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RESUMO

Frutiferas nativas como a mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) possuem relevancia
socioecondmica e ambiental, e sua rizosfera constitui um reservatorio de microrganismos com
potencial biotecnologico. Este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar bactérias
rizosféricas associadas a mangabeira, coletadas na Reserva Extrativista Irma Dulce dos Pobres
(Aracaju—SE), e avaliar o potencial de fixacdo bioldgica de nitrogénio e promocao de
crescimento inicial em alface (Lactuca sativa L.). O solo rizosférico (0—5 c¢m) foi coletado de
trés plantas de mangabeira e submetido a diluigdes seriadas. O isolamento dos microrganismos
foi realizado em meio LG seletivo para bactérias diazotrdficas, seguido de purificagdao e
caracterizacdo morfolédgica e por coloracdo de Gram. Foram obtidos 16 isolados, dos quais 11
foram Gram-positivos € 5 Gram-negativos; 11 apresentaram crescimento em 24h ¢ 5 em 48h.
No bioensaio com inoculagdo direta (biocondicionamento), trés cepas representativas foram
avaliadas em dois estagios (N1 e N2). Na avaliacao inicial (N1), para o tratamento RRZB2
houve maior crescimento de plantulas, com destaque para o comprimento total (4,197 = 0,483
cm) ¢ diferenca entre tratamentos, enquanto em N2 nao foram detectadas diferengas
significativas. A andlise por modelo de medidas repetidas indicou interagdo Tratamento X
Estagio para varidveis de crescimento, evidenciando que a resposta ao inoculante depende do
momento de avaliacdo. Conclui-se que a rizosfera da mangabeira abriga isolados com
diversidade fenotipica e que RRZB2 se destaca como candidata para estudos posteriores de
mecanismos PGPR e valida¢do em condigdes controladas ¢ de viveiro.

Palavras-chave: Plant Growth-Promoting Rhizobacteria; fixagdo bioldgica de nitrogénio;
biocondicionamento.



1. INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) ¢ uma frutifera nativa do Brasil com grande
importancia social e econdmica, em areas de vegetacao protegida como as reservas extrativistas.
Se destacando nao apenas pela produgdo de frutos com uso alimenticio ¢ medicinal, mas
também pelo seu potencial em contribuir com a sustentabilidade das comunidades locais que
dependem da extracdo e cultivo dessa espécie (Ganga et al., 2010).

A rizosfera das mangabeiras constituem um ambiente biologicamente ativo e diverso,
no qual microrganismos podem desempenhar papéis importantes na promog¢ao do crescimento
vegetal. Nesse contexto, destacam-se microrganismos capazes de atuar por diferentes
mecanismos, incluindo a fixacgao biologica de nitrogénio (FBN) e a produgao de fitohormonios
(Lopes et al., 2016; Aviz et al., 2021).

A rizosfera ¢ reconhecida como uma zona de intensa intera¢do entre raizes e
microrganismos do solo, com destaque para as bactérias promotoras de crescimento de plantas
(PGPR). Essas bactérias podem melhorar a absorcdo de nutrientes, promover resisténcia a
patdgenos e estimular o crescimento por mecanismos que envolvem, entre outros, fixacdao de
nitrogénio e solubilizacdo de fosforo (Meena et al., 2017; Backer et al., 2018). Além disso, a
prospeccao de microrganismos nativos tem ganhado relevancia, pois esses organismos podem
apresentar maior adaptagdo aos ecossistemas locais e, portanto, maior eficiéncia em condigdes
especificas (Singh et al., 2016).

Apesar dessa relevancia, ainda hd lacunas no conhecimento sobre as bactérias
rizosféricas associadas a mangabeira, especialmente no que se refere ao seu potencial como
PGPR e a sua aplicacdo para aumento do vigor de sementes. Estudos indicam que
microrganismos nativos da rizosfera de espécies nativas podem ser mais eficazes em contextos
locais, como observado em trabalhos sobre rizobactérias no semidrido (Aviz et al., 2021).

E importante considerar que a resposta de plantulas a inoculantes e ao
biocondicionamento pode variar ao longo do desenvolvimento inicial, de modo que avaliagdes
em mais de um momento podem fornecer uma visdo mais adequada da dinamica do
crescimento. Assim, a alface como planta teste ¢ estratégica por seu ciclo rapido e por ser
amplamente utilizada para avaliar efeitos de inoculantes na promocao do crescimento (Ganga
etal., 2010).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi isolar bactérias rizosféricas associadas a
mangabeira em area de reserva extrativista, avaliar seu potencial como fixadoras de bioldgica

de nitrogenio e PGPR, e testar sua capacidade de promover o crescimento inicial de alface.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Mangabeira e sua importincia

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de frutas do mundo, mas muitas espécies frutiferas
nativas, com propriedades nutricionais e sensoriais, ainda sdo pouco exploradas, como € o caso
da mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) (Lima et al., 2015).

A mangabeira ¢ uma frutifera da familia Apocynaceae, originéria do Brasil, encontrada
nas regides Centro-Oeste, Sudeste, Norte ¢ Nordeste, nas areas de Cerrado e Caatinga
(Nascimento et al., 2014). Ela também ¢ reconhecida como uma espécie de relevancia social e
ambiental, contribuindo para a geracdo de empregos e podendo ser aplicada tanto em cultivos
comerciais quanto no reflorestamento de areas degradadas ou de baixa produtividade
(Martinotto, 2006).

A mangabeira destaca seu potencial na bioeconomia, que visa a utilizacdo sustentavel
dos recursos biologicos. A planta é de grande valor nas areas de satde e alimentagdo,
proporcionando compostos bioativos e nutrientes. Esse modelo promove a sustentabilidade e
gera novas oportunidades econdmicas, fortalecendo as industrias locais e incentivando o
desenvolvimento de um mercado mais responsavel e ecologico (NUNES, Valdinete Vieira et

al., 2022)

2.2 A Rizosfera e importancia dos microrganismos nativos

A riqueza de microrganismos nativos ¢ mais comumente encontrada em regides de
vegetacao protegida, uma vez que essa microbiota ¢ favorecida pela cobertura vegetal. Onde
o acumulo de material organico fornece maior fonte de nutrientes para o desenvolvimento da
comunidade microbiana (Alves et al., 2011).

Esses microrganismos sdo parte integrante da biodiversidade presente no meio
ambiente, de modo que os mesmos podem ser utilizados como indicadores do potencial de
uso, produtividade e sustentabilidade do ecossistema, em especial no solo (EMBRAPA,
2019).

A microbiologia do solo ¢ a area que estuda os microrganismos presentes no solo,
sendo o estudo das atividades metabdlicas e, contribui¢do para fluxo de energia e ciclagem
de nutrientes associados a produtividade primaria os principais focos (EMBRAPA, 2015). Os
microrganismos do solo juntamente com outros agentes biologicos sdo considerados
indicadores de qualidade, decompositores de matéria organica e fornecedores de nutrientes

(Buzinaro; Barbosa, 2009).
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A microbiota da rizosfera ¢ fundamental para o aumento da produtividade e satide das
plantas em ambientes naturais, por meio de parcerias simbidticas com as plantas (Meena, V.

