldgicos de Braquidria sob inoculagdo com Nitrospirillum spp. (Dose 6,0 mM de N).

Fonte de Variacao GL QM (MFA) QM (MSA) QM (AP) QM (NF) QM (PERF)

Blocos 5 0,1125 ns 0,0212 ns 61,17ns  0,2803 ns 0,2803 ns
Tratamentos 10 0,3156 ** 0,0164 ns 64,63ns 00,7727 ns 0,2379 ns
Residuo 50 0,1108 0,0113 78,48 1,4886 0,147
Média Geral - 2,46 0,57 37,31 4,75 0,39

CV (%) - 13,52 18,51 23,73 25,65 97,32

QM: Quadrado Médio; MFA: Massa Fresca Aérea (g); MSA: Massa Seca Aérea (g); AP: Altura de Planta (cm);
NF: Niimero de Folhas; PERF: Perfilhamento. ns: ndo significativo; **: significativo a 1% de probabilidade pelo
teste F.

A resposta positiva observada para MFA, em contraste com a estabilidade da Massa
Seca de parte Aérea (MSA) e dos parametros morfoldgicos (altura e nimero de folhas), sugere
que o beneficio da inocula¢do com estirpes como a BR 15444 (2,84 g) pode estar relacionado
com mecanismos fisiolégicos de hidratacdo e turgidez celular (figura 31D). Essa hipdtese é
refor¢cada pela presenca do aparato genético (gene mmiIN) em Nitrospirillum iridis (BR 15444/
DSM22198), associado a biossintese de dimetilsulfoniopropionato (DMSP), um composto que

atua na regulacdo osmotica e na protecdo contra estresses abidticos, contribuindo para a
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retencdo de dgua e a manutencdo da turgidez celular, conforme demonstrado por Li, Todd &
Yu et al. (2023).

A auséncia de variacdo estatistica para altura (AP) e nimero de folhas (NF) pode indicar
que, sob elevada disponibilidade de nitrogénio mineral (6,0 mM de N) a inoculacdo nao
priorizou modificacdes estruturais na arquitetura da parte aérea. Nesse cendrio, 0 incremento
isolado na massa fresca (MFA) sugere que a acdo bacteriana promoveu ganhos de ordem
fisioldgica, possivelmente associados a otimizagdo do status hidrico e a manutenc¢do da turgidez
celular. Essa resposta sinaliza uma maior eficiéncia no uso da dgua pelas plantas inoculadas,
resultando em um maior acimulo de biomassa fresca sem a necessidade de expansdo

morfoldgica dos 6rgdos aéreos (Figura 31).

Figura 31 — Parametros morfoldgicos de parte aérea em plantas de braquidria inoculadas com
estirpes de Nitrospirillum spp. Médias seguidas de mesma letra nao diferem pelo teste de Tukey
(p < 0,05). As barras verticais representam o erro padrdo da média.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

A resposta positiva da MFA, em contraste com a estabilidade da MSA e dos parametros
morfoldgicos, sugere que o beneficio da inoculagdo com a estirpe BR 15444 decorre de sua
adaptacgdo evolutiva a microambientes rizosféricos de alta disponibilidade hidrica, uma vez que
foi isolada da rizosfera de Iris ensata var. spontanea, espécie tipica de ambientes imidos

(Chung et al., 2015). Do ponto de vista gendmico, essa adaptagcdo € corroborada pela presenca
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do gene mmtN associado a um gene de non-ribosomal peptide synthase (NRPS) em N. iridis.
Esse arranjo genético sugere a capacidade de sintese de dimetilsulfoniopropionato (DMSP), um
eficiente osmoprotetor que atua na regulacdo osmaotica e na prote¢ao contra estresses abidticos
(Li, Jinmei; Todd; Yu, 2024; Payet et al., 2024; Zheng et al., 2020). Desta forma, a producao
de DMSP possivelmente otimizou o status hidrico da braquidria, resultando em tecidos mais

hidratados e, consequentemente, no maior acimulo de massa fresca observado.

