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RESUMO

O cultivo da banana ¢ essencial para a seguranga alimentar, porém sua elevada dependéncia de
fertilizantes nitrogenados gera altos custos e impactos ambientais. Nesse contexto, o uso de
Comunidades Microbianas Sintéticas (Synthetic Microbial Communities — SynCom) surge
como uma alternativa biotecnoldgica para aumentar a eficiéncia nutricional. Este trabalho teve
como objetivo avaliar a eficiéncia agrondomica de um SynCom composto por estirpes do género
Bacillus e bactérias diazotroficas na promogao do crescimento de mudas de bananeira cv. Prata
Catarina, com reducdo do uso de fertilizantes nitrogenados. As estirpes foram caracterizadas in
vitro quanto a fixacao biologica de nitrogénio (FBN), produgao de acido indol-3-acético (AIA),
solubilizacdao e mineralizacao de fosforo, além da produgdo de biossurfactantes e sideréforos.
Bacillus subtilis BR10788 e Azospirillum lipoferum BR11501 destacaram-se pela elevada
produgdo de AIA (46,06 e 43,51 pg mL™', respectivamente) e atividade positiva de FBN. A
solubilizagcdo e mineralizagdo de fosforo apresentaram baixos indices, porém com potencial
funcional complementar. Azospirillum lipoferum BR11501 e Acidovorax sp. BR11652
apresentaram maior producdo de biossurfactantes e sideroforos, evidenciada por indices de
emulsificagcdo de até 68% e halos de até 2,07 mm, evidenciando seu papel na mobiliza¢ao de
nutrientes ¢ na colonizagdo radicular. Em casa de vegetacdo, a co-inoculagdo das estirpes
selecionadas (Bacillus LPPC282 x Azospirillum lipoferum BR11501 e Bacillus subtilis
BR10788 x Acidovorax sp. BR11652) apresentaram um efeito sinérgico superior a inoculagao
individual, promovendo incrementos de até 127,90% na massa seca da parte aérea e 100% na
massa seca das raizes, mesmo sob niveis reduzidos de nitrogénio. Conclui-se que o SynCom
desenvolvido apresenta elevado potencial biotecnologico, uma vez que a complementaridade
funcional entre producdo de auxinas, fixacdo bioldgica de nitrogénio, sintese de
biossurfactantes e sider6foros contribuiu para a melhoria do crescimento e do acimulo de

biomassa das mudas de bananeira.

Palavras-chave: adubacdo; rizobactérias; co-inoculagio; fixa¢ao biologica de nitrogénio;

promotores de crescimento em plantas.



ABSTRACT

Banana cultivation is essential for food security; however, its high dependence on nitrogen
fertilizers results in increased production costs and environmental impacts. In this context, the
use of Synthetic Microbial Communities (SynCom) emerges as a biotechnological alternative
to enhance nutrient use efficiency. This study aimed to evaluate the agronomic efficiency of a
SynCom composed of Bacillus strains and diazotrophic bacteria in promoting the growth of
banana seedlings cv. Prata Catarina, with reduced nitrogen fertilizer input. The strains were
functionally characterized in vitro for biological nitrogen fixation (BNF), indole-3-acetic acid
(IAA) production, phosphorus solubilization and mineralization, as well as the production of
biosurfactants and siderophores. Bacillus subtilis BR10788 and Azospirillum lipoferum
BR11501 stood out for their high IAA production (46.06 and 43.51 pg mL™", respectively) and
positive BNF activity. Phosphorus solubilization and mineralization showed low levels for all
strains but indicated complementary functional potential. Azospirillum lipoferum BR11501 and
Acidovorax sp. BR11652 exhibited higher biosurfactant and siderophore production, evidenced
by emulsification indices of up to 68% and siderophore halos reaching 2.07 mm, highlighting
their role in nutrient mobilization and root colonization. Under greenhouse conditions, co-
inoculation of the selected strains (Bacillus LPPC282 x Azospirillum lipoferum BR11501 and
Bacillus subtilis BR10788 x Acidovorax sp. BR11652) showed a synergistic effect superior to
individual inoculation, promoting increases of up to 127.90% in shoot dry mass and 100% in
root dry mass, even under reduced nitrogen levels. It is concluded that the developed SynCom
exhibits high biotechnological potential, as the functional complementarity among auxin
production, biological nitrogen fixation, and biosynthesis of biosurfactants and siderophores

contributed to enhanced growth and biomass accumulation of banana seedlings.

Keywords: fertilization; rhizobacteria; co-inoculation; biological nitrogen fixation; growth

promoters in plants.
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1 INTRODUCAO

A banana ¢ um fruto do tipo baga, alongado e carnoso, originado de uma planta
herbacea com expressiva relevancia economica (GOMES et al., 2024). Rica em vitaminas,
minerais e agiicares a banana contribui para a satide e esta presente na alimentagao de diferentes
faixas etarias ¢ classes sociais (HARISH et al., 2008). Devido ao seu valor nutricional,
palatabilidade e acessibilidade, figura entre as frutas mais produzidas e consumidas no mundo
(KUMAR et al., 2015; MEDEIROS, 2020) e tem um papel relevante na geracao de renda para
pequenos agricultores e para o fornecimento de matéria prima para a agroindustria (SANTOS
et al., 2017). O Brasil estd no grupo dos seis maiores produtores globais de banana juntamente
com a India, China, Indonésia, Nigéria ¢ Equador (FAOSTAT, 2024). No ano de 2023, o cultivo
da banana ocupou 456.5 mil hectares no Brasil, resultando em uma colheita de 6.83 milhdes de
toneladas e uma produtividade média de 14.951 kg ha! (IBGE, 2024; MELO et al., 2015).
Nesse ano os produtores brasileiros exportaram 56,2 mil toneladas de banana para diferentes
paises, reafirmando o papel desta fruta no comércio exterior brasileiro (FRANCISCO et al.
2024).

A producdo intensiva de banana exige a aplicacao de elevadas quantidades de fontes
de nutrientes, especialmente de nitrogénio, fosforo, potassio calcio e magnésio (ARAUJO et
al., 2024). Adicionalmente, diversas pragas como o nematoide Radopholus similis, o gorgulho
Cosmopolites sordidus, os fungos Mycosphaerella e Fusarium comprometem a produtividade
e elevam os custos de producao, exigindo alternativas sustentaveis (MON et al., 2021). Diversas
estratégias tém sido adotadas para mitigar pragas e otimizar a nutri¢do na cultura da bananeira,
como rotagdo de culturas, adubagdo verde, pousio com alagamento, fumiga¢do quimica, uso de
mudas micropropagadas, aplicagdo de insumos organicos, bioinsumos e selecdo de gendtipos
superiores (CASTRICINI et al., 2015; SANTOS et al., 2013). Entre as cultivares adotadas, a
Prata Catarina destaca-se por sua resisténcia a ventos e baixas temperaturas, tolerancia
moderada a murcha de Fusarium e maior produtividade (GARANTIZADO et al., 2020). Essa
variedade adapta-se bem a condigdes ambientais adversas, o que favorece sua adogao em
diversas regides produtoras (PEREIRA et al. 2019).

No contexto de ocorréncia de pragas e elevada demanda por 4gua e por nutrientes
o cultivo da bananeira ¢ desafiador e em muitos casos os métodos de controle de pragas
adotadas tém se mostrado pouco eficazes (POSADA et al., 2016). Diante disso, o uso de
microrganismos como agentes de biocontrole e promotores de crescimento vegetal surge como

alternativa promissora para a cultura (PIROMYOU et al., 2011). Os biofertilizantes a base de
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rizobactérias ajudam na manutencdo da fertilidade do solo e aumentam a absor¢ao de agua e
nutrientes minerais pela planta (RODRIGUES et al., 2021). O desenvolvimento das bananeiras
esta fortemente relacionado a biodiversidade microbiana no solo, especialmente na rizosfera
(BAIS et al.,, 2006). As raizes bem desenvolvidas liberam exsudatos que estimulam
microrganismos benéficos (PEREIRA et al., 2018). Estes microrganismos desempenham papéis
como fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), solubilizacdo e mineralizagdo de nutrientes,
producao de sideroforos, produgdo de fitohormonios, controle biolégico de patdgenos e
atenuacao dos efeitos negativos de estresses bioticos e abidticos (PEREIRA et al., 2019;
PIROMYOU et al., 2011).

As comunidades microbianas sintéticas (SynCom) sdo definidas como consorcios
de microrganismos co-cultivados sob condi¢des controladas, projetados para reproduzir a
estrutura funcional do microbioma natural de maneira amplificada e rastreavel (VORHOLT et
al., 2017; SHAYANTHAN et al., 2022). A construgao dessas comunidades baseia-se na selegdo
racional de estirpes compativeis, visando estabelecer interagdes ecoldgicas robustas que
favoregcam a coloniza¢do do hospedeiro vegetal (KAMINSKY et al., 2019; SOUZA et al.,
2020). O diferencial dessa estratégia reside na complementaridade metabolica, onde vias
bioquimicas distintas atuam sinergicamente para amplificar servigos ecossistémicos, como a
nutri¢do mineral e a modulacdo hormonal (TIMOFEEVA et al., 2023; SOUZA et al., 2024).
Dessa forma, a aplicacdo de SynComs promove maior estabilidade funcional e resiliéncia
agrondmica em comparagdo ao uso de inoculantes mono-estirpe, consolidando-se como uma
ferramenta eficaz para a agricultura sustentavel (MEENAKSHI et al., 2019).

Diversos estudos tém evidenciado a importancia da intera¢do entre a bananeira e
bactérias endofiticas, que contribuem para o crescimento e adaptagdo da planta. ROCHA et al.
(2019) destacaram que a estirpe EB-40 (Bacillus sp.) apresenta ampla capacidade de
colonizacdo, atuando em diferentes tecidos da planta e na rizosfera, além de interagir
diretamente com a membrana plasmatica e a parede celular, o que sugere mecanismos
especificos de disponibilizacdo de nutrientes e tolerancia a estresses ambientais. De forma
complementar, BASET et al. (2010) verificaram que plantulas de bananeira cv. ‘Berangan’
estabeleceram associacdes benéficas com as estirpes Sp7 (Azospirillum brasilense Sp7) e
UPMBI10 (Bacillus sphaericus UPMB10), resultando em maior desenvolvimento radicular,
formacgao de pelos absorventes e incremento na parte aérea, na area foliar € no teor de clorofila.
Esses achados reforcam o potencial do uso de bactérias promotoras de crescimento como

biofertilizantes no cultivo da bananeira.
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Diante da necessidade de reduzir o uso de fertilizantes minerais e combater os
desafios fitossanitarios, torna-se urgente a ado¢ao de tecnologias mais sustentaveis (LIMA,
2016). Assim, o uso de bioinsumos surge como alternativa para diminuir a dependéncia de
adubos quimicos e mitigar impactos ambientais (POSADA et al., 2016). Nesse contexto,
comunidades microbianas sintéticas, compostas por microrganismos multifuncionais, t€ém se
destacado por sua eficdcia na promocdo do crescimento vegetal, controle bioldgico e na
melhoria da eficiéncia de absor¢ao de nutrientes. O presente estudo visa construir e avaliar uma
SynCom funcional baseada em espécies de Bacillus e bactérias fixadoras de nitrogénio, com o
objetivo de consolidar praticas produtivas mais sustentaveis e eficientes para a bananicultura

brasileira.
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2 HIPOTESE

Ho: A inoculagdo de estirpes bacterianas portadoras de habilidades para promocdo do
crescimento vegetal selecionadas promove o crescimento de bananeira em condi¢do de baixo
suprimento de nitrogénio.

