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RESUMO

VIEIRA, Matheus Emannuel Oliveira. Tratamento de sementes com microrganismos
benéficos: vigor e respostas fisioldgicas de plantulas. Sao Cristovao: UFS, 2026.110p. (Tese
—Doutorado em Agricultura e Biodiversidade).*

A agricultura contemporanea demanda tecnologias capazes de elevar a eficiéncia produtiva e a
sustentabilidade dos sistemas agricolas, reduzindo a dependéncia de insumos quimicos. Nesse
contexto, 0 uso de microrganismos benéficos no tratamento de sementes constitui estratégia
promissora por atuar diretamente na germinacdo, no vigor e no estabelecimento inicial das
plantas. Nesta tese, integraram-se estudos sobre bioinsumos, combinacgdes bacterianas, solucées
osmoprotetoras, isolamento e caracterizacdo do potencial biotecnolégico de culturas
microbianas mistas e indugdo de resisténcia sistémica, com énfase no aproveitamento de
recursos microbianos e no desenvolvimento de tecnologias apliciveis as condi¢Ges agricolas
regionais. No Artigo 1, foi avaliada uma solucédo tecnoldgica para o tratamento de sementes de
soja armazenadas, baseada na associagdo entre microrganismos e uma matriz osmoprotetora
para melhorias no vigor das plantulas. Diferentes periodos de embebicdo e combinacdes
microbianas foram testados, evidenciando que a resposta ao tratamento depende da composicao
da formulacdo e das condigdes de aplicacdo. Houve favorecimento de caracteristicas de
crescimento inicial e vigor das plantulas de soja, indicando potencial para o desenvolvimento
de formulagbes destinadas ao tratamento bioldgico de sementes. No Artigo 2, avaliou-se o
biocondicionamento de sementes de milho com Bacillus amyloliquefaciens, considerando
germinacdo, morfologia das pléntulas e atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase, ascorbato peroxidase e catalase. Ndo houve alteracdo do percentual de germinacao,
mas o tempo de exposicdo foi crucial para o vigor, o crescimento e o metabolismo antioxidante
das plantulas. No periodo de quatro horas houve respostas positivas, enquanto a exposi¢cdo por
seis horas esteve associada ao menor desempenho no vigor e maior atividade da ascorbato
peroxidase, indicando maior demanda antioxidante. Nesses artigos, apresenta-se que o tempo
de contato € uma variavel decisiva, pois exposi¢oes intermediarias promoveram respostas mais
equilibradas, enquanto periodos prolongados podem alterar o metabolismo e comprometer o
vigor. No Artigo 3, foram prospectadas culturas mistas microbianas e avaliou-se o potencial
biotecnoldgico dessas culturas na solubilizacdo de fosforo inorganico, no antagonismo in vitro
do fungo Macrophomina phaseolinana e na germinacéo das culturas de feijao e soja. No Artigo
4, uma revisdo sistematica reuniu evidéncias sobre a resisténcia sistémica induzida por
microrganismos benéficos. Trichoderma, Bacillus e Pseudomonas destacaram-se entre 0s
principais géneros envolvidos na ativacdo de defesas vegetais, com participacdo de genes,
proteinas, enzimas, espécies reativas de oxigénio e vias hormonais relacionadas aos acidos
jasmdnico e salicilico e ao etileno. Em conjunto, os estudos permitem inferir sobre a eficiéncia
dos bioinsumos e a dependéncia da interacdo entre microrganismo, formulacéo, espécie vegetal,
qualidade das sementes, tempo de aplicacdo e ambiente. Em conjunto, os resultados reforcam
o potencial dos bioinsumos avaliados, mas também demonstram a necessidade de estudos
adicionais sobre estabilidade, compatibilidade, sobrevivéncia microbiana e validacéo
agrondmica em diferentes condicGes de producéo.

Palavras-chave: bioinsumos, tratamento de sementes, Bacillus amyloliquefaciens,
condicionamento fisioldgico, vigor de plantulas, metabolismo antioxidante.

* Comité Orientador: Renata Silva Mann - UFS (Orientadora), Valdinete Vieira Nunes - UFS (Coorientadora).
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ABSTRACT

VIEIRA, Matheus Emannuel Oliveira. Seed treatment with beneficial microorganisms:
seedling vigor and physiological responses. S&o Cristovao: UFS, 2026. 110p. (Thesis —
Doctorate in Agriculture and Biodiversity).*

Modern agriculture requires technologies capable of enhancing the productive efficiency and
sustainability of agricultural systems while reducing reliance on chemical inputs. In this
context, the use of beneficial microorganisms for seed treatment represents a promising strategy
to directly influence germination, vigor, and early plant establishment. This thesis integrates
studies on bio-inputs, bacteria, osmoprotective solutions, the isolation and characterization of
the biotechnological potential of mixed microbial cultures, and the induction of systemic
resistance, with an emphasis on utilizing microbial resources and developing technologies
applicable to regional agricultural conditions. Chapter 1 details the development of a
technological solution for treating stored soybean seeds, combining microorganisms with an
osmoprotective matrix to improve seedling vigor. Various imbibition periods and microbial
treatments were tested, revealing that the response depends on the formulation's composition
and application conditions. The treatment promoted early growth characteristics and vigor in
soybean seedlings, highlighting the potential for developing formulations for biological seed
treatment. Chapter 2 evaluates the biopriming of maize seeds with Bacillus amyloliquefaciens,
assessing germination, seedling morphology, and the activity of antioxidant enzymes—
specifically superoxide dismutase, ascorbate peroxidase, and catalase. While germination rates
remained unchanged, exposure time proved crucial for seedling vigor, growth, and antioxidant
metabolism. A four-hour exposure yielded positive responses, whereas six hours of exposure
was associated with reduced vigor and increased ascorbate peroxidase activity, reflecting a
higher antioxidant demand. These chapters demonstrate that contact time is a decisive variable;
appropriate durations foster balanced physiological responses, whereas prolonged exposure can
alter metabolism and compromise vigor. In Chapter 3, mixed microbial cultures were screened,
and their biotechnological potential was evaluated regarding inorganic phosphorus
solubilization, *in vitro* antagonism against the fungus Macrophomina phaseolina, and
germination in bean and soybean crops. In Chapter 4, a systematic review gathered evidence
on systemic resistance induced by beneficial microorganisms. Trichoderma, Bacillus, and
Pseudomonas stood out as key genera involved in activating plant defenses, a process mediated
by genes, proteins, enzymes, reactive oxygen species, and hormonal pathways linked to
jasmonic acid, salicylic acid, and ethylene. Collectively, these studies provide insights into the
efficiency of bio-inputs and highlight how performance depends on the interplay between the
microorganism, formulation, plant species, application timing, and environmental conditions.
Overall, the results reinforce the potential of the evaluated bio-inputs but also demonstrate the
need for further research into stability, compatibility, microbial survival, and agronomic
validation across different production conditions.

Keywords: biological inputs, seed treatment, Bacillus amyloliquefaciens, physiological
conditioning, seedling vigor, antioxidant metabolism.

* Guidance Committee: Renata Silva Mann (Advisor), Valdinete Vieira Nunes (Adjunct advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

Aregido do SEALBA, cuja sigla corresponde as iniciais dos estados de Sergipe, Alagoas
e Bahia, esta localizada no Nordeste brasileiro e vem se consolidando como um importante
fronteira agricola do pais. Nos Ultimos anos, a regido tem ganhado destaque no agronegocio
nacional em razdo dos elevados niveis de produtividade, da expansao das areas cultivadas e do
aumento de sua participacdo na producdo de commodities agricolas.

A regido tem passado por uma transi¢do dindmica entre sistemas agricolas tradicionais
e sistemas de alta tecnologia, tendo o milho como principal cultura. Essa cultura alcanca
elevados niveis de produtividade em razdo da ado¢do de insumos tecnolégicos e do regime de
chuvas favoravel. A expansdo dos sistemas tecnificados de producdo de milho tem atraido
investimentos e ampliado a demanda por solucGes biotecnoldgicas adaptadas as condicGes
regionais. Paralelamente, a importancia social e alimentar do feijao evidencia a necessidade de
tecnologias acessiveis e adequadas aos sistemas de producdo da agricultura familiar.

Nesse cenario, 0s bioinsumos constituem ferramentas promissoras para aumentar a
eficiéncia produtiva e reduzir os impactos ambientais associados aos sistemas agricolas. Apesar
da expanséo de seu uso, ainda sdo escassos 0s produtos formulados e validados especificamente
para as condicdes edafocliméaticas do SEALBA. Torna-se, portanto, necessario desenvolver e
avaliar novos bioinsumos, bem como validar produtos comerciais ja disponiveis, com vistas a
sua integracdo as cadeias produtivas regionais.

Para essa finalidade, torna-se indispensavel buscar microrganismos benéficos oriundos
da propria regido, potencialmente mais adaptados as condigdes edafoclimaticas locais. As
pressdes de selecdo natural a que esses microrganismos estdo submetidos podem favorecer
caracteristicas que proporcionem aos isolados melhores desempenhos como ingredientes ativos
de bioinsumos, em comparagao com cepas comerciais exogenas. Adicionalmente, a prospeccéao
e a caracterizacdo desses microrganismos constituem estratégias para valorizar a
agrobiodiversidade dos ecossistemas nativos e das comunidades tradicionais dos quais foram
obtidos, contribuindo para a conservacdo desses recursos genéticos por meio de seu uso
sustentavel.