4.3.5.2 COMPONENTE RADICULAR E ESTRATEGIA DE CRESCIMENTO

Diferentemente da parte aérea, a andlise de variancia para o sistema radicular apresentou
efeito significativo dos tratamentos sobre o acimulo de biomassa, mas ndao sobre o

comprimento radicular (Tabela 15).

Tabela 15 — Resumo da andlise de variancia (ANOVA) para parametros radiculares de
Braquidria sob inocula¢do com Nitrospirillum spp. (Dose 6,0 mM de N).

Fonte de Variacao GL QM (CR) QM (MSR)
Blocos 5 78,31 ns 0,0374 ns
Tratamentos 10 82,38 ns 0,0807 **
Residuo 50 61,02 0,0227
Média Geral - 37,31 0,39
CV (%) - 20,08 36,44

QM: Quadrado Médio; MSR: Massa Seca Radicular (g). ns: ndo significativo; **: significativo a 1% de
probabilidade pelo teste F.

Por outro lado, o teste de Tukey (p < 0,05) indicou que nenhuma estirpe diferiu
estatisticamente do controle quanto a Massa seca radicular — MSR. O tratamento controle
posicionou-se no grupo ab, juntamente com a maioria das estirpes. Apenas a BR 11163
apresentou MSR significativamente inferior as demais estirpes de maior média (BR 111865 e

BR 11164), mas o controle ndo se diferenciou de nenhum tratamento (Figura 32B).
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Figura 4 — Parametros radiculares (Comprimento e MSR) de Braquidria (44 DAS) sob
inoculacdo com Nitrospirillum spp. Letras indicam grupos estatisticos pelo teste de Tukey (p <
0,05). As barras verticais representam o erro padrao da média.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

A auséncia de resposta no comprimento radicular, associada a variagdo significativa na
MSR entre as estirpes de Nitrospirillum spp. (embora sem diferencas em relacdo ao controle),
pode indicar uma possivel alteragdo qualitativa na arquitetura radicular para alguns tratamentos.
As BR 11164 e 11865 apresentaram as maiores médias numéricas de MSR, indicando uma
possivel tendéncia no acimulo de biomassa, além de terem sido estatisticamente superiores a
BR 11163. Por outro lado, as estirpes BR 11163 e BR 11145, para as quais dispomos de dados
detalhados de arquitetura radicular (WinRHIZO), apresentaram os maiores valores de RLVem
comparacdo ao controle, sugerindo raizes mais finas e maior densidade de comprimento
radicular por unidade de volume (Figura 33G). Esse comportamento € compativel com a
hipétese de que bactérias rizosféricas promotoras de crescimento podem aumentar a
ramificacdlo e a densidade radicular sem grande aumento no comprimento axial
(Radhakrishnan; Krishnasamy, 2024). A inoculagdo, com esses organismos, pode induzir ao

aumento de massa seca radicular e ramificacdo lateral, reforcando a ideia de mudanca de

investimento de crescimento axial para radial e ramificado (Dong et al., 2025).

4.3.5.3 ARQUITETURA RADICULAR — ANALISE WINRHIZO

A caracterizagdo dos sistemas radiculares, das BR 11140, 11145, 11163, 15444 e

Controle, realizadas via software WinRHIZO, permitiu identificar que os estimulos ao
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crescimento vegetal promovido pela inoculagdo das estirpes de Nitrospirillum spp. ndo foram
traduzidos em incrementos lineares de comprimento ou na complexidade da rede de
ramificacodes radiculares. Em vez disso, os dados apontam para uma biomodulagao especifica,
protagonizada pelas estirpes BR 11145, caracterizada pelo ajuste da espessura dos tecidos e

pela otimizacdo da densidade ocupacional no substrato (Tabela 16).

Tabela 16 — Valores do Quadrado médio da anélise de variancia dos parametros morfoldgicos
detalhados (WinRHIZO) de Braquidria sob inoculacdo com Nitrospirillum spp. (Dose 6,0 mM
de N).