Hi: A inoculacdo de consorcios bacterianos promove o crescimento de bananeira e promove

eficiéncia do uso do nitrogénio.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliagdo da eficiéncia agrondmica de comunidades microbianas sintéticas
(SynCom) como bioinsumo capaz de potencializar o uso dos adubos nitrogenados na cultura da

bananeira.

3.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar estirpes de Bacillus sp. e de fixadores de nitrogénio, quanto as propriedades
relacionadas a promocao do crescimento de plantas.

2. Avaliar a eficiéncia agrondmica de estirpes de Bacillus sp. e de bactérias fixadores de
nitrogénio na bananeira cultivar Prata Catarina em condi¢ao de casa de vegetagao.

3. Avaliar a eficiéncia agronomica de consorcios bacterianos (Bacillus sp. e fixadores de

nitrogénio) na bananeira cultivar Prata Catarina em condig@o de casa de vegetacao.
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4 REVISAO DE LITERATURA
4.1 Aspectos agrondmicos, exigéncias nutricionais e o uso de biofertilizantes na cultura
da bananeira

A bananeira (Musa spp. L.) tem origem predominante no sudeste da Asia, enquanto
regides da Africa sdo reconhecidas como centros secundarios de diversidade dessa espécie. A
bananeira pertence a familia Musaceae, subfamilia Musoideae, sendo uma planta
monocotiledonea do género Musa (LOPES, 2018). Trata-se de uma planta herbacea que possui
um caule subterraneo denominado rizoma, responsavel por armazenar nutrientes e dar suporte
aos demais o0rgdos. A parte aérea aparente, chamada pseudocaule, ¢ composta pela justaposi¢ao
das bainhas das folhas, sustentando uma copa com folhas grandes, alongadas ¢ dotadas de uma
nervura central pronunciada (ALMEIDA, 2017). Sua inflorescéncia é composta por bracteas
ovais, e em suas axilas nascem as flores. Em cada grupo de flores reunidas forma uma penca
(mao) com um numero variavel de frutos (dedos), originados por partenocarpia (SOCORRO,
2011).

Os cultivares de banana sdo classificados em diferentes grupos gendmicos,
incluindo Mac¢a (AAB), Prata (AAB) e Cavendish (AAA), cada um com caracteristicas
agronomicas e comerciais especificas (RODRIGUES, 2011). No grupo Maga, destacam-se os
cultivares BRS Princesa e BRS Tropical, conhecidos por sua polpa doce e aroma intenso, sendo
suscetiveis a doenca do mal-do-Panama. Ja o grupo Prata inclui cultivares como Prata-Ana,
BRS Platina e Pacovan, caracterizados por maior resisténcia ao transporte e boa adaptacdo a
diferentes condi¢des edafoclimaticas. O grupo Cavendish, amplamente cultivado para
exportacdo, engloba cultivares como Nanica, Nanicdo, Grande Naine e Williams, que
apresentam alto rendimento produtivo e resisténcia ao transporte, mas sdo vulneraveis a
fusariose tropical raca 4 (ARANTES et al., 2017).

Para sustentar esse potencial produtivo e as caracteristicas especificas de cada
cultivar, o manejo nutricional torna-se um fator decisivo, uma vez que, por apresentar um
crescimento acelerado, a bananeira demanda elevadas quantidades de nutrientes para alcancar
seu desenvolvimento. Embora parte desses nutrientes essenciais possa ser fornecida pelo
proprio solo e pelos residuos das colheitas (ORTEGA et al., 2019), na maioria dos casos, torna-
se indispensdvel a aplicacdo de calcario, adubos quimicos e/ou organicos para garantir a
viabilidade econdmica da produ¢ao (HOFFMANN et al., 2010).

Neste contexto de alta exigéncia nutricional, destacam-se os macronutrientes. O
nitrogénio (N) desempenha papeis importantes no metabolismo vegetal, tais como, participagao

na constitui¢do dos aminodcidos, das proteinas e das enzimas, bases nitrogenadas e acidos
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nucléicos, vitaminas, pigmentos, fotossintese, respiragdo e multiplicagdo celular (MAIA et al.,
2019). Nas areas produtoras de banana no Brasil, as quantidades de nitrogénio aplicadas em
cultivos comerciais costumam variar entre 90 e 300 kg de N ha! (MELO et al., 2002). A
caréncia desse nutriente provoca desordens fisioldgicas que se manifestam visualmente,
especialmente nas folhas, que sdo 6rgaos com intensa atividade metabolica. Paralelamente, o
fosforo (P) encontra-se em baixa concentragdo nos solos tropicais que apresentam alta
capacidade de fixacdo. Esse nutriente possui fungdes importantes compondo fosfolipidios,
coenzimas e nucleotideos, atuando em processos fisioldgicos essenciais, como a transferéncia
de energia, fotossintese, sintese de proteinas e na fixagdao biologica do nitrogénio (FBN)
(BORGES e SILVA, 2004). Durante o ciclo da bananeira, o fésforo é o sexto nutriente mais
absorvido, variando de 0 a 150 kg de P-Os ha™! ano! (SILVA et al., 2011). A deficiéncia de
fosforo compromete o desenvolvimento do sistema radicular, refletindo negativamente na
producdo e na qualidade dos frutos, ja que sua caréncia reduz os teores de agucar. Nas folhas,
essa deficiéncia se manifesta por clorose marginal, popularmente conhecida como “dente de
serra” (TEIXEIRA et al., 2001). Da mesma forma, o potassio (K) estd presente no solo sob
quatro formas distintas: estrutural, ndo trocavel, trocavel e na solu¢do do solo, sendo esta tltima
a forma disponivel para absor¢do pelas plantas (LACERDA et al., 2015). No metabolismo
vegetal, o potassio ¢ absorvido na forma idnica K e ndo se integra a compostos organicos. Suas
principais fungdes incluem a ativagdo de enzimas, a regulacdo da abertura e fechamento dos
estomatos (controlando o balango hidrico) e o transporte de carboidratos através do floema
(PINTO et al., 2005). Na cultura da banana, a formag¢do dos frutos estd intimamente ligada ao
fornecimento adequado de potdssio, sendo este considerado o nutriente mais crucial para a
planta, devido as elevadas quantidades exigidas e absorvidas ao longo do ciclo. As doses
recomendadas de potassio podem variar entre 100 e 750 kg de K.O ha™! dependendo dos niveis
desse nutriente no solo (BORGES e SILVA, 2004; MELO et al., 2002).

Visando complementar a adubagdo convencional e promover praticas mais
sustentaveis, o uso de insumos alternativos tem ganhado relevancia. De acordo com NUNES et
al. (2023), os biofertilizantes sdo fertilizantes liquidos obtidos pela combinacdo de materiais
orginicos e/ou inorganicos com agua, sendo essa mistura submetida a processos de
decomposic¢do aerdbica e/ou anaerobica. Apods esse processo, podem ser aplicados na adubagao
de plantio, cobertura ou via foliar. Esses produtos contém substancias ativas ou microrganismos
benéficos que contribuem para a melhoria do desempenho agricola e ndo possuem componentes

proibidos pela legislagdo referente a producao organica (MACEDO et al., 2023).
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Os biofertilizantes oferecem diversos beneficios tanto para o solo quanto para as
plantas cultivadas, como o estimulo a atividade microbiana do solo; o fornecimento balanceado
de nutrientes essenciais as plantas superiores; o fortalecimento da resisténcia a estresses
ambientais, pragas ¢ doengas; além de promoverem um melhor desenvolvimento das plantas
em todas as fases de crescimento e contribuirem para o aumento da produtividade, tanto em
quantidade quanto em qualidade. Ademais, trata-se de um insumo organico, livre de origem

fossil, que ndo provoca impactos negativos ao meio ambiente (MACEDO et al., 2021).

4.2 Promotores de crescimento em plantas (PGPB)

A aplicagdo de PGPB ganhou atenc¢do consideravel, principalmente devido as
propriedades complementares exibidas por diversas estirpes bacterianas (TIMOFEEVA et al.,
2023). Os consorcios bacterianos provaram ser mais eficientes do que uma abordagem de
inoculac¢do de uma tnica espécie (MEENAKSHI et al., 2019). Por exemplo, descobriu-se que
um consorcio de Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis ¢ Bacillus megaterium melhora
significativamente as atividades metabolicas, como aumento do teor de clorofila, riboflavina,
L-asparagina e acimulo de aspartato, a0 mesmo tempo em que mitiga a atividade de resposta
ao estresse em Cicer arietinum sob condigdes de seca (KHAN et al., 2019).

Os mecanismos diretos de promog¢ao de crescimento sdo fundamentais para reduzir
a dependéncia de fertilizantes sintéticos na agricultura moderna (BACKER et al., 2018). A
Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) destaca-se como o processo em que bactérias
diazotroficas convertem o nitrogénio atmosférico em amonia, utilizando o complexo
enzimatico da nitrogenase para nutrir a planta (OLENSKA et al., 2020). Adicionalmente, a
sintese de fitohormdnios, como o acido indol-3-acético (AIA), modula a arquitetura radicular
aumentando a superficie de absor¢ao de 4gua e nutrientes do solo (GLICK, 2012). A integracao
desses mecanismos permite que a planta mantenha seu vigor fisioldgico e acimulo de biomassa
mesmo em solos com baixa disponibilidade de nitrogénio mineral (PETRILLO et al., 2022).

Além do aporte de nitrogénio, a solubilizagao de fosfatos € uma caracteristica vital
para o estabelecimento das culturas. Nos experimentos de BORHAM et al. (2017) isolaram
Enterobacter sp. da rizosfera de plantas de arroz e explicam sua capacidade de solubilizagdo de
fosfato, além disso, observaram que a inoculagdo em trigo aumentou a altura ¢ massa das
plantas, area foliar, indice de clorofila, nimero e peso de graos. Da mesma forma, ROSLAN et
al. (2020) investigaram o potencial de solubilizacdo de P e Enterobacter spp. melhorou
significativamente os parametros gerais de germinacao e o indice de vigor (19,6%) das plantulas

de quiabo (4belmoschus esculentus), também mostrou melhora significativa do crescimento
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das plantas (28%), o que correspondeu ao aumento da absor¢ao de P e K (89%) em relagdo as
plantas controle ndo inoculadas.