Paralelamente a prospecc¢édo de novos isolados, sdo necessarias a validacdo agronémica
desses insumos bioldgicos e a compreensao de seus efeitos fisiolégicos em etapas criticas do
ciclo de cultivo, como o tratamento de sementes. Embora o tratamento de sementes on-farm
com bioprodutos ja seja uma realidade nas propriedades agricolas, ainda sdo escassos 0S
parametros técnicos que definem os métodos de aplicacdo e as doses mais adequados. Essa
lacuna de conhecimento dificulta a compreensdo dos efeitos dessas formulacdes sobre o
metabolismo, a germinacdo das sementes e o vigor inicial das plantulas.

Nesse contexto, busca-se compreender como esses bioprodutos influenciam a
capacidade das plantas de responder a estresses bidticos, especialmente as doencas causadas
por patdgenos. Ao longo da evolucdo, plantas e microrganismos estabeleceram relacdes
mediadas por complexas redes de sinalizacdo quimica e genética, entre as quais se destacam as
interacdes mutualisticas. A identificacdo dos mecanismos moleculares, fisioldgicos e genéticos
envolvidos na interacdo entre plantas e microrganismos benéficos e na inducédo de resisténcia a
patdgenos representa um importante perspectiva biotecnoldgica para o desenvolvimento de
bioinsumos de alto desempenho.

Diante disso, esta tese teve como objetivo geral desenvolver e avaliar estratégias
biotecnoldgicas baseadas no uso de microrganismos benéficos, formulacGes osmoprotetoras e
culturas microbianas mistas no tratamento de sementes, investigando seus efeitos sobre o vigor
e as respostas fisioldgicas das plantulas, bem como sobre a inducao de resisténcia sistémica nas
plantas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biotecnologia microbiana e interagdes entre plantas e microrganismos

As plantas evoluiram em contato continuo com comunidades microbianas presentes no
solo, na rizosfera, na superficie dos tecidos e no interior dos 6rgdos vegetais. Essas interacdes
interespecificas compreendem relages prejudiciais, como o parasitismo e a patogenicidade,
além de associacBes neutras ou benéficas. Entre os microrganismos de interesse agricola,
destacam-se as bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP), que podem favorecer
o0 desenvolvimento vegetal por meio de mecanismos cujos efeitos variam conforme a espécie e
a estirpe microbianas, a espécie vegetal e as condi¢cdes ambientais (Shaposhnikov et al., 2023;
Wang et al., 2022).

As BPCP sdo encontradas em associacdo com diferentes espécies vegetais, tecidos e
ambientes, o que amplia as possibilidades de sua utilizacdo nos sistemas agricolas. Seus efeitos
podem resultar de mecanismos diretos, relacionados a nutricdo e a regulacdo do crescimento
vegetal, ou indiretos, associados a reducdo da incidéncia de doencas, a competicdo com
organismos prejudiciais e a ativacdo de respostas de defesa. Entre as fungdes mais investigadas
estdo a fixacdo bioldgica de nitrogénio, a solubilizacdo de fosfatos e de outros nutrientes, a
producdo de sideroforos e de compostos semelhantes a fitorménios, a atividade da enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase e a inducdo de resisténcia sistémica
contra fitopatogenos e pragas (Chaluvadi & Bennetzen, 2018; Kudoyarova et al., 2019; Jalal et
al., 2023)

Entretanto, a resposta da planta ndo deve ser atribuida a determinado mecanismo apenas
por este ter sido descrito em outra estirpe ou espécie bacteriana. A expressao das caracteristicas
funcionais depende das condi¢cdes de cultivo, da disponibilidade de nutrientes, das interac6es
entre os componentes da formulacdo e da capacidade de estabelecimento do microrganismo
(Escalas et al., 2019). Portanto, estudos voltados a aplicacdo agricola devem integrar a
caracterizacao funcional dos isolados, a avaliacdo da compatibilidade entre 0s componentes das
formulacgdes e a validacédo de seus efeitos sobre as plantas.

2.2 Bioprospeccdo microbiana e potencial dos ambientes do SEALBA

A bioprospeccdo microbiana compreende a busca, o isolamento, a identificacdo e a
caracterizacdo de microrganismos com caracteristicas de interesse para a agricultura. Esse
processo tem se intensificado diante da necessidade de desenvolver bioinsumos adaptados a
diferentes culturas, condigdes ambientais e sistemas de producdo. Comunidades microbianas
associadas a plantas nativas, variedades crioulas e ambientes sujeitos a condi¢fes especificas
de solo e clima podem desempenhar funcdes ecoldgicas com potencial de aplicacdo nos
agroecossistemas (Rangel; Leveau, 2024; Timmusk et al., 2023).

A coexisténcia de sistemas de producdo familiares, cultivos tradicionais e areas
agricolas tecnificadas na regido do SEALBA cria oportunidades para a prospeccdo de
microrganismos associados a culturas de interesse regional, frutos nativos e materiais vegetais
conservados pelos agricultores. Esses ambientes podem constituir fontes estratégicas de
bactérias com potencial para promover o crescimento vegetal, mobilizar nutrientes e suprimir
fitopatdgenos.

A origem regional do isolado, contudo, ndo garante desempenho superior, e sua possivel
adaptacdo as condicdes edafoclimaticas locais deve ser confirmada por ensaios realizados em
laboratdrio, casa de vegetacdo e campo. A bioprospec¢édo deve, portanto, ser acompanhada por
etapas de selecdo funcional, caracterizacdo molecular, avaliacdo da seguranca, analise da
estabilidade e definicdo de formas adequadas de aplicacéo (Diaz-Rodriguez et al., 2025; Parnell
et al., 2016). Essa sequéncia permite transformar a diversidade microbiana em conhecimento e
em tecnologias agricolas com potencial de aplicacéo prética.
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2.3 Promogdo do crescimento vegetal e atividade antagbnica in vitro de culturas
bacterianas mistas contra fitopatégenos
2.3.1 Mecanismos diretos e indiretos de promog¢éao do crescimento

A promocdo do crescimento vegetal resulta de um conjunto de processos que podem
ocorrer simultaneamente. A solubilizacdo de fosfatos e a disponibilizagdo de outros nutrientes
aumentam a fracdo disponivel para absorcdo pelas raizes, enquanto a producéo de sider6foros
altera a dindmica do ferro no ambiente. A sintese de compostos com atividade semelhante a das
auxinas e de outros reguladores do crescimento pode influenciar a formacao de raizes laterais,
o0 alongamento dos tecidos e a exploracdo do solo. A enzima ACC desaminase, por sua vez,
pode contribuir para a modulacéo dos niveis de etileno em situagdes de estresse, favorecendo a
tolerancia das plantas a estresses bidticos e abioticos (Jing; Strader, 2019; Pradhan et al., 2025;
Shahid et al., 2023). Esses mecanismos ajudam a explicar o potencial das BPCP, mas a
contribuicdo de cada um deve ser demonstrada no sistema estudado.

Os efeitos dos microrganismos sobre a nutricdo, o crescimento e a arquitetura das
plantas podem decorrer tanto de agdes diretas na rizosfera, como a mobilizagdo de nutrientes e
a producéo de compostos bioativos, quanto da modulacdo da expresséo génica, do metabolismo
e da sinalizag&o hormonal do hospedeiro (Adedayo et al., 2022; Du et al., 2024). Essas respostas
podem favorecer a adaptacéo das plantas a restrigdes hidricas, nutricionais e térmicas. A ampla
diversidade funcional dos microrganismos desperta o interesse pela bioprospeccéo e pela
combinacgéo de isolados, mas exige criterios que permitam distinguir interac6es funcionais da
simples coexisténcia entre 0s microrganismos.

2.3.2 Controle bioldgico e o patdgeno Macrophomina phaseolina

As doencas fungicas estdo entre as principais causas de perdas na agricultura (Esse; Van
Reuber; Van Der Does, 2020; Lehner et al., 2017). Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. é
um fungo cosmopolita associado a ocorréncia de podridfes do caule e das raizes em culturas
como feijdo, soja e amendoim, cuja severidade pode aumentar sob temperaturas elevadas e
condicdes de déficit hidrico. A producdo de microesclerddios, estruturas de resisténcia capazes
de permanecer no solo e nos restos culturais por longos periodos, dificulta o manejo do
patogeno (Marquez et al., 2021).

O controle quimico e o uso de cultivares menos suscetiveis podem reduzir a incidéncia
das doencas, mas apresentam limitagcdes. A eficiéncia dos fungicidas depende do ingrediente
ativo, da dose utilizada, da sensibilidade do isolado e do momento da aplicacdo. Além disso, 0
uso repetido de produtos com o mesmo modo de acdo pode favorecer a selecdo de populacdes
resistentes (Kundargi et al., 2023). A disponibilidade de cultivares com resisténcia completa a
M. phaseolina também permanece limitada, reforcando a necessidade da adocdo de estratégias
integradas de manejo (Indraja et al., 2023; Sodji et al., 2025).

Nesse contexto, o controle biologico apresenta potencial para reduzir os impactos
ambientais e integrar programas de manejo de doencas (Prajapati et al., 2020). Essa estratégia
caracteriza-se pela utilizacdo de organismos vivos ou de seus produtos para reduzir as
populacdes de pragas e patdgenos (Moazami, 2011; Simberloff; Stiling, 1998). Diversos
estudos tém buscado identificar microrganismos antagonistas com potencial para uso como
bioinsumos, cujos mecanismos de acdo incluem a competicdo por espaco e nutrientes, a
producdo de substancias antimicrobianas, o parasitismo, a degradacao de estruturas do patdgeno
e a inducdo de mecanismos de defesa nas plantas (Rajini et al., 2020; Schmoock; Linsler;
Potthoff, 2018). Entre os grupos mais estudados estdo as bactérias pertencentes ao complexo
Bacillus sensu lato (Thambugala et al., 2020).