Fon.t N (je GL Comp. Are? Diam. Pontas Ram. Cruz. DCR
Variacao Proj.
Tra(tgﬁe)mo 4 59884,84ns 14827ns 00097 * 1675675ns 423501590 ns 47841020 ns 6492,73 *

Bloco (QM) 5 193876,81 275,44 0,0006 1878144 17351983,20 975676,90 406,25

Residuo (QM) 20 43923,04 123,05 0,0028 520532,6 3764487,5 202728,80 1469,79

Média Geral - 1686,82 71,96 0,42 4843,6 14027,18 2783,95 180,80
CV (%) - 12,42 15,42 12,68 14,90 13,83 16,17 21,20

Comp.: Comprimento; Didm.: Didmetro; Ram.: Ramificagdes; Cruz.: Cruzamentos; DCR (Densidade de Comprimento
Radicular) = Comprimento (cm)/ Volume radicular(cm?®); GL: Graus de Liberdade; CV: Coeficiente de Variagdo. Significancia:
*p < 0,05; ns: ndo significativo pelo teste F. Os valores no corpo da tabela referem-se aos Quadrados Médios (QM).

A andlise de variancia indicou efeito significativo da inoculag¢do sobre o didmetro médio
(p = 0,028) e o indice de comprimento radicular por volume (RLV, p = 0,010), mas ndo sobre
as demais varidveis (Figura 33). Contudo, o teste de Tukey (p < 0,05) foi conservador: nao
detectou diferencas entre tratamentos para o diametro (Figura 33C) enquanto para a RLV
indicou que a estirpe BR 11145 (218,07 cm/cm?) superou o controle (149,63 cm/cm?), com a
BR 11163 assumindo posi¢do intermedidria (213,90 cm/cm?) (Figura 33G).



135

Figura 33 — Atributos morfolégicos radiculares de braquidria inoculada com estirpes de
Nitrospirillum spp. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p
< 0,05). As barras verticais indicam o erro padrao da média (n=6).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

A auséncia de significincia estatistica para o comprimento total, drea projetada e indices
de complexidade radicular (pontas, ramifica¢des e cruzamentos) indica que a estrutura bésica
da rede radicular permaneceu estavel até aos 44 dias de condugao do experimento. No entanto,
o incremento no RLV, promovido especialmente pela BR 11145, sugere que a resposta
bioldgica a inoculagdo foi voltada na reorganizacdo da biomassa radicular (Figura 33G).

Do ponto de vista fisioldgico, esse afinamento € uma estratégia de aumento de eficiéncia:
a planta maximiza a 4rea de contato com o solo e a absor¢do de nutrientes, caracteristica
marcante de plantas que otimizam o metabolismo radicular sob a influéncia de bactérias

promotoras de crescimento (Fantozzi et al., 2024; Grover et al., 2021; Sanaei et al., 2025;

Valente Lima et al., 2021).

4.3.6 Integracao dos Incrementos Percentuais e Analise Descritiva dos Perfis Respostas
das Estirpes

Andlise exploratdria dos incrementos médios: A andlise dos incrementos médios,
integrando as varidveis e experimentos, apresentou um panorama na variabilidade do
desempenho das estirpes de Nitrospirillum spp. nas duas culturas avaliadas. De modo geral,

observou-se a predominadncia de incrementos positivos para a maioria das varidveis
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relacionadas ao crescimento vegetal, indicando o potencial das estirpes de Nitrospirillum como

promotoras de crescimento (Figura 34).

Figura 5 — Integracdo de incrementos percentuais médios (%) por estirpe de Nitrospirillum spp.
nas varidveis analisadas em experimentos realizado na cultura do milho (tons amarelos) e na
cultura da braquidria (tons verdes). Valores de incremento > O indicam efeito promotor de
crescimento em relac@o ao controle.
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Na cultura do milho (Tabela 17), as estirpes BR 11140 e BR 11145 apresentaram os
maiores incrementos médios positivos (12,5% e 11,4%, respectivamente), com destaque para
ganhos em altura, drea foliar e massas secas da parte aérea. As estirpes BR 11164, BR 11163 e
BR 11865 também mostraram incrementos positivos, porém de menor magnitude (entre 5,5%
e 6,7%). Por outro lado, a estirpe BR 11142 exibiu desempenho médio negativo (-4,4%),
indicando um efeito numérico desfavordvel na maioria das varidveis.