S.etal, 2017).

2.3 Microrganismos Promotores do Crescimento Vegetal (PGPR)

Segundo Nazir (2018), os microrganismos que colonizam a rizosfera das plantas e
promovem o crescimento de diversas maneiras sdo as Bactérias Promotoras do Crescimento
Vegetal (PGPR), as quais agem por meio de mecanismos como fixacdo de nitrogénio,
solubilizagdo de nutrientes, entre outros (Borah et al., 2023).

Hé dois tipos de mecanismos, os diretos e indiretos. O termo "mecanismos diretos" se
refere ao aproveitamento das caracteristicas bacterianas que promovem diretamente o
crescimento das plantas, fornecendo fitohormonios e nutrientes essenciais. Mecanismos
indiretos estdo relacionados as caracteristicas bacterianas que restringem o crescimento e a
atividade de fitopatogenos, resultando em um aumento indireto no crescimento das plantas
associadas (Qbal; Singh; Chandra, 2024).

Viarios dos processos destacados nos mecanismos diretos, incluindo a fixagao
bioldgica de nitrogénio. De acordo com Sun et al. (2021), a fixagdo biologica de nitrogénio
(FBN) ¢ um processo vital para a agricultura e para o meio ambiente, pois converte o
nitrogénio atmosférico em formas biologicamente disponiveis para as plantas, como o
amonio, sem o uso de fertilizantes quimicos. Esse processo nao s6 ¢ fundamental para a
sustentabilidade da produgdo agricola, mas também contribui para a manutencdo da

fertilidade do solo.

2.4 Fixacao Bioldgica de Nitrogénio

Varios processos no solo sdo mediados por microrganismos, que desempenham um
papel essencial na ciclagem de nutrientes. Entre esses processos, destaca-se a fixacdo
biologica do nitrogénio atmosférico, realizada por microrganismos procaridticos conhecidos
como diazotroficos. A pesquisa sobre bactérias diazotroficas € fundamental, pois elas
desempenham um papel importante no fornecimento de nitrogénio para diversos
ecossistemas, tanto naturais quanto manejados (Moreira et al., 2010).

A fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) ¢ um processo importante para a agricultura
e 0 meio ambiente, pois fornece nitrogénio de forma eficiente e sem perdas. Esse processo ¢
mais eficiente para os agricultores e ajuda na sustentabilidade da produ¢do. Além disso, os
microrganismos responsaveis pela FBN contribuem para a manutencao da fertilidade do solo

ao mineralizar nutrientes e decompor residuos vegetais em substancias essenciais, como
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aminoécidos e proteinas (Aviz et al., 2021).

2.5 Alface

O género Lactuca da familia Asteraceae inclui Lactuca sativa, uma das hortalicas mais
antigas e cultivadas globalmente. A alface apresenta diversos tipos, desenvolvidos por
melhoramento seletivo para atender a diferentes necessidades. Atualmente, sdo reconhecidos
sete tipos principais: Cos, Butterhead, Leaf, Stalk, Crisphead, Latin e Oilseed, cada um com
caracteristicas adaptadas ao mercado e aos consumidores (Hancock, 2012).

E amplamente consumida em todo o mundo e cultivada em diversas regides, sendo
encontrada em praticamente todas as areas do Brasil, desde que sejam respeitados os aspectos
de adaptacdo da cultivar (CARVALHO et al., 2009; BARBOSA et al., 2018).

A alface apresenta grande dependéncia do uso de fertilizantes. Nesse contexto, a
utilizagdo de microrganismos para promover o crescimento vegetal surge como uma alternativa
vidvel para reduzir o uso de fertilizantes quimicos, mantendo o objetivo de aumentar a
produtividade (BARBOSA et al., 2018; TAVARES et al., 2019)

A alface ¢ uma planta ideal para estudos devido ao seu ciclo de crescimento rapido, com
a colheita ocorrendo normalmente entre 45 e 60 dias. Segundo os dados mais recentes da
FAOSTAT de 2023, na Europa, a area dedicada ao cultivo de alface foi de 127.311 ha,
resultando em uma producio total de 3.332.479,7 toneladas. Na Espanha, a produgdo de alface
foi de 864.570 toneladas, o que corresponde a 26% da producao total europeia, o que torna uma

cultura modelo para pesquisa.

2.6 Biocondicionamento e dinimica temporal de respostas em plantulas

O biocondicionamento ¢ uma estratégia de tratamento de sementes que combina
hidratacdo com a inoculagdo de microrganismos benéficos, favorecendo a colonizagdo precoce
e podendo contribuir para o aumento do vigor inicial das plantulas (Singh et al., 2016).

Do ponto de vista bioldgico, respostas associadas a inoculagdo com microrganismos
tendem a ser dindmicas durante o estabelecimento da plantula. No inicio do desenvolvimento,
a colonizagdo na superficie da semente/radicula e a ativagao de processos associados a PGPR
podem influenciar parametros morfométricos iniciais, como alongamento de hipocoétilo e
crescimento radicular. Esses efeitos sdo coerentes com os mecanismos atribuidos a PGPR,
como melhora da absorc¢ao de nutrientes e estimulo ao crescimento vegetal (Meena et al., 2017,
Backer et al., 2018), bem como com a relevancia de microrganismos adaptados ao ecossistema

local (Singh et al., 2016).
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Entretanto, a medida que a plantula avang¢a no desenvolvimento, ¢ comum que parte das
diferengas iniciais reduza ou se estabilize, seja por mudangas na alocacdo de recursos (raiz/parte
aérea), por variagoes na intensidade da colonizagdo microbiana ao longo do tempo, ou porque
0 proprio crescimento passa a ser mais fortemente influenciado por condigdes ambientais e
disponibilidade de nutrientes no substrato. Por isso, a avaliagdo em mais de um momento do
crescimento inicial ¢ metodologicamente adequada: ela permite distinguir efeitos que ocorrem
na fase de estabelecimento/vigor inicial daqueles que persistem (ou nao) em um estagio
subsequente, fornecendo uma interpretagdo mais robusta do desempenho de inoculantes e do

biocondicionamento (Singh et al., 2016).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de solo rizosférico

A coleta do solo rizosférico foi realizada em plantas de mangabeira (Hancornia
speciosa) localizadas na Area de Reserva Irma Dulce dos Pobres, no municipio de Aracaju,
Sergipe (10°59'49" S; 37°05'45" W). Foram selecionadas trés plantas a partir da diversidade
fenotipica avaliada em estudo anterior. Para cada planta, foi coletado aproximadamente 50 g de
solo aderido as raizes, caracterizado como solo rizosférico, na projecdo da copa, na
profundidade de 05 cm.

Em cada planta, a coleta foi realizada em trés pontos distintos, constituindo subamostras
que foram posteriormente homogeneizadas, formando uma amostra composta por planta. Ao
final, obtiveram-se trés amostras compostas, identificadas como C (Cagula), Z (Zenaide) e H
(Hildo).