2.4 Bacillus sensu lato e Priestia como agentes de interesse agricola
2.4.1 Reorganizacdo taxondmica e diversidade funcional

As bactérias historicamente agrupadas no género Bacillus sdo, em geral, Gram-
positivas, apresentam morfologia bacilar e estdo amplamente distribuidas nos ecossistemas
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terrestres (Fira et al., 2018). Durante muitos anos, microrganismos com essas caracteristicas e
capazes de produzir enddsporos em condigdes aerdbias foram reunidos em um taxon amplo e
heterogéneo. O avanco do sequenciamento do gene que codifica 0 RNA ribossomico 16S, da
filogendbmica e da analise comparativa de marcadores moleculares permitiu reconhecer
diferentes linhagens evolutivas e levou & proposicdo de novos géneros, como Priestia e
Weizmannia, resultantes da reorganizagdo taxondmica do antigo género Bacillus (Bhandari et
al., 2013; Gupta et al., 2020; Rao et al., 2023) (Figura 1).

Figura 2 - Reorganizagao filogendmica do género Bacillus e formagdo de novos géneros.

Reorganizacao do Género Bacillus: Analise Filogenomica
Transicdo de um agrupamento polifilético para clados monofiléticos estritos.

(Critérios de Filogendmica
e Marcadores CSls)

Género Bacillus Historico

Muiltiplos Géneros
Distintos

(Monofiléticos / Alta
homogeneidade)

(Polifilético / >290 espécies) e =

0 Prisma Taxonémico

Novos Géneros Extremofilos

Bacillus sensu stricto
< (Nucleo Conservado)
¢ Conceito: Género agora restrito a
espécies altamente homogéneas.

« Clados Principais: Clado Subtilis
(B. amyloliquefaciens, B. licheniformis)
e Clado Cereus (B. cereus, B. anthracis).

? @ Novos Géneros Biotecnoldgicos
(Principais Derivados I)
¢ Priestia: ex-Bacillus megaterium

(produgao de enzimas e proteinas).

¢ Weizmannia: ex-Bacillus coagulans
(importante produtor de &cido lactico).

¢ Niallia: ex-Bacillus circulans.

(Principais Derivados Il)

¢ Alkalihalobacillus: agrupamento de
espécies alcaldfilas e haldfilas.

¢ Peribacillus: ex-Bacillus simplex e
Bacillus psychrotolerans.

* Neobacillus: ex-Bacillus niacini.

NOTA: Baseado nas revisdes filogenémicas de Patel e Gupta (2020).

Fonte: Elaborada pelo autor com base em Patel e Gupta (2020), com auxilio da ferramenta de inteligéncia artificial
generativa NotebookLM, do Google, para criagdo e edi¢do grafica da imagem (2026). O conteddo cientifico, a
terminologia taxondmica e a versdo final foram revisadas e validadas pelo autor.

A reorganizacdo taxondmica do género Bacillus, fundamentada em analises
filogendmicas e gendbmicas comparativas, nao reduz a importancia agricola dos microrganismos
anteriormente incluidos nesse grupo, mas evidencia a necessidade de maior precisdao na
identificacdo das espécies e estirpes utilizadas. Estudos gendmicos demonstraram que o antigo
género reunia linhagens evolutivamente distintas, o que levou a delimitacdo de novos géneros
e a restricdo de Bacillus sensu stricto, principalmente, aos clados B. subtilis e B. cereus (Gupta
et al., 2020). Além dessa diversidade taxonémica, existem diferencas funcionais relevantes
entre espécies e até mesmo entre estirpes da mesma espécie. Essas diferencas envolvem a
composicdo dos agrupamentos génicos relacionados a biossintese de metabolitos
especializados, a capacidade de promover o crescimento vegetal, a atividade antagbnica contra
fitopatdgenos e a adaptacado a diferentes nichos ecolégicos (Mullins et al., 2020).

A capacidade de colonizar as raizes e a eficiéncia agrondmica também dependem da
estirpe e das condi¢bes de interacdo com a planta e, portanto, ndo podem ser previstas
exclusivamente com base na identificacdo do género ou em caracteristicas funcionais
detectadas em ensaios in vitro (Mendis et al., 2018; Li et al., 2018). Assim, a identificacdo em
nivel de espécie e, sempre que possivel, de estirpe é essencial para interpretar adequadamente
os resultados, assegurar a rastreabilidade dos bioinsumos e evitar generalizagdes entre
organismos filogeneticamente préximos, mas funcionalmente distintos.



2.4.2 Potencial biotecnoldgico de Bacillus sp.

As bactérias pertencentes ao clado de Bacillus apresentam elevado potencial
biotecnologico, especialmente por sua capacidade de promover o crescimento vegetal e atuar
como agentes de controle biolégico. Entre as caracteristicas funcionais relatadas estdo a
solubilizacdo e a disponibilizacdo de nutrientes, a producdo de compostos relacionados a
regulacdo do crescimento vegetal, como as auxinas, a sintese de enzimas e a capacidade de
colonizar a rizosfera (Blake; Christensen; Kovacs, 2021; Dame; Rahman; Islam, 2021,
Miljakovic et al., 2022).

Espécies como Bacillus amyloliquefaciens (ex Fukumoto 1943) Priest et al. 1987 sdo
utilizadas na formulagdo de produtos agricolas por apresentarem caracteristicas relacionadas a
estabilidade, a producdo de metabdlitos e a interacdo com as raizes. Estirpes desse grupo podem
competir por espaco e nutrientes, produzir lipopeptideos, enzimas liticas e outros compostos
antimicrobianos, além de contribuir para a inducéo de resisténcia sistémica nas plantas (Bordé-
Pavlicz et al., 2024; Dame; Rahman; Islam, 2021; Saadaoui et al., 2022). Entretanto, a
intensidade com que esses mecanismos se manifestam depende da estirpe e das condi¢cfes de
aplicacgéo.

Um dos principais fatores que favorecem a ampla utilizagdo agricola de bactérias do
género Bacillus é sua capacidade de formar endosporos (Mohsin et al., 2021; Nandana; Anith,
2025). Durante a esporulagdo, formam-se estruturas metabolicamente dormentes, constituidas
por camadas protetoras que envolvem o material genético e aumentam sua tolerancia a
dessecacdo, as variagdes de temperatura e a outras condi¢fes desfavoraveis (Biermann et al.,
2023; McKenney; Driks; Eichenberger, 2013). Quando as condigdes ambientais se tornam
novamente favoraveis, os enddsporos podem germinar e dar origem a células vegetativas
(Beskrovnaya et al., 2021; Checinska; Paszczynski; Burbank, 2015). Do ponto de vista
industrial, essa propriedade favorece a estabilidade do indculo, a sobrevivéncia durante os
processos de formulacdo e secagem e o prolongamento da vida util dos produtos.

2.4.3 Potencial biotecnoldgico de Priestia sp.

Priestia € um dos géneros resultantes da reorganizacao taxondmica de Bacillus sensu
lato e inclui espécies de interesse biotecnoldgico, como Priestia megaterium e P. aryabhattai
(Gupta et al., 2020). Estirpes pertencentes a esse género tém sido investigadas por sua
capacidade de produzir sideréforos, solubilizar nutrientes, apresentar atividade da enzima ACC
desaminase e modificar a arquitetura radicular. Essas caracteristicas podem contribuir para
aumentar a tolerancia das plantas a estresses hidricos e nutricionais e para manter o crescimento
sob condicdes desfavoraveis (Almirdn et al., 2025; Djalolova et al., 2024; Phringpaen et al.,
2023).

O uso de P. aryabhattai em formulacdes agricolas requer a avaliacdo especifica da
estirpe, de sua viabilidade no produto, da compatibilidade com outros microrganismos e da
capacidade de estabelecimento ap6s a aplicacdo. Quando essa espécie € utilizada em
combinacgdes bacterianas, sua contribuicdo nao deve ser inferida apenas com base em sua
presenca na formulacdo. E necessario comparar os efeitos dos componentes isolados e
combinados para identificar possiveis interacfes complementares, neutras ou antagonicas.

2.5 Bioinsumos agricolas: conceito, expansao e desenvolvimento tecnolégico

Os bioinsumos compreendem produtos, processos ou tecnologias de origem bioldgica
destinados ao uso na producéo agricola. Nos produtos biolégicos, 0 componente ativo pode ser
constituido pelo préprio organismo vivo, como ocorre nos inoculantes microbianos, ou por
metabolitos e outras substancias dele derivados (Hett et al., 2022; Osorio-Reyes et al., 2023;
Chowdhury et al., 2020). Essa categoria abrange solugdes destinadas a promoc¢do do
crescimento vegetal, & nutricdo, ao controle biologico, & mitigacdo de estresses e a outras
finalidades agricolas.
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O uso de produtos biolégicos aumentou nas Ultimas décadas em diferentes cadeias
produtivas, impulsionado pela busca por maior eficiéncia no uso de insumos, reducdo dos
impactos ambientais e desenvolvimento de tecnologias compativeis com sistemas de producédo
mais sustentaveis. No Brasil, a instituicio do Programa Nacional de Bioinsumos (PNB)
representou um marco para o setor, ao estabelecer diretrizes voltadas a ampliagdo da adogdo de
produtos bioldgicos e ao incentivo a pesquisa, ao desenvolvimento e a inovagdo nessa area
(BRASIL, 2020).