A eficiéncia da FBN pode ser potencializada pela interagdo com outros elementos
ou condi¢des do solo. ZHANG et al. (2023) utilizaram bactérias diazotroficas redutoras de ferro
Anaeromyxobacter ¢ Geobacter para verificar a capacidade de fixagdo de nitrogénio, sugerindo
que com a aplicacdo de ferro no solo de arroz aumentou a quantidade de nitrogénio fixado no
solo a comparacao de um solo nativo de arroz sem ferro. Da mesma forma, KUSS et al. (2007)
isolaram bactérias diazotroficas das raizes de arroz e determinaram que Azospirillum brasilense
e A. lipoferum produzem in vitro os maiores valores para N total com 41,08 e 46,82 ug mL™,
respectivamente. Porém, RODRIGUES et al. (2021) evidenciaram que a aplicagdo de
inoculante via foliar em soja com bactérias fixadoras de nitrogénio Bradyrhizobium japonicum
aumentou as concentracdes de clorofila nas folhas nas parcelas do estddio V3, o que gerou,
consequentemente, mais vagens ¢ maior produtividade.

Na bioprospecgdo de rizobactérias promotoras de crescimento em Bachiaria
Brizantha de ARAUJO et al. (2012) caracterizaram sete isolados de Bacillus sp. com a
capacidade de produzir o 4cido indol-3-acético (AIA) entre 7,04 e 18,9 ug mL"!. Igualmente,
no trabalho de Araujo e Guerreiro (2010) forma selecionados isolados do género Bacillus que
foram inoculados em milho apresentando a estirpe RUB-2 uma produgdo de AIA de 15,4 ug
mL!. No entanto, VOLPIANO et al. (2013) mencionam que ao usar Herbaspirillum
seropedicae e Azospirillum brasilense como co-cultivo in vitro com plantulas de trigo ambas as
bactérias foram capazes de aumentar a sinteses de AIA estimulando o desenvolvimento e
protegendo contra o estresse hidrico.

Estudos de SARWAR et al. (2020) revelaram que os isolados identificados como
Bacillus subtilis, Bacillus halotolerans e Bacillus safensis produziram unidades méaximas de
sidero6foros maior ao 60% apresentando um aumento na liberagao de ferro de 82, 71 e 69% em
relagdo ao controle, respectivamente. Do mesmo modo, VALDEZ-NUNEZ et al. (2020)
encontraram estirpes de Bacillus megaterium e Burkholderia vietnamiensis que podem atuar
como agentes de biocontrole contra Burkholderia glumae porque estas bactérias produziram a

maior concentracao de sideroforos soltiveis em 55,84 ¢ 97,36 %.



19

4.2.1 Comunidade microbiana sintética (SynCom)

As comunidades microbianas sintéticas (SynCom) consistem em pequenos
consorcios de microrganismos co-cultivados sob condigdes bem definidas, projetados para
reproduzir, em alguma escala, a estrutura e a fungdo do microbioma observado em ambientes
naturais (VORHOLT et al.,, 2017; SHAYANTHAN et al., 2022). O conceito central das
SynComs baseia-se na amplificagdo da comunidade microbiana natural, mantendo interagdes-
chave entre microrganismos e hospedeiros para potencializar fung¢des ecossistémicas
(KAMINSKY et al., 2019). Essas comunidades apresentam vantagens por reunirem diferentes
vias metabolicas que atuam de forma sinérgica, permitindo que as estirpes compensem as
limitagdes umas das outras no ambiente rizosférico (SOUZA et al., 2020). Assim, a constru¢ao
de um SynCom funcional visa superar a inconsisténcia de resultados frequentemente observada
na inoculagdo de estirpes isoladas a campo (TIMOFEEVA et al., 2023).

A aplicagdo de SynComs voltada para a nutricdo vegetal fundamenta-se na
complementaridade de nichos ecologicos e metabolicos. A combinacdo de bactérias
diazotréficas com microrganismos solubilizadores de fosfato cria um ambiente nutricional
enriquecido, favorecendo o desenvolvimento vegetal mesmo em solos pobres (OLENSKA et
al., 2020). Além disso, a presenca de multiplos géneros bacterianos aumenta a producao de
exsudatos radiculares, o que recruta mais microrganismos benéficos e estimula a atividade
enzimatica do solo (PETRILLO et al., 2022). Essa diversidade funcional assegura que, caso
uma estirpe falhe devido a estresses ambientais, outras possam manter a promoc¢do de
crescimento, garantindo a estabilidade agrondmica (WALLENSTEIN, 2017). O uso dessas
comunidades desenhadas representa, portanto, uma estratégia robusta para maximizar a
eficiéncia dos insumos bioldgicos na agricultura moderna (MARIN et al., 2021).

No contexto especifico da redugdo da adubagdo nitrogenada, as SynComs
demonstram potencial superior ao aumentar a Eficiéncia do Uso de Nitrogénio (NUE). Estudos
indicam que a co-inoculagdo de Bacillus sp. € Azospirillum sp. resulta em maior absor¢ao de
nitrato e amoOnia pelas raizes, otimizando o metabolismo do nitrogénio interno da planta
(GALINDO et al., 2025). A interacdo sinérgica entre essas bactérias promove alteragdes na
expressdo de genes transportadores de nitrato, facilitando sua assimilacdo e conversdo em
biomassa vegetal (OLENSKA et al., 2020). Consequentemente, as plantas inoculadas com
consorcios apresentam maior teor de clorofila e taxas fotossintéticas elevadas, mesmo sob
regimes de fertilizacao reduzida (BACKER et al., 2018). Essa abordagem biotecnologica valida
a substitui¢do parcial de fertilizantes quimicos por inoculantes complexos sem penalizar a

produtividade da cultura (SOUZA et al., 2024).
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4.3 Aplicacdo de PGPB e SynCom na cultura da bananeira

A pesquisa de SOUZA et al. (2016) demonstrou que mudas micropropagadas de
bananeira cv. Prata Ana responderam positivamente a inoculagao tripla de bactérias promotoras
de crescimento. A combinacao de B. subtilis (EB-40), B. pumilus (EB-51), Lysinibacillus sp.
(EB-53), Paenibacillus sp. (EB-144) e Bacillus sp. (EB-194) promoveu maior crescimento do
pseudocaule e incremento significativo da massa seca radicular (até 174%). Além disso,
observaram-se ganhos na absor¢ao de macro e micronutrientes, evidenciando o potencial dessas
estirpes como biofertilizantes e como promotoras da satide e qualidade do solo no cultivo da
bananeira.

Assim mesmo, SOUZA et al. (2013) e Andrade et al. (2014) revelaram que isolados
bacterianos endofitos das raizes de bananeira cv. Prata Ana, como EB-40 (Bacillus sp.), EB-47
(Bacillus sp.), EB-53 (Lysinibacillus sp.), EB-64 (Bacillus sp.), EB-126 (Bacillus subtilis) e
EB-144 (Paenibacillus sp.), apresentam capacidades de fixacao de nitrogénio, solubilizagdo de
fosforo e produgdo de acido indol-3-acético (IAA). Essas fungdes ocorreram de forma
individual ou combinada, contribuindo para o crescimento e vigor das plantulas. Os resultados
destacam o potencial de Bacillus sp. e Lysinibacillus sp. como inoculantes microbianos
promotores do crescimento no cultivo da bananeira.

Da mesma forma SOUZA et al. (2017) nos seus estudos indicam que a inoculago
de mudas micropropagadas de bananeira cv. Prata Ana com bactérias endofiticas promotoras
de crescimento como Bacillus sp. (EB-40 e EB-50), Bacillus subtilis (EB-55), Bacillus pumilus
(EB-51) e Bacillus amyloliquefaciens (EB-133) destacam-se pelos efeitos positivos no aumento
do comprimento e didmetro do pseudocaule, bem como no acimulo de biomassa. Tais
beneficios estdo associados a capacidade dessas bactérias de realizar fixacdo bioldgica de
nitrogénio, solubilizacdo de fosfato inorgédnico e sintese de acido indol-3-acético (AIA),
evidenciando seu potencial como biofertilizantes e agentes de promocgao de crescimento em
bananicultura.

WEBER et al. (2001) caracterizaram bactérias diazotroficas associadas a bananeira
quanto aos seus aspectos morfoldgicos e fisiologicos. Dois grupos apresentaram semelhanca
com o género Herbaspirillum sp. e atividade de nitrogenase em meio JNFb sem nitrogénio,
com valores mais elevados em pH de 6,5 a 7,0. De forma semelhante, bactérias diazotréficas
foram isoladas de diferentes gendtipos de bananeira, a partir de raizes, colmos, folhas e frutos,
sendo distribuidas em sete grupos morfoldgica e fisiologicamente distintos, relacionados
principalmente aos géneros Azospirillum sp. (A. amazonense, A. lipoferum, A. brasilense),

Burkholderia sp. e Herbaspirillum sp. (H. seropedicae). Esses isolados testaram positivo pela
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formagao de pelicula proxima a superficie do meio NFb, refor¢cando o potencial das bactérias
fixadoras de N: na redu¢do do uso de fertilizantes quimicos nitrogenados e na promogdo de
sistemas agricolas mais sustentaveis (WEBER et al., 1999). Conforme relatado por Weber et al.
(2000), as bactérias diazotroficas influenciam o crescimento de mudas micropropagadas de
bananeira. No seu trabalho, mudas de cv. Prata Ana cultivadas em substrato pobre em nitrogénio
se desenvolveram melhor na presenca de bactérias do género Herbaspirillum sp., enquanto
mudas de cv. Caipira tiveram maior crescimento com inoculacdo de bactérias do género
Burkholderia.