Na braquidria (tabela 17), o panorama foi substancialmente diferente. As estirpes BR
118657 (29,6%), BR 11828 (21,9%) e BR 11164 (11,2%) destacaram-se como as mais
promissoras, com ganhos expressivos especialmente em biomassa radicular (MSR) e RLV. A
estirpe BR 11145, embora tenha mostrado bom desempenho no milho, apresentou incremento
médio negativo na braquidria (-16,4%), evidenciando forte especificidade hospedeira. A estirpe
BR 15444 também exibiu desempenho consistentemente negativo nesta cultura (-20,8%),
corroborando os resultados da ANOVA que indicaram seu efeito antagdnico sob baixa

disponibilidade de nitrogénio.
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Tabela 17 — Média dos incrementos percentuais (%) por estirpe e por cultura, integrando todas
as varidveis avaliadas nos experimentos com milho (Experimentos I e II) e braquidria
(Experimentos III e IV).

Cultura Milho Braquiaria

Estirpe Incremento médio (%)
BR 111407 12,50 -1,30
BR 111427 -4.36 12,00
BR 11145 11,40 -16,40
BR 111637 5,62 -0,73
BR 111647 6,74 11,20
BR 116227 -0,80 8,83
BR 117527 2,07 10,30
BR 118287 4,18 21,90
BR 118657 5,45 29,60
BR 115447 -0,46 -20,80

Os valores representam a média aritmética dos incrementos percentuais de todas as varidveis mensuradas para
cada estirpe dentro de cada cultura. Incrementos positivos indicam efeito promotor de crescimento em relagio ao
controle.

Analise de Componentes principais dos incrementos: A Andlise de Componentes
Principais (PCA) permitiu identificar padroes estruturais na resposta das estirpes, sintetizando
a variabilidade dos dados em eixos principais de variagdo. A distribuicao das estirpes no espago
multivariado evidenciou a formacdo de agrupamentos distintos, refletindo similaridade nos
perfis de resposta. Estirpes posicionadas no mesmo quadrante apresentaram comportamento
funcional semelhante, enquanto aquelas localizadas em regides opostas indicaram respostas

contrastantes (Figura 37).
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Figura 35 — Andlise de Componentes Principais (PCA) dos incrementos percentuais para as
culturas do milho (A) e da braquidria (B). O grafico biplot mostra a relacdo entre as estirpes

(pontos) e as varidveis de crescimento (vetores).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Para a cultura do milho (Figura 37A), os dois primeiros componentes principais
explicaram 82,8% da variincia total, com a Dimensdo 1 (65,2%) fortemente associada as
varidveis de biomassa (MFA, MSA, A.Foli) e a Altura. As estirpes BR 11140, BR 11145, BR
15444 e BR 11865 posicionaram-se no quadrante positivo dessa dimensao, sendo classificadas
como promotoras de crescimento. As demais estirpes (BR 11142, BR 11163, BR 11164, BR
11622, BR 11752 e BR 11828) situaram-se no quadrante negativo, indicando incrementos
médios desfavoraveis ou neutros no conjunto das varidveis analisadas.

Para a braquidria (Figura 37B), os dois primeiros componentes explicaram 74,8% da
variancia total, com a Dimensdo 1 (55,3%) correlacionada positivamente com MFA, MSA,
MSR e Altura. O biplot permitiu classificar as estirpes em quatro perfis funcionais: 1) alto
desempenho geral (BR 11828 e BR 11865), posicionadas no quadrante superior direito,
associadas a altos incrementos tanto em parte aérea quanto em sistema radicular; ii) foco em
biomassa/raiz (BR 11164, BR 11142 e BR 11752), localizadas no quadrante inferior direito,
com ganhos prioritariamente em biomassa radicular; iii) investimento em parte aérea (BR
11140, BR 11163, BR 11622 e BR 15444), situadas no quadrante superior esquerdo, com
efeitos mais direcionados a parte aérea; e iv) baixo desempenho geral (BR 11145), isolada no
quadrante inferior esquerdo, com incrementos negativos na maioria das varidveis.