As coletas foram realizadas no més de marco de 2024, utilizando ferramentas
previamente esterilizadas. As amostras de solo foram acondicionadas em sacos plasticos
estéreis e transportadas em caixa térmica até o laboratorio, onde permaneceram armazenadas

até a realizagao das analises.

3.2 Local de execucao
Os procedimentos foram realizados nos laboratorios de Ensino e Tecnologia de
Sementes e de Fitopatologia do Departamento de Engenharia Agrondmica da Universidade
Federal de Sergipe (Campus Sao Cristovao, Sao Cristovao—SE).
3.3 Diluigoes e isolamento bacteriano
Para cada amostra composta, 10 g de solo foram transferidos para frascos Erlenmeyer

contendo 190 mL de solugdo salina estéril (NaCl a 0,85%). As suspensdes foram submetidas a
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agitacdo em agitador orbital, ajustado para 150 rpm, com a finalidade de promover a
homogeneizagdo da amostra e o desprendimento dos microrganismos aderidos as particulas do
solo. Em seguida, foram realizadas dilui¢cdes seriadas decimais até a diluigao 1078, com cinco
repeticdes por diluicdo, possibilitando o isolamento e a sele¢ao de bactérias diazotréficas
viaveis, conforme descrito por Brock Biology of Microorganisms (Madigan et al., 2015).

Aliquotas de 20 pL de cada dilui¢ao foram inoculadas em tubos de vidro contendo meio
LG semissoélido, conforme metodologia proposta por Lipman (1904). Para o preparo do meio
semissolido, utilizou-se 5 g L' de agar, como agente solidificante, enquanto para o meio solido
foram utilizados 15 g L', com o pH ajustado para 7,0. O meio LG ¢ seletivo para bactérias
diazotroficas por ndo conter fontes assimildveis de nitrogénio mineral, favorecendo o
crescimento de microrganismos capazes de fixar nitrogénio atmosférico, conforme descrito por
Dobereiner et al. (1995).

Os tubos foram incubados em estufa a 28 °C, sendo monitorados quanto a formagao de
peliculas caracteristicas de bactérias fixadoras de nitrogénio segundo Ddbereiner et al. (1995).
As culturas consideradas positivas foram repicadas para meio LG soélido e avaliadas quanto a
variacao de pH. Posteriormente, as colonias obtidas foram purificadas em meio BDA (Batata-
Dextrose-Agar), meio de carater generalista, no qual as bactérias apresentaram adaptagdo

satisfatoria.

3.4 Caracterizacio morfologica e coloraciao de Gram

Apos a purificagdo, as bactérias foram incubadas em meio BDA (Batata-Dextrose-
Agar), a 28 °C. As colonias obtidas foram caracterizadas quanto ao tempo de crescimento,
diametro, padrao de distribuicdo (isoladas ou confluentes), coloracdo de Gram e morfologia
celular, considerando comprimento e largura.

A coloragao de Gram foi realizada conforme o método classico descrito por Gram
(1884). Inicialmente, esfregacos bacterianos foram preparados em laminas de vidro e fixados
pelo calor. Posteriormente, corados com cristal violeta por 1 minuto, em seguida, aplicou-se
solucdo de lugol por 1 minuto, procedendo-se a descoloracdo com alcool etilico por
aproximadamente 30 segundos. Depois realizou-se a contra-coloragdo com safranina por 1
minuto. As laminas foram lavadas com 4gua destilada entre as etapas e secas a temperatura
ambiente para posterior observagdo microscopica.

A observacao morfologica das células bacterianas foi realizada em microscopio Optico

com aumento de até 1000x%, utilizando 6leo de imersdo. As medi¢cdes de comprimento e largura
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celular, expressas em micrometros (um), foram obtidas por meio de software de andlise de

imagens S-EYE, acoplado ao microscépio.

3.5 Selecio de cepas, cultivo e preparo de indculo

Dentre as 16 cepas bacterianas (RRC21, RRC2B1, RRC2B2, RRH1A, RRH4A,
RRH4D, RRH72B, RRH82A, RRH82B, RRZ2A, RRZ32, RRZ43B, RRZ63A, RRZ63B,
RRZ83B e RRZB2) previamente isoladas da rizosfera de H. speciosa, foram selecionadas trés
(RRC2B2, RRH4D e¢ RRZB2) para os ensaios de promocao de crescimento. O critério de
selecdo das trés cepas considerou a representatividade das trés areas de coleta dentro da reserva
extrativista, de modo que uma cepa representativa de cada area foi escolhida, preservando a
diversidade genética funcional entre ambientes.

As cepas selecionadas foram cultivadas em meio Caldo Nutriente (CN) sob agitacdo
constante (150 rpm), a 28 °C, por 24 h. O indculo bacteriano foi padronizado por meio do ajuste
da densidade optica a 600 nm, conforme descrito por Madigan et al. (2015), que destacam o
uso da densidade Optica como método indireto para estimativa e padroniza¢ao da concentragao
celular em culturas bacterianas liquidas. As sementes utilizadas nos ensaios in vivo foram de

alface (var. Americana)

3.6 Bioensaio de promocao de crescimento em alface com inoculagio direta

Para o ensaio de germinagdo com inoculacdo direta, as sementes foram previamente
submetidas ao processo de biocondicionamento que consiste em um tratamento que associa a
hidratacdo controlada das sementes a inoculagdo com microrganismos benéficos, favorecendo
a colonizacgao precoce e o aumento do vigor inicial das plantulas (Singh et al., 2016). Para tanto,
as sementes foram embebidas em solucdo bacteriana diluida a 1%, sob oxigenacao continua,
por um periodo de 5 minutos.

As sementes tratadas foram dispostas para germinacdo em Gerbox® (caixa para teste de
germinagdo) com papel germitest, previamente umedecido com agua destilada em volume
equivalente a 2,5 vezes o peso do papel. Em seguida, permaneceram acondicionadas em
germinador do tipo BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio), mantido a temperatura de 20
°C, sob fotoperiodo de 16 horas de luz.

As avaliagdes ocorreram em diferentes estadios (N1 e N2). Foram analisadas as
seguintes variaveis: quantidade de sementes germinadas, sementes duras, sementes deterioradas
e plantulas anormais. Consideraram-se germinadas as plantulas que apresentaram todas as

estruturas essenciais devidamente desenvolvidas.
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Para a avalia¢do do desenvolvimento das plantulas, procedeu-se a quantificacdo da area
das plantulas (cm?), da razao raiz/hipocétilo, bem como do comprimento do hipocotilo, da raiz
primaria ¢ do comprimento total da plantula. As medigoes foram realizadas por meio do

equipamento de analise de imagens GroundEye®.

3.7 Analises estatisticas

A analise de agrupamento fenotipico foi conduzida no ambiente estatistico R,
empregando-se o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).
Para a constru¢do dos dendrogramas e andlise de similaridade entre os isolados, foram
utilizados os pacotes ggplot2, ggdendro e cluster, possibilitando a formagdo de grupos de
similaridade com base nas caracteristicas morfoldgicas avaliadas.