Apesar dos beneficios comprovados da inoculacio individual, a complexidade da
rizosfera da bananeira sugere que o uso de multiplas estirpes pode oferecer resultados mais
consistentes a campo (SOUZA et al., 2016). A combinacdo de bactérias diazotréficas com
promotores de crescimento do género Bacillus sp. tem demonstrado potencial para superar as
limitagdes de inoculantes simples, especialmente no enraizamento e nutricdo de mudas
(WEBER et al., 2000). Experimentos com co-inoculacdo revelam que a interagdo positiva entre
microrganismos endofiticos e rizosféricos potencializa a absorcdo de nutrientes e o
desenvolvimento vegetativo da cultivar Prata Ana (ANDRADE et al., 2014). Portanto, a
formulagdo de um SynCom especifico para bananeira representa um avango tecnologico
necessario para reduzir a dependéncia de insumos quimicos sem comprometer a produtividade

(BASET et al., 2010).
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5 MATERIAL E METODOS
5.1  Estirpes promotoras de crescimento

As estirpes pertencentes ao género Bacillus e as estirpes fixadoras de nitrogénio que
foram utilizadas neste projeto estdo depositadas em cole¢des de microrganismos promotores de
crescimento e agentes de controle biolégico da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) (Tabela 1). Foram utilizados seis isolados da Bacillus, originalmente obtidos em
trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Patologia Pds-Colheita (LPPC) e que atualmente
compdem a colecdo de trabalho do Laboratorio de Solos (Microbiologia do Solo), ambos do
Centro Nacional de Pesquisa de Agroindustria Tropical (CNPAT). Um isolado de Bacillus e os
cinco isolados de fixadores de nitrogénio estao depositados no Centro de Recursos Biologicos
- Johanna Ddobereiner (CRB-JD) do Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia (CNPAB).
Os isolados foram selecionados em experimentos prévios, conduzidos entre os anos de 2022 e
2024 no CNPAT, no ambito do desenvolvimento dos projetos Uso integrado de insumos
biologicos, organicos e organominerais visando incremento da fertilidade do solo e da
produtividade da bananeira, financiado pela Fundacdo Agricultura Sustentavel (Agrisus, PA
3466/22) e pela Embrapa (SEG: 20.22.00.172.00.00) e Microrganismos multifuncionais: Uma
alternativa biologica para a produgdo sustentavel de bananeiras, financiado pela Embrapa
(SEG: 20.20.03.041.00.00).

Tabela 1 — Microrganismos promotores de crescimento e agentes de controle biologico da

Embrapa.
Estirpe Identiﬁca?ﬁo . Ol:igem in situ Cllltl.ll‘a onde foi
Taxondmica (Municipio e estado ou Pais) isolada
BR 11501  Azospirillum lipoferum Itaguai, RJ Musa sp.
BR 11652 Acidovorax sp. Itaguai, RJ Musa sp.
BR 11674 Herbaspirillum sp. Cruz das Almas, BA Musa sp.
BR 11676 Acidovorax sp. Itaguai, RJ Musa sp.
BR 12157 Rhizobium sp. Uruburetama, CE Musa sp.
LPPC136 Bacillus sp. Limoeiro do Norte, CE Musa sp.
LPPC138 Bacillus sp. Barra de Santo Antonio, AL Musa sp.
LPPC250 Bacillus sp. Aratuba, CE Musa sp.
LPPC259 Bacillus subtilis Umirim, CE Musa sp.
LPPC265 Bacillus safensis Redencao, CE Musa sp.
LPPC282 Bacillus sp. Quixeré, CE Musa sp.
BR 10788 Bacillus subtilis Oriximin4, PA Pseudopiptadenia

psilostachya

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.2 Caracterizacio das propriedades de promocao do crescimento vegetal in vitro
5.2.1 Fixagdo biologica de Nitrogénio

A capacidade de fixagao de nitrogénio foi analisada em quatro meios semissolido
livres de nitrogénio (JMV, JNFb, NFB e LGI). Os testes foram realizados em triplicata, em
tubos de 10 mL contendo 6 mL de meio. Os meios foram inoculados com 10 pL de suspensao
bacteriana. Os tubos foram incubados a 28°C, observados diariamente e, no quinto foi avaliado

a formacao de pelicula caracteristica abaixo da superficie do meio (OLIVEIRA et al., 2024).

5.2.2  Avaliagdo da produgdo de auxinas AIA (acido indol-3-acético)

A avaliagdo da producdo de AIA pelos isolados foi realizada com base na
metodologia proposta por KUSS et al. (2007). Para isso, as estirpes foram cultivadas em 5 mL
de meio liquido DYGS e KADO para os fixadores de nitrogénio e os Bacillus sp., mantidos a
temperatura ambiente com agitagdo orbital (150 rpm) por 24 h para o desenvolvimento dos
Bacillus sp. e 72 h para os fixadores N2. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas a
5.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e se adicionou 5 mL de 4gua destilada
estéril ao precipitado celular. A densidade Optica (DO) das suspensdes foi ajustada adicionando-
se aliquotas de solu¢do salina até alcangar DO600 de 0,6 (PEREIRA et al., 2021).

Ap6s o ajuste da densidade optica (DO) foram inoculados 0,5 mL da suspensio
contendo os isolados em 5 mL de meio liquido DYGS ou KADO com 100 pL de L-triptofano,
e foram agitados a 30°C por mais 72 e 24 horas, respectivamente. Em seguida, 5,5 mL de
suspensao foram centrifugados por 10 minutos a 5.000 g. Apds a centrifugacdo o sobrenadante
foi misturado com o reagente de Salkowski na propor¢ao 3:1. Os tubos contendo a suspensao
foram mantidos no escuro por 20 min para o desenvolvimento da cor. Quanto mais intensa a
tonalidade rosa-avermelhada, maior a quantidade de &cido indol-3-acético presente. A
intensidade da cor foi medida em espectrofotometro a 535 nm. A curva padrao foi construida
para a quantificacio da producdo de AIA, utilizando solucdes de AIA em diferentes
concentracgoes, variando de 0 a 50 pg mL™!, com coeficiente de determinagdo (R?) de 0,99013

(RAMOS et al., 2021).

5.2.3  Solubilizagdo e mineralizag¢do de fosfato

O meio de cultura Pikovskaya PVK, enriquecido com fosfato de calcio Cas(POs):
(fonte de fosforo inorgénica) ou lecitina de soja (fonte de fosforo organica), foi utilizado na
avaliacdo qualitativa da capacidade de solubilizagio e mineralizacio de fosfato,

respectivamente (NAUTIYAL, 1999). Para a inoculagdo, 20 puL da suspensdo bacteriana foram
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aplicados em trés pontos equidistantes de cada placa de Petri contendo o meio de cultura, em
triplicata. As placas foram incubadas em uma estufa tipo BOD a 28 °C por 15 dias, com
avaliacdo da formagdo e diametro do halo aos 3, 7 e 15 dias (MATOS et al., 2017).

As zonas de solubiliza¢ao foram analisadas por meio da medi¢do dos didmetros das
coldnias bacterianas, utilizando um paquimetro digital. Os dados obtidos foram usados para
calcular o indice de solubilizagdo (IS), que corresponde a razdo entre o didmetro da zona de
solubilizacdo e o diametro da colonia (BERRAQUERO et al., 1976). A eficiéncia de
solubilizacao foi avaliada com base na escala proposta por SILVA FILHO e VIDOR (2000), os
valores menores de 1,0 sdo classificados como muito baixo, valores entre 1,0 € 2,0 como baixos,
valores entre 2,0 ¢ 3,0 como médios, e valores superiores a 3,0 como solubilizantes altos.

Adicionalmente, a solubilizagdo ¢ a mineralizagao de fosforo foram analisadas por
colorimetria. Para isso, os isolados bacterianos foram cultivados em meio liquido PVK,
suplementado com fontes de fosfato inorganico e organico. As culturas serdo incubadas a 28°C,
sob agitacdo constante de 150 rpm, por um periodo de 1 - 2 dias. Apos esse intervalo, os cultivos
serdo centrifugados a 5.000 g por 10 minutos, e os sobrenadantes obtidos foram filtrados, com
0 objetivo de remover exsudatos complexos, como os polissacarideos. A concentracdo de
fosforo soluvel foi determinada por meio do método colorimétrico utilizando acido ascérbico
(LIU et al., 2021). Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata para cada uma das
estirpes avaliadas.

5.2.4 Produgdo de biossurfactante
5.2.4.1 Colapso da gota

Para o colapso da gota, volumes de 10 puL de 6leo lubrificante queimado foram
adicionados individualmente em cada poco de uma tampa de placa de 96 pocos e mantidos em
repouso a temperatura ambiente por 24 h. Apds esse intervalo, 10 pL da cultura foram
cuidadosamente adicionadas sobre a superficie do 6leo e foi observado o formato de gota na
superficie do 6leo. O teste apresentou dois controles, um controle positivo com solugdo dodecil
sulfato de sodio (SDS) a 1% e um controle negativo com agua deionizada. A reagdo foi
considerada positiva quando ocorreu espalhamento ou dispersdo total ou parcial da gota e
negativo quando ndo houve alteracdo visivel. A atividade biossurfactante sera classificada em
trés niveis, de acordo com a intensidade do espalhamento: fraca (+), moderada (++) e forte

(+++) (OLIVEIRA, 2020).
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5.2.4.2 Dispersdo em oleo

Para o teste de dispersao do 6leo, placas de Petri foram preparadas com 35 mL de
agua destilada, sobre a qual foram adicionados 100 pL de 6leo lubrificante queimado na
superficie da dgua. Em seguida, 10 pL da cultura celular foram colocadas no centro da interface
0leo-agua e o controle positivo foi realizado com solugdo de dodecil sulfato de sodio (SDS) a
1% e para o controle negativo dgua destilada. O resultado foi considerado positivo quando
ocorreu o espalhamento ou dispersdo total ou parcial da gota e negativo quando nao houve
alteracao visivel. A atividade do biossurfactante foi classificada em trés niveis, de acordo com
a intensidade do espalhamento: fraca (+), moderada (++) e forte (+++) (OLIVEIRA et al.,
2024).

5.2.4.3 Emulsificagdo

A capacidade de emulsificacao foi determinada pela adi¢ao de 2,0 mL de querosene
comercial em tubos de ensaio com tampa de rosca contendo 2,0 mL de cultura celular, seguida
de uma mistura por agitacdo vigorosa em vortice a 3000 rpm por 2 min. O indice de
emulsificagdo foi calculado pela razao entre a altura da coluna de emulsdo apods 24 h e a altura
total da coluna. A estabilidade da emulsdo foi avaliada de forma semelhante, considerando a

altura da emulsdo da coluna apos 48h e 72h, respectivamente (OLIVEIRA et al., 2021).

5.2.5 Avaliagdo da sintese de siderdforos

O ensaio foi conduzido conforme descrito por ALEXANDER e ZUBERER (1991),
as estirpes bacterianas foram cultivadas em placas de Petri contendo meio de cultura agar King
B suplementado com o corante cromoazurol S (CAS) preparado segundo SCHWYN e
NEILANDS (1987). Para cada estirpe, foram realizadas trés repeticdes. As placas foram
incubadas no escuro, a 28 °C, por 24 h no caso de bactérias de crescimento rapido e por até
cinco dias para aquelas de crescimento lento. A produgdo de siderdforos foi indicada pela
formag¢do de um halo de coloracao laranja ou rosa ao redor da coldnia, e, posteriormente, foi
determinado o Indice de Producio de Sideréforos (IPS) que corresponde a razio entre o

diametro do halo e o diametro da colonia (PATEL et al., 2018).
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5.3 Avaliacio da eficiéncia agronémica das estirpes

Foram realizados trés experimentos em condi¢do de casa de vegetacdo para
avaliacdo da capacidade de promogao do crescimento da bananeira cultivada em condicao de
baixo suprimento de nitrogénio pelas estirpes selecionadas. O primeiro experimento foi
realizado com a inoculacdo das 12 estirpes isoladamente em mudas de bananeira cultivar Prata
Catarina de tipo raiz nua e o segundo experimento com a inoculagdo das 12 estirpes
isoladamente em mudas de bananeira pré-aclimatadas e o terceiro experimento com a
coinoculagcdo das quatro estirpes mais promissoras, identificadas no primeiro e segundo
experimento em mudas de bananeira de raiz tipo nua, com base na andlise de massa seca de
parte aérea e de raizes.