Os resultados obtidos a partir das andlises exploratdria e multivariada evidencia que as

estirpes avaliadas apresentam comportamento funcional diverso, podendo ser classificadas em
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diferentes perfis de promocao de crescimento. A andlise descritiva dos incrementos percentuais,
embora ndo substitua os testes de inferéncia estatistica, apresentou tendéncias que
complementam os resultados das ANOVAs.

Os padroes observados na andlise de incrementos confirmam a especificidade da
interagdo estirpe-hospedeiro como um dos principais determinantes da eficdcia da inoculag@o.
A estirpe BR 11145, por exemplo, mostrou-se promissora para o milho, mas apresentou
desempenho consistentemente negativo na braquidria, indicando que seu potencial de promog¢do
de crescimento ndo foi universal e depende de fatores da planta hospedeira (Bashan &
de-Bashan, 2010; Santos et al., 2020). Resultado semelhante foi observado para BR 11140, que,
embora tenha apresentado os maiores incrementos em parte aérea no milho, teve desempenho
apenas moderado na braquidria. Por outro lado, estirpes como BR 11865 e BR 11828
destacaram-se consistentemente na braquidria, com ganhos expressivos em biomassa radicular

e indice de comprimento radicular por volume.
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4.4 CONCLUSOES

A andlise integrada dos bioensaios laboratoriais e dos experimentos em ambiente
protegido permitiu caracterizar a interacdo entre as estirpes de Nitrospirillum spp. em plantas
de milho hibrido (Cultivares SHS 5050 e AG PRO2 8088) e plantas de braquidria (B.
decumbens cv. basillisk), sob diferentes condi¢des, sendo o sistema radicular o principal sitio
de resposta a inoculacdo. Embora a maioria das varidveis cldssicas de crescimento nao tenha
apresentado diferencas estatisticamente significativas, respostas mais sutis foram detectadas.

No bioensaio, a interagdo planta x bactéria ndo promoveu diferengas estatisticamente
significativas sobre os parametros de crescimento. A analise de componentes principais revelou
apenas um gradiente continuo de vigor, sem formacao de agrupamentos. Tendéncias numéricas
indicaram que as estirpes BR 111427, BR 11163T e BR 11828" apresentaram os maiores
incrementos relativos em comprimento radicular total (CRT =46 ~55%), enquanto a BR 11 1407
destacou-se no peso seco radicular e a BR 11142T no RLV. A relacdo entre a biossintese de
compostos inddlicos e a resposta fenotipica confirmou que o potencial in vitro nao se reflete
linearmente em produgdo de crescimento.

Experimentos I e II: A cultivar SHS 5050 foi selecionada por apresentar superioridade
em vigor aéreo e arquitetura radicular (maior numero de cruzamentos). A inocula¢do ndo
promoveu efeitos significativos, com exce¢io de tendéncias numéricas para BR 111407 (altura
e numero de folhas) e BR 11145 (didmetro do colmo). No Experimento II, a ANOVA indicou
efeito sobre o comprimento radicular (p < 0,01), mas o teste de Tukey mostrou que nenhuma
estirpe diferiu estatisticamente do controle.

Com relagdo aos Experimentos III e IV: A disponibilidade de nitrogénio foi
determinante: sob baixa dose (0,6 mM N), a estirpe BR 154447 foi antagdnica; sob dose
adequada (6,0 mM N), BR 11140" e BR 11145 mantiveram desempenho equivalente ao
controle. No Experimento IV, a parte aérea respondeu apenas na massa fresca (MFA), com
destaque numérico para BR 15444". A anilise de arquitetura radicular (WinRHIZO) revelou
que o RLV foi a unica varidvel com diferenca estatistica, com BR 11145 superando o controle
e BR 11163" apresentando posi¢io intermedidria, indicando que a inoculagio promoveu raizes
mais finas e maior densidade de comprimento radicular sem aumentar o comprimento total ou
a ramificacgdo.