Para o bioensaio de inoculagdo direta os dados foram organizados, considerando os
tratamentos: (controle meio, controle sem inoculagdo, RRZB2, RRC2B2 ¢ RRH4D) duas
repetigdes por tratamento, os estadios de avaliagao (N1 e N2) como fatores.

Inicialmente, foi realizada analise descritiva (média, desvio padrao e erro padrdo) por
tratamento e estagio. A suposi¢do de normalidade foi verificada por meio do teste de Shapiro—
Wilk, aplicado separadamente para N1 e N2. Como a variavel razao apresentou comportamento
nao normal, andlises envolvendo essa variavel foram interpretadas preferencialmente por
métodos robustos e/ou com transformacao, utilizando-se log(razdo) quando necessario para
modelagem parameétrica.

A associacdo entre variaveis foi avaliada por meio de matrizes de correlagdo de Pearson
(associagdo linear) e Spearman (associacdo monotdnica, robusta a ndo normalidade), calculadas
para o conjunto geral (N1+N2) e separadamente por estagio. A significancia das correlagdes foi
testada e apresentada em nivel de 5% (p<0,05).

Para explorar a estrutura multivariada do conjunto de varidveis, foi conduzida uma
Andlise de Componentes Principais (ACP), com padronizacgdo prévia das varidveis (z-score).
Foram obtidos os percentuais de variancia explicada por componente e construido biplot para
interpretagdo conjunta dos scores e cargas.

Para testar os efeitos de Tratamento, Estadio (N1 vs N2) e da interacdo Tratamento X
Estagio, foi ajustado um modelo linear misto (andlogo a ANOVA de medidas repetidas),
considerando tratamento, estagio e sua interagdo como efeitos fixos e intercepto aleatorio para
0 “sujeito” (repeticao dentro de tratamento), a fim de contemplar a correlagdo intrassujeito entre

N1 e N2. A significancia dos efeitos foi avaliada por testes do tipo Wald (qui-quadrado).
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Quando identificada interacdo significativa, foram conduzidos pos-testes de efeitos
simples: (i) comparagdo pareada entre N2 e N1 dentro de cada tratamento (teste t pareado
quando apropriado; caso contrario, teste de Wilcoxon), e (ii) comparagdo entre tratamentos
dentro de cada estagio, empregando Tukey para as variaveis com distribui¢ao aproximadamente
normal. Para controle do erro tipo I em comparagdes multiplas, utilizou-se ajuste de p-valores

pelo método de Holm (e adicionalmente FDR quando aplicavel).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizac¢ao dos isolados (fenotipica)

4.1.1 Caracterizacao dos isolados
Foram obtidos 16 isolados da rizosfera de mangabeiras: (RRC21, RRC2B1, RRC2B2,

RRHI1A, RRH4A, RRH4D, RRH72B, RRH82A, RRH82B, RRZ2A, RRZ32, RRZ43B,
RRZ63A, RRZ63B, RRZ83B e RRZB?2) (tabela 1). O tempo de crescimento variou entre 24 e
48 horas: 11 isolados apresentaram crescimento visivel em 24 h (RRC21, RRC2B1, RRHIA,
RRH4A, RRH4D, RRH82AB, RRZ2A, RRZ32, RRZ63B, RRZ83B ¢ RRZB2), enquanto 5
isolados necessitaram de 48 h para crescimento visivel (RRC2B2, RRH72B, RRHS&2A,
RRZ43B e RRZ63A), refletindo a diversidade de estratégias fisioldgicas e velocidades de
multiplicagdo. Essa diversidade ¢ tipica da rizosfera, onde os exsudatos radiculares favorecem
microrganismos com diferentes capacidades de adaptagdo (Costa et al., 2014; Assumpcao et
al., 2009).

Quanto ao padrao de crescimento, 7 isolados formaram colonias maiores que 1 cm
(RRC21, RRC2B2, RRH72B, RRH82AB, RRZ2A, RRZ63A e RRZB2), enquanto 9 isolados
apresentaram colonias menores, com diametro inferior a 1 cm (RRC2B1, RRH1A, RRH4A,
RRH4D, RRH82A, RRZ32, RRZ43B, RRZ63B ¢ RRZ83B). Colonias maiores podem estar
associadas a uma maior producdo de exopolissacarideos, o que favorece a adesdo e a
estabilidade microbiana, enquanto as colonias menores refletem estratégias de colonizagdo
diferentes, sem necessariamente indicar menor potencial funcional (Berg et al., 2005; Madigan
etal., 2015).

A andlise da rea¢do de Gram dos isolados revelou predominancia de bactérias Gram-
positivas com 11 isolados apresentando esse comportamento: RRHIA, RRH72B, RRHS82A,
RRHS82B, RRZ2A, RRZ32, RRZ43B, RRZ63A, RRZ63B, RRZ83Be RRZB2 (Figura 1).
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Figura 1. Imagem capturada do teste de gram do isolado RRZ2A (gram-positivo). Fonte:
Elaborado pelo autor (2025)

Ja os isolados RRC21, RRC2B1, RRC2B2, RRH4A ¢ RRH4D apresentaram

comportamento Gram-negativo (Figura 2).

Figura 2. Imagem capturada do teste de gram do isolado RRC2B2 (gram-negativo). Fonte:
Elaborado pelo autor (2025)

A predominancia de bactérias Gram-positivas € relevante, ja4 que muitas delas atuam
como bactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR), contribuindo para o

desenvolvimento inicial das plantulas. No entanto, a reacdo de Gram, sozinha, ndo permite



determinar a patogenicidade, sendo necessaria a realizagdo de testes complementares para

avaliar o potencial biotecnologico e fitossanitario dos isolados (Lopes et al., 2016; Backer et

al., 2018)

Tabela 1. Caracterizagao dos isolados da rizosfera de mangabeiras.

Isolado Padrao de Diametro>1cm Gra  Tempo de crescimento (h)
colonia m
RRC21 Unido + - 24
RRC2BI Separado - - 24
RRC2B2 Unido + - 48
RRH1A Unido - + 24
RRH4A Separado - - 24
RRH4D Unido - - 24
RRH72B Separado + + 48
RRHS§2A Unido - + 48
RRH82AB  Unido + + 24
RRZ2A Separado + + 24
RRZ32 Separado - + 24
RRZ43B Separado - + 48
RRZ63A Unido + + 48
RRZ63B Separado - + 24
RRZS83B Separado - + 24
RRZB2 Separado + + 24

Didmetro: (+) superior a 1 c¢cm; (—) inferior a 1 cm. Gram: (+) Gram-positivas; (—) Gram-
negativas. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.1.2 Dendrograma UPGMA e interpretaciao dos grupos

Com base nas caracteristicas fenotipicas registradas para os isolados (padrdo de colonia,

diametro, reacdo de Gram e tempo de crescimento), foi realizada uma andlise de agrupamento

hierarquico pelo método UPGMA (Figura 3).

19



Dendrograma Customizado dos Isolados Microbianos
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Figura 3. Dendrograma (UPGMA) de similaridade fenotipica entre os isolados bacterianos,
baseado no padrdo de coldnia, didmetro, reacdo de Gram e tempo de crescimento (distancia de
Hamming).

