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RESUMO

A agricultura brasileira € um setor crucial para a economia nacional, mas enfrenta
desafios ambientais significativos devido ao uso intensivo de produtos quimicos
poluentes e nao-renovaveis. A busca por sistemas de producdo mais
sustentaveis tornou-se urgente para mitigar os impactos negativos no solo e no
meio ambiente. Embora exista um interesse crescente na co-inoculacéo, esta
gue envolve a inoculacdo de trés ou mais microrganismos para promover o
crescimento vegetal. Ainda sdo escassos 0s estudos que exploram essa
combinacao bactérias para uma aplicacdo conjunta. Compreender as interacdes
complexas entre microrganismos em comunidades continua sendo um desafio
significativo. O objetivo geral deste estudo é analisar o efeito do consorcio
bacteriano composto por Azospirillum brasilense, Herbaspirillum seropedicae e
Paraburkholderia silvatlantica no crescimento e desenvolvimento da soja BRS
7781 co-inoculada com Bradyrhizobium. Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Biologia Celular e Tecidual da UENF. Foram utilizados quatro
isolados de bactérias diazotréficas endofiticas. Os testes incluiram analises de
compatibilidade in vitro, cinética de crescimento e efeitos da inoculagdo em
plantas de soja, utilizando pardmetros morfométricos e fotobioldgicos. Os dados
foram analisados utilizando ANOVA e outros testes estatisticos. Os resultados
indicaram que a compatibilidade entre as bactérias selecionadas foi positiva, ndo
apresentando antagonismo. As analises fotobioldégicas mostraram que 0s
parametros medidos ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos
tratados e as testemunhas, exceto no fluxo de prétons (vH+), sugerindo um
estimulo positivo dos microrganismos inoculados. A andlise de doses diferentes
do consércio microbiano também destacou a importancia da dosagem adequada
para maximizar a eficiéncia. O estudo conclui que os consércios microbianos tém
um potencial significativo para promover o crescimento vegetal e aumentar a
eficiéncia das plantas de soja. No entanto, é essencial considerar
cuidadosamente as estratégias de inoculacdo e dosagem para otimizar os
beneficios. Este trabalho contribui para a compreensdo das interacfes
microbianas e abre caminho para o desenvolvimento de biofertilizantes mais
eficientes.

Palavras chaves: bioinoculante; soja; comunidade sintética; promocdo de
crescimento; bactéria endofitica.



ABSTRACT

Brazilian agriculture is a crucial sector for the national economy, but it faces
significant environmental challenges due to the intensive use of polluting and
non-renewable chemicals. The search for more sustainable production systems
has become urgent in order to mitigate the negative impacts on the soil and the
environment. Although there is growing interest in the co-inoculation of
microorganisms to promote plant growth, studies exploring the combination of
three or more bacteria for a joint application are still scarce. Understanding the
complex interactions between microorganisms in communities remains a
significant challenge. The general objective of this study is to analyze the effect
of a bacterial consortium composed of Azospirillum brasilense, Herbaspirillum
seropedicae and Paraburkholderia silvatlantica on the growth and development
of BRS 7781 soybeans co-inoculated with Bradyrhizobium. The experiments
were conducted at the Cell and Tissue Biology Laboratory at UENF. Four isolates
of endophytic diazotrophic bacteria were used. The tests included analysis of in
vitro compatibility, growth kinetics, and the effects of inoculation on soybean
plants, using morphometric and photobiological parameters. The data was
analyzed using ANOVA and other statistical tests. The results indicated that
compatibility between the selected bacteria was positive, with no antagonism
observed.The photobiological analyses showed that the parameters measured
did not differ significantly between the treated groups and the control groups,
except for the proton flow (vH+), suggesting a positive stimulus from the
inoculated microorganisms. The analysis of different doses of the microbial
consortium also highlighted the importance of the right dosage to maximize
efficiency. The study concludes that microbial consortia have significant potential
to promote plant growth and increase the efficiency of soybean plants. However,
it is essential to carefully consider inoculation and dosing strategies to optimize
the benefits. This work contributes to the understanding of microbial interactions
and paves the way for the development of more effective biofertilizers.

Keywords: bioinoculant; soy; synthetic community; promoting growth; endophytic
bacteria.
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1. Introducéo

A agricultura brasileira € competitiva e reconhecida por seu impacto global
na producdo de alimentos, sendo um dos setores que mais contribui para o
crescimento do produto interno bruto nacional (Brasil, 2023). No entanto, a
producdo agricola nacional tem enfrentado desafios decorrentes de condigbes
ambientais desfavoraveis (Agéncia de Noticias do IBGE, 2023). Além disso, a
agricultura industrial convencional, caracterizada pelo uso intensivo de produtos
qguimicos nocivos contribuem para danos ambientais locais e globais. O solo é
um recurso essencial para a vida e, € um dos mais afetados pelas praticas
agricolas convencionais (Pereira, 2019). Logo, a busca por sistemas de
producado sustentavel ndo é mais uma medida preventiva, mas sim de urgéncia,
ja gque o0s recursos naturais nao-renovaveis estdo sendo afetados. Nesse
contexto, estdo sendo exploradas alternativas inovadoras com o objetivo de
assegurar a sustentabilidade ambiental (Embrapa, 2016).

Os microrganismos presentes no solo desempenham um papel
fundamental na salude dos agroecossistemas, contribuindo para a fertilidade do
solo e crescimento das plantas. A diversidade microbiana é crucial nos
processos essenciais, como ciclagem de nutrientes, fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN) e absor¢céo de nutrientes essenciais pelas plantas (Baldani et
al., 1997; Miransari, 2013). Considerando os impactos negativos da agricultura
industrial no solo e no clima, os bioinoculantes surgem como uma alternativa
promissora para a agricultura moderna, visando mitigar esses efeitos nocivos.
Esses produtos contém microrganismos benéficos vivos com a capacidade de
promover o crescimento das plantas (Santos, 2019) podendo substituir ou
complementar o uso dos fertilizantes quimicos (Oliveira, 2022).

Dentre as culturas exploradas, a soja (Glycine max L. Merr.) € a
leguminosa considerada a principal commodity dentro da realidade de producao
de alimentos no Brasil. Dados consolidados pela Embrapa (2023/24) apontam
uma producédo de 147,35 milhdes de toneladas de grédos e ocupacgao 45,98
milhdes de hectares, sendo o pais com maior producdo mundial na safra
2023/24, ficando a frente dos Estados Unidos da América (EUA).
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O nitrogénio (N) € o elemento quimico de maior demanda para o
crescimento e desenvolvimento da soja, bem como o mais limitante para
producdo agricola nos solos tropicais. Apesar da elevada disponibilidade de
nitrogénio na atmosfera (78%), 0 mesmo se encontra em uma forma quimica néo
assimilavel pela planta (gas N2) (Munhoz, 2016). Algumas espécies da familia
das leguminosas séao capazes de formar estruturas nodulares em suas raizes e
que permitem a conversao do gas nitrogénio (N2) em amonia (NH3) pela atividade
catalitica da enzima nitrogenase, através da simbiose com bactérias
diazotroficas? (Bruxel, 2012). Este é um processo microbiano conhecido como
fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), capaz de suprir todo nitrogénio necessario
para o crescimento e desenvolvimento de plantas de soja em diferentes
agroecossistemas brasileiros, com impactos econdmicos e ecoldgicos positivos,
na geracdo de riqguezas e mitigacdo de danos ambientais (Brasil, 2017). As
bactérias que induzem a formacéo destes nddulos sdo chamadas de bactérias
fixadoras de nitrogénio ou bactérias diazotroficas. Elas sdo conhecidas
genericamente como rizobios, e ao serem atraidas por exsudados radiculares
especificos (flavondides e isoflavondides), induzem uma sinalizacdo e
reprogramacao dos sistemas de tecido radiculares que resultam na formacao
dos nodulos radiculares e o estabelecimento de uma troca bidirecional de
carbono e nitrogénio, caracterizando a simbiose (Embrapa, 2015; Hennecke,
1990; Stacey et al., 1995). Neste contexto, a FBN é uma estratégia ideal para
gue a soja e outras leguminosas assimilem o nitrogénio e aumentem a producao
(Munhoz, 2016). Através da comercializacdo de diferentes formulacdes de
inoculantes microbianos essa estratégia de FBN pode ser utilizada
agroecossistemas (Brasil, 2017; Embrapa, 2015; Hiltbold, 1980). Ja as bactérias
associativas (ndo indutoras de ndodulos radiculares), também séo capazes de
promover o crescimento de plantas, assimilando uma menor quantidade de N2,
mas podendo também disponibilizar macronutrientes essenciais para 0
desenvolvimento das plantas, como o fésforo (P), potassio (K) e enxofre (S) pela
modificacdo da arquitetura radicular e bioquimica da absorcdo de nutrientes

modulada pela producéo de fitorménios (Floréncio et al., 2022).
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O inoculante microbiano é uma via de acesso dos rizobios e das bactérias
associativas nas plantas. Em 2014, a Embrapa lancou a tecnologia da co-
inoculacdo que consiste na aplicagcdo simultdanea de inoculantes combinados
com duas ou mais estirpes de bactérias promotoras do crescimento de plantas
nas culturas vegetais (Hungria; Nogueira, 2017). Unir diferentes espécies
bacterianas pode formar comunidades bacterianas sintéticas, resultando em
consorcios capazes de combinar mecanismos complementares como
fitoestimulantes, biofertilizantes e agentes de biocontrole (Martinez; Soto, 2018).
A combinacédo de diferentes microrganismos representa uma nova abordagem
para aprimoramentos das respostas da planta hospedeira a inoculantes
microbianos, tendo como objetivo simular a microbiota natural do solo,
aumentando a resiliéncia dos processos microbianos diante dos estresses
ambientais, a eficiéncia e a complementaridade dos mecanismos de crescimento
de plantas e a diversidade bacteriana, aproveitando as interacdes positivas entre
as espeécies (Embrapa, 2024). Além disso, 0s consorcios podem mitigar o
estresse ambiental e reduzir o uso de pesticidas a partir de a¢cdes em conjunto
que podem beneficiar o solo e a planta (Mascarenhas, 2024). Estatisticas da
Embrapa Meio Ambiente (2024) mostram que 480 produtos biopesticidas foram
registrados no Brasil e 83 foram a base do consércio de microrganismos. No
cenario agricola atual, é entendido que o uso dessa tecnologia em questéo é
estratégica para a crescente sustentabilidade dos agroecossistemas. O Brasil é
lider na aplicacdo de bioinoculantes, especialmente para culturas como a soja,
onde os rizébios sdo amplamente utilizados. De acordo com os dados de
andlises e estatisticas coletados em 2022 pela Associacdo Nacional dos
Produtores e Importadores de Inoculante (ANPII), 85% da area plantada por
cultura da soja utiliza os bioinoculantes (ANPII, 2024). Com o avanco das
técnicas de biotecnologia e a crescente compreensao da microbiologia do solo,
€ possivel desenvolver inoculantes eficazes e direcionados para diferentes
culturas e condicdes de solo. Dessa forma, a pesquisa para explorar e aprimorar