No levantamento de patentes realizado nesta tese, verificou-se um aumento de 150% no
namero de documentos relacionados a bioinsumos entre 2016 e 2025. O nimero de documentos
cresceu até 2021, manteve-se relativamente estavel entre 2021 e 2023 e voltou a aumentar em
2024. No periodo analisado, foram identificados 17.632 documentos nos Estados Unidos,
11.992 na China e 5.360 no Brasil. Esses resultados indicam a expanséo tecnolégica do setor,
mas devem ser interpretados considerando-se as diferencas entre as bases consultadas, as
estratégias de busca, o0 agrupamento dos documentos em familias de patentes e as respectivas
datas de publicacao.

Figura 3 - Evolugdo temporal de depositos de patentes em bioinsumos entre 2016 e 2025.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2026), com dados extraidos de Lens.org.

2.5.1 Microrganismos em bioinsumos e presenca comercial de Bacillus

Os microrganismos estdo entre os principais componentes ativos utilizados na
formulacdo de bioinsumos. Sua versatilidade metabolica, capacidade de adaptacdo e
diversidade funcional possibilitam a exploracdo de diferentes mecanismos nos
agroecossistemas (Liang et al., 2024). Entre 0s microrganismos empregados, destacam-se as
espécies pertencentes ao clado Bacillus subtilis, amplamente investigadas e utilizadas em
produtos comerciais (Maitra et al., 2021; da Silva et al., 2026).

Dados compilados sobre o mercado brasileiro indicam uma participacdo expressiva de
produtos formulados com bactérias do género Bacillus, bem como uma ampla area agricola
tratada com tecnologias baseadas nesse grupo (Vasques; Nogueira; Hungria, 2024). Essa
relevancia comercial estd relacionada a estabilidade dos enddsporos, ao conhecimento
acumulado sobre a producdo em larga escala e a diversidade de aplicacBes. Entretanto, a
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participacdo no mercado nao implica, por si s6, eficiéncia agrondmica equivalente em todas as
culturas e condicdes de uso (Figura 3).

Figura 4 - Frequéncia relativa das modalidades de aplicagdo de bioestimulantes em estudos
agricolas.
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Fonte: elaborada com base em Vasques, Nogueira e Hungria (2024).

Fonte: Elaborada pelo autor com base nos dados compilados por Vasques, Nogueira e Hungria (2024), com auxilio
da ferramenta de inteligéncia artificial generativa NotebookLM, do Google, para a criacdo e a edi¢do gréafica da
imagem (2026). O conteudo cientifico e a versao final da figura foram revisados e validados pelo autor.

2.5.2 Formulacgdes, viabilidade e combinacéo bacteriana

A eficécia de um bioinsumo depende das condi¢Ges ambientais, da espécie e da estirpe
microbianas, da densidade do indculo, da composicdo da formulacdo, das condicbes de
armazenamento e do método de aplicacdo (Tabacchioni et al., 2021). A formulacdo deve
preservar a viabilidade celular e minimizar os estresses aos quais 0S microrganismos Sao
submetidos durante sua aplicacdo nas plantas, no solo ou nas sementes. A reducdo prematura
da populacdo microbiana pode comprometer a eficiéncia agronémica, mesmo quando a
formulacdo contém isolados com elevado potencial funcional (Ambrosini et al., 2016;
Timmusk et al., 2017).

A combinacao de microrganismos com fungdes complementares ou sua associa¢do com
extratos vegetais pode ampliar o espectro funcional da formulacdo e aumentar a consisténcia
de seu desempenho sob diferentes condigdes de campo (Ansari; Ahmad, 2019; Da Silva et al.,
2022; Devi et al., 2018). Entretanto, a presenca de multiplos componentes ndo comprova, por
si s0, a ocorréncia de sinergismo, uma vez que as interacfes podem ser compativeis, neutras,
competitivas ou antagbnicas. Portanto, antes de atribuir vantagens a combinacdo microbiana, é
necessario avaliar o crescimento dos microrganismos isoladamente e em cocultivo, a
estabilidade de suas populacdes, a compatibilidade com os excipientes e os efeitos individuais
e combinados de cada componente.

As formulagbes multicomponentes podem reunir microrganismos, agentes
osmoprotetores e compostos naturais em uma Unica tecnologia. Essa abordagem amplia as
possibilidades de acdo, mas também aumenta a complexidade da formulagéo e da interpretacéo
de seus efeitos. A escolha dos componentes e de suas respectivas concentragdes, assim como a
definicdo do pH, do potencial hidrico, do tempo de contato e das condigdes de secagem, deve
ser realizada de maneira integrada. Desse modo, a inovagdo em bioinsumos depende tanto da
selecdo dos componentes biolégicos quanto do desenvolvimento de métodos de inoculacdo que
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preservem a viabilidade dos microrganismos e favoregcam sua interacdo com as plantas
(Chatterjee et al., 2018).

2.6 Tratamento bioldgico de sementes

A germinacéo das sementes e o estabelecimento inicial das plantulas constituem etapas
criticas do ciclo das culturas, pois influenciam a uniformidade do estande e o aproveitamento
dos recursos disponiveis (Godfray; Mason-D’Croz; Robinson, 2016). Nessa fase, os tecidos
apresentam intensa atividade metabolica e maior vulnerabilidade a estresses bidticos e
abidticos. Sementes de menor vigor podem germinar mais lentamente, originar uma proporcao
maior de plantulas anormais e apresentar menor capacidade de estabelecimento, mesmo quando
a porcentagem final de germinacgdo é considerada aceitavel.

Durante 0 armazenamento, a qualidade fisiologica das sementes pode ser reduzida pela
interacdo entre o teor de agua, a temperatura, a umidade relativa do ar, a qualidade inicial e as
condi¢cdes sanitarias do lote e a duracdo do periodo de armazenamento. AlteracBes nas
membranas celulares, nos sistemas enzimaticos e no metabolismo energético podem reduzir o
vigor antes que a perda de viabilidade se torne evidente (da Silva et al., 2022). Portanto, o
tratamento ndo deve ser compreendido como uma forma de recuperar sementes inviaveis ou
reverter sua deterioracdo, mas como uma estratégia para favorecer a expressdo do potencial
fisiologico remanescente dos lotes prejudicados pelo armazenamento inadequado.

O tratamento de sementes constitui uma forma localizada de aplicacdo de agentes
quimicos, nutrientes, reguladores de crescimento ou microrganismos benéficos. Quando a
formulacdo e o método de aplicacdo sdo adequados, o tratamento pode proteger as sementes,
facilitar o estabelecimento dos microrganismos na rizosfera e favorecer o desenvolvimento
inicial das plantulas. Entretanto, seus efeitos dependem da compatibilidade entre o produto e as
sementes, da qualidade fisioldgica do lote e das condic¢des de germinacéo e cultivo (Ma, 2019;
Sabirov et al., 2019; Singh et al., 2020).

O tratamento de sementes on-farm com bioinsumos tem se expandido por permitir a
adequacdo do procedimento as condicdes da propriedade e do sistema de producdo (Cardarelli
et al., 2022; Malik et al., 2020). Essa flexibilidade, contudo, aumenta a necessidade de
padronizacdo do processo. Fatores como o volume de calda, a concentracdo do inoculo, a
qualidade da agua, a temperatura, a aeracdo, a homogeneizacdo, o tempo de contato e as
condicdes de secagem podem interferir tanto na sobrevivéncia dos microrganismos quanto na
resposta fisiologica das sementes.

Quando mal-conduzido, o tratamento pode causar hidratacdo excessiva, danos por
embebicao, restricdo da disponibilidade de oxigénio, fitotoxicidade ou comprometimento da
integridade dos tecidos, com efeitos negativos sobre a germinacao e o vigor (Malik et al., 2020;
Milon et al., 2022; Reis; Carvalho; Khanday, 2026). O tempo de contato constitui uma variavel
determinante: exposi¢cdes muito curtas podem ser insuficientes para promover a hidratacéo e a
interacdo com o indculo, enquanto periodos prolongados podem acelerar excessivamente o
metabolismo, aumentar o consumo de reservas e intensificar o estresse sobre as sementes.

A utilizacdo de sistemas aerados durante a imersdo pode reduzir as limitacbes na
disponibilidade de oxigénio e favorecer a homogeneidade da suspensdo. Entretanto, a aeracao
ndo elimina a necessidade de definir o periodo de imersdo adequado para cada cultura, lote de
sementes e formulacdo. Protocolos estabelecidos para determinada espécie ou produto nédo
devem ser aplicados diretamente a outros materiais sem validacdo experimental prévia.

2.6.1 Biocondicionamento e osmocondicionamento

O biopriming, ou biocondicionamento, associa a hidratacdo controlada das sementes a
aplicacdo de microrganismos benéficos. Essa técnica é considerada promissora por possibilitar
a ativacdo parcial do metabolismo das sementes, sem a protrusdo da raiz primaria, e favorecer
0 contato inicial entre 0s microrganismos e os tecidos antes da semeadura (Chakraborti et al.,
2022). Nos procedimentos realizados por imerséo, as sementes sdo colocadas em contato com
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uma suspensdo microbiana e homogeneizadas. Apds o periodo estabelecido, podem ser
submetidas a secagem superficial ou controlada (Aizaz et al., 2023; Das et al., 2023). Essa
abordagem constitui uma via de introducdo de microrganismos benéficos nos sistemas agricolas
(Ma, 2019b).