No dendrograma, o eixo X (horizontal) representa a similaridade entre os isolados, onde
a proximidade das ramificagdes indica maior semelhanca entre os isolados, e a distidncia de
Hamming (linha horizontal) reflete maior dissimilaridade entre os grupos. Ja o eixo Y (vertical)
exibe os isolados individuais e seus agrupamentos, com cada linha representando um isolado
microbioldgico ou um grupo de isolados que foram agrupados com base em suas caracteristicas.

Esse procedimento permite sintetizar a similaridade entre isolados a partir de multiplos
descritores fenotipicos (padrao de colonia, didmetro, reacdo de Gram e tempo de crescimento),
evidenciando padrdes de proximidade entre aqueles que compartilham -caracteristicas
semelhantes.

O dendrograma evidenciou-se isolados proéximos, como RRZ63B, RRZ32 ¢ RRZ83B
indicando alta similaridade e a formagao de subgrupos com combinagdes equivalentes entre
Gram, tempo de crescimento e padrdo/didmetro colonial, sugerindo que apresentam tragos
compartilhados possivelmente associados a estratégias semelhantes de crescimento e
adaptacao. Adicionalmente, RRH4D e RRZ63A apresentaram maior distancia em relacao aos
demais, indicando perfis fenotipicos mais particulares, o que refor¢a a heterogeneidade do

conjunto obtido e a diversidade esperada em comunidades rizosféricas.
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Os agrupamentos observados refletem a influéncia conjunta dos descritores avaliados e
sdo consistentes com a ideia de que microrganismos da rizosfera podem organizar-se em
conjuntos funcionais/fenotipicos com diferentes estratégias de crescimento e persisténcia no

ambiente.

4.2 Bacterias diazotroficas e a promoc¢io de crescimento em alface — inoculacio
direta (biocondicionamento)
As respostas dos isolados ao meio LG, que € seletivo para bactérias diazotréficas por

ndo conter fontes de nitrogénio mineral assimilaveis, favorecendo, assim, o crescimento de
microrganismos capazes de fixar o nitrogénio atmosférico, formaram a pelicula caracteristica
de bactérias fixadoras de nitrogénio, conforme descrito por Ddbereiner et al. (1995). Isso
caracterizou os isolados: RRZB2, RRH4D ¢ RRC2B2 como bactérias diazotroficas, sendo

indicadas para utilizagdo no biocondicionamento (Figura 4).

3 V ——— — ‘ e
Figura 4. Formagao da pelicula no meio LG no isolados. Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
.O bioensaio de inoculacdo direta (biocondicionamento) permitiu avaliar respostas de

crescimento inicial de plantulas de alface sob diferentes tratamentos bacterianos em dois
momentos de avaliacdo (N1 e N2). Considerando que efeitos associados a PGPR podem variar
ao longo do desenvolvimento inicial, a anélise foi organizada por estadio, permitindo comparar
tanto diferengas entre tratamentos dentro de cada avaliagdo quanto mudangas de N1 para N2

dentro de cada tratamento.

4.2.1 Sintese descritiva das variaveis morfométricas (N1 e N2)

A sintese descritiva das variaveis morfométricas obtidas por GroundEye® (Tabela 2)
apresenta médias e desvios padrao por tratamento em N1 e N2 para as varidveis area,

comprimento de hipocoétilo, comprimento de raiz, comprimento total e razao raiz/hipocétilo.
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Tabela 2. Médias + desvio padrdo (dp) das varidaveis morfométricas por tratamento e estdgio

(N1 e N2).

Tratamento N Aréa Hipocotilo Razao Raiz Total

RRC2B2 N1 0.31+0.09 0.92+0.31 2.33£1.02  1.98+0.53  2.90+0.65
RRC2B2 N2 0.44+0.03 1.29+0.15 1.64+0.27 2.11+0.33  3.40+0.41
RRH4D N1 0.41£0.06 1.05+0.12 2.46+0.64 2.53+0.47 3.58+0.42
RRH4D N2 0.38+£0.07 1.30+0.38 1.59+0.79  1.84+0.26  3.14+0.35
RRZB2 N1 0.45+£0.04 1.53+£0.22 1.76£0.32  2.66+0.38  4.20+0.48
RRZB2 N2 0.39+0.05 1.35+0.24 1.35+0.53 1.74+0.41 3.09+0.41
controle SI N1 0.33£0.03 0.99+0.13  2.23+0.74 2.16£0.56  3.14+0.55
controle SI N2 0.37£0.07 1.42+0.31 1.56£0.21 2.17+0.28  3.59+0.56
controle meio N1 0.34+0.06 1.05£0.24 1.87+0.62 1.90+0.42  2.95+0.50
controle meio N2 0.40+0.07 1.39+0.27 1.37+0.34  1.85+0.14  3.24+0.23

Valores expressos como média = dp. N por célula = 5 (repeti¢des) para cada tratamento em cada estagio.
Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

4.2.2 Efeitos de Tratamento, Estadio e Interaciao (modelo misto / medidas
repetidas)

Para testar simultaneamente os efeitos de Tratamento, Estadio (N1 vs N2) e da interagao
TratamentoxN sobre as variaveis morfométricas, foi ajustado um modelo misto (ANOVA de
medidas repetidas), considerando as duas avaliagdes por unidade experimental e utilizando
testes tipo Wald (qui-quadrado). Para a varidvel razdo (raiz/hipocotilo) foi aplicada

transformagao log(razao) devido a ndo-normalidade (Tabela 3)

Tabela 3. Resumo do modelo misto (ANOV A de medidas repetidas) com testes tipo Wald
(qui-quadrado).

Variavel Efeito Wald > Gl P p (Holm)
Area Tratamento 24.363 4 0.000068 0.000203
Area N (N1vsN2) 15.016 1 0.000107 0.000213
Area Tratamentox  19.121 4 0.000744 0.000744
N
Hipocédtilo  Tratamento 23.494 4 0.000101 0.000303
Hipocotilo N (N1vsN2) 7.386 1 0.006575 0.013149
Hipocotilo  Tratamentox  13.090 4 0.010845 0.013149
N
Razdo (log) Tratamento 5.289 4 0.258885 0.517770
Razdo (log) N (N1vsN2) 3.898 1 0.048351 0.145053
Razdo (log) Tratamentox  1.403 4 0.843693 0.843693
N
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Raiz Tratamento 18.241 4 0.001107 0.002215

Raiz N (N1 vsN2) 0.389 1 0.532847 0.532847

Raiz Tratamentox 19.688 4 0.000575 0.001726
N

Total Tratamento 32.979 4 0.000001 0.000004

Total N (N1 vsN2) 3.542 1 0.059845 0.059845

Total Tratamentox 27.073 4 0.000019 0.000038
N

Nota: para a variavel Razdo (raiz/hipocoétilo) utilizou-se log(razao). Valores de p (Holm) correspondem ao ajuste
por Holm dentro de cada variavel.