0 uso de rizobios e bactérias associadas é de extrema relevancia.
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2. Revisédo Bibliografica
2.1 Bactérias diazotroéficas

A interagdo simbidtica entre as bactérias promotoras do crescimento
vegetal (BPCV) e as plantas desempenha um papel crucial na biotecnologia
agricola, impulsionando o desenvolvimento de métodos inovadores para a
inoculacdo de plantas, com impacto positivo na agricultura (Bulgarelli et al.,
2013). A interacdo das bactérias na rizosfera é influenciada pelos exsudatos
radiculares, regido onde o solo esta intimamente em contato com as raizes
(Embrapa, 2015).

As bactérias diazotroficas desempenham um papel crucial nos processos
de ciclagem e disponibilidade de nutrientes para as plantas, como por exemplo,
na provisdo de nitrogénio através da FBN (Moreira et al., 2010). O N € um
elemento essencial para a vida, compreendendo cerca de 78% da atmosfera
terrestre. No entanto, sua forma gasosa néo € diretamente assimilavel pelas
plantas (Do6bereiner, 1997; Munhoz, 2016). Nesse contexto, 0S organismos
diazotréficos desempenham um papel crucial na conversdo do nitrogénio
atmosférico em formas assimilaveis pelas plantas, pelo processo de FBN
(Hungria, 2007). A FBN ocorre através da reducdo do nitrogénio (N2) a aménia
(NHs), catalisada pela enzima nitrogenase, sendo essencial que haja a interacao
entre as plantas e as bactérias diazotroficas (Dobereiner, 1997).

As bactérias diazotréficas, podem ser classificadas como facultativas ou
endofiticas obrigatérias. As facultativas podem viver de forma independente no
solo ou em associagdo com plantas, onde melhoram a nutricdo e promovem o
crescimento vegetal. J4 as endofiticas obrigatérias estabelecem uma relagéo
simbidtica intima com leguminosas, formando nédulos nas raizes das plantas,
podendo suprir até 70% do N necessario para as plantas como soja e feijao.
Nestes nodulos, elas fixam o nitrogénio e fornecem as plantas (Baldani et al.,
1997, Moreira et al., 2010).

Ambos os tipos podem contribuir para o crescimento vegetal ndo so pelo
fornecimento de nitrogénio, mas também por outros mecanismos de a¢cdo como

producao de fitormdnios, solubilizacdo de fosfatos, antagonismo a fitopatdgeno,
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entre outros (Rodrigues, 2016). Estas intera¢des sao vitais para a satude do solo
e para a produtividade das culturas, evidenciando a importancia dos
microrganismos diazotroficos na agricultura e na sustentabilidade ambiental
(Cardoso, 2016).

No Brasil, a contribuicdo da pesquisadora Johanna Débereiner no estudo
das interacbes entre bactérias e plantas, especialmente nos géneros
Bradyrhizobium, foi fundamental para o avanco das pesquisas atuais.
Dobereiner foi a pioneira nos estudos de FBN em gramineas, e suas descobertas
tiveram um impacto significativo na producdo e competitividade da soja
brasileira. Seu trabalho permitiu que alimentos mais baratos e saudaveis
chegassem a milhares de pessoas, uma contribuicao tdo relevante que resultou
em uma indicacao ao Prémio Nobel em 1997 (Embrapa, 2016).

A busca por métodos diversificados para a inoculagdo destas bactérias
em plantas e solos, tem se intensificado, refletindo o interesse crescente em
praticas agricolas inovadoras e sustentaveis (Embrapa, 2019). As bactérias
diazotréficas e as bactérias que promovem o crescimento das plantas fazem
parte do grupo conhecidas como “Plant Growth Promoting Bacteria” (PGPB)
(Compant et al., 2010). Bradyrhizobium spp., Azospirillum spp., Herbaspirillum
spp. e Paraburkholderia spp., sdo exemplos de géneros que fazem parte desse
grupo (Baldani, 1986; Perin, 2006).
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2.1.1 Bradyrhizobium spp.

As cepas de Bradyrhizobium eram originalmente classificadas como
Rhizobium e foram reclassificadas, apresentando apenas uma espécie definida,
Bradyrhizobium japonicum (Jordan, 1982). Posteriormente, surgiu uma
subdivisdo entre B. japonicum e B. elkanii, e suas diferencas morfoldgicas e
fisiologicas foram descritas por Vargas e Hungria (1997).

Essas bactérias sdo endofiticas diazotroficas e sdo frequentemente
utilizadas como microrganismos modelo em pesquisas cientificas, uma vez que
possuem uma comunicacdo benéfica com as plantas. Além disso, séo
portadoras dos genes nif e nod, que as tornam capazes de realizar a FBN atraves
da formacédo de nddulos radiculares (Teixeira, 1997; Tao, 2021; Zhang, 2023).
Esta comunicacdo benéfica entre planta-bactéria ocorre por meio de sinais
quimicos, formando uma cascata de sinalizagdo. A planta libera exsudatos por
suas raizes que sao reconhecidas pelas proteinas das bactérias, e esse
reconhecimento induz a formacdo dos nodulos nas raizes de leguminosas
(Embrapa, 2015; Hennecke, 1990; Stacey et al., 1995). As bactérias recebem
protecdo e fontes de energia ao se abrigarem nos nédulos e em troca tornam o
nitrogénio atmosférico (N2) assimilavel para a planta, concretizando assim a
relacao simbidtica (Prando, 2020).

Muitas espécies de leguminosas obtém grande parte do N através deste
processo, dispensando o uso dos fertilizantes nitrogenados (Prando, 2020). A
inoculacdo destas bactérias tornou-se importante para a agricultura, pois
promove o0 aumento do rendimento de culturas como soja, feijao e amendoim
(Hungria et al., 2017; Medici, 2024).

O uso de inoculantes a base de microrganismos cresce a cada ano. Em
2023, o setor de soja aplicou cerca de 142 milhdes de doses de inoculantes
biolégicos na agricultura brasileira, resultando em um faturamento de 141
milhées. O Bradyrhizobium lidera as vendas, representando 57% do valor do
mercado (Canal, 2024). Sem esse processo hatural, seria necessario aplicar
altas doses de nitrogénio mineral no solo, implicando custos elevados e
causando danos ambientais, tornando a agricultura economicamente inviavel

(Hungria et al., 2007). Em 2013, a Embrapa indicou a bactéria Azospirillum
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brasilense para ser usada juntamente com o Bradyrhizobium, em um processo
denominado co-inoculacdo, a fim de potencializar o processo de inoculacdo
(Hungria et al. 2013).

2.1.2 Azospirillum spp.

Esse género foi descrito por Beijerinck em 1925 como Spirillum lipoferum
e foi reclassificado como Azospirilum em 1978 (Tarrand et al.,, 1978). A
Azospirillum brasilense € uma bactéria diazotréfica que se destaca por seu papel
como promotora do crescimento vegetal. Esses microrganismos estabelecem
uma relacdo simbidtica com as plantas, contribuindo para a FBN, um processo
vital para a nutricdo vegetal (Santos et al., 2018). O uso de A. brasilense como
biofertilizante representa uma estratégia promissora para promover praticas
agricolas mais sustentaveis, reduzindo tanto os custos ambientais quanto os
econdmicos e minimizando a dependéncia de fertilizantes sintéticos (Oliveira et
al.,, 2017). Além da FBN, estas bactérias sdo conhecidas por induzirem
beneficios as plantas (Latef et al., 2020). A co-inoculacdo com rizébios e A.
brasilense na soja é exemplo do potencial dessa bactéria. Pesquisas recentes
indicam que essa abordagem pode elevar significativamente tanto a
produtividade quanto a qualidade dos gréos da soja (Hungria et al., 2020).

2.1.3 Herbaspirillum spp.

O género Herbaspirillum, primeiramente identificado pela espécie H.
seropedicae, € reconhecido por sua associacdo seletiva com gramineas
essenciais para a economia e nutricdo, incluindo cultivos de forrageiras, trigo,
milho, cana-de-acucar, sorgo e arroz (Baldani et al., 1986; Olivares et al., 1996).
E uma bactéria gram-negativa e mével que apresenta dois a trés flagelos em
seus polos (Baldani et al., 1984) e foi nomeada em homenagem ao local de seu
isolamento inicial. Durante estudos para isolar Azospirillum amazonense, agora
conhecida como Nitrospirillum amazonense (Lin et al., 2015), foi descoberta que
ela pertence a classe [B-proteobacteria e sua caracterizacdo é dada como

endofitica diazotrofica (Olivares et al.,, 1996). A capacidade endofitica foi
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confirmada por Olivares et al. (1997) e James e Olivares (1998), que observaram
a colonizacao nas raizes da cana-de-acucar. Além disso, a espécie € capaz de
se associar a diferentes partes vegetativas, como raizes, caules e folhas de
cana-de-agucar e arroz (Olivares et al., 1996). Herbaspirilum é capaz de
penetrar nas plantas hospedeiras através dos locais onde as raizes laterais
emergem, transpondo as camadas celulares da epiderme. Essas rupturas
servem como vias de acesso para que a bactéria alcance e se instale nos tecidos
internos da planta (Olivares, 1997; James e Olivares, 1998; Monteiro et al.,
2012). A interacdo entre H. seropedicae e as plantas € mutualisticamente
vantajosa, pois este microrganismo tem a capacidade de disponibilizar N em uma
forma que as plantas sdo capazes de assimilar, favorecendo o crescimento
vegetal e aumentando a produtividade agricola (Baldani et al.,, 2000). H.
seropedicae contribui para a saude das plantas pois produz fitohorménios que
regulam o crescimento e tornam o fésforo inorganico acessivel através da
solubilizacéo (Bastian et al., 1998; Estrada et al., 2013).