O osmopriming consiste na embebicdo das sementes em solugdes com potencial
osmético controlado. Essa restricdo a absorcéo de agua permite a ocorréncia das etapas iniciais
da germinacdo sem que haja a protrusdo da raiz primaria, desde que o potencial osmotico e o
periodo de condicionamento sejam adequadamente definidos (Lemmens et al., 2019). O
procedimento pode favorecer a reorganizagdo das membranas, a ativacdo enzimatica e a
retomada coordenada do metabolismo. Entretanto, seus efeitos dependem da espécie, da
qualidade fisioldgica do lote, da temperatura, da duracdo do tratamento e do potencial osmético
empregado (Ramalho et al., 2020; Ferreira et al., 2021)

A associacdo entre biopriming e osmopriming constitui uma estratégia que combina a
hidratacdo controlada das sementes com a inoculacdo de microrganismos benéficos. Nesse
processo, 0 agente osmatico, 0 microrganismo e 0s demais componentes da formulagdo devem
ser compativeis durante o tratamento. A integracdo dessas técnicas apresenta potencial para o
desenvolvimento de bioinsumos, mas requer a avaliagdo do equilibrio entre a ativacdo
fisiologica das sementes, a sobrevivéncia dos microrganismos e a preservacao do vigor.

O polietilenoglicol com massa molar média de 6.000 g mol™* (PEG 6000) ¢ utilizado no
condicionamento osmotico de sementes por reduzir o potencial hidrico da solucdo e limitar a
velocidade de absorcéo de 4gua. Em razéo de seu elevado tamanho molecular, sua penetracao
nos tecidos das sementes é limitada, possibilitando o controle da hidratagdo sem a ocorréncia
dos efeitos ionicos associados a determinados sais utilizados como agentes osmotico (Yousefi
et al., 2020; Wang et al., 2023).

Embora o PEG possibilite maior controle da embebicéo, seus efeitos ndo sdo uniformes.
Potenciais osmoticos excessivamente negativos podem limitar a ativacdo metabdlica esperada,
enquanto exposicoes prolongadas podem intensificar o estresse osmatico. Portanto, a defini¢éo
do periodo de tratamento € tdo importante quanto a escolha do potencial osmatico. Em lotes de
menor vigor, o intervalo entre uma resposta favoravel e um efeito prejudicial pode ser mais
estreito (Lutts et al., 2016; Spadeto et al., 2018).

Os extratos de prépolis contém compostos fendlicos e flavonoides cuja composicéo
varia conforme a origem boténica e geografica da matéria-prima e o método de extracao
empregado. Atividades antioxidante e antimicrobiana desses extratos tém sido descritas em
diferentes sistemas bioldgicos (Tiveron et al., 2016; Xu et al., 2022). Sua inclusdo em
formulagdes destinadas ao tratamento de sementes pode ampliar as propriedades funcionais do
produto. Entretanto, seus efeitos devem ser avaliados especificamente nas sementes e nas
concentracdes de interesse, ndo podendo ser inferidos diretamente de estudos conduzidos com
outros organismos ou condi¢cfes experimentais.

Em formulagdes que associam PEG, prdépolis e microrganismos, cada componente pode
influenciar a estabilidade e a atividade dos demais. A propolis pode modificar o ambiente
quimico da solucdo, o PEG altera a disponibilidade de dgua e a combinacéo bacteriana depende
da manutencdo da viabilidade e da compatibilidade entre os microrganismos durante o
tratamento. Na auséncia de tratamentos que avaliem os componentes isoladamente e em
diferentes combinac6es, é possivel determinar o desempenho da formulacdo completa, mas nao
atribuir os efeitos individuais ao PEG, a propolis ou as bactérias, tampouco afirmar a ocorréncia
de sinergismo.

2.7 Respostas fisioldgicas e bioquimicas ao tratamento de sementes

A absorcdo de agua pelas sementes desencadeia a reorganizacdo das membranas
celulares, a retomada da atividade respiratoria, a mobilizacdo das reservas e a sintese de
moléculas necessarias & germinacdo. A velocidade desses processos depende da estrutura da
semente, da temperatura, da disponibilidade de agua e da condicédo fisiologica do lote. Em
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sementes deterioradas, a reidratacdo rapida pode intensificar a liberagdo de solutos e evidenciar
danos acumulados durante o armazenamento (Burgass; Powell, 1984; Rezaei; Buitink; Hay,
2024).

O tempo de imerséo determina o grau de avango do metabolismo antes da retirada das
sementes da solugdo. Periodos intermedidrios podem permitir a ativacdo de processos
favoraveis ao estabelecimento das plantulas, enquanto exposicdes excessivamente prolongadas
podem aumentar o consumo de reservas, restringir a disponibilidade de oxigénio e alterar o
equilibrio oxidativo. A resposta ao tratamento deve ser avaliada ndo apenas pela porcentagem
final de germinacdo, mas também pela proporcéo de plantulas normais, pela uniformidade do
processo germinativo e pelo crescimento dos diferentes 6rgaos das plantulas (Almeida et al.,
2024; Salleh; Pa’Ee, 2021).

Durante a embebicdo e a retomada do metabolismo, ocorre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Em concentracdes controladas, essas moléculas atuam na
sinalizacdo celular e na regulacdo de processos relacionados a germinacao. Entretanto, quando
produzidas em excesso ou eliminadas de forma insuficiente pelos sistemas antioxidantes,
podem causar peroxidacdo lipidica, alteracdes em proteinas, inativacdo de enzimas e danos aos
acidos nucleicos (Juan et al., 2021; Murphy et al., 2022).

O tratamento de sementes pode produzir efeitos distintos sobre o equilibrio oxidativo.
Quando aplicado em condic¢des adequadas, pode favorecer a regulacéo da resposta antioxidante;
entretanto, uma formulacdo incompativel ou um periodo de exposic¢ao inadequado pode atuar
como fator de estresse e intensificar a produ¢do de EROs (Batabusta; Szafranska; Posmyk,
2016; Basit et al., 2021; Ellouzi et al., 2021). Portanto, o aumento da atividade de uma enzima
antioxidante ndo deve ser interpretado isoladamente como um efeito benéfico, pois também
pode indicar maior intensidade de estresse oxidativo.

Entre as enzimas utilizadas na avaliagio do metabolismo antioxidante estdo a
superdxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), a L-ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) ea
catalase (CAT; EC 1.11.1.6). A SOD catalisa a dismutacéo do radical superdxido, produzindo
perdxido de hidrogénio; a APX utiliza o ascorbato como doador de elétrons para reduzir o
perdxido de hidrogénio a agua; e a CAT catalisa sua decomposicdo em agua e oxigénio. A
avaliacdo conjunta dessas enzimas fornece informagdes mais consistentes sobre o equilibrio
oxidativo do que a analise isolada de uma Unica atividade enzimatica. As alteraces observadas
podem refletir processos de sinalizacdo, aclimatacdo ou dano oxidativo, dependendo do
contexto fisiologico (Adetunji et al., 2021; Cortés et al., 2023; Xing et al., 2025).

Os efeitos observados durante a germinacgéo e o crescimento inicial das plantulas nem
sempre se mantém até a fase reprodutiva. A disponibilidade de nutrientes, o volume de solo
explorado pelas raizes, o regime de irrigacdo, a competicdo entre plantas, a capacidade de
colonizacdo radicular pelos microrganismos e a heterogeneidade ambiental podem modificar
ou reduzir as diferencas inicialmente observadas. Portanto, 0 maior crescimento das plantulas
ndo implica, necessariamente, aumento da produtividade da cultura.

2.8 Uso de bioinsumos no tratamento de sementes

O tratamento de sementes constitui uma via estratégica para a aplicacdo de bioinsumos,
pois permite posicionar 0s microrganismos na superficie das sementes e, posteriormente, na
espermosfera e na rizosfera em formacéo. Essa proximidade favorece o contato inicial entre o
agente bioldgico e a planta, podendo facilitar a colonizacao das raizes e reduzir a quantidade de
indculo necessaria por unidade de area, em comparacdo com determinadas formas de aplicacéo
no solo. Além disso, a aplicacdo via sementes pode ser incorporada as operacdes de
beneficiamento e semeadura, proporcionando maior precisdo na distribuicdo do produto.
Apesar dessas vantagens, a transformacdo de microrganismos promissores em tecnologias
eficientes para o tratamento de sementes ainda enfrenta limitagdes relacionadas a producdo do
indculo, a formulagdo, a aderéncia as sementes, & uniformidade de distribuicdo, as condicbes
de armazenamento e a sobrevivéncia dos microrganismos apos a aplicacéo
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Uma das principais lacunas esta relacionada a manutencdo simultanea da qualidade
fisioldgica das sementes e da viabilidade dos microrganismos. A semente € uma estrutura viva
e metabolicamente sensivel, enquanto o bioinsumo pode conter bactérias, fungos, metabolitos,
agentes osmoticos, polimeros, adesivos e outros componentes capazes de modificar o ambiente
fisico e quimico ao seu redor. Desse modo, um tratamento que favoreca a sobrevivéncia
microbiana ndo preservara necessariamente o vigor das sementes. Da mesma forma, condi¢des
adequadas a manutencdo da qualidade fisiologica podem ndo assegurar uma populacdo
microbiana suficiente até a semeadura. A sobrevivéncia dos microrganismos durante a secagem
e 0 armazenamento permanece como um dos principais entraves ao desenvolvimento de
sementes pré-inoculadas com vida atil compativel com a dindmica comercial do setor
sementeiro (Kohl et al., 2025).