4.2.3 Pos-testes (efeitos simples)

Como a interacao TratamentoxN foi significativa para parte das varidveis no modelo
misto, foram conduzidos poés-testes (efeitos simples) para identificar onde estavam as
diferencas: (A) comparacao parecada entre N2 vs NI dentro de cada tratamento; e (B)

comparag¢do entre tratamentos dentro de cada estagio (N1 e N2).

(A) Comparacgao N2 vs N1 dentro de cada tratamento (pareado)

Na comparacao pareada por tratamento e variavel, com ajuste de p-valor por Holm (por
variavel, cinco tratamentos), observou-se que apenas uma comparagdo permaneceu
significativa apds o ajuste: RRZB2 para “comprimento total”, apresentando reducao de N1 para
N2 (A médio N2-N1 =—1,104), com p(Holm)=0,0352.

As demais variagoes entre N1 ¢ N2 dentro dos tratamentos niao se mantiveram
significativas apds o ajuste, indicando que, de modo geral, as mudangas temporais foram
heterogéneas, mas sem evidéncia robusta de diferenca pareada na maioria das combinagdes

tratamento-variavel.

(B) Comparacio entre tratamentos dentro de cada estadio (Tukey)
Como complemento, foram realizadas comparag¢des multiplas dentro de N1 e dentro de
N2, aplicando Tukey para as varidveis aproximadamente normais. A tabela do relatorio lista
apenas as comparacoes significativas, com maior concentracdo de diferencas em N1 (fase
inicial), o que € coerente com o padrdo de interacdo observado no modelo misto. Como existe

interacdo, os pos-testes entram para explicar onde estao as diferengas

Tabela 4. Pos-teste pareado (N2 vs N1) por tratamento.

Tratamento  Variavel A Médio Teste p p (Holm)
(N2—-N1)
RRC2B2 Area 0,1320 t pareado 0,0505 0,2526
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RRH4D Area -0,0291 t pareado 0,6120 0,7949
RRZB2 Area -0,0544 t pareado 0,2381 0,7144
controle ST Area 0,0358 t pareado 0,3974 0,7949
controle Area 0,0636 t pareado 0,1064 0,4255
meio

RRC2B2 Hipocotilo 0,3689 t pareado 0,0888 0,3551
RRH4D Hipocotilo 0,2522 t pareado 0,1891 0,3781
RRZB2 Hipocotilo -0,1835 t pareado 0,2436 0,3781
controle SI ~ Hipocétilo 0,4283 t pareado 0,0349 0,1746
controle Hipocotilo 0,3386 t pareado 0,1033 0,3551
meio

RRC2B2 Raiz 0,1320 Wilcoxon 0,6250 1,0000
RRH4D Raiz -0,6875 t pareado 0,0213 0,1067
RRZB2 Raiz -0,9207 Wilcoxon 0,0625 0,2500
controle SI  Raiz 0,0149 t pareado 0,9597 1,0000
controle Raiz -0,0528 t pareado 0,8162 1,0000
meio

RRC2B2 Total 0,5010 t pareado 0,2084 0,7395
RRH4D Total -0,4353 t pareado 0,1849 0,7395
RRZB2 Total -1,1041 t pareado 0,0070 0,0352
controle SI  Total 0,4431 t pareado 0,2984 0,7395
controle Total 0,2858 t pareado 0,4129 0,7395
meio

RRC2B2 Razao -0,6867 t pareado 0,2295 0,4406
RRH4D Razao -0,8743 t pareado 0,0370 0,1848
RRZB2 Razao -0,4127 t pareado 0,2203 0,4406
controle SI  Razao -0,6704 t pareado 0,0930 0,3720
controle razao -0,4938 t pareado 0,1438 0,4313
meio

Nota: A médio (N2—N1) > 0 indica aumento de N1 para N2; A <0 indica reducao. p (Holm) = ajuste de
Holm para as 5 comparagoes dentro de cada variavel. Destaque: RRZB2—total permaneceu significativo
apos ajuste (p(Holm)=0,0352). Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

Tabela 5. Comparacdes entre tratamentos em N1 (Tukey) — apenas comparacdes significativas.

Variavel Grupo 1 Grupo 2 Dif. média p-aj IC95% I1C95%
(G1-G2) (Tukey) inf sup
Area RRC2B2 RRZB2 0,1411 0,0129 0,0247 0,2574
Area RRZB2 controle SI -0,1176 0,0468 -0,2339  -0,0012
hipocétilo RRC2B2 RRZB2 0,6072 0,0021 0,1980 1,0164
Hipocotilo RRZB2 controle SI -0,5439 0,0059 -0,9531  -0,1347
Hipocotilo RRH4D RRZB2 0,4830 0,0159 0,0738 0,8922
Hipocotilo RRZB2 controle meio  -0,4779 0,0173 -0,8871  -0,0687
Total RRC2B2 RRZB2 1,2932 0,0074 0,2956 2,2909
Total RRZB2 controle meio  -1,2444 0,0102 -2,2421 -0,2468
Total RRZB2 controle SI -1,0517 0,0357 -2,0494  -0,0541

Nota: Dif. média refere-se a (Grupo 1 — Grupo 2). IC95% = intervalo de confianca de 95% para a
diferenga. Fonte: Elaborado pelo autor (2026).
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4.2.3 Pos-testes (efeitos simples)

Como a interagdo TratamentoxN foi significativa para algumas variaveis, foram
conduzidos pos-testes para identificar onde ocorrem as diferencgas: (i) comparagdo pareada N2
vs N1 dentro de cada tratamento e (ii) comparagdo entre tratamentos dentro de cada estagio

(Tukey).

Tabela 6. Comparagdes N2 vs N1 que permanecem significativas apos ajuste de Holm.

Tratamento  Variavel A médio Teste p p (Holm)
(N2—-N1)
RRZB2 Total -1.1041 t pareado 0.0070 0.0352

Tabela 7. Comparagdes entre tratamentos dentro de cada estagio (Tukey) — apenas comparagdes
significativas.

Estdgi  Variavel Grupo 1 Grupo 2  Dif. p-aj IC95% 1C95%

0 M¢édia (Tukey) inf sup

N1 Area RRC2B2 RRZB2 0.14 0.013 0.025 0.257

N1 Area RRZB2 controle -0.12 0.047 -0.234 -0.001
SI

N1 Hipocotilo RRC2B2 RRZB2 0.61 0.002 0.198 1.016

N1 Hipocotilo  RRH4D RRZB2 048 0.016 0.074 0.892

N1 Hipocotilo RRZB2 controle -0.54 0.006 -0.953 -0.135
SI

N1 Hipocotilo RRZB2 controle  -0.48 0.017 -0.887 -0.068
meio

N1 Total RRC2B2 RRZB2 1.29 0.007 0.296 2.291

N1 Total RRZB2 controle -1.05 0.036 -2.049 -0.054
SI

N1 Total RRZB2 controle -1.24 0.010 -2.242  -0.247
meio

Dif. média refere-se a (Grupo 1 — Grupo 2). IC95% = intervalo de confianca de 95% para a diferenca.
Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