Os experimentos foram realizados em condicdo de casa de vegetacdo na sede da
Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, Ceard, Brasil. O primeiro ensaio foi conduzido
em bandejas plasticas com células com capacidade para 126 cm™, preenchidas com substrato
composto por fibra de coco. As mudas foram cultivadas por 60 dias, sendo 15 dias em tinel de
sombrite, 30 dias em sistema floating com aplicagdo de solucdo nutritiva Hoagland e,
finalmente 15 dias em bancada. Foram avaliados 12 tratamentos de inoculagao e dois controles
sem inoculacdo, sendo um com aplicacdo de solucao Hoagland completa (N-mineral) e um com
aplicagdo de solugdo Hoagland sem nitrogénio (Controle). Os tratamentos com inoculag¢ao
foram adubados com solu¢do Hoagland sem nitrogénio. Foram realizadas quatro adubacgdes
com intervalo de 7 dias no sistema floating, utilizando 33 mL de solu¢do por muda. Foram
realizadas quatro inoculagdes aos 7, 14, 21 e 28 dias apods o transplantio. O experimento foi
conduzido em delineamento de blocos casualizados (DBC) com seis repeti¢des, sendo cada
repeticdo composta por 5 mudas.

O segundo experimento foi conduzido conforme descrito no primeiro experimento,
utilizando mudas do tipo pré-aclimatada e 66 mL de solug@o nutritiva por muda. O terceiro
experimento foi realizado da mesma forma como esta descrito anteriormente avaliando a
eficiéncia agrondmica da comunidade microbiana sintética (SynCom) composta pelas quatro
estirpes mais promissoras selecionadas nas etapas anteriores: BR10788 (Bacillus subtilis),
LPPC282 (Bacillus sp.), BR11501 (Azospirillum lipoferum) e BR11652 (Acidovorax sp.). A
selecdo destes isolados baseou-se na complementaridade de suas caracteristicas
multifuncionais, visto que o grupo apresenta potencial para a Fixa¢ao Bioldgica de Nitrogénio
(FBN) e destaca-se pela capacidade de sintese de Acido Indol-3-Acético (AIA), além da
producdo de sider6foros e biossurfactantes, mecanismos essenciais para a promocao de

crescimento vegetal. Os tratamentos foram avaliados em dois niveis de adubacio nitrogenada
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e um controle sem inoculacdo. O primeiro nivel de adubagdo consistiu em duas aplicagdes de
solu¢do Hoagland completa (N-mineral) e duas aplicagdes de solugdo Hoagland sem N-mineral
(Nivel 1). O segundo nivel de adubagdo consistiu em quatro aplicacdes de solu¢ao Hoagland
completa (N-mineral) (Nivel 2). Em cada adubagao foram utilizados 33 mL de solugao por
muda. O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados (DBC), em
arranjo fatorial 5 x 2, com seis repeti¢des, sendo cada repeticdo composta por 5 mudas. Ao final
do periodo, a eficiéncia agrondmica foi determinada com base na analise de massa seca da parte

aérea (MSPA) e da massa seca de raizes (MSR).

5.4 Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA) e do teste
de Scott-Knott, adotando um nivel de significancia de 5%, com o auxilio do software Sisvar
(FERREIRA, 2011). A elaboracdo dos graficos foi realizada no GraphPad Prism, versao 10.4.1
para Windows, desenvolvido pela GraphPad Software, San Diego, California, EUA. O registro
do acesso ao patrimonio genético foi efetuado no Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, vinculado ao Ministério do Meio
Ambiente (SISGEN, MMA), sob os nimeros A352B4E e AA1FE2B, em conformidade com a
Lei 13.123/2015 (BRASIL, 2015) e suas normativas.
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6 RESULTADOS
6.1 Caracterizacao funcional para promocao do crescimento vegetal in vitro
6.1.1 Fixagdo de nitrogénio

As estirpes pertencentes ao género Bacillus e as estirpes fixadoras de nitrogénio
foram analisadas quanto as suas propriedades como bactérias promotoras de crescimento.
Primeiramente, foi realizado a capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio de vida livre
(Figura 1a), na qual as estirpes LPPC282 (Bacillus sp.), BR11674 (Herbaspirillum sp.) e
BR11676 (Acidovorax sp.) ndo apresentaram a formacao da pelicula aerotaxica esbranquigada
(Figura / — a), caracteristica principal das bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre ao ser

inoculadas nos meios JMV, JNFB, NFB e LGI (Figura / — b).

Figura 1 — Teste qualitativo para fixagdo de nitrogénio de vida livre em meios IMV, JNFB, NFB
e LGI isentos de nitrogénio, inoculados com as estirpes bacterianas do género Bacillus sp. e

fixadores de nitrogénio.

= = ~—

Fonte: Dados da pesquisa. a) Teste negativo para a formagdo da pelicula aerotaxica sub condi¢cdes de baixo

oxigénio. b) Teste positivo para a formagao da pelicula aerotaxica.

No entanto, nove estirpes formaram pelicula em meio semi-solido (Tabela 2), dando
como resultado positivo em todos os meios de cultura unicamente para a estirpe BR11501
(Azospirillum lipoferum), as estirpes LPPC136 (Bacillus sp.), LPPC265 (Bacillus safensis),
BR11652 (Acidovorax sp.) s6 em trés meios INFb, LGI e NFB, as estirpes LPPC138 (Bacillus
sp.), LPPC250 (Bacillus sp.), BR10788 (Bacillus subtilis) em dois meios LGI ¢ NFB, ¢ as
estirpes LPPC259 (Bacillus subtilis), BR12157 (Rhizobium sp.) apenas no meio LGI.
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Tabela 2 — Formagao de pelicula aerotaxica pelas estirpes bacterianas do género Bacillus sp. e

fixadores de nitrogénio inoculadas nos meios semissolidos JMV, INFB, NFB e LGI sem

nitrogénio.
Género Estirpe IMV JNFb LGI NFB

BR 10788 - - + +
LPPC 136 - + + +
LPPC 138 - - + +
Bacillus sp. LPPC 250 - - + +
LPPC 259 - - + -
LPPC 265 - + + +
LPPC 282 - - - -
Acidovorax sp. BR 11652 ) - - -
BR 11676 - - - -
Rhizobium sp. BR 12157 - - + -
Herba?;irillum BR 11674 i i i i
Azospirillum sp.  BR 11501 4 + + +

Fonte: Dados da pesquisa. (+) Positivo para formagao de pelicula no meio de cultura. (-) Negativo para formagao

de pelicula no meio de cultura.

6.1.2 Producado de auxinas AIA (acido indol-3-acético)

que varia entre 6,69 e 46,06 pg mL™" (Tabela 3). Os intervalos para os Bacillus foi de 9,97 até
46,06 ngmL™, sendo a estirpe BR10788 (Bacillus subtilis) a maior produtora com 46,06
pg mL™ seguida de LPPC282 (Bacillus sp.) com 43,18 pgmL™". As bactérias fixadoras de
nitrogénio apresentaram valores inferiores em relacdo a produgdo desse fitohormonio, com um
média entre 6,69 e 43,52 ugmL™!, com a estirpe BR11501 (4Azospirillum lipoferum) ocupando

a melhor média.

Toda as estirpes apresentaram producao de auxinas AIA (Figura 2) com uma média
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Tabela 3 — Concentragao de AIA produzido pelas estirpes de bacterianas analisadas do género

Bacillus sp. e fixadores de nitrogénio.

Estirpes

Género avaliadas Produgao de AIA (pg/mL) EPM

BR 10788 46,063 0,660

LPPC 136 9,974 0,080

LPPC 138 20,289 0,200

Bacillus sp. LPPC 250 27,533 0,470
LPPC 259 32,441 0,250

LPPC 265 35,669 0,210

LPPC 282 43,176 1,510

Acidovorax sp. BR 11652 15,066 0,467
BR 11676 8,635 0,857

Rhizobium sp. BR 12157 17,480 1,161
Herbaspirillum sp. BR 11674 6,693 0,273
Azospirillum sp. BR 11501 43,517 4,002

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 2 — Analise para produ¢ao do acido indolacético (AIA) complementado com o reagente

de Salkowski.

Fonte: Dados da pesquisa. a) Curva padrido de AIA (primeiro tubo controle). b) Bactérias do género Bacillus; ¢ y

d) Bactérias fixadoras de nitrogénio (primeiro tubo controle).
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6.1.3 Solubiliza¢do e mineralizacdo de fosfato

Na solubilizagdo de fosforo, somente o 58,33% das estirpes apresentaram positivo
na formag¢do de halo no meio de cultura Pikovskaya (PVK) enriquecido com fosfato de calcio
Cas(PO4)2. Em relagdo as estirpes do género Bacillus sp., 0 71,4% foram testadas e consideradas
como solubilizadoras de P com um indice de solubilizagao (IS) entre 0,87 e 1,13, sendo a estirpe
LPPC138 que obtive o maior indice seguida de LPPC136 com 1,12. Apenas 40% das estirpes
fixadoras de nitrogénio, BR12157 (Rhizobium sp.) e BR11501 (Azospirillum sp.) apresentaram
formacgao de halo com valores entre 1,06 e 1,15. Enquanto para os resultados da mineralizagao
de fosforo apenas a estirpe LPPC259 (Bacillus subtilis) apresentou a formacao de halo em meio
PVK com adi¢do de lecitina de soja com um indice de mineralizagao (IM) de 1,09. Esses valores
obtidos de toda as estirpes foram classificados como indices de baixa solubilizagdo e/ou

mineralizacdo ao ser inferiores a 2.

Figura 3 — Testes de solubiliza¢do e mineralizagdo de fosforo em meio de cultura Pikovskaya
PVK enriquecido com fosfato de célcio para solubilizagdo e com lecitina de soja para

mineralizacao.

Fonte: Dados da pesquisa. a) Resultado positivo (presencia de halo ao redor da coldnia) para solubilizagdo em
meio de cultura PVK complementado com fosfato de célcio. b) Resultado positivo (presencia de halo ao redor da

coldnia) para mineralizagdo em meio de cultura PVK suplementado com lecitina de soja.