2.1.4 Paraburkholderia spp.

O género Paraburkholderia, anteriormente Burkholderia, € classificado
dentro da classe das B-proteobactérias e foi identificado pela primeira vez nos
anos 50, por Walter Burkholder, e a descreveu como um agente causador da
podriddo da cebola (Burkholder, 1950; Pratama et al., 2020). A reclassificacao
filogenética dividiu o antigo género Burkholderia em dois distintos: Burkholdeira
contendo espécies majoritariamente patogénicas para animais e plantas, e o
outro, Paraburkholderia, abrangendo bactérias ambientais ndo patogénicas,
incluindo véarias com potencial biotecnolégico promissor (Kaur, 2017). Essas
bactérias sdo gram-negativas e possuem formato de bastonete, o género inclui
mais de 30 espécies e podem ser encontradas em diversos nichos,
principalmente no solo e na rizosfera, sdo bactérias que podem associar-se as
raizes de diferentes culturas, como milho, trigo, arroz e soja (Coenye e
Vandamme, 2001).

As Paraburkholderia possuem um grande potencial biotecnolégico pois

possuem uma versatilidade nutricional, podendo ser cultivadas em mais de
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duzentos compostos organicos (Coenye e Vandamme, 2003). Essa capacidade
aumenta a chance dessa bactéria sobreviver em diversos ambientes, sendo
capaz de ter mais sucesso na colonizacdo nas raizes (Dalmastri, et al., 1999).
Marcon (2007) e Rossetto (2008) isolaram e caracterizaram cepas de
Paraburkholderia spp. endofiticas em cana de acucar, demonstrando a
capacidade de fixar nitrogénio biologicamente, produzir acido indolacético,
sideroforos, e solubilizacéo de fosfato inorganico.

Esse género tem ganhado destaque nos estudos que envolvem a FBN,
pois, algumas espécies, como a Paraburkholderia silvatlantica, estdo sendo
descritas como bactérias diazotréficas, o que significa que sédo capazes de fixar
0 nitrogénio atmosférico e torna-lo disponivel para as plantas por meio de uma
eficaz associacdo simbidtica, impulsionando o desenvolvimento vegetal devido
a acdes de biocontrole e promocdo do crescimento (Yabuuchi, et al., 1992;
Gutiérrez, 2019).

Desta forma, é evidente a importancia de realizar mais estudos com esse
género, considerando seu potencial para bioprotecdo e promocdo do

crescimento de culturas de interesse econémico.

2.2 Importancia da co-inoculacdo e das comunidades microbianas

sintéticas com BPCV

(faltou trazer exemplos de comunidades microbianas sintéticas, quais

trabalhos tem estudo sobre comunidades

A co-inoculacdo € uma pratica agricola que envolve a aplicacédo
simultanea de dois ou mais microrganismos benéficos para as plantas (Korber,
2021). Essa tecnologia, lancada pela Embrapa (2014), tem ganhado destaque
devido aos estudos que demonstram a sua capacidade de otimizar a producéo
vegetal e promover a sustentabilidade agricola. Os inoculantes a base de
bactérias diazotroficas tém sido recomendados para diversas culturas, incluindo
a soja (Hungria; Nogueira, 2013).

A interacdo de co-inoculacdo entre Azospirilum brasilense e

Bradyrhizobium demonstra resultados positivos, como a fixacdo biolégica de
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nitrogénio, que supre toda a necessidade de nitrogénio da planta, podendo
substituir o uso de fertilizantes nitrogenados (Hungria; Rubens, 2012). Além
disso, outros beneficios como estimulo ao crescimento vegetal, a ampliacéo e
volume do sistema radicular e a resisténcia a estresse também sdo observados
(Santos, 2024). Com isso, compreender que 0S microrganismos atuam dentro de
comunidades em interacGes complexas pode impulsionar o desenvolvimento de
biofertilizantes a partir de constru¢cdo de comunidades sintéticas capazes de
remodelar o solo significativamente para aumentar a chances de uma melhor
performance dos microrganismos inoculados (Wang et al., 2021).

Na literatura cientifica, embora haja um crescente estudo sobre a co-
inoculacao, ainda sdo escassos 0s estudos que exploram a combinacgéo de trés
ou mais bactérias para uma aplicacdo conjunta. Isso ocorre, pois compreender
0S microrganismos atuando em comunidades € um desafio, uma vez que
possuem suas complexidades de comportamento. Estudos tém mostrado que a
interacdo entre diferentes espécies microbianas em comunidades sintéticas
pode resultar em comportamentos emergentes e imprevisiveis, devido as
complexas redes de interacdes ecoldgicas e metabdlicas que se formam (Widder
et al.,, 2016). Deste modo, vale salientar que estudos sobre as comunidades
microbianas proporcionam um olhar para novas oportunidades de compreensao
da interagcdo microrganismo-solo-planta permitindo assim a simulagédo de
comunidades com microrganismos de interesse. Estudos ja indicam que o0s
consorcios podem ser eficientes, uma vez que cada microrganismo pode atuar
de forma especifica para diferentes finalidades, demonstrando uma ampla
diversidade metabdlica, mais adaptabilidade aos ambientes e podem se tornar
mais estaveis uma vez que dividem funcées (Abdallah et al., 2018; Shah, 2024).

A inovacédo dos consércios chama a atencéo, especialmente no contexto
de mitigagdo dos impactos ambientais negativos causados pelo uso excessivo
de agroquimicos. Ao explorar a interacéo entre bactérias presentes na rizosfera,
pesquisadores buscam compreender melhor o funcionamento do solo e assim
simular comunidades microbianas com os microrganismos de interesses, o que

€ chamado de consoércio microbiano sintético.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito do consorcio bacteriano composto por Azospirillum
brasilense, Herbaspirilum seropedicae e Paraburkholderia silvatlantica no
crescimento e desenvolvimento da soja BR 7781 co-inoculada com

Bradyrhizobium.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a compatibilidade in vitro das bactérias selecionadas para a
comunidade bacteriana sintética para a co-inoculagdo com o

Bradyrhizobium japonicum;

e Determinar a cinética individual de crescimento das bactérias no pré-

in6culo;

e Avaliar o efeito de inoculagcdo, co-inoculacdo com o Bradyrhizobium
japonicum e da comunidade microbiana sintética em plantas de soja, na
condicao de casa de vegetacdo, na morfometria das plantas (area foliar,
massa fresca e seca, comprimento da planta, volume e comprimento das

raizes e biomassa);

e Avaliacdo da fotobiologia vegetal das plantas de soja cultivadas em
condicdo de casa de vegetacdo com a utilizacdo do aparelho MultispeQ
PhotosynQ®;

e Avaliar o efeito de diferentes densidades de in6éculo da comunidade
microbiana sintética na germinacgéo da soja in vitro e em condicéo de casa

de vegetacéao;

e Avaliacdes microbiologicas das raizes de soja inoculadas por diferentes
doses da comunidade microbiana sintética através da microscopia de
varredura (MEV).
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4. Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biologia Celular e
Tecidual (LBCT) no setor de Ecofisiologia Microbiana, parte da Universidade

Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

4.1 Selegao de Microrganismos

Foram utilizadas quatro espécies de bactérias diazotroficas descritas na
Tabela 1. As estirpes estéo depositadas na Colecéo Microbiana do LBCT/UENF.
As culturas das bactérias foram armazenadas utilizando o método de vermiculita
e ativadas em meio NB (Kasvi) (8 g.L!) suplementado com Glicerol (Dinamica)
(10 g.L1). Para esta ativacdo das culturas, uma alcada do estoque das bactéria
em vermiculita foi inoculada em tubo de ensaio contendo 5 mL de meio, incubado
a 30 °C e sob agitacdo de 180 rpm. Posteriormente, uma alcada da cultura
bacteriana liquida foi repicada em placa de Petri com meio solido semi-especifico
(Tabela 1) para observar a pureza das estirpes e para realizacdo do teste de
compatibilidade. No caso de meio so6lido, o meio foi suplementado com 15 g/L

de agar bacterioldgico (Kasvi).

Tabela 1: Estirpes bacterianas, suas caracteristicas fenotipicas testadas quanto a
promocao do crescimento de plantas (PCP) e meios de cultura semi-seletivos

Mecanismo Meio de cultura

Identificagao Estirpe < de PCP semi-especifico Referéncias

Azospirillum Tarrand et al.
. Ab-V FBN?, SP? NFB

brasilense b-V5 S 1978

Herbaspirillum FBN?, SP?, Baldani et al.,

. HUENF 1 NFB

seropedicae v 9 PF3 J 1986

Paraburkholderia UENF 3 op2

silvatlantica 117111 PF, SP MV Tavares, 2008

Bradyrhizobium  SEMIA can M Kirchner,

japonicum 5079/5080 1896

1 FBN = Fixac¢do Biologica de N2; 2 SP = Solubiliza¢do de Fosfatos; 3 PF = Producdo de
Fitohorménios.
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4.2 Padronizagéo do pré-indculo e indculo

Para o preparo do pré-inoculo, trés alcadas da cultura bacteriana fresca
em placa de Petri foram inoculadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 50 mL de meio NB (Kasvi) (8 g.L!) suplementado com Glicerol
(Dinamica) (10 g.L1). Os frascos foram cobertos com manta feita de algod&do
e gaze, colocados em incubadora refrigerada com agitador orbital (NT 735,
Nova Técnica) a 30 °C e 180 rpm. A densidade 6tica a 600 nm (DOsoo) foi
medida em intervalos de 2 horas com o uso do espectrofotdmetro (Microplate
Reader, Kasuaki) para avaliar o crescimento bacteriano até atingir a fase
midlog. A avaliacdo do crescimento foi realizada em duplicata.