De forma integrada, os pos-testes confirmam que a principal evidéncia robusta de
mudanca temporal dentro de um mesmo tratamento ocorreu para RRZB2 em comprimento
total, com reduc¢do significativa de N1 para N2 (A N2-N1 = —1,104; p(Holm)=0,0352). Esse
resultado € consistente com os graficos de interacao TratamentoxN, nos quais RRZB2 apresenta
desempenho mais elevado na avaliagdo inicial € queda na avaliagdo subsequente, contribuindo
para a significancia da interagdo observada no modelo misto. Além disso, os graficos de
interacdo para area, hipocdtilo, raiz e total evidenciam que os tratamentos ndo seguem um

padrao temporal uniforme: enquanto alguns mantém valores semelhantes entre N1 e N2, outros
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apresentam variagdes em sentidos distintos, reforcando que a resposta ao biopriming ¢é cepa-
dependente e dependente do estdgio. Assim, a interpretacdo dos efeitos deve priorizar o
comportamento conjunto (N1 e N2), uma vez que diferencas pontuais em N1 podem ndo se
manter em N2, especialmente para variaveis relacionadas ao crescimento global (area e total) e

a contribuicdo relativa de 6rgdos (raiz e hipocotilo).
4.3 Analises multivariadas das variaveis morfométricas

4.3.1 Correlacdes (Pearson e Spearman)

As correlagdes entre as varidveis morfométricas foram avaliadas pelos coeficientes de
Pearson (associagao linear) e Spearman (associagdo monotdnica, mais robusta quando ha ndo-
normalidade), considerando o conjunto geral (N1+N2) e, complementarmente, cada estagio
separadamente. De forma geral, observou-se alta coeréncia interna entre as variaveis de
crescimento: o comprimento total apresentou associagdo forte e positiva com o comprimento
de raiz (Pearson r=0,846; Spearman p=~0,807; p<0,001), indicando que o crescimento total ¢
fortemente influenciado pelo componente radicular. Também foram observadas correlagdes
positivas relevantes entre area e total (Spearman p~0,564; p<0,001), reforcando que plantulas
maiores tendem a apresentar maior area capturada na analise de imagem.

A varidvel razdo raiz/hipocétilo exibiu um padrdo esperado e biologicamente
interpretavel: correlacionou-se positivamente com raiz (Spearman p=0,683; p<0,001) e
negativamente com hipocoétilo (Spearman p=~—0,654; p<0,001), o que confirma que a razao €
sensivel ao balango entre crescimento radicular e alongamento do hipocétilo. Como a razao
tende a apresentar distribuicdo menos aderente a normalidade, a interpretagdo desse indicador
deve priorizar Spearman e/ou transformagdo (ex.: log-razao) quando utilizado em modelos

paramétricos.

4.3.2 ACP (PCA) — PC1/PC2 e interpretacio (crescimento geral vs contraste
raiz/hipocadtilo).

A Anadlise de Componentes Principais (ACP/PCA) foi aplicada as variaveis area,
hipocotilo, raiz, total e razdo, apds padronizagdo (z-score), com o objetivo de resumir a variacao
conjunta e identificar quais medidas mais explicam as diferencas entre observagdes. Os dois
primeiros componentes explicaram a maior parte da variabilidade do conjunto (PC1 = 50,9% e
PC2 = 39,4%, totalizando ~ 90,4%).

A interpretacdo indicou que o PCl representa predominantemente um eixo de
“tamanho/crescimento geral”, pois recebe contribui¢cdes consistentes do comprimento total,

raiz, hipocotilo e area (isto €, quando uma plantula cresce mais, essas medidas tendem a
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aumentar conjuntamente). Ja o PC2 ¢ fortemente influenciado pela razao raiz/hipocoétilo e pelo
contraste entre raiz e hipocétilo, funcionando como um eixo de balango morfoldgico: valores
mais altos nesse componente tendem a refletir maior predominancia do crescimento radicular
em relacdo ao alongamento do hipocotilo. Assim, a ACP complementa a anélise univariada ao
mostrar que as diferengas entre observacdes envolvem tanto crescimento global quanto padrdes

de alocacdo entre raiz e parte aérea.

ACP (PCA) - Variancia explicada

50 A

40 A

30

20 1

Variancia explicada (%)

10 1

0-

PC1 PC2

Figura 5. Percentual de variancia explicada pelos dois primeiros componentes principais (PC1
e PC2) na Andlise de Componentes Principais (ACP/PCA) das varidveis morfometrias.
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Figura 6. Biplot da Analise de Componentes Principais (ACP/PCA) das variaveis
morfométricas, mostrando os scores das observagdes em N1 e N2 e os loadings (vetores) das
variaveis nos eixos PC1 e PC2.

A predominancia de Gram-positivos (11/16) é coerente com a literatura que aponta a
alta adaptacdo de Bacillus spp. e outros Gram-positivos ao ambiente do solo e da rizosfera, em
parte devido a tolerancia a estresses ambientais e a capacidade de persisténcia (incluindo
formagdo de estruturas resistentes) e produ¢do de metabolitos. Estudos classicos e revisdes
indicam que Bacillus frequentemente compde parcela relevante de comunidades rizosféricas e
¢ recorrente em isolamentos cultivaveis, o que torna plausivel que parte importante dos seus
isolados pertenca a esse grupo (hipdtese a ser confirmada por identificagdo molecular) (Pandey;
Palni 1997).

A obtengdo de 16 isolados a partir do solo rizosférico de mangabeira, com variacao em
morfologia colonial, didmetro, reacdo de Gram e tempo de crescimento, reforca a no¢ao de que
a rizosfera ¢ um “hotspot” de diversidade microbiana e de selecdo funcional mediada pela
planta.

Revisdes sobre PGPR descrevem que os exsudatos radiculares e as condigdes fisico-
quimicas do microambiente rizosférico modulam a estrutura e o desempenho dos

microrganismos, favorecendo grupos com estratégias metabolicas e de colonizagao distintas, o
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que ¢ compativel com a heterogeneidade observada no conjunto isolado (Backer, Rachel et al.
2018).

Os padroes de coldnias unidas (confluentes) versus separadas (discretas) podem ser
interpretados como expressdes fenotipicas de estratégias distintas de crescimento e
organizagdo. A literatura sobre biofilmes destaca que a producdo de matriz
extracelular/exopolissacarideos aumenta coesdo, adesao e estabilidade estrutural, com potencial
relevancia ecoldgica para persisténcia e colonizagao em superficies, como a rizoplana. Assim,
a presenga de isolados com maior coalescéncia colonial ¢ compativel com um perfil
potencialmente mais associado a formacao de agregados/biofilmes (Backer et al., 2018).

A variacdo no didmetro colonial (>1 cm vs <1 cm) e no tempo de crescimento (24 vs 48
h) também sugere coexisténcia de perfis com diferentes velocidades de multiplicacdo e
exigéncias. Em ecologia microbiana aplicada, esse contraste ¢ frequentemente discutido como
“trade-offs” entre rapidez de crescimento em condi¢des favoraveis e estratégias mais
conservativas (por exemplo, maior tolerancia, maior eficiéncia ou especializacdo), o que ¢
compativel com comunidades rizosféricas complexas (Fadiji et al., 2022).