Tabela 4 — Indices de solubilizagio (IS) obtidos pelas estirpes bacterianas aos 15 dias de

crescimento
n Estirpes Indice de : ~
Género avalil;lpdas solubilizacao (IS) EPM Classificacao
BR 10788 1,08 0,01 Baixo
LPPC 136 1,12 0,00 Baixo
LPPC 138 1,13 0,00 Baixo
Bacillus sp. LPPC 250 1,00 0,00 Baixo
LPPC 259 1,16 0,03 Baixo
LPPC 265 1,12 0,00 Baixo
LPPC 282 1,00 0,00 Baixo
Acidovorax sp. BR 11652 1,00 0,00 Baixo
BR 11676 1,00 0,00 Baixo
Rhizobium sp. BR 12157 1,06 0,01 Baixo
Herbaspirillum sp.  BR 11674 1,00 0,00 Baixo
Azospirillum sp. BR 11501 1,15 0,02 Baixo

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 5 — Indices de mineraliza¢do (MI) obtidos pelas estirpes bacterianas aos 15 dias de

crescimento.
Indice de
Género Estirpes avaliadas  mineralizagdo = EPM Classificacao
M)
BR 10788 1,00 0,00 Baixo
LPPC 136 1,00 0,00 Baixo
LPPC 138 1,00 0,00 Baixo
Bacillus sp. LPPC 250 1,00 0,00 Baixo
LPPC 259 1,09 0,01 Baixo
LPPC 265 1,00 0,00 Baixo
LPPC 282 1,00 0,00 Baixo
Acidovorax sp. BR 11652 1,00 0,00 Ba%xo
BR 11676 1,00 0,00 Baixo
Rhizobium sp. BR 12157 1,00 0,00 Baixo
Herbaspirillum sp. BR 11674 1,00 0,00 Baixo
Azospirillum sp. BR 11501 1,00 0,00 Baixo

Fonte: Dados da pesquisa.
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As estirpes que testaram positivo para solubilizagdo passaram pela reagdo
colorimétrica do reagente de acido ascdorbico o que demostrou a liberag@o de P soltivel ao mudar
a coloragdo em referéncia ao controle, resultando em positivo para as estirpes do género
Bacillus sp. LPPC136, LPPC138, LPPC 259, LPPC265 ¢ BR10788, e para as estirpes fixadoras
de N BR11501 (Azospirillum sp.) e BR12157 (Rhizobium sp.). As estirpes para mineraliza¢ao
de P soluvel ndo diferiram do controle sem inoculagdo com adi¢do do reagente colorimétrico

(Figura 4).

Figura 4 — Reacdo do reagente colorimétrico de acido ascorbico com o fosfato soltvel

produzido pelas estirpes bacterianas em meio de cultura PVK.

Fonte: Dados da pesquisa. a) Bactérias do género Bacillus y b) Bactérias fixadoras de nitrogénio sendo positivo
para solubiliza¢do com fosfato de calcio; c) Teste negativo para mineralizagdo com lecitina de soja ao comparar

com o controle (primeiro tubo).

6.1.4 Produgdo de biossurfactantes

Os resultados obtidos na analise colapso da gota (Figura 5) indicam que todas as
estirpes do género Bacillus sp. apresentaram uma atividade biossurfactante classificada como
fraca, no entanto para as estirpes fixadoras de N apenas a estirpe BR11501 (Azospirillum sp.)
foi classificada com uma atividade biossurfactante forte, seguida de BR11652 e BR11676
(Acidovorax sp.), BR11674 (Herbaspirillum sp.) que foram classificadas com uma atividade
moderada e finalmente a estirpe BR12157 (Rhizobium sp.) com uma atividade biossurfactante

fraca.
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Figura 5 — Atividade biossurfactante avaliada no teste colapso da gota realizado nas estirpes

bacterianas.

Fraca (+) Moderada (+ +) Forte (++ +)

Fonte: Dados da pesquisa.

O ensaio qualitativo para produgdo de biossurfactantes foi o teste de dispersdo em
oleo (Figura 6), sendo duas estirpes do género Bacillus sp. LPPC259 e LPPC265 classificadas
como uma atividade biossurfactante forte ocupando trés quadrantes, distintamente das estirpes
LPPC136, LPPC138, LPPC250, LPPC282 ¢ BR10788 as quais apresentaram uma atividade de
biossurfactante moderada apenas ocupando dois quadrantes. As bactérias fixadoras de
nitrogénio mostraram quatro estirpes com atividade biossurfactante forte, a BR11501
(Azospirillum sp.), BR11674 (Herbaspirillum sp.), BR11676 (Acidovorax sp.) ocupando trés
quadrantes ¢ BR11652 (Acidovorax sp.) com quatro quadrantes, diferentemente da estirpe

BR12157 (Rhizobium sp.) com uma atividade moderada ao ocupar dois quadrantes (Tabela 6).

Figura 6 — Atividade biossurfactante avaliada no teste dispersdo em 6leo realizado pelas

estirpes bacterianas.

Fraca (+) Moderada (+ +) Forte (+ ++)

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 6 — Resultado da avaliacdo da atividade de biossurfactante das estirpes bacterianas.

Género Estirpe Colgg:; da Dispersdo em 6leo

BR 10788 ++ +

LPPC 136 ++ +

LPPC 138 ++ +

Bacillus sp. LPPC 250 ++ +

LPPC 259 +++ +

LPPC 265 +++ +

LPPC 282 ++ +

Acidovorax sp. BR 11652 i +
BR 11676 +++ ++

Rhizobium sp. BR 12157 ++ +
Herbaspirillum sp. BR 11674 4+ ++
Azospirillum sp. BR 11501 +++ -+

Fonte: Dados da pesquisa.

Com relagdo com a andlise da atividade de emulsificagdo, as estirpes foram
avaliadas por meio da formagao da coluna de emulsao e a sua estabilidade por 48h e 72h (Figura
7). Apenas a estirpe LPPC282 do género Bacillus sp. ndo apresentou formagao da coluna de
emulsdo e para as demais estirpes de Bacillus sp. apresentaram um indice de emulsdo e
estabilidade um intervalo entre 2,09% e 15,97% até as 48h, em 72h os valores dos indices
variaram entre 3,10% e 15,20%. As estirpes fixadoras de N apresentaram um indice de emulsao
e estabilidade com intervalos de 22,57% e 68,02% até¢ as 48h, mas em 72h diminuiram para um

indice de 0% (Tabela 7).

Tabela 7 — Indice de emulsificacio e estabilidade de emulsdo pelas estirpes bacterianas
avaliadas.

Género Estirpe E24h EPD E48h EPD E72h EPD

BR 10788 2% 1% 2% 1% 3% 1%

LPPC 136 3% 0% 3% 0% 2% 1%

LPPC 138 3% 0% 3% 0% 3% 0%

Bacillus sp. LPPC 250 16% 3% 16% 3% 15% 3%
LPPC 259 14% 1% 11% 1% 7% 1%

LPPC 265 3% 0% 3% 0% 3% 0%

LPPC 282 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Acidovorax sp BR 11652 42% 6% 42% 6% 0% 0%
' BR 11676 50% 2% 52% 1% 0% 0%

Rhizobium sp. BR 12157 23% 1% 23% 1% 0% 0%
Herbaspirillum sp. BR 11674 56% 0% 55% 0% 0% 0%
Azospirillum sp. BR 11501 68% 1% 68% 1% 0% 0%

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 7 — Teste de emulsificacdo e estabilidade da coluna de emulsdo obtidos das estirpes

bacterianas utilizadas.

Fonte: Dados da pesquisa. a) Formacdo da coluna de emulsificacdo. Seta azul = coluna total, seta amarela = coluna

de emulsificag@o. b) Auséncia da coluna de emulsificagéo.

6.1.5 Sintese e produgdo de siderdforos

Na sintese de producdo de siferoforos se avaliaram toda as estirpes pela formagao
de halo de coloragdo laranja ou rosa ao redor da colonia (Figura 8), e resultando em positiva
apenas para trés estirpes fixadoras de N com um indice de produgao (IPS) de 1,24 ¢ 2,06, sendo
a estirpe BR11652 (Acidovorax sp.) a maior produtora seguida de BR11676 do mesmo género
e BR11674 (Herbaspirillum sp.) (Tabela 8).

Tabela 8 — Indice da sintese de producio de sideréforos obtidos pelas estirpes bacterianas

inoculadas em meio de cultura a4gar King B suplementado com o corante cromoazurol S (CAS)

Estirpes indice de produgao de

Genero avaliadas sideroforos (IPS) EPM Classificagdo
BR 10788 1,00 0,0 Baixo
LPPC 136 1,00 0,0 Baixo
LPPC 138 1,00 0,0 Baixo
Bacillus sp. LPPC 250 1,00 0,0 Baixo
LPPC 259 1,00 0,0 Baixo
LPPC 265 1,00 0,0 Baixo
LPPC 282 1,00 0,0 Baixo
Acidovorax sp. BR 11652 2,06 0,2 Méfiio
BR 11676 1,24 0,1 Baixo
Rhizobium sp. BR 12157 1,00 0,0 Baixo
Herbaspirillum sp. BR 11674 1,77 0,2 Baixo
Azospirillum sp. BR 11501 1,00 0,0 Baixo

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 8 — Teste para produgao de siderdforos realizado para as estirpes bacterianas avaliadas.

Fonte: Dados da pesquisa. a) Resultado positivo (presencia de halo) para produgdo de sideréforos em meio de
cultura agar King B suplementado com o corante cromoazurol S (CAS). b) Resultado negativo para producdo de

sideroforos em meio de cultura agar King B suplementado com CAS.

Eficiéncia agronomica das estirpes

O primeiro experimento em mudas de bananeira cultivar Prata Catarina de raiz nua
com inoculagdo das 12 estirpes isoladamente, apresentou significancia estatistica entre os
tratamentos sendo as estirpes de Bacillus sp. BR10788, LPPC138, LPPC265 que estimularam
um maior desenvolvimento na massa de raizes (MSR) de 70,37 e 88,88 % com uma média com
intervalos de 0,46 ¢ 0,51 g muda! (Figura 9 — a) e na massa da parte aérea (MSPA) um
incremento de 34 e 42.86 % obtendo uma média entre 0,47 e 0,50 g muda™! a diferencia do

tratamento sub adubag@o com nitrogénio mineral e o controle sem inoculagdo (Figura 9 —b).
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Figura 9 — Massa seca de parte aérea e de raizes de mudas do tipo raiz nua de bananeira cultivar

Prata Catarina inoculadas com bactérias promotoras do crescimento vegetal.