Ja os indculos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 2 L contendo
500 mL de meio NB (Kasvi) (8 g.L™!) suplementado com Glicerol (Dinamica) (10
g.L?), inoculados com uma aliquota de 5% v/v do pré-in6culo. As condicdes de
cultivo foram as mesmas do pré-inéculo.

Para todos os ensaios, a preparacao do pré-inéculo e indculo seguiram a
padronizacdo determinada. Para os indculos com diferentes diluicdes, apds o
crescimento de cada bactéria isolada nos Erlenmeyer de 2 L, 70 mL do inéculo
de cada bactéria, foram transferidas para outro Erlenmeyer 2 L para a obtencéo
do in6culo da comunidade microbiana sintética total.

Em seguida, para a preparacao do inéculo diluido, 10 mL desta solucéo
concentrada, foi transferida para 90 mL de &gua destilada estéril, resultando
assim em uma diluicdo de 10! em relacédo ao original. Desta diluigdo, 1 mL foi
transferido para 99 mL de 4gua destilada estéril, resultando em uma diluicdo de
102 em relagédo ao original. Assim, foram definidos, pré-inéculos, inéculos e

in6culos diluidos (com diferentes densidades).

4.3 Ensaio de compatibilidade in vitro entre as bactérias selecionadas

Para o teste de compatibilidade, foi avaliado o crescimento de A.
brasilense, H. seropedicae e P. silvatlantica com a cepa B. japonicum SEMIA
5079/5080, comumente usada nas formulagbes do inoculante comercial
(Embrapa). Brevemente, 10 yL de cada suspenséao bacteriana do pré-inéculo foi

23



semeada em uma gota contra a outra, na placa de Petri contendo meio soélido
NB (Kasvi) (8 g.L ') suplementado com Glicerol (Dinamica) (10 g.L™?). Os testes
foram realizados em triplicata e as placas foram incubadas a 30 °C por 24 h.
ApOs esse periodo foi avaliada a formagéo da zona de compatibilidade ou efeito
de inibicAo sobre o crescimento das bactérias (Selegato e Castro-Gamboa,
2023).

4.4 Anédlise do efeito da inoculagcdo com bactérias individualmente, co-

inoculadas e com o consdrcio microbiano sintético

O ensaio foi conduzido em condi¢cdes de casa de vegetacéo, utilizando
um delineamento inteiramente casualizado (DIC). Cada tratamento obteve seis
réplicas e foram inoculados com 15 mL de indéculo. Quando duas bactérias
estavam presentes no tratamento, o indculo foi dividido em proporgdes iguais
(7,5 mL + 7,5 mL) e quando houve diluicdo dos tratamentos, a diluicdo foi
realizada conforme descrito no topico 4.2.

Os tratamentos avaliados incluiram: (a) bactérias inoculadas
individualmente, (b) bactérias co-inoculadas com o B. japonicum, (c) consorcio
microbiano sintético (todas bactérias selecionadas), (d) consércio microbiano
sintético co-inoculado com B. japonicum, (e) consércio microbiano sintético
diluido a 1073 e (f) consércio microbiano sintético diluido a 102 co-inoculado com
B. japonicum.

As sementes de soja da cultivar BRS 7781 (Glycine max) foram
previamente desinfestadas em solugcédo de hipoclorito (NaClO) 2% e agitada
levemente por aproximadamente 40 segundos para esterilizacdo da superficie,
em seguida, foram lavadas de trés a cinco vezes em agua destilada estéril até a
remocao completa do NaClO.

Em seguida, trés sementes foram semeadas em recipientes de 700 mL
contendo o substrato Carolina Soil® e inoculadas no momento da semeadura. O
desbaste ocorreu apds a germinacdo e emergéncia das plantulas.

Apos 20 dias, foi aplicado ¥ da solucdo nutritiva padrao de Hoagland &
Arnon (1938). Apos 30 dias da semeadura, o experimento foi coletado para

analises de morfometria, a area foliar e a massa fresca foram analisadas no
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momento da retirada das plantas da casa de vegetacdo e o conteldo para a
pesagem da massa seca foi colocada em uma estufa a 60 °C por 3 dias e assim
pesado. As raizes foram submetidas as analises com o auxilio do programa
WInRHIZO.

Para as analises fotobioldgicas, o aparelho MultispeQ® PhotosynQ
(Kuhlgert, 2016) foi utilizado, com base nas instru¢ées do Manual Simplificado
de Uso do Fluorimetro MultispeQ v 2.0 (PhotsynQ) (Ferreira et al., 2023), com o
protocolo  “Photosynthesis Rides 2.0° na plataforma PhotosynQ
(http://www.photosynqg.org). O aparelho possui a funcionalidade de um
fluorémetro, capaz de medir diversos parametros da planta e do ambiente. Neste
trabalho, as analises dos resultados foram direcionadas para os parametros: gH+
(condutividade de prétons através da membrana do tilacoide), LEF (fluxo de
elétrons linear), Phi2 (eficiéncia quantica efetiva do fotossistema 2), PhiNPQ
(coeficientes de extingdo nado fotoquimica), indice de SPAD (teor relativo de
clorofila) e vH+ (fluxo de prétons do estroma para o limen), pois ja respondem
questdes sobre a saude da planta.

As medicdes foram realizadas entre 8h e 9h da manha. As plantas, ja em
seu estagio V3, foram medidas no terceiro n6 de cada planta, na folha central
trifoliada e completamente expandida, respeitando-se o angulo da folha e sua
localizacdo. Analises de ANOVA foram realizadas na plataforma PhotosynQ,
para confirmar que ndo ocorreu interferéncia das variaveis ambientais

(temperatura ambiente, PAR e hora do dia) nos resultados obtidos.

4.5 Andlise preliminar do efeito de diferentes doses: Teste de germinacao
in vitro e em casa de vegetacdo sob efeito de duas doses diferentes da

comunidade bacteriana sintética

4.5.1 Testes de germinagéo in vitro

Os testes in vitro foram realizados com sementes de soja da cultivar BRS
7781, que foram desinfestadas em solug&o de hipoclorito (NaCIlO) 2% e agitada
aproximadamente por 40 segundos para esterilizacdo da superficie, em seguida,

foram lavadas de trés a cinco vezes em agua destilada estéril até a remocao
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completa do NaClO e colocadas para secar em papel estéril para a germinagao.
Foram definidos como condi¢cfes experimentais: controle, e as concentracdes de
101 e 103, tratamento 1 e 2, respectivamente. Os inéculos foram cultivados
conforme a padronizacéo estabelecida no tépico 4.2.

Cada tratamento incluiu trés réplicas, cada uma contendo dez sementes
selecionadas aleatoriamente, colocadas sobre um papel estéril para germinacao,
e distribuidas em trés placas de Petri estéreis para cada tratamento, conforme
demonstrado na Figura 1. Para a inoculagdo, 3 mL de cada diluicAo foram
aplicadas no papel estéril contido dentro da placa de Petri com 10 sementes e

para a testemunha foi aplicado agua destilada com o mesmo volume.

Figura 1: Distribuicdo das sementes para germinacao in vitro

As placas foram entéo incubadas em estufa BOD (Solab, incubadora bod
com fotoperiodo sl - 224/210) a uma temperatura de 27 °C e fotoperiodo de 12
horas por 7 dias. Os resultados da germinacao in vitro, isto €, a emissao de
radiculas e, subsequentemente, a emergéncia, foram registrados apds 24, 48 e
72 horas e com 7 dias. O comprimento das raizes foi medido com o auxilio do
programa ImageJ.

As raizes foram preparadas para microscopia eletronica de varredura
(MEV) como descrito no topico 4.5.4. A média de germinacgéo foi calculada para

cada tratamento: controle, tratamento 1 (101) e tratamento 2 (10°3).
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4.5.2 Teste em casa de vegetacao

Para os testes em condicdo de casa de vegetacédo, os indculos utilizados
foram os mesmos para a inoculacéo in vitro. Foram preparados seis tubetes de
plastico para cada tratamento: controle, tratamento 1 (101) e tratamento 2 (10°3).

Os tubetes foram preenchidos com o substrato Carolina Soil® e
semeadas trés sementes de soja BRS 7781. No momento da semeadura, foram
aplicados 5 mL de in6culo das diferentes concentracdes, e agua estéril para a
testemunha.

Apbs o periodo de sete dias, foi realizado o desbaste, no qual foram
mantidas apenas uma planta por tubete. No mesmo momento do desbaste, trés
tubetes foram selecionados para andalises morfométricas, e preparacao das
raizes para microscopia de varredura (MEV) como descrito no tépico 4.5.3.

Apbs 15 dias da semeadura, os trés tubetes restantes foram submetidos
as mesmas analises das plantas retiradas com sete dias. A massa fresca foi
pesada no momento da retirada das plantas da casa de vegetacéo e o contetudo
para a pesagem da massa seca foi colocada em uma estufa a 60 °C por 3 dias
com posterior pesagem. As raizes foram submetidas as analises com o auxilio

do programa WIinRHIZO.