Por fim, o dendrograma UPGMA baseado em descritores fenotipicos sintetiza a
similaridade entre isolados e indica que parte do conjunto compartilha “pacotes” de
caracteristicas (Gram/tempo/colonia/didmetro), ao mesmo tempo em que alguns isolados
apresentam perfis mais singulares. Embora fenotipagem ndo substitua identificacdo
taxondmica, a literatura reconhece que analises de agrupamento auxiliam na triagem de
diversidade e na selecdo de candidatos para testes funcionais, sobretudo quando o objetivo ¢
prospeccao de microrganismos com potencial biotecnologico (Backer et al., 2018).

Os resultados indicaram que os efeitos do biocondicionamento foram dependentes do
estagio, com evidéncia de interacdo TratamentoxN para varidveis-chave (&rea, hipocotilo, raiz
e total). Esse padrao ¢ amplamente consistente com o que a literatura descreve para tratamentos
de sementes com microrganismos: beneficios podem ser fortes no inicio (emergéncia/vigor) e
reduzir ou mudar a medida que a planta cresce, devido a dinamica de colonizagdo, competicao
com a microbiota residente e transi¢do do controle fisiologico da plantula para estagios
subsequentes.

Revisdes especificas sobre biocondicionamento e sobre tratamento de sementes com
microrganismos enfatizam essa variabilidade e dependéncia de condigdes e do tempo
(Mahmood et al., 2016).

No seu ensaio, a cepa RRZB2 se destacou em N1 (maiores valores médios em variaveis

de crescimento), mas esse padrao ndo se sustentou em N2, e o pds-teste mostrou queda

29



significativa do comprimento total (N1—N2) em RRZB2 apds ajuste (Holm). Um resultado
assim ¢ biologicamente plausivel, uma vez que, mecanismos de PGPR como
producao/modulagao de fitohormdnios (ex.: auxinas) e sinais volateis podem acelerar respostas
iniciais (alongamento, expansao), porém, dependendo do genotipo vegetal, dose/condicao e
equilibrio hormonal, efeitos podem estabilizar ou até se tornar contextualmente desfavoraveis
em fases subsequentes. Revisdes e artigos recentes discutem justamente a natureza dependente
de contexto (concentracdo, sensibilidade do hospedeiro, ambiente) e a possibilidade de
respostas nao lineares quando ha sobre-estimulo hormonal ou alteragdes na arquitetura
radicular/parte aérea (Martinez-Viveros et al., 2010; Etesami et al., 2025; Adjei et al., 2025).

Além disso, estudos e revisdes sobre PGPR refor¢cam que os efeitos podem variar com
o tempo por mudancas na colonizagao ¢ na dindmica da comunidade, o inoculante pode ter
impacto inicial, mas ao longo dos dias a microbiota residente e o proprio ambiente rizosférico
se reorganizam, modulando a persisténcia do efeito e gerando “legados” e dindmicas temporais
complexas. Isso ajuda a interpretar porque diferencas claras em N1 nem sempre permanecem
em N2 (Moore, 2022; Backer et al., 2018).

No caso especifico da alface, ha literatura experimental mostrando que tratamentos com
microrganismos podem aumentar vigor e parametros de crescimento/producdo, mas com
magnitude variavel conforme o tipo de microrganismo, formulagdo/consorcio e condigdes de
cultivo. Isso reforga a necessidade das suas recomendagoes finais, identificar RRZB2 ¢ testar
mecanismos (FBN, solubilizagdo, fitohormonios/ACC deaminase), bem como validar em
condi¢des controladas e com acompanhamento temporal (Jaoudé, 2025; Suarez-Stella, 2023;
Posti¢ et al., 2021).

As correlagdes mostraram forte coeréncia entre as varidveis estruturais (total, raiz,
hipocétilo e area), o que ¢ esperado em morfometria de plantulas, um eixo de “crescimento
geral” tende a capturar o aumento conjunto de medidas relacionadas ao tamanho. A razao
raiz/hipocétilo, por sua vez, comporta-se como um indicador de balanco/alocacdo, exibindo
correlagdo positiva com raiz e negativa com hipocédtilo — padrdo também coerente com a
interpretacdo fisiologica do indicador. Trabalhos de revisdo sobre PGPR destacam que
alteragdes em arquitetura radicular e em equilibrio raiz/parte aérea sdo rotas comuns de
promocao de crescimento (via hormonios, aquisi¢do de nutrientes € modulacao de estresse), o
que sustenta a utilidade desses indicadores para interpretar respostas no inicio do
desenvolvimento (Grover, 2021).

A ACP reforcou essa leitura ao separar dois eixos principais, PC1 associado ao

crescimento geral (contribui¢des de total/raiz/hipocétilo/area) e PC2 associado ao
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contraste/balan¢o envolvendo a razio e o antagonismo entre componentes radiculares e de parte
aérea. Esse padrao ¢ tipico quando o conjunto de variaveis inclui medidas de tamanho absoluto
e uma variavel de “propor¢ao”, e fortalece a interpretacao de que os tratamentos podem alterar
tanto a magnitude do crescimento quanto a forma/estratégia de alocag¢do, em linha com

mecanismos reportados para PGPR (Grover et al., 2021).

5. CONCLUSAO

Foram isoladas 16 bactérias da rizosfera de mangabeira em area de reserva extrativista,
evidenciando diversidade fenotipica quanto ao padrao de colonias, didmetro, reacdo de Gram e
tempo de crescimento. A predominancia de isolados com crescimento em 24 horas e a variedade
de padrdes coloniais sugerem ampla adaptabilidade e heterogeneidade ecoldgica no ambiente
rizosférico.

No ensaio de inoculagdo direta em alface, os resultados indicaram que os efeitos sobre
as variaveis morfométricas foram dependentes do tempo de avaliacdo, com evidéncia de
interacao Tratamento X Estadio (N1 vs N2) para variaveis de crescimento (especialmente area,
hipocoétilo, raiz ¢ comprimento total). Em termos praticos, a cepa RRZB2 se destacou na
avaliagdo inicial (N1), associando-se a maior vigor/crescimento inicial; entretanto, o efeito nao
se manteve em N2, e observou-se redugdo significativa do comprimento total de N1 para N2
em RRZB2. Assim, RRZB2 deve ser interpretada como candidata promissora para promogao
de crescimento inicial, mas com resposta estagio-dependente, o que precisa ser considerado em
validagdes posteriores.

Recomenda-se a identificacdo molecular das cepas prioritarias e a realizagcdo de ensaios
funcionais para elucidar mecanismos associados a PGPR, como fixacao biologica de nitrogénio
(FBN), solubilizacdo de nutrientes e produ¢ao/modulagdo de fitohormonios, além de testes de
desempenho sob condi¢des controladas e em viveiro/casa de vegetacdo. De modo geral, a
rizosfera da mangabeira mostrou-se uma fonte promissora de isolados com potencial para
desenvolvimento de bioinsumos, destacando-se RRZB2 como PGPR, com a ressalva de que
sua resposta deve ser avaliada em diferentes momentos do desenvolvimento e condigdes de

cultivo.
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