@ 10

Massa seca da parte aérea (g)

(h) 1.0

0.5+

Massa seca de raiz (g)

0.0

ﬁﬁmmﬁﬁﬁﬂﬁﬂﬂﬂ

o 6\ '\' v 2D N 3 \'A '\b A
Q\\\" PPN U N L Ol e \m
I F F IS P g F Sy

Fonte: Dados da pesquisa. a) Representagdo grafica da massa seca da parte aérea MSPA (g por planta), b) de raizes
MSR (g por planta) do experimento inoculado isoladamente com as estirpes do género Bacillus e fixadores de
nitrogénio em mudas de bananeira de raiz tipo nua, cultivar Prata Catarina. As barras verticais representam a média
e desvio padrdo. Controle = Tratamento controle absoluto (sem inoculagdo ¢ com solugdo Hoagland sem
nitrogénio), N-mineral = Tratamento controle nitrogenado (sem inoculagdo e com solugdo Hoagland completa).
CV =23,93% para MSPA; CV = 30,24% para MSR. Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

O segundo experimento realizado em condi¢cdes de casa de vegetagdo com
inoculagdo das 12 estirpes isoladamente nas mudas de bananeira pré-aclimatadas apresentou
significancia estatistica entre os tratamentos (Figura 10 — a), sendo trés estirpes do género
Bacillus sp. LPPC138, LPPC250 e LPPC282 que promoveram um aumento de 10,77 e 45,64 %
na massa seca das raizes MSR com uma média que varia entre 2,16 e 2,84 g muda’' em
comparagao do controle sem inoculagdo. Da mesma forma as estirpes LPPC250 ¢ LPPC282
mostraram um incremento em 26,14 e 29,41 % na massa da parte aérea MSPA com uma média

que varia entre 1,93 ¢ 1,98 g muda™! ao contrario do tratamento controle (Figura 10 — b).
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Figura 10 — Massa seca de parte aérea e de raizes de mudas do tipo pré-aclimatadas de bananeira

cultivar Prata Catarina inoculadas com bactérias promotoras do crescimento vegetal.
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Fonte: Dados da pesquisa. a) Representagdo grafica da massa seca da parte aérea MSPA (g por planta), b) de raizes
MSR (g por planta) do experimento inoculado isoladamente com as estirpes do género Bacillus e fixadores de
nitrogénio em mudas de bananeira de raiz tipo pré-aclimatadas, cultivar Prata Catarina. As barras verticais
representam a média e desvio padrdo. Controle = Tratamento controle absoluto (sem inoculagdo ¢ com solugdo
Hoagland sem nitrogénio), N-mineral = Tratamento controle nitrogenado (sem inoculagdo e com solugéo Hoagland
completa). CV =24,81% para MSPA; CV = 22,82 % para MSR. Médias seguidas de letras diferentes diferem entre
si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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O terceiro experimento referente a co-inoculacdo os melhores tratamentos que
apresentaram significancia estatistica foram as estirpes LPPC282 (Bacillus sp.) x BR11501
(Azospirillum lipoferum), BR10788 (Bacillus subtilis) x BR11652 (Acidovorax sp.) com o
primeiro nivel de adubacao, ou seja, dois aplicagdes solucao Hoagland completa (N-mineral) e
dois aplicacdes de solugdo Hoagland sem nitrogénio, LPPC282 (Bacillus sp.) x BR11501
(Azospirillum lipoferum) com o segundo nivel de adubagdo, quatro aplicacdes de solugdo
Hoagland completa (N-mineral) que promoveram maior acimulo de massa seca de raizes
(MSR) entre 35 ¢ 100 % obtendo uma média com valores de 0,54 ¢ 0,80 g muda™ (Figura 11 —
a), na massa seca da parte aérea (MSPA) as estirpes permitiram incrementar em 23,26 e
127,90 % com uma média de 0,53 e 0,98 g muda™ (Figura 11 — b) a comparagdo do tratamento

sub adubagdo com nitrogénio mineral com o primeiro nivel de adubacao.
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Figura 11 — Massa seca de parte aérea e de raizes de mudas do tipo raiz nua de bananeira cultivar

Prata Catarina co-inoculadas com bactérias promotoras do crescimento vegetal.
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Fonte: Dados da pesquisa. a) Representagao grafica da massa seca da parte aérea MSPA (g por planta), b) de raizes
MSR (g por planta) do experimento com co-inoculagdo com as estirpes do género Bacillus e fixadores de
nitrogénio selecionadas nos anteriores experimentos em mudas de bananeira de raiz tipo nua, cultivar Prata
Catarina. As barras verticais representam a média e desvio padrdo. Nivel 1 = Adubagdo com duas aplicagdes de
solu¢do Hoagland completa (N-mineral) e duas aplicagcdes de solugdo Hoagland sem N-mineral. Nivel 2 =
adubag@o com quatro aplicagdes de solugdo Hoagland completa (N-mineral). Controle = Tratamento controle
absoluto (sem inoculagéo e com solugdo Hoagland sem nitrogénio), N-mineral = Tratamento controle nitrogenado
(sem inoculag@o e com solugdo Hoagland completa). CV = 25,66 % para MSPA; CV = 20,08 % para MSR. Médias

seguidas de letras diferentes diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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DISCUSSAO

A capacidade de fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN) e a sintese de fitohormdnios
constituem os principais mecanismos diretos de promog¢ao de crescimento vegetal avaliados
neste estudo. A estirpe BR11501 (Azospirillum lipoferum) destacou seu potencial ao apresentar
a formacao de uma pelicula aerotaxica em todos os meios livres de nitrogénio testados, portanto,
isso corrobora com HUNGRIA et al. (2013) em seus estudos, onde evidéncia a alta plasticidade
metabolica desse género sob diferentes condigdes de cultura e as distintas fontes de carbono
que podem ser utilizadas para seu desenvolvimento nos meios inoculados. SOUZA et al. (2017)
e OLIVEIRA et al. (2024) observaram em plantagdes de banana cultivar Prata Ana e Catarina
que a inoculagdo com isolados do género Bacillus sp. nas fases iniciais do desenvolvimento
pode reduzir a dependéncia de adubos nitrogenados. Segundo estes autores, os isolados
avaliados possuem as caracteristicas como fixadores biologicos de nitrogénio, solubilizadores
de fosfato inorganico e sintetizadores do 4acido indolacético AIA, que promoveram aumento nas
massas frescas e secas nas mudas micropropagadas avaliadas.

As estirpes do género Bacillus sp. BR10788, LPP282 e a estirpe fixadora de
nitrogénio BR11501 (Azospirillum lipoferum) apresentaram concentragdes 46,06 pgmL™,
43,18 pugmL™" e 43,52 ug mL ! respectivamente, sendo os maiores valores na produgdo de AIA,
o que ¢ consistente com os estudos de KHALID et al. (2004) e SPAEPEN et al. (2007), pois
indicam que esses géneros sao uns dos principais produtores de fitohormonios entre bactérias
que promovem o crescimento. No entanto, os niveis de AIA obtidos para os Bacillus foi de 9,98
até 46,06 pg mL ', sendo valores superiores ao ser comparados com o estudo de GHATAGE et
al. (2024) no qual trabalharam com isolamentos semelhantes de Bacillius subtilis indicando
uma producao de AIA de 40,00 pg mL™! o que pode explicar o aumento significativo da massa
radicular seca no experimento com mudas pré-aclimatadas e de raizes nuas. IDRIS et al. (2007)
relatam resultados semelhantes ao observar um aumento na biomassa radicular em plantas
tratadas com inoculagdo de estirpes produtoras de auxina de Bacillus. Da mesma forma, o nivel
obtido de AIA pela estirpe BR11501 (4zospirillum lipoferum) de 43,52 ug mL™", foi um valor
inferior de acordo com SANTOS (2024) porque determinaram nos seus estudos valores que
variam entre 27,22 pgmL™" e 76,00 png mL™" o que pode indicar um aumento no comprimento

e o numero de pelos radiculares, auxiliando a eficiéncia de absor¢do de 4gua e nutrientes.



43

De sete estirpes do género Bacillus sp. somente cinco foram consideradas como
solubilizadoras de fosfato, sendo as estirpes LPPC138, LPPC136, BR10788 ¢ LPPC265, e das
cinco estirpes fixadoras de nitrogénio s6 dois BRI12157 (Rhizobium sp.) e BR11501
(Azospirillum lipoferum) apresentaram a formacao de halo, sendo para todas as estirpes
classificadas como de baixa solubilizagcdo com valores inferiores de indice de solubilizagao (IS)
entre 0,87 e 1,15 a comparagdo dos valores encontrados por OLIVEIRA (2019) entre 1,37 e
1,87 explicando o potencial das estirpes em quanto a produgdo de 4acidos organicos na liberagao
de fosforo no meio de cultura. Apenas uma estirpe de Bacillus sp. LPPC259 foi considerada
mineralizadora de fosfato, mas nao foi detectada ao confirmar a liberagao de fosforo soluvel
pela reagdo colorimétrica do 4cido ascorbico, com tudo para as demais estirpes que
apresentaram solubilizagdo de fosforo soluvel constata-se que, mesmo assim, em niveis
minimos, esse mecanismo pode ajudar no crescimento das plantas, pois estd associado a outros
fatores de promocgao da planta, como FBN e AIA. Os resultados concordam com as pesquisas
de RODRIGUEZ ¢ FRAGA (1999); KUMAR et al. (2025) e explicam que ainda assim os
indices de solubiliza¢dao e mineralizacdao do fosforo tenham sido classificados como baixos, os
resultados sdo consistentes, nas quais indicam que muitos dos isolados do género Bacillus sp.,
Rhizobium sp. e Azospirillum sp. t€m capacidade moderada para solubilizacdo de fosfatos
inorgénicos, sendo uma atividade que depende das condigdes do meio cultura como o aumento
no uso de fontes de nitrogénio (nitratos) e uso de altas concentragdes de acucares (glicose) que
podem alterar os didmetros de halos ou ainda assim impedir o desenvolvimento dos isolados.
Isso ¢ indicado pelo estudo de SHARMA et al. (2013), mostrando que o efeito combinado
desses mecanismos pode resultar em rendimentos agrondmicos significativos, mesmo quando
a solubilizacao de P nao ¢ alta.

A avaliacdo conjunta dos testes qualitativos de colapso da gota e dispersdo em 6leo
permitiu identificar diferengas claras no potencial de producdo de biossurfactantes entre as
estirpes avaliadas. No teste de colapso da gota, todas as estirpes do género Bacillus sp.
apresentaram atividade fraca, indicando baixa eficiéncia na reducdo imediata da tensdo
superficial, comportamento que pode estar relacionado a elevada variabilidade intraespecifica
e a dependéncia das condi¢des de cultivo para a sintese de lipopeptideos como surfactinas,
iturinas e fengicinas (DESAI e BANAT, 1997; SATPUTE et al., 2010; YOUSSEEF et al., 2004).
Em contraste, entre as bactérias fixadoras de nitrogénio, BR11501 (Azospirillum lipoferum)
destacou-se com atividade forte, enquanto BR11652 e BR11676 (Acidovorax spp.) e BR11674
(Herbaspirillum sp.) apresentaram atividade moderada, evidenciando maior potencial para a

producao de compostos anfifilicos associados a adesdo radicular e formacao de biofilmes
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(BASHAN et al., 2014; SATPUTE et al., 2010). No teste de dispersdao em 0dleo, as estirpes
Bacillus sp. LPPC259 e LPPC265 apresentaram atividade forte, sugerindo a producgdo de
biossurfactantes lipopeptidicos capazes de mobilizar fases hidrofobicas, enquanto Azospirillum
sp., Herbaspirillum sp. e Acidovorax sp. também demonstraram elevado desempenho,
corroborando relatos de que esses géneros produzem metabolitos extracelulares com fungao
bioemulsificante (MORIKAWA et al., 2000; BASHAN et al., 2014; UZOIGWE et al., 2015).