Essa complexidade é ainda maior no biocondicionamento, técnica que associa a
aplicacdo de microrganismos benéficos a hidratacdo controlada das sementes. A hidratacéo
ativa processos metabolicos relacionados a reorganizacdo das membranas celulares, a
respiracdo, a atividade enzimatica, a mobilizacdo das reservas e ao inicio da germinacao.
Quando conduzido adequadamente, o biocondicionamento pode aumentar a velocidade e a
uniformidade da germinagdo, favorecer o vigor das plantulas e ampliar sua tolerancia a
determinados estresses. Entretanto, a resposta ao tratamento depende da espécie vegetal, da
cultivar, da qualidade inicial do lote, da estirpe microbiana, da concentracdo do indculo, do
potencial hidrico, da temperatura, da aeracao, do tempo de exposi¢cdo e do procedimento de
secagem. Portanto, ndo existe um protocolo Unico que possa ser aplicado com seguranca a
diferentes culturas, lotes e formulagGes sem validagdo experimental prévia (Fiodor et al., 2023)
(Figura 4).

Figura 5 - Frequéncia relativa das modalidades de aplicagdo de bioestimulantes em estudos
agricolas.
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Fonte: Elaborada pelo autor com base nos dados compilados por Sible, Seebauer e Below (2021), referentes a 126
ensaios e 380 tratamentos com bioestimulantes.

O tempo de contato entre as sementes e 0 bioinsumo requer atencdo especial. Periodos
muito curtos podem limitar a adesdo dos microrganismos, a hidratacdo das sementes e a
interacdo entre ambos. Em contrapartida, periodos prolongados podem intensificar a
embebicdo, aumentar o consumo de reservas, antecipar a ativagdo do metabolismo germinativo,
restringir a disponibilidade de oxigénio e alterar o equilibrio oxidativo. Desse modo, uma
porcentagem elevada de germinacdo ndo indica, necessariamente, a auséncia de efeitos do
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tratamento. Alteragdes mais sutis podem manifestar-se no vigor, na uniformidade da
germinacdo, no crescimento do sistema radicular e da parte aérea, na integridade das
membranas celulares e na atividade do sistema antioxidante (Cortés et al., 2023).

Os efeitos do tratamento também dependem do microrganismo utilizado. A presenca de
caracteristicas funcionais demonstradas em laboratorio ndo assegura que a estirpe seja capaz de
sobreviver na formulacdo, aderir as sementes, competir com a microbiota nativa e colonizar as
raizes. Em estudo com bactérias promotoras do crescimento de plantas, apenas parte dos
isolados avaliados apresentou efeitos positivos sobre a germinacdo, evidenciando que 0s
resultados ndo podem ser generalizados para todas as estirpes de uma mesma espécie ou para
diferentes espécies de um mesmo género (Fiodor et al., 2023).

Essa variabilidade também foi demonstrada em sementes de milho inoculadas com
diferentes isolados de Pseudomonas. Embora pertencentes ao mesmo género bacteriano, as
estirpes diferiram quanto a adesdo as sementes, a sobrevivéncia apds a inoculacdo, a
colonizacdo das raizes e a resposta a adicdo de substancias protetoras. Algumas permaneceram
detectaveis nas sementes por varios dias, enquanto outras apresentaram rapida reducdo
populacional. Esses resultados evidenciam que cada candidato a bioinsumo deve ser avaliado
individualmente, ndo sendo adequado pressupor comportamentos semelhantes entre estirpes
taxonomicamente proximas durante o tratamento de sementes.

Outro aspecto ainda pouco esclarecido ¢ a interacdo dos bioinsumos com os demais
produtos utilizados no tratamento industrial de sementes ou no tratamento realizado na
propriedade. As sementes podem receber, simultaneamente, fungicidas, inseticidas,
micronutrientes, polimeros, corantes, agentes protetores e inoculantes biologicos. Essas
associagdes podem alterar o pH, o potencial osmotico, a disponibilidade de agua, a adesdo do
indculo e a sobrevivéncia dos microrganismos. A inclusdo de polimeros ou adesivos pode
favorecer a fixacdo do indculo as sementes, mas também restringir as trocas gasosas ou
modificar a velocidade de hidratacdo. Da mesma forma, componentes antimicrobianos
presentes em tratamentos quimicos ou extratos naturais podem reduzir a populacéo do proprio
agente biolégico. Portanto, os estudos de compatibilidade devem avaliar ndo apenas as
caracteristicas da mistura imediatamente apds o preparo, mas também a sobrevivéncia
microbiana ao longo do tempo, a qualidade fisioldgica das sementes tratadas e 0 desempenho
posterior das plantas (Mustapha et al., 2026; Nettles et al., 2016).

Também € necessario ampliar a avaliacdo da uniformidade do recobrimento das
sementes. A quantidade média de produto aplicada ao lote ndo permite determinar se todas as
sementes receberam doses semelhantes. Em um mesmo lote, podem ocorrer sementes sem
cobertura, com quantidade insuficiente do produto ou com acumulo excessivo da formulagéo.
Essa heterogeneidade pode resultar em diferencas na populacdo microbiana presente em cada
semente, na velocidade de hidratacdo e na resposta fisioldgica (Bradford, 2018). Em estudos
com sementes de milho, observou-se que a distribuicdo das células microbianas sobre a
superficie pode ser irregular, reforcando a necessidade de meétodos que permitam avaliar
individualmente as sementes, e ndo apenas amostras compostas representativas do lote (Lorch;
Valverde; Agaras, 2024).

Um tratamento pode favorecer a germinacdo ou o crescimento inicial das plantulas sem
resultar em aumento da produtividade, pois as diferencas observadas nas fases iniciais podem
ser reduzidas ou modificadas ao longo do desenvolvimento das plantas (Karmakar et al., 2021;
Ma et al., 2018; Pandiselvam et al., 2020). Portanto, a validacdo deve abranger diferentes lotes,
cultivares, safras, ambientes e condi¢cGes de manejo, com avaliacbes que compreendam desde
a qualidade inicial das sementes até o estabelecimento do estande, o crescimento, a sanidade e
a produtividade da cultura.
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4. ARTIGO 1_ -
GERMINAGAO DE SEMENTES DE SOJA TRATADAS COM FORMULAGAO
MICROBIANA MULTICOMPONENTE

Tecnologia associada ao pedido de patente de invencdo BR 10 2025 018270 0, depositado no
INPI em 28 de agosto de 2025.

RESUMO

O condicionamento fisiolégico associado a inoculagdo microbiana (biopriming) pode favorecer
a germinacao e o estabelecimento de plantulas provenientes de sementes armazenadas, embora
seus efeitos dependam das caracteristicas do tratamento, do tempo de exposicao e da qualidade
inicial do lote. Neste estudo, foi avaliado um tratamento experimental multicomponente
aplicado a sementes armazenadas de soja da cultivar M-SOY 8808. Inicialmente, trés estirpes
bacterianas — Bacillus amyloliquefaciens (BA), Bacillus licheniformis (BL) e Priestia
aryabhattai (ARY) — e duas combinacgdes bacterianas (ARY + BA e ARY + BL) foram
avaliadas quanto a recuperacdo de células cultivaveis apds a exposicdo a solucdo de
condicionamento e a capacidade de solubilizacdo in vitro de fésforo inorganico. As trés estirpes
permaneceram cultivaveis ap0s a exposicdo, e a combinacdo ARY + BA apresentou a maior
area de crescimento colonial, sendo selecionada para as etapas subsequentes. O periodo de
embebicao de 4 h favoreceu o vigor das plantulas, sem reducgédo detectavel da porcentagem de
germinacdo. A inclusdo da combinacdo ARY + BA aumentou a proporc¢édo de plantulas normais
de 50,0% para 68,0% e reduziu a proporcao de plantulas anormais de 48,0% para 24,5%. De
modo geral, o tratamento apresentou potencial para favorecer o desempenho inicial de plantulas
provenientes de sementes de soja armazenadas. Entretanto, sua validacdo agronémica requer
ensaios adicionais com diferentes lotes, ambientes e condicdes de cultivo.

Palavras-chave: Glycine max, bioinsumos, condicionamento fisiologico, bactérias promotoras
do crescimento vegetal, tratamento de sementes.

4.1. Introducéo

A qualidade fisiologica das sementes exerce papel determinante no estabelecimento da
lavoura, especialmente em culturas como a soja, nas quais a emergéncia rapida e uniforme
contribui para a formacdo adequada do estande. Durante o armazenamento, entretanto, as
sementes sdo submetidas a um processo natural de deterioracdo, cuja intensidade depende da
qualidade inicial do lote, do teor de 4gua, da temperatura, da umidade relativa do ar e do periodo
de armazenamento. Assim, lotes com porcentagens de germinacao semelhantes podem diferir
guanto ao vigor e a capacidade de originar plantulas normais apds o armazenamento (Tekrony
et al., 1993; Fabrizius et al., 1999; Mbofung et al., 2013; Zuchi et al., 2013; Ferreira et al.,
2017; Mangena; Mokwala, 2019; Gebeyehu, 2020; Da Silva André et al., 2022; Souza et al.,
2023).

Nesse contexto, o tratamento de sementes pode ser utilizado como estratégia
complementar para favorecer a expressdo do potencial fisiolégico remanescente em lotes
armazenados para uso préprio. Essa abordagem € particularmente relevante para sementes
mantidas em condi¢des ndo controladas de temperatura e umidade, situacdo comum em
propriedades rurais que conservam parte da producdo para utilizagdo em safras posteriores. O
tratamento, contudo, ndo deve ser compreendido como uma forma de recuperar sementes
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invidveis, mas como uma alternativa para favorecer o desempenho daquelas que ainda
preservam sua capacidade germinativa (Mbofung et al., 2013; Giasson et al., 2021).