4.5.3 Preparo para Microscopia Eletrénica de Varredura

Para as analises de microscopia eletrbnica de varredura (MEV), foram
selecionados trés segmentos de regifes anatdmicas distintas (coifa, zona de
alongamento e zona pilifera) para investigar o padrdo de colonizacdo das
bactérias. O processamento das amostras seguiu o protocolo de (Baldotto et al.,
2011). Brevemente, o material foi fixado com glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 4% e tampao fosfato 0,05 M, pH 7,1 por 48 horas. Apés a
fixac&o, o material foi lavado trés vezes em tampéo fosfato com intervalos de 40
min., desidratado em séries crescentes de alcool (15, 30, 50, 70 e 100%) por 40
min., seguido de ponto critico em CO2 (Leica CPD300). As amostras foram

fixadas em suportes porta amostra de aluminio e metalizadas (SCD050 BAL-
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TEC) com uma liga de ouro-paladio. O material foi visualizado no microscopio
eletrénico de varredura EVO 40 (Zeiss) 15 kV.

4.6 Analise de Dados

Para a elaboracdo dos graficos e andlises estatisticas, foi utilizado o
programa R (tépico 5.3 e 5.4) e para as analises de fotobiologia o Graphpad
Prism versdo 8.0.2 (topico 5.3). Todos os dados foram verificados quanto a
distribuicdo normal (Gaussiana) pelos testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-
Smirnov. Para avaliar as diferencas entre as médias de cada tratamento, foi

realizado o Teste de Médias de Tukey (p<0,05).
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5. Resultados e Discusséao
5.1 Selecdo das bactérias e padronizagao do pré-inéculo

As bactérias A. brasilense, H. seropedicae e P. silvatlantica empregadas
no presente trabalho foram selecionadas por suas propriedades promotoras do
crescimento vegetal, conforme avaliado em trabalhos anteriores. A cepa B.
japonicum, depositada na colecéo, foi isolada de um produto comercial (turfa) e
ainda néo havia sido avaliada previamente.

Na Figura 2, € apresentada a curva de crescimento das bactérias para
obtencdo do pré-indculo. Conforme mostrado no grafico, as espécies
bacterianas possuem fases midlog distintas. As bactérias B. japonicum e A.
brasilense atingiram a fase midlog em aproximadamente 6 h, H. seropedicae em
8h e P. silvatlantica em 10h de cultivo. Essa fase representa o crescimento ideal
das células, sendo, portanto, adotada como o tempo de cultivo do pré-inéculo

para teste de compatibilidade e preparacéo inoculo.
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Figura 2: Cinética de crescimento do pré-in6culo em funcdo do tempo, no cultivo de B.
japonicum, A. brasilense, P. silvatlantica e H. seropedicae
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5.2 Teste de compatibilidade in vitro

A compatibilidade entre as bactérias selecionadas néo foi anteriormente
testada in vitro ou em associacdo com plantas. Dessa forma, em teste in vitro, a
avaliacdo de compatibilidade de crescimento entre as bactérias A. brasilense, H.
seropedicae e P. silvatlantica em relacdo a B. japonicum n&o apresentou zonas
de inibicdo apds 24 horas de incubacao, indicando que as culturas sobreviveram
normalmente quando inoculadas em conjunto (Figura 3).

A auséncia de antagonismo entre as cepas testadas indica que essas
bactérias podem coexistir de forma cooperativa, potencializando os beneficios
mutuos (Selegato e Castro-Gamboa, 2023). Ao contrario de uma cultura pura,
em uma co-inoculagao as interagcdes entre microrganismos podem favorecer ou
prejudicar as atividades de outras cepas presentes no ambiente (Bader et al.,
2010). Portanto, analisar previamente a compatibilidade entre dois ou mais
microrganismos € essencial para avaliar o potencial uso simultaneo dessas
bactérias nos ensaios de co-inoculagéo, visando melhorar a promocao de
crescimento vegetal. Por exemplo, Cortés-Patifio et al. (2021) observaram que a
co-inoculacdo de Herbaspirillum sp. e Azospirillum brasilense em Lolium perenne

potencializaram os efeitos de promocédo do crescimento vegetal.

Figura 3: Compatibilidade entre as cepas A. brasilense (1), H. seropedicae (2) e
P. silvatlantica (3) contra B. japonicum (*)
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5.3 Efeito da inoculacdo com bactérias individualmente, co-inoculadas e

com o consorcio microbiano sintético

Ainoculagéo e a co-inoculagao das bactérias foram realizadas na soja BR
7781, em sistema de casa de vegetacdo e analisadas apos 30 dias da
semeadura. Estudos anteriores demonstram que o uso de B. japonicum na soja
pode melhorar a fixacdo de nitrogénio (N) e, consequentemente, o
desenvolvimento da planta (Hungria, 2001). Portanto, incluimos tratamentos com
e sem essa cepa para avaliar sua importancia nas formulacbes futuras.
Observou—se na analise da area foliar (Figura 4) que a testemunha absoluta (C)
tem a menor média, com valores mais baixos entre os tratamentos. De modo
geral, a diferenca observada sugere que a inoculacdo bacteriana melhorou o
desenvolvimento da soja em comparacdo com as plantas ndo inoculadas (C).

Em comparacao a testemunha absoluta (C), a inoculac¢édo da soja com B.
japonicum resultou em um aumento significativo na area foliar. No entanto,
guando comparado aos demais tratamentos, incluindo as inoculagdes individuais
e comunidade microbiana sintética (CMS) com as outras bactérias, ndo houve
diferenca significativa. Os tratamentos com as CMS diluidas (CMS 102 e CMS
103+ R) mostraram-se mais eficazes no aumento da area foliar, sendo maior em
relacdo aos outros tratamentos e significativamente em relacéo a testemunha
absoluta (C). Além disso, a inclusdo do B. japonicum (CMS 102+ R) néo fez
diferenca nesta analise comparado ao tratamento CMS 10-3.

E relevante destacar que as plantas obtém a maior parte de sua energia
por meio da fotossintese, e o tamanho e a forma das folhas podem variar em
resposta a fatores ambientais, sendo assim, uma baixa area foliar pode limitar a
produtividade da planta (Schmildt, 2023). Steiner et al. (2020), observaram que
a inoculagao e co-inoculagéo de Rhizobium tropici e A. brasilense em plantas de
feijdo resultaram em um aumento significativo na area foliar e produtividade dos

grados comparada as plantas nédo inoculadas.
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Figura 4: Area foliar (cm3): C - Testemunha absoluta; C + R - Testemunha + B. japonicum; B1 -
A. brasilense; B1 + R - A. brasilense + B. japonicum; B2 - P. silvatlantica; B2 + R - P. silvatlantica
+ B. japonicum; B3 - H. seropedicae; B3 + R - H. seropedicae + B. japonicum; CMS - Consoércio
Microbiano Sintético; CMS + R - Consércio Microbiano Sintético + B. japonicum; CMS 107 -
Consoércio Microbiano Sintético Diluido; CMS 103+ R - Consorcio Microbiano Sintético Diluido +
B. japonicum

Ao analisar o comprimento da parte aérea (Figura 5), nota-se que a
testemunha absoluta (C) obteve os valores mais altos. No entanto, mesmo com
uma grande parte aérea, a testemunha absoluta (C) ndo apresentou uma area
foliar que justifigue o comprimento da parte aérea. Esse efeito pode ter ocorrido
devido ao estiolamento e um balanc¢o desproporcional no crescimento (Gommers
et al., 2013). Trabalhos como Carmo et al. (2018), apontam o estiolamento como
uma tentativa de adaptacdo das plantas muitas vezes por busca de
luminosidade, com isso a planta direciona suas reservas para o crescimento da

haste principal. Esta resposta adaptativa pode resultar em uma maior altura da
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planta, mas também pode comprometer as folhas e as raizes, devido a
redistribuicdo das reservas de nutrientes (Gommers et al., 2013).

A inoculacao individual das plantas e a co-inoculagdo com B. japonicum,
ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas, mas podemos destacar
que H. seropedicae (B3) apresentou a maior média no comprimento da parte
aérea entre esses tratamentos (Figura 5).

O tratamento CMS apresentou a menor média de crescimento da parte
aérea. Porém, quando combinado com B. japonicum (CMS + R), houve um
aumento no crescimento. A parte aérea das plantas inoculadas com CMS diluida
(CMS 10°) resultou em um comprimento maior, com o0 crescimento
significativamente superior ao tratamento CMS (ndo diluido). Este aumento
sugere, que a diluicdo pode ser mais favoravel ao crescimento da planta (Figura
5).
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Figura 5: Comprimento da Parte Aérea (cm?): C - Testemunha absoluta; C + R - Testemunha +
B. japonicum; B1 - A. brasilense; B1 + R - A. brasilense + B. japonicum; B2 - P. silvatlantica; B2
+ R - P. silvatlantica + B. japonicum; B3 - H. seropedicae; B3 + R - H. seropedicae + B. japonicum;
CMS - Consarcio Microbiano Sintético; CMS + R - Consorcio Microbiano Sintético + B. japonicum;
CMS 103 - Consoércio Microbiano Sintético Diluido; CMS 103+ R - Consdrcio Microbiano Sintético
Diluido + B. japonicum

33



O volume e comprimento radicular foram analisados através do programa
WInRHIZO e registrou uma alta variacdo das meédias entre os tratamentos. Em
relacdo ao volume radicular (Figura 6 A), os tratamentos inoculados com as
bactérias individuais apresentaram um volume maior quando comparado com as
bactérias co-inoculadas com o B. japonicum (+ R). No entanto, ao comparar as
comunidades sintéticas entre si, a resposta foi inversa com a adicdo do B.
japonicum, ou seja, houve um aumento no volume radicular com a co-inoculacéo
do B. japonicum. Santos (2019) mostrou um melhor desenvolvimento das raizes,
apresentando que a inoculacao pode trazer efeitos positivos para as plantas.