A analise da atividade emulsificante complementou os testes qualitativos ao
evidenciar diferengas no tipo e na estabilidade dos compostos produzidos. As estirpes de
Bacillus sp. apresentaram baixos indices de emulsificagdo (< 20%), porém com relativa
estabilidade até 72 h, indicando a produgdo de biossurfactantes de baixa massa molecular com
alta capacidade de reducao da tensdo superficial, mas menor eficiéncia na estabilizacdo de
emulsoes (COOPER ¢ GOLDENBERG, 1987; SATPUTE et al., 2010). Por outro lado, as
estirpes fixadoras de nitrogénio exibiram altos indices iniciais de emulsificagao (>60%) nas
primeiras 48 h, seguidos de perda total da estabilidade em 72 h, sugerindo a producdo de
bioemulsificantes instaveis ou metabolitos extracelulares de curta duragdo, possivelmente
associados a exopolissacarideos e lipopolissacarideos, comuns em Azospirillum sp. e
Herbaspirillum sp. (BASHAN et al., 2014). Assim, os resultados indicam que Bacillus sp.
LPPC259 e LPPC265, ¢ as fixadoras de nitrogénio BR11501 (Azospirillum lipoferum),
BR11652 e BR11676 (Acidovorax sp.) e BR11674 (Herbaspirillum sp.) apresentam maior
potencial para a produgdo de compostos com atividade biossurfactante, ainda que por
mecanismos e perfis funcionais distintos.

A producao de sideréforos pelas estirpes bacterianas foram avaliadas pela formacgao
de halo com coloracao laranja em meio CAS, observando apenas em trés estirpes fixadoras de
nitrogénio atividade positiva com indices de producdo de sider6foros (IPS) que variam entre
1,58 e 2,06, sendo as estirpes BR11652 e BR11676 (Acidovorax spp.), BR11674
(Herbaspirillum). Esses resultados concordam com os estudos de NEILANDS (1995);
CROWLEY (2006) porque explicam que esse mecanismo ajuda na competi¢ao pelo ferro na
rizosfera e como uma promogao indireta do crescimento das plantas. No entanto, AHMED e
HOLMSTROM (2014) mencionam que a produgio de sideréforos nem sempre resulta em um
aumento imediato da biomassa, mas contribui para um ambiente rizosférico equilibrado que
favorece o crescimento ao melhorar o estado nutricional das plantas e reduzir a incidéncia de
microrganismos fitopatogénicos.

Os trés experimentos realizados em condicdes de casa de vegetacdao exibiram que

as estirpes bacterianas avaliadas possuem potencial na promog¢ao de crescimento tanto na
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inoculagdo isolada como na co-inoculacdo porque apresentaram significancia estatistica no
crescimento ¢ acimulo de biomassa em mudas de bananeira cultivar Prata Catarina. No
primeiro experimento em mudas de bananeira tipo raiz nua com inoculagao individual das 12
estirpes, observou-se que as estirpes de Bacillus sp. BR10788, LPPC138, LPPC265
estimularam um maior desenvolvimento na massa seca de raizes MSR e massa seca da parte
aérea MSPA, superando o tratamento controle com N-mineral e sem inoculag@o. O incremento
na MSR até de 88,88% e na MSPA de 42,86% deve-se que essas estirpes presentam a
capacidade para estimular o crescimento radicular e aumentar o desenvolvimento vegetativo na
auséncia de adubagdo com nitrogénio mineral, o que explica que o aumento na eficiéncia de
absorcao radicular pode-se relacionar com mecanismos de promog¢ao de crescimento como a
producdo de fitormdnios e a solubilizacdo de nutrientes BORBA et al. (2021). SOUZA et al.
(2013) e SILVA et al. (2011) ao trabalhar com bananeira com inoculacdo de Bacillus
corroboraram que na fase inicial da cultura houve um incremento significativo no crescimento,
associado com a producao de fitohormonios e a fixagdo bioldgica de nitrogénio. Os resultados
validam essa associagdo, visto que a estirpe BR10788 (Bacillus subtilis) destacou-se com uma
producdo de AIA de 46,06 pg mL™" in vitro (Tabela 3), justificando o maior desenvolvimento
radicular observado. Além disso, a capacidade de Fixagdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN)
identificada qualitativamente nas estirpes BR11501 (Azospirillum lipoferum) ¢ BR11652
(Acidovorax sp.) complementa a agdo hormonal, oferecendo um suporte nutricional direto a
planta. Essa dupla aptiddo das bactérias selecionadas explica os ganhos de biomassa obtidos,
alinhando-se aos mecanismos de promog¢ado de crescimento descritos na literatura para a cultura
da bananeira.

O segundo experimento com inoculacao das 12 estirpes isoladamente em mudas de
bananeira pré-aclimatadas indicou que as estirpes de Bacillus sp. LPPC138 demonstrou maior
eficiéncia na solubilizagdo de fosfatos, LPPC250 e LPPC282 evidenciaram seu potencial
principalmente através da elevada sintese de AIA, atuando como um estimulador direto do
alongamento radicular promovendo aumentos até 45,64 % na massa seca das raizes MSR e
29,41 % na massa da parte aérea MSPA em comparagdo do controle sem inoculagdo. O efeito
benéfico da inoculagdo em mudas de bananeira j& estabelecidas pode se relacionar com que
essas estirpes conservam uma atividade metabdlica eficiente na rizosfera, que ajuda na absor¢ao
de nutrientes e desenvolvimento da planta. VESSEY (2003) e COMPANT et al. (2005) nos seus
estudos especificam que as espécies do género Bacillus apresentaram uma capacidade

persistente na colonizagdo radicular além de ter tolerancia a condigdes ambientais adversas.
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O terceiro experimento mostrou que os tratamentos de co-inoculacdo com as
estirpes de Bacillus e as bactérias fixadoras de nitrogénio estimularam ainda mais no
desenvolvimento das mudas de bananeira de tipo raiz nua. Nao se observou diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos no nivel mais baixo de adubag¢do nitrogenada (Nivel 1). Por
outro lado, a inoculagdo com as estirpes LPPC282 (Bacillus sp.) x BR11501 (Azospirillum
lipoferum) e BR10788 (Bacillus subtilis) x BR11652 (Acidovorax sp.) com aplicagcdo de
solucdo de Hoaglando completa quatro vezes promoveu acimulo de massa seca superior
quando comparado com os demais tratamentos de inoculagdo. Os resultados indicam o
potencial sinérgico da co-inoculagdo, posto que os Bacillus sp. facilitam a solubilizagdo de
nutrientes e metabolitos bioativos, por outro lado Azospirillum e Acidovorax contribuem na
fixagdo biologica de nitrogénio e na producdo de auxinas. Essa complementaridade funcional
ficou evidente no desempenho agrondmico, onde o SynCom promoveu incrementos
expressivos de até 127,90% na massa seca da parte aérea e 100% nas raizes, superando as
limitagdes das inoculagdes individuais. A interacdo entre a alta produgdo de AIA pela estirpe
BR10788 e a capacidade de FBN e sintese de biossurfactantes das estirpes BR11501
(Azospirillum lipoferum) e BR11652 (Acidovorax sp.) criou um ambiente favoravel para o
desenvolvimento vegetal, mesmo sob restricao de nitrogénio. Dessa forma, o uso de consorcios
microbianos se apresenta como uma estratégia viavel para reduzir a dependéncia de fertilizantes
sintéticos, garantindo a sustentabilidade da produgao (KAMINSKY et al., 2019;
SHAYANTHAN et al., 2022). Portanto, concordam com BASHAN e De-BASHAN (2010);
GALINDO et al. (2025) porque demostram que a co-inoculagdo com as estirpes de Bacillus sp.
com Azospirillum sp. aumentam a eficiéncia na presenga de nitrogénio, o que representa

incrementos na biomassa e um melhor desenvolvimento fisiologico.
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8 CONCLUSAO

A caracterizagdo in vitro revelou que as estirpes avaliadas possuem multiplos
mecanismos de promocao de crescimento, com destaque para a producdo de acido indol-3-
acético (AIA), onde as estirpes BR10788 (Bacillus subtilis) ¢ BR11501 (Azospirillum
lipoferum) apresentaram as maiores concentragdes (46,06 e 43,51 pug mL™, respectivamente).
Além disso, a capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio e a producdo de metabolitos
secundarios confirmaram o potencial biotecnologico desses isolados, destacando-se a estirpe
BR11501 (Azospirillum lipoferum) pela consisténcia na atividade de FBN e producao de
biossurfactantes, e a estirpe BR11652 (Acidovorax sp.) pela eficiente sintese de sider6foros e
compostos tensoativos como atividade biossurfactante.

Em ensaios individuais sob condigdes controladas, as estirpes de Bacillus sp.
(LPPC138, LPPC250 e LPPC282) demonstraram elevada eficiéncia agrondmica, promovendo
incrementos significativos na massa seca de raizes e da parte aérea em mudas de bananeira cv.
Prata Catarina, tanto em sistema de raiz nua quanto em mudas pré-aclimatadas, indicando uma
colonizagao radicular eficiente.

A constru¢do da comunidade microbiana sintética (SynCom) via co-inoculagdo
evidenciou um efeito sinérgico superior a inoculacio individual. Os consorcios formados por
LPPC282 (Bacillus sp.) x BR11501 (Azospirillum lipoferum) e BR10788 (Bacillus subtilis) x
BR11652 (Acidovorax sp.) escolhidos pela complementaridade funcional entre a alta producdo
de auxinas dos Bacillus e a capacidade de fixagao de nitrogénio e producdo de sider6foros dos
diazotréficos, foram os mais promissores. Essas combinag¢des proporcionaram aumentos de até
127,90% na massa seca da parte aérea e 100% na massa seca de raizes em comparacao ao
tratamento com adubacao mineral convencional.

Confirma-se a hipotese de que a utilizacdo de SynCom permite a redugdo da
adubacao nitrogenada quimica. Os resultados demonstram que a co-inoculagdo de rizobactérias
multifuncionais supre parcialmente a demanda nutricional da bananeira na fase de muda,
mantendo o vigor ¢ o acimulo de biomassa mesmo sob regime de adubacdo nitrogenada

reduzida, consolidando-se como uma estratégia sustentavel para a bananicultura no Ceara.
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