Entre as técnicas empregadas para essa finalidade, destaca-se o condicionamento
fisioldgico, que consiste na hidratacdo controlada das sementes, permitindo a ativacdo de
processos metabdlicos pré-germinativos sem que ocorra a protrusao da raiz primaria. Durante
esse periodo, podem ocorrer a reorganizacao das membranas celulares, a retomada da atividade
respiratéria, a ativacdo enzimatica e o reparo de danos celulares acumulados durante o
armazenamento. Quando conduzido adequadamente, esse processo pode favorecer uma
germinacdo mais rapida e uniforme e contribuir para a formacdo de plantulas mais vigorosas
(Matsushima; Sakagami, 2013; Ma et al., 2024).

Em sementes de soja, o condicionamento osmético com solugbes de PEG 6000 tem
produzido respostas favoraveis, especialmente em lotes envelhecidos ou com menor qualidade
fisioldégica. A magnitude desses efeitos, entretanto, varia conforme o gendtipo, a condi¢cdo
fisiolégica inicial das sementes, o potencial osmdtico da solucdo e o periodo de exposicdo
(Braccini et al., 1999; Braccini et al., 2000; Bejandi et al., 2009). Ha também evidéncias de que
0 condicionamento com PEG 6000 pode induzir alteracbes em processos relacionados ao
metabolismo do carbono, aos sistemas de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, a
sinalizacdo hormonal e a biossintese de lignina em sementes envelhecidas de soja (Wang et al.,
2023).

O PEG 6000 reduz o potencial osmoético da solucdo e limita a velocidade de absor¢éo
de adgua pelas sementes, permitindo a ativacao das etapas iniciais da germinagao sem a protrusdo
da raiz priméaria. Essa resposta, entretanto, depende do potencial osmotico empregado e do
periodo de exposigcdo. Potenciais excessivamente negativos ou periodos prolongados podem
intensificar o estresse osmoético, aumentar o consumo de reservas e comprometer o vigor das
sementes. Em estudos com soja, solu¢gdes com potencial osmético de -0,8 MPa tém sido
utilizadas para simular condi¢cdes de deficiéncia hidrica, o que reforca a necessidade de
interpretar seus efeitos considerando a finalidade, a duracdo e as demais condi¢cdes do
tratamento (Moraes; Menezes, 2003).

Além de controlar a hidratagéo, a solu¢do de condicionamento pode atuar como veiculo
para a aplicacdo de microrganismos selecionados por suas caracteristicas de interesse agricola.
Essa associacdo permite integrar, em uma mesma etapa, a ativacao inicial do metabolismo das
sementes e a inoculagdo microbiana, caracterizando o chamado biocondicionamento. Os efeitos
do tratamento, entretanto, dependem da compatibilidade entre os componentes da formulacéo,
da qualidade fisiologica do lote, da concentracdo do inodculo e do periodo de contato das
sementes com a solucao (Fiodor et al., 2023).

Neste estudo, foi avaliado um tratamento experimental multicomponente que associou
o condicionamento fisioldgico das sementes a inoculacdo bacteriana. Os componentes foram
selecionados considerando atividades bioldgicas previamente descritas na literatura e seu
potencial de aplicacdo em sistemas biologicos (Tiveron et al., 2016; Xu et al., 2022). Como a
formulacéo integra uma tecnologia objeto de protecao patentaria, sua composicdo detalhada, as
proporcdes dos componentes e 0s parametros especificos de preparo ndo séo apresentados nesta
versdo publica da tese, com a finalidade de resguardar as informac6es tecnoldgicas e os direitos
de propriedade intelectual. Além disso, como ndo foram incluidos tratamentos com todos 0s
componentes avaliados isoladamente, as respostas observadas devem ser atribuidas ao
tratamento completo, ndo sendo possivel determinar a contribuicdo individual de cada
componente nem afirmar a ocorréncia de efeitos sinérgicos.

A combinacao de diferentes microrganismos requer avaliacao prévia, pois a presenca de
mais de uma espécie ndo implica, por si s6, compatibilidade ou sinergismo. Dependendo das
condicbes de cultivo, podem ocorrer interacbes complementares, neutras, competitivas ou
antagonicas. Portanto, antes da aplicacdo nas sementes, é necessario verificar se as bactérias
permanecem cultivaveis ap0s a exposi¢do as condi¢fes do tratamento e se as combinagdes
mantém sua capacidade de crescimento em cocultivo (Hu et al., 2021; Braccini et al., 2023).
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Outro aspecto central é o tempo de embebicao das sementes no tratamento experimental.
Periodos muito curtos podem ser insuficientes para desencadear respostas fisioldgicas
mensuraveis, enquanto exposi¢cfes prolongadas podem intensificar excessivamente a
hidratacdo, alterar o equilibrio metabdlico e comprometer o vigor. Portanto, a defini¢cdo do
periodo de embebicdo deve considerar, de forma integrada, a resposta fisiologica das sementes
e a manutencéo da viabilidade dos microrganismos durante o tratamento.

Apesar dos avangos no uso de bioinsumos e tratamentos biolégicos, ainda séo limitados
os estudos que integram o condicionamento fisiologico e combina¢Ges bacterianas no
tratamento de sementes armazenadas de soja. Permanecem lacunas relacionadas a
sobrevivéncia dos microrganismos nas condi¢des de tratamento, a definicdo do periodo
adequado de contato e aos efeitos de formulagdes multicomponentes sobre a germinagéo, a
formacdo de plantulas, o estabelecimento inicial e 0 desempenho posterior das plantas.

Assim, neste estudo, avaliaram-se a sobrevivéncia das bactérias apds a exposi¢cdo ao
tratamento multicomponente, o efeito dessa exposicéo sobre a capacidade de solubilizacdo de
fosforo inorgénico, os efeitos de diferentes periodos de embebi¢éo e a contribui¢do do cocultivo
bacteriano para a qualidade das plantulas provenientes de sementes de soja armazenadas.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Local de execucdo e material biologico

As avaliagOes da qualidade fisioldgica das sementes foram realizadas no Laboratorio de
Ensino em Tecnologia de Sementes (LENTES) da Universidade Federal de Sergipe. Em todas
as etapas do estudo, utilizou-se 0 mesmo lote de sementes de soja da cultivar M-SOY 8808,
proveniente de sementes reservadas para uso préprio em uma propriedade rural localizada no
municipio de Luis Eduardo Magalhées, Bahia.

Antes do envio ao laboratorio, as sementes permaneceram armazenadas durante trés
meses em um armazeém da propriedade, sob condi¢cBes ambientais ndo controladas. Apos o
recebimento, o lote foi caracterizado quanto a porcentagem de germinacdo e ao teor de agua,
de acordo com os procedimentos estabelecidos nas Regras para Analise de Sementes (Brasil,
2025). O lote apresentou germinacao inicial de 73% e teor de 4gua de 12,5%.

4.2.2. Preparacao da solucéo de potencial hidrico controlado (PS)

A solucdo de condicionamento utilizada no estudo foi preparada de acordo com a
tecnologia descrita no pedido de patente de invencdo BR 10 2025 018270 0, depositado no
Instituto Nacional da Propriedade Industrial em 28 de agosto de 2025. Por integrarem o
conteldo tecnoldgico objeto de protecdo patentaria, a composicdo, as proporcoes dos
componentes e 0s parametros especificos de preparo da formulacdo ndo sdo apresentados nesta
versdo publica da tese.

Em cada tratamento, 100 sementes foram mantidas em contato com 300 mL da solucao
de condicionamento durante os periodos definidos em cada etapa experimental. A mesma
solucdo foi utilizada como veiculo para a incorporacdo da combinacdo bacteriana selecionada,
e o tratamento foi preparado imediatamente antes de sua aplicacdo as sementes.

4.2.3. Sobrevivéncia bacteriana apds exposicdo a solucdo PS e solubilizacdo de fosforo
inorganico

Foram utilizadas as estirpes P. aryabhattai CCT 4005 (ARY), B. amyloliquefaciens
ATCC 23350 (BA) e B. licheniformis ATCC 14580 (BL), cedidas pela empresa Bioworld
SolucOes Regenerativas Ltda. Inicialmente, cada estirpe foi cultivada separadamente em 20 mL
de meio liquido Luria-Bertani (LB), a 28 °C, sob agitacdo de 140 rpm, durante 12 h. Apds esse
periodo, as suspensdes foram ajustadas para a concentracdo aproximada de 10® células mL™,
estimada por meio da densidade 6ptica a 600 nm.
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Para avaliar a manutencdo de células cultivaveis apds o contato com a solucdo de
condicionamento, uma aliquota de 100 pL de cada suspensdo bacteriana foi inoculada
separadamente em 20 mL da solugdo. As amostras foram mantidas a 28 °C, sob agitagéo
constante de 140 rpm, durante 48 h. Aliquotas de 100 pL foram distribuidas em placas contendo
meio LB, as quais foram incubadas em camara do tipo BOD, a 28 °C, durante 24 h. Em seguida,
realizou-se a contagem das unidades formadoras de colonias (UFC).

Para avaliar qualitativamente a capacidade de solubilizacéo de fosforo inorganico ap6s
a exposicdo a solucdo de condicionamento, aliquotas de 100 pL de cada cultivo foram
transferidas para pogos de 5 mm de didmetro, previamente confeccionados no centro de placas
de Petri de 90 mm contendo meio &gar Pikovskaya modificado.