O comprimento radicular foi maior em todas as inoculacbes de
comunidade microbiana sintética (CMS, CMS + R, CMS 102 e CMS 103 + R)
quando comparadas as inoculacbes das bactérias individuais e em co-
inoculacao (Figura 6 B). Analisando o comprimento total (Figura 7), que é a
somatoria da parte aérea e a parte radicular, o tratamento CMS 102 obteve a
maior média, diferentemente dos outros tratamentos. Visto que a inoculagcdo com
o tratamento CMS 107 teve um melhor desenvolvimento, pode-se inferir que
essa inoculacao pode ter promovido o crescimento das plantas, uma vez que as
bactérias benéficas podem melhorar a absorcdo de nutrientes e

desenvolvimento vegetal.
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Figura 6: Volume Radicular (cm3) (A) e comprimento radicular (B): C - Testemunha absoluta; C
+ R - Testemunha + B. japonicum; B1 - A. brasilense; B1 + R - A. brasilense + B. japonicum; B2
- P. silvatlantica; B2 + R - P. silvatlantica + B. japonicum; B3 - H. seropedicae; B3 + R - H.
seropedicae + B. japonicum; CMS - Consdrcio Microbiano Sintético, CMS + R - Consoércio
Microbiano Sintético + B. japonicum; CMS 10 - Consércio Microbiano Sintético Diluido; CMS
102+ R - Consoércio Microbiano Sintético Diluido + B. japonicum
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Figura 7: Comprimento Total (cm 2): C - Testemunha absoluta; C + R - Testemunha + B.
japonicum; B1 - A. brasilense; B1 + R - A. brasilense + B. japonicum; B2 - P. silvatlantica; B2 +
R - P. silvatlantica + B. japonicum; B3 - H. seropedicae; B3 + R - H. seropedicae + B. japonicum;
CMS - Consorcio Microbiano Sintético; CMS + R - Consorcio Microbiano Sintético + B. japonicum;
CMS 103 - Consoércio Microbiano Sintético Diluido; CMS 1023+ R - Consdrcio Microbiano Sintético
Diluido + B. japonicum
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Foram mensuradas as matérias frescas e secas da parte aérea e das
raizes das plantulas e o numero de folhas das plantas.

A massa fresca corresponde a massa da planta em seu estado natural,
contendo toda a 4gua presente nos tecidos vegetais. Essa medida é essencial
para avaliar o peso total da planta antes da remocdo de &gua, refletindo a
condicao fisioldgica e o conteddo de agua da planta no momento da colheita.

A andlise estatistica (Tabela 2) indica a variacdo dos valores médios para
cada tratamento e o coeficiente de variagao (CV) mostra a variabilidade dos
dados. Para matéria fresca da parte aérea (MFPA) o tratamento CMS 10
apresentou o maior valor médio (12.12), significativamente superior aos demais,
exceto ao CMS 102 + R (11.88). O controle (C), combinado com o rizébio
também apresentou valores elevados (9.54). Os tratamentos com as bactérias
isoladas (B1, B2, B3) mostraram resultados medianos, com valores entre 6.96 e
8.01. Para matéria fresca da raiz (MFR) o maior valor foi observado no
tratamento B3 (8.30), seguido pelo tratamento CMS 10 (7.76). O tratamento
CMS obteve o menor valor (5.85). A matéria fresca total (MFT) apresentou
novamente o tratamento CMS 102 com o maior valor (9.94), sendo
significativamente superior aos demais. O controle (C) e B3 também
apresentaram valores elevados (8.57 e 8.07, respectivamente). O CMS
apresentou o menor valor (5.80).

Para os numeros de folhas CMS 10-° e CMS 102 + R apresentaram os
maiores valores (7.83), indicando um aumento no crescimento vegetativo. Os
tratamentos sem o rizébio com as bactérias individuais, mostraram os menores
valores.

Os resultados indicam que a aplicacao de bactérias diluidas promoveu um
aumento significativo de matéria fresca e no numero de folhas das plantas de
soja, possivelmente devido a maior fixagédo de nitrogénio e melhoria na absor¢éo
de nutrientes. Os tratamentos combinados com rizobio também apresentaram
melhor desempenho, ressaltando a interacdo entre microrganismos na

promocao do crescimento vegetal.
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Tabela 2: Massa fresca das plantas (g). C - Testemunha absoluta; C+R - Testemunha + B.
japonicum; B1 - A. brasilense; B1+R - A. brasilense + B. japonicum; B2 - P. silvatlantica; B2+R -
P. silvatlantica + B. japonicum; B3 - H. seropedicae; B3+R - H. seropedicae + B. japonicum; CMS
- Consorcio Microbiano Sintético; CMS+R - Consércio Microbiano Sintético + B. japonicum; CMS
10 - Consoércio Microbiano Sintético Diluido; CMS 103+R - Consércio Microbiano Sintético
Diluido + B. japonicum. MFPA - massa fresca parte aérea; MFR - massa fresca raiz; MFT
- massa fresca total; NF - NUumero de folhas.

TRATAMENTOS MFPA MFR MFT NF
C 7.48 cd 5.12d 6.30 ef 5.33b
C+R 9.54 b 7.61 ab 8.57 bc 6.83 ab
Bl 8.01 bed 6.64 bc 7.32 de 5.66 b
Bl1+R 6.96 de 7.10 abc 7.03 de 550b
B2 7.98 bcd 7.56 ab 7.77 cd 6.16 ab
B2 +R 8.73 bc 6.94 bc 7.83 cd 5.33b
B3 7.85 bed 8.30 a 8.07 cd 5.66 b
B3 +R 8.62 bcd 6.85 bc 7.74 cd 550 b
CMS 5.76 e 5.85 cd 5.80 f 5.83b
CMS +R 8.59 bcd 7.44 ab 8.02 cd 6.16 ab
CMS 1073 12.12 a 7.76 ab 9.94 a 7.83 a
CMS 10°+R 11.88 a 7.54 ab 9.71ab 7.83 a
CVv 17.12% 15.36% 13.17% 23.71%

A matéria seca corresponde a massa da planta apés a remocao completa
da &gua, obtida por meio da secagem dos tecidos vegetais. Essa medida é
fundamental para estimar a quantidade real de matéria organica presente, ou
seja, representa a biomassa da planta. Na analise da matéria seca (Figura 8), é
possivel observar que as inocula¢des individuais e as co-inoculacdes com B.
japonicum (+R) nédo apresentaram diferenca significativa entre esses
tratamentos. Mas, podemos observar um incremento de biomassa superior a
testemunha absoluta (C) em B1 + R, B2 e B2 + R.

Além disso, a inoculacdo com o tratamento diluido e acrescido de B.
japonicum (CMS 102 + R) apresentou aumento significativo no peso seco em
relacdo a testemunha absoluta (C), exceto no tratamento com CMS (n&o diluido)

gue obteve o menor acumulo de biomassa (Figura 8).
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Figura 8: Biomassa das Plantas (g) - Matéria seca: C - Testemunha absoluta; C + R -
Testemunha + B. japonicum; B1 - A. brasilense; B1 + R - A. brasilense + B. japonicum; B2 - P.
silvatlantica; B2 + R - P. silvatlantica + B. japonicum; B3 - H. seropedicae; B3 + R - H. seropedicae
+ B. japonicum; CMS - Consorcio Microbiano Sintético, CMS + R - Consoércio Microbiano
Sintético + B. japonicum; CMS 10 - Consorcio Microbiano Sintético Diluido; CMS 103+ R -
Consoércio Microbiano Sintético Diluido + B. japonicum. MSPA - massa seca parte aérea; MSR -
massa seca raiz; MST - massa seca total

Para as andlises fotobiol6gicas das plantas, foram realizadas medigbes
dos parametros de indice SPAD, gH+, LEF, Phi2, PhiNPQ e vH+ (Figura 9). Os
resultados indicaram que esses parametros nao apresentaram diferencas
significativas entre os grupos de tratados e as testemunhas. No entanto,
observou-se que no parametro de vH+ (fluxo de prétons do estroma para o
limen), a testemunha absoluta (C) obteve a menor média em relacdo aos
tratados. Isso sugere que os microrganismos inoculados podem ter estimulado
o fluxo de prétons para o limen dos tilacoides. A fotossintese desempenha um
papel crucial na produtividade vegetal e é um aspecto relevante no
funcionamento ecofisiolégico vegetal. A transferéncia de prétons através da
membrana do tilacéide durante a fotossintese cria um gradiente de protons que

€ utilizado pela ATP-sintase para a producdo de ATP. Este processo €

38



fundamental para a eficiéncia energética da planta, pois maximiza a producao
de ATP necesséario para o ciclo de Calvin e outras reacdes metabolicas (Kramer
e Evans, 2011; Driever e Baker, 2011).
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Figura 9: Fotobiologia vegetal aferida com o MultispeQ PhotosynQ. (A) SPAD, (B) gH+, (C) LEF
- ETR, (D) Phi2, (E) PhiNPQ e (F) vH+. C - Testemunha absoluta; C + R - Testemunha + B.
japonicum; B1 - A. brasilense; B1 + R - A. brasilense + B. japonicum; B2 - P. silvatlantica; B2 +
R - P. silvatlantica + B. japonicum; B3 - H. seropedicae; B3 + R - H. seropedicae + B. japonicum;
CMS - Consarcio Microbiano Sintético; CMS + R - Consorcio Microbiano Sintético + B. japonicum;
CMS 102 - Consoércio Microbiano Sintético Diluido; CMS 103+ R - Consdrcio Microbiano Sintético
Diluido + B. japonicum. Teste de médias de Tukey (p<0,5)
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Os resultados obtidos indicam que a inoculacdo das bactérias promoveu
0 crescimento vegetal, resultando em um aumento da area foliar, volume e
comprimento radicular e massa seca, em comparacdo com as plantas nao
inoculadas. Isso corrobora com a ideia de que os inoculantes microbianos
representam uma alternativa promissora para reduzir a dependéncia dos
fertilizantes quimicos (Hungria et al., 2022).