A andlise descritiva dos incrementos médios na cultura do milho, as estirpes mais

promissoras foram as BR 11140T (12,5%) e BR 11145 (11,4%); na braquidria, destacaram-se
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BR 11865" (29,6%), BR 11828 (21,9%) e BR 11164" (11,2%). A PCA dos incrementos

permitiu classificar as estirpes na braquidria em quatro perfis funcionais: alto desempenho geral
(BR 11828 e BR 11865"), foco em biomassa/raiz (BR 11164T, BR 11142T e BR 11752%),
investimento em parte aérea (BR 111407, BR 111637, BR 11622T e BR 15444") e baixo
desempenho geral (BR 11145). Esses padroes complementam as andlises de variincia e

orientam a selecdo racional de estirpes para cada cultura.
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5 CONSIDERA COES FINAIS

A caracterizacao fisiolégica em milho e braquidria, permitiu avangar na compreensao
das interagOes entre estirpes do género Nitrospirillum spp. e plantas cultivadas de milho e
braquidria, revelando que o repertério funcional dessas bactérias pode ser traduzido em
respostas agrondmicas, embora tais respostas sejam dependentes do gendtipo vegetal, da
disponibilidade de nitrogénio, do estadio fenoldgico e da estirpe especifica.

A auséncia de significancia estatistica na maioria das varidveis cldssicas de crescimento
ndo invalida os efeitos bioldgicos observados. Pelo contrdrio, as tendéncias consistentes
identificadas na andlise descritiva dos incrementos percentuais € na PCA indicam que a resposta
a inoculacdo ocorre em niveis mais sutis, frequentemente associados a reorganizagao da
arquitetura radicular (RLV) e a especificidade da interac@o estirpe-hospedeiro. Esse padrao
refor¢a a necessidade de incorporar andlises complementares (incrementos, PCA) em estudos
de prospeccdo de bactérias promotoras de crescimento, especialmente quando o poder
estatistico € limitado pelo nimero reduzido de repeticoes.

Em sintese, o género Nitrospirillum apresenta estratégias funcionais diversificadas, que
vdo desde a prontiddo no estabelecimento radicular inicial (BR 118287) até a otimizagio da
exploragdo do substrato por meio do afinamento radicular (BR 11145 e BR 111637), passando
por efeitos sobre a parte aérea (BR 111407). Os resultados obtidos aprofundam o conhecimento
sobre a ecologia funcional do género Nitrospirillum e sua interacdo com plantas cultivadas,
apresentando estratégias de promocdo de crescimento dependentes dos hospedeiros e das

condi¢des nutricionais.
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APENDICES

APENDICI:Z A - HEATMAPS METABOLICOS COMPLEMENTARES PARA
FORMACAO ACIDOS ORGANICOS
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APENDICE B — PLACAS DE SOLUBILIZACAO DE FONTES FOSFATADAS
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APENDICE C - PLACAS DE PRODUCAO E SIDEROFOROS
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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APENDICE D - CULTIVARES DE PLANTAS DE MILHO HIBRIDO DO
EXPERIMENTO I SOB 30 DIAS DE CONDUCAO
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Sistema radicular das Cultivares de Plantas de Milho hibrido do Experimento I sob 31 dias de
conducao
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APENPICE E - PLANTAS DE MILHO (SHS 5050) INOCULADAS COM ESTIRPES
DO GENERO NITROSPIRILLUM SOB 40 DIAS DE CONDUCAO - EXPERIMENTO
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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API:]NDICAE F - PLANTAS DE BRAQUIéRIA SOB DIFERENTES DOSES DE
NITROGENIO COM 40 DIAS DE CONDUCAO - EXPERIMENTO III

Sistema radicular das cultivares de plantas de Braquidria do Experimento III sob 40 dias de
conducgao
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Al:ENDICE G - PLANTAS DE BRAQUIARIA INOCULADAS COM ESTIRPES DO
GENERO NITROSPIRILLUM SOB 44 DIAS DE CONDUCAO - EXPERIMENTO IV

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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APENDICE H - CURVA DE CRESCIMENTO DAS ESTIRPES DE NITROSPIRILLUM
SPP. BR 11140" E BR 11145 EM MEIO BPSACAROSE
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