Os dados também destacam as vantagens de se utilizar o CMS.
Observamos que o CMS diluido e co-inoculado com B. japonicum se destacaram
por melhorar o desenvolvimento da soja, incluindo aumento da area foliar,
comprimento da parte aérea, volume radicular e massa seca. Em contraste, o
CMS concentrado levou a reducdo do comprimento da parte aérea, volume
radicular e massa seca. A alta densidade de bactérias inoculadas no momento
da semeadura pode ter reduzido a eficiéncia dessas bactérias, possivelmente
devido a competicdo por nichos e espaco na planta (Lopes et al., 2021). Estudos
demonstram que a formulacdo de comunidades microbianas sintéticas possui
potencial para otimizar o crescimento e a saude das plantas. Wang et al. (2021)
avaliaram diferentes formulagdes de CMS e observaram um crescimento vegetal
significativo, aumento na aquisicdo de N e P, além de um incremento no
rendimento da soja. Além disso, essa pratica pode promover sinergismo entre 0s
microrganismos presentes na rizosfera (Schwaab, 2019).

A co-inoculacédo de B. japonicum tem demonstrado grande potencial no
crescimento e desenvolvimento da soja, incluindo peso seco e volume radicular
(Moretti et al., 2019). Verificamos que o CMS diluido co-inoculado com B.
japonicum apresentou incremento no volume radicular, sendo significativamente
superior ao controle e ao CMS diluido sem B. japonicum. O desenvolvimento da
raiz é de suma importancia para o uso de recursos disponiveis no solo (Giehl et
al., 2014).

Esses dados destacam a importancia de considerar cuidadosamente as
estratégias de inoculagcéo bacteriana em sistemas agricolas, como dosagens e
as caracteristicas do solo (Carvalho, 2009). Portanto, torna-se necessario

confirmar os efeitos dos tratamentos nas varidveis analisadas. Isso pode ser
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realizado por meio de ajustes nos protocolos, visando obter uma aplicacdo mais

eficiente desses microrganismos na cultura da soja.

5.4 Anédlise preliminar do efeito de diferentes densidades de in6culo
5.4.1 Germinagao in vitro

Para avaliar o efeito de doses do indculo e a taxa média de germinacgéo
de sementes de soja BR 7781, foram realizadas trés réplicas contendo 10
sementes em placas de Petri, mantidas em camara BOD. O grafico (Figura 10)
demonstra a média de germinacdo das sementes ao longo do tempo (24, 48 e
72 horas) para trés condicOes experimentais: controle, tratamento 1 (10%) e
tratamento 2 (10°3).

Inicialmente, observa-se que o grupo controle apresentou uma taxa média
de aproximadamente 6 sementes germinadas apds 24 horas. Esta taxa
aumentou para cerca de 8 sementes em 48 horas, mantendo-se estavel até 72
horas, demonstrando uma rapida germinagcdo em condi¢cfes controladas.

As sementes submetidas ao tratamento 1 (10-!), mostraram uma taxa de
germinacao de aproximadamente 3 sementes apés 24 horas. No entanto, houve
um aumento significativo para cerca de 7 sementes em 48 horas, aproximando-
se ao grupo controle e permanecendo constante até 72 horas.

As sementes submetidas ao tratamento 2 (10-%), apresentam uma taxa
inicial semelhante ao tratamento 1, com aproximadamente 3 sementes apos 24
horas. A germinacdo aumentou de forma constante, atingindo aproximadamente
5 sementes em 48 horas e continuando a germinar até atingir uma media de 7

sementes em 72 horas.
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Figura 10: Média de germinacdo de sementes de soja in vitro em diferentes dosagens.
C - Controle; T1 - Diluigédo de 10%; T2 - Dilui¢do de 103

Estudos anteriores reforcam a efichcia da inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento na germinacdo e no desenvolvimento inicial das
plantas de soja (Pacentchuk, 2020; Meert, 2020). O tratamento 1 € mais eficaz
a curto prazo, promovendo uma rapida germinagcdo e atingindo taxas
semelhantes ao controle em 48 horas. O tratamento 2 apresenta um aumento
mais gradual na taxa de germinagdo, mas alcanca o controle e o tratamento 1
em 72 horas. Essa diferenca nas dinAmicas de germinacdo pode ser atribuida
as diferentes interacfes entre as bactérias inoculadas e as sementes de soja.

Os resultados finais da taxa média de sementes germinadas nédo
mostraram diferencas significativas entre os tratamentos, sugerindo que a
presenca dessas bactérias nao influencia na germinacéo. Esses resultados sao
consistentes com o estudo de Cassan et al. (2009), que observaram que a
inoculacéo e co-inoculacao de A. brasilense e B. japonicum ndo aumentaram a
taxa de germinacao significativamente em sementes de milho e soja, mas
contribuiram para o crescimento inicial das plantas. Isso sugere que, embora as
bactérias ndo influenciem a germinacéo, elas podem desempenhar um papel
importante no desenvolvimento inicial das plantas. No entanto, a resposta
especifica das sementes pode variar dependendo das cepas bacterianas
utilizadas e dos métodos de aplicagdo, onde neste caso havia mais de uma
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bactéria e com densidades de in6culo diferentes, podendo afetar o ponto inicial
de inducédo de emissao da radicula.

Na figura 11 € possivel ver uma diferenca do tamanho das raizes e da
quantidade de raizes laterais apds 72 horas de germinacgdo, sugerindo que as
bactérias no tratamento 2 podem ter atuado para emissfdes de raizes laterais

mais rapido do que o controle e o tratamento 1.

Controle Tratamento1 Tratamento2

Figura 11: Sementes de soja in vitro germinadas em diferentes dosagens por 72 horas. C -
Controle; T1 - Diluigdo de 10%; T2 - Diluigdo de 103

5.4.2 Teste em casa de vegetacédo

A inoculacéo da comunidade microbiana sintética foi realizada em casa
de vegetacdo em tubetes e com o substrato Carolina Soil©, utilizando sementes
de soja BRS 7781. As andlises foram realizadas com 7 e 15 dias para o estudo
prévio do efeito de diferentes densidades de indculos, preparados conforme
descrito no topico 4.2. Nestas analises, as letras minusculas denotam a diferenca
significativa das médias do mesmo tratamento em relagdo ao tempo (p < 0,05),
enquanto as letras maiusculas referem-se a diferenga dos diferentes tratamentos
no mesmo tempo de coleta (p < 0,05), pelo teste LSD de Fisher a 5% de
probabilidade.

Na figura 12, podemos observar a altura da parte aérea (cm?) das plantas

submetidas a diferentes tratamentos aos 7 e 15 dias ap0s a inoculacdo. Aos 7
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dias, as plantas apresentaram uma altura de aproximadamente 6 cm? (bA), ndo
sendo significativamente diferentes entre os tratamentos. No entanto, aos 15
dias, observa-se um aumento significativo na altura da parte aérea para todos
os tratamentos. O controle (C) aumentou para aproximadamente 8 cm? (aB),
indicando uma resposta natural de crescimento ao longo do tempo. Além disso,
as plantas inoculadas (T1 e T2) apresentaram aumentos significativos na altura
da parte aérea em relacdo ao controle, alcancando aproximadamente 9 cmz (aA)
cada. Esses resultados e estudos anteriores indicam que a inoculacdo de
bactérias benéficas pode melhorar o crescimento e desenvolvimento das plantas
de soja (Prando, 2020). As bactérias podem ter melhorado a disponibilidade de
nutrientes ou promovido horménios de crescimento, resultando em uma maior
altura da parte aérea (Naseem, 2014). Isso pode sugerir que a inoculagdo com
0 consarcio utilizado nos tratamentos T1 e T2 promoveu um crescimento da parte
aérea das plantas, quando comparado ao crescimento natural observado no
controle. Além disso, a auséncia de diferenca significativa entre T1 e T2 sugere
gque ambos os tratamentos bacterianos podem ter atuado na promocéo do
crescimento da parte aérea da soja.

A avaliacdo do comprimento radicular (Figura 12) indicou que aos 7 dias
o controle (C), o tratamento 1 (T1l) e tratamento 2 (T2) apresentaram um
comprimento radicular de aproximadamente de 6 cm? (bA), ndo sendo
significativamente diferentes entre eles. Aos 15 dias, é possivel observar um
aumento significativo no comprimento radicular em todos os tratamentos. As
plantas apresentaram um comprimento de aproximadamente 17 cm? (aA) e ao
comparar os diferentes tratamentos, observa-se que ndo ha diferencas

significativas entre eles.
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Figura 12: A) Altura da parte aérea (cm?); B) Comprimento radicular (cm?).
C - Controle; T1 - Diluigédo de 10; T2 - Dilui¢édo de 103

Os graficos apresentados na figura 13 demonstram a massa fresca total
(A), a massa fresca da parte aérea (B) e a massa fresca radicular (C) de plantas
de soja com diferentes tratamentos de inoculagao bacteriana (C, T1 e T2) aos 7
e 15 dias ap0s a inoculagéo.

Os dados de massa fresca total (Figura 13A) mostram um aumento
significativo de 7 para 15 dias em todos os tratamentos (C, T1, T2). Aos 7 dias,
nao houve diferencgas significativas entre os tratamentos, mas aos 15 dias, T1 e
T2 apresentaram uma massa fresca total significativamente maior do que o
controle.

A massa fresca da parte aérea (Figura 13B) também aumentou
significativamente de 7 para 15 dias em todos os tratamentos. Aos 15 dias, Tl e
T2 apresentaram uma massa fresca da parte aérea significativamente maior do
gue o controle.

De maneira semelhante, a massa fresca radicular (Figura 13C) aumentou
significativamente de 7 para 15 dias em todos os tratamentos. Aos 15 dias, Tl e
T2 apresentaram uma massa fresca radicular significativamente maior do que o

controle.
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Figura 13: A) Matéria Fresca Total (g); B) Matéria Fresca Parte Aérea (g); C) Matéria Fresca
Radicular (g). C - Controle; T1 - Diluicao de 10%; T2 - Diluicdo de 103

Os dados de matéria seca total, apresentados na Figura 14A, mostram
um aumento significativo de 7 para 15 dias em todos os tratamentos (C, T1, T2).
Aos 7 dias, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos, mas aos 15
dias, T1 e T2 apresentaram uma matéria seca total significativamente maior do
gue o controle.

A matéria seca da parte aérea (Figura 14B) também aumentou
significativamente de 7 para 15 dias em todos os tratamentos. Aos 15 dias, Tl e
T2 apresentaram uma matéria seca da parte aérea significativamente maior do
que o controle. A matéria seca radicular (Figura 14C) aumentou
significativamente de 7 para 15 dias em todos os tratamentos. Aos 15 dias, T1 e
T2 apresentaram uma matéria seca radicular significativamente maior do que o

controle.
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Figura 14: A) Matéria Seca Total (g); B) Matéria Seca Parte Aérea (g); C) Matéria Seca
Radicular (g). C - Controle; T1 - Diluicao de 10%; T2 - Diluicdo de 103

Na figura 15 € possivel observar que o tratamento 2, aos 7 dias, promoveu

uma emissdo mais rapida e uma maior quantidade de raizes laterais em

comparacao aos outros tratamentos. Essa resposta radicular pode fornecer uma

vantagem competitiva inicial, facilitando um melhor acesso a nutrientes e agua,

0 gue pode ser crucial para o crescimento e desenvolvimento inicial da planta

(Postma, 2011). No entanto, aos 15 dias, correlacionando com as analises

7z

anteriores e como €& observado na figura 15, ndo houve uma diferenca

significativa entre as inoculacdes. Isso pode ter ocorrido por limitacédo de espaco,

sugerindo gque o efeito da inoculacéo pode ter se estabilizado com o decorrer do

tempo.
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Figura 15: Plantas com 7 dias; Plantas com 15 dias.
C - Controle; T1 - Diluigédo de 10%; T2 - Dilui¢do de 103

Estes resultados indicam que a inoculacdo bacteriana ndo s6 aumentou
a massa fresca, mas também a matéria seca, reforcando a eficacia dos
tratamentos bacterianos na promocédo do crescimento e acumulo de biomassa
na soja. Isso é consistente com os estudos que demonstram os efeitos benéficos
das bactérias promotoras de crescimento na soja, com 0 possivel aumento na
absorcdo de nutrientes e producdo de hormdnios vegetais que estimulam o
crescimento das plantas (Silva, 2022). Logo, trabalhos semelhantes com
inoculacdes bacterianas e comunidades sintéticas sugerem que as bactérias
promotoras de crescimento podem ser utilizadas como uma préatica agricola
sustentavel para aumentar a produtividade e a sustentabilidade das culturas de
importancia econémica (Abdallah et al., 2018; Shah, 2024). Além disso, essas
comunidades podem ser construidas para se adaptar a diferentes condicbes
ambientais e tipos de solo em comparacdo com os inoculantes tradicionais,
sendo assim, a investigacdo sobre a eficacia das comunidades microbianas
sintéticas, € essencial para o desenvolvimento de préaticas agricolas mais

sustentaveis e produtivas (Shayanthan, 2022).
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5.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens de MEV das raizes de soja tratadas com diferentes
densidades de in6culo, foram obtidas apds 7 dias para investigar o padrédo de
colonizacdo e comportamento das bactérias em trés segmentos de regides
anatbmicas distintas (coifa, zona de alongamento e zona pilifera). As imagens
estdo em trés linhas correspondentes as condicbes experimentais e em trés
colunas representando diferentes regides da raiz (Figura 16 e Figura 17).

Na figura 16, estdo as imagens de microscopia das plantas crescidas no
teste de germinacao in vitro (item 5.4.1). Na raiz do grupo controle, observamos
a coifa com uma superficie sem intera¢éo microbiana. Na zona de alongamento,
com células vegetais organizadas em fileiras longitudinais, ndo foram
apresentados sinais de atividade microbiana. A zona pilifera apresentou pélos
radiculares (root hairs) sem colonizagdo microbiana, indicando pouca interacao
com 0S microrganismos nesta regiao.

A raiz tratada com o tratamento 1, apresentou pouca atividade microbiana
em sua coifa. Na zona de alongamento, observou-se um aumento na atividade
microbiana, com uma superficie ocupada por estruturas microbianas aderidas
em monocamadas, indicando que ha interacdo microbiana. Na zona pilifera,
houve uma densa colonizacdo microbiana ao redor dos pélos radiculares,
indicando interacdo entre 0s microrganismos e 0s pélos radiculares.

A raiz tratada com o tratamento 2, apresentou uma coifa com uma
atividade microbiana maior em comparacéo ao tratamento 1. A superficie da raiz
na zona de alongamento mostrou presenca visivel de estruturas microbianas,
sendo mais evidente do que no controle. Em comparacao ao tratamento 1, as
bactérias estdo mais espacadas na superficie do que em monocamadas. Na
zona pilifera, a colonizagéo microbiana foi evidente, sendo mais densa e em mais
superficies do que no tratamento 1 e no controle, indicando uma interagcao
significativa com os pélos radiculares que pode promover a saude e o
crescimento da planta.

O in6culo do tratamento 1 obteve uma maior densidade de bactéria em
sua preparagdo, obtendo uma diluicido de 10! em relacdo ao in6culo inicial

(Topico 4.2), o que pode ter gerado um estresse microbiano e na planta uma
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maior disputa por nichos, podendo acarretar em uma perda de densidade. O
tratamento 2, com uma diluicdo de 1073, pode ter aberto a possibilidade de
diferentes nichos para as bactérias, promovendo uma oportunidade de maior
proliferacao.

Os resultados obtidos indicam que os tratamentos com microrganismos
promovem uma colonizacao significativa das raizes de soja, com destaque na
zona pilifera. A variacdo na densidade dos in6culos entre os diferentes
tratamentos pode explicar as dinamicas distintas observadas na germinacéo.

O controle e o tratamento 1 demonstraram um efeito mais imediato na
germinacdo em comparacdo com o tratamento 2, este que apresentou uma
maior densidade de microrganismos apods os 7 dias de inoculagdo. No entanto,
€ importante destacar que, apesar da germinacdo mais lenta do tratamento 2, o
crescimento foi préximo entre os tratamentos ao final das 72 horas de
germinacao, sugerindo que as bactérias podem ter contribuido para esse
impulso.

Na figura 17, sdo apresentadas as imagens de microscopia das plantas
de soja cultivadas em casa de vegetacdo. Na coifa das raizes, tanto nas
amostras controle quanto nos tratamentos 1 e 2, ndo foram observadas
interacOes e colonizacdo microbiana. Na zona de alongamento, o controle e o
tratamento 2 ndo apresentaram bactérias. No entanto, no tratamento 1, foi
possivel observar algumas aglomeracBes bacterianas. Na zona pilifera, foi
observada a auséncia de microrganismos no grupo controle, enquanto nos
tratamentos 1 e 2 houve a presenca de bactérias. No tratamento 1, as bactérias
se encontram aglomeradas e mais préximas aos pélos radiculares, ja no
tratamento 2, as bactérias estavam distribuidas em mais regiées ao longo da
raiz. Dessa forma, os tratamentos 1 e 2 demonstraram uma maior colonizacao
microbiana na zona pilifera em relagéo ao controle.

Os resultados obtidos indicam que a colonizacdo microbiana das raizes
de soja € mais pronunciada na zona pilifera, especialmente nos tratamentos com
inoculacdo bacteriana. A auséncia de microrganismos na coifa e na zona de
alongamento pode ser atribuida a fatores fisioldégicos e bioquimicos dessas

regides que nao favorecem a adesao inicial dos microrganismos, ou até mesmo
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a interagdo com o substrato utilizado. Estudos anteriores demonstram que a
zona pilifera € uma regido critica para a interacéo planta-microrganismo devido
a exsudacdo de compostos organicos que atraem e sustentam populacdes
microbianas, a presenca de pélos radiculares fornece uma maior superficie de

contato para a adeséo microbiana (Sharma, 2023).
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Figura 16: Microscopia Eletrénica de raizes de soja tratadas in vitro. C - Controle; T1 - Diluicdo de 10%; T2 - Dilui¢do de 103
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Figura 17: Microscopia Eletronica de raizes de soja tratadas em casa de vegetagdo. C - Controle; T1 - Diluicdo de 10-1; T2 - Diluigdo de 103
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6. Conclusao

e A cinética de crescimento determinada para o pré-indculo demonstrou
que Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense atingiram a fase
midlog em aproximadamente 6 horas, Herbaspirillum seropedicae em 8

horas e P. silvatlantica em 10 horas de cultivo.

e No teste de compatibilidade in vitro das bactérias selecionadas, foi
observado que entre A. brasilense, H.seropedicae, P. silvatlantica e B.
japonicum nao apresentou zonas de inibicdo apés 24 horas de incubacéo,
indicando que essas culturas podem coexistir com o B. japonicum sem

antagonismao.

e A inoculacéo, co-inoculacdo e o consércio bacteriano sintético (CMS)
mostraram que a testemunha absoluta (C) obteve a menor média de area
foliar. Os tratamentos com CMS diluido (CMS 102 e CMS 102 + R) foram
0s mais eficazes, superando os demais. O comprimento da parte aérea
foi maior com H. seropedicae (B3). A CMS diluida (CMS 10-3) destacou-
se em volume e comprimento radicular, matéria fresca e seca. A analise
fotobiologica ndo mostrou diferencas significativas, exceto para o
parametro vH+, com melhorias nos tratamentos inoculados. O tratamento
CMS 102 e CMS 10 + R foram os mais eficazes em geral, promovendo

crescimento e desenvolvimento significativos das plantas de soja.

e A andlise preliminar das densidades de in6culo mostrou que o tratamento
1 (10?) foi mais rapido na germinacdo das sementes de soja BRS 7781,
enquanto o tratamento 2 (10%) promoveu desenvolvimento radicular com
mais raizes laterais. Ambos tratamentos foram eficazes na promoc¢éo do
crescimento da parte aérea aos 15 dias. A matéria fresca e seca foi maior
nos tratamentos 1 e 2 comparados ao controle. O tratamento 2 destacou-
se na resposta radicular aos 7 dias. A microscopia eletronica de varredura
revelou maior colonizagdo na zona pilifera com o tratamento 2

apresentando maior atividade microbiana.
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