O meio de cultura foi composto, por litro, por 10 g de dextrose, 5 g de fosfato bicalcico,
0,5 g de sulfato de aménio, 0,5 g de extrato de levedura, 0,2 g de cloreto de potéassio, 0,1 g de
sulfato de magnésio, 18 g de &gar e 0,025 g de vermelho do Congo. O pH foi ajustado para 7,0,
conforme adaptacéo do protocolo de Pikovskaya (1948). As placas foram incubadas em camara
do tipo BOD, a 28 °C, durante 48 h.

A formacéo de coldnias no meio Pikovskaya foi considerada evidéncia qualitativa da
presenca de células cultivaveis apos a exposicdo a solucdo de condicionamento. N&o foi
possivel estimar a populagdo bacteriana por densidade Optica ap0s essa exposi¢do, pois as
alteracbes na coloracdo da solugdo interferiram nas leituras espectrofotométricas. Essa
interferéncia produziu valores inferiores aos obtidos para o branco, constituido pela solugéo de
condicionamento sem bactérias, impossibilitando a obtencdo de estimativas confiaveis da
densidade celular por esse método.

A formacao de zonas de clareamento ao redor das col6nias foi registrada como indicagéo
qualitativa do fendtipo associado a solubilizacdo de fosfato. Também foram mensuradas a area
ocupada pelas coldnias e a area das respectivas zonas de clareamento. As imagens foram obtidas
com o equipamento GroundEye® e analisadas no software ImageJ®, utilizando-se a relagdo de
140 pixels cm™ para a calibragdo da escala.

O ensaio com os cultivos individuais foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, tendo as trés estirpes bacterianas ARY, BA e BL como tratamentos. Foram
utilizadas trés repeticbes biologicas e cinco placas por repeticdo. As placas constituiram
unidades técnicas pertencentes as respectivas repeticdes bioldgicas.

4.2.4. Cocultivo bacteriano e preparacdo da formulacdo multicomponente

Com base no crescimento colonial e na capacidade de solubilizagdo de fdsforo
inorganico apresentados pelas estirpes apos a exposicao a solucdo de condicionamento, foram
definidas duas combinacg6es bacterianas: P. aryabhattai com B. amyloliquefaciens (ARY + BA)
e P. aryabhattai com B. licheniformis (ARY + BL). Para o preparo de cada combinacéo,
utilizaram-se suspensdes previamente cultivadas em meio liquido Luria-Bertani (LB) e
ajustadas para a concentragdo aproximada de 10® células mL™".

Em cada repeticdo, aliquotas de 100 uL das suspens6es de cada uma das duas bactérias
foram inoculadas conjuntamente em 20 mL da solucdo de condicionamento. O mesmo
procedimento foi realizado em 20 mL de meio LB, utilizado como meio de referéncia. Os
cocultivos foram mantidos a 28 °C, sob agitacdo de 140 rpm, durante 48 h.

Apos esse periodo, aliquotas de 100 pL de cada cocultivo foram transferidas para pogos
de 5 mm de diametro, confeccionados em placas contendo meio Pikovskaya modificado. As
placas foram incubadas a 28 °C durante 48 h. A formacdo de coldnias no meio sélido foi
considerada evidéncia qualitativa da presenca de células cultivaveis ap0s a incubacdo na
solucdo de condicionamento ou no meio LB. A presenca e a area das zonas de clareamento
foram avaliadas conforme descrito para os cultivos individuais. Os meios de cultura, as solucoes
e 0s materiais utilizados foram esterilizados em autoclave a 120 °C durante 15 min.



27

A auséncia de sinais aparentes de contaminacdo e a manutencdo das caracteristicas
fenotipicas dos cultivos foram verificadas por meio da avaliacdo da morfologia colonial, da
reacdo de Gram e da micromorfologia celular por microscopia optica.

Com base no crescimento colonial observado apds a exposicdo a solucdo de
condicionamento, a combinacdo ARY + BA foi selecionada para as etapas subsequentes. O
tratamento contendo essa combinacdo bacteriana foi preparado imediatamente antes de sua
aplicacdo as sementes, conforme os procedimentos vinculados a tecnologia descrita no pedido
de patente de invencdo BR 10 2025 018270 0. As proporg¢bes dos componentes e 0s demais
parametros especificos de preparo ndo sdo apresentados nesta versdo publica da tese, por
integrarem o contetido tecnoldgico objeto de protegdo patentéaria.

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2 x 2, constituido por duas combinac@es bacterianas (ARY + BA e ARY + BL) e duas condi¢des
prévias de cultivo (solucdo de condicionamento e meio LB), além de um controle sem
inoculacdo bacteriana. Foram utilizadas trés repeticdes bioldgicas, cada uma composta por seis
placas consideradas unidades técnicas.

4.2.5. Determinacao do periodo de embebicdo das sementes em solucdo de potencial
hidrico controlado

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos: controle sem contato com a solucdo de condicionamento e quatro periodos de
embebicdo: 0, 2, 4 e 6 h. No tratamento correspondente a 0 h, as sementes foram imersas na
solucdo e retiradas imediatamente. Cada tratamento foi constituido por quatro repeticdes de 25
sementes.

Antes da embebicdo, as sementes foram submetidas a desinfestacdo superficial em
solugdo de hipoclorito de sodio a 0,5% durante 1 min e, posteriormente, em alcool a 70%
durante 1 min. Em seguida, foram lavadas em agua corrente durante 3 min. Durante 0s
tratamentos, a solugdo foi mantida sob aeracdo continua por meio de um minicompressor com
vazao de 3 L h™' e pressdo de 0,012 MPa. Ao final de cada periodo, as sementes foram retiradas
da solucdo e submetidas a secagem superficial em temperatura ambiente de aproximadamente
26 °C.

O teste de germinacao foi conduzido em rolos de papel germitest umedecidos com
volume de &gua equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco. Os rolos foram mantidos a 25
°C. Na primeira contagem e na contagem final do teste, foram registrados os nimeros de
plantulas normais, plantulas anormais e sementes ndo germinadas, de acordo com Brasil (2025).
Na contagem final, as plantulas normais foram analisadas no equipamento GroundEye® Série
L, determinando-se 0s comprimentos da raiz primaria, do hipocétilo e total da plantula.

O experimento completo foi realizado trés vezes, em periodos distintos, constituindo
trés repeticbes bioldgicas independentes. Em cada repeticdo biologica, foram mantidas as
quatro repeticdes de 25 sementes para cada tratamento.

4.2.6. Germinacdao e vigor das sementes tratadas com a formulagdo multicomponente

Apo6s a definicdo do periodo de embebicdo, avaliou-se o efeito da inclusdo da
combinacdo bacteriana ARY + BA no tratamento experimental. As suspensdes bacterianas
foram preparadas conforme descrito no item 1.2.3 e ajustadas para a concentracao aproximada
de 10® células mL™! antes de sua incorporacdo ao tratamento. Sementes submetidas apenas a
solucdo de condicionamento, durante 0 mesmo periodo de embebicéo, foram utilizadas como
controle de referéncia para avaliar o efeito da inclusdo da combinacdo bacteriana.

O teste de germinacdo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
dois tratamentos: solu¢do de condicionamento sem a combinagdo bacteriana e solugdo de
condicionamento com a combina¢do ARY + BA. Cada tratamento foi constituido por quatro
repeticbes de 25 sementes. Foram determinadas as porcentagens de plantulas normais, plantulas
anormais e sementes ndo germinadas. As plantulas normais foram analisadas no equipamento
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GroundEye® quanto ao comprimento da raiz primaria, ao comprimento acumulado das raizes
secundarias e ao comprimento total.

O experimento completo foi realizado trés vezes, em periodos distintos, constituindo
trés repeticbes biologicas independentes. Em cada repeticdo bioldgica, foram mantidas quatro
repeticdes de 25 sementes por tratamento.

4.2.7. Anélise estatistica

Para explorar conjuntamente as relacfes entre as varidveis de germinacdo e vigor e
identificar padrBes multivariados associados aos tratamentos, foi realizada uma Andlise de
Componentes Principais (PCA). Antes da analise, os dados foram centrados e escalonados, de
modo que cada variavel apresentasse média igual a zero e variancia igual a um. A PCA foi
calculada por decomposicdo em valores singulares (SVD), utilizando-se a fungdo prcomp do
software R. Os autovalores, a variancia explicada e os biplots foram obtidos e representados
com auxilio do pacote factoextra.

Os dados de expansdo radial e de solubilizacéo de fosfato foram inicialmente avaliados
quanto a normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando os pressupostos da
analise paramétrica ndo foram atendidos, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido de
comparagdes pareadas pelo teste de Wilcoxon para comparagdes maltiplas.

Para as demais variaveis, foram ajustados modelos lineares generalizados (GLM), com
distribuicdes definidas de acordo com a natureza dos dados. Para as variaveis continuas e
estritamente positivas, utilizou-se a distribuicio Gamma com funcéo de ligacdo log. Para os
dados de contagem, utilizou-se a distribuicéo de Poisson com ligacao log. As comparagoes entre
as médias marginais estimadas foram realizadas com ajuste de Sidak. A adequagdo dos modelos
foi avaliada por meio da analise dos residuos e da verificacdo da dispersao dos dados. Adotou-
se o nivel de significancia de 5%, e todas as analises foram realizadas no software R (R Core
Team, 2024).

4.3. Resultados

4.3.1. Recuperacdo bacteriana e potencial de solubilizacdo de fosforo inorganico apoés
exposicao a solucédo PS

Foram recuperadas células cultivaveis das trés estirpes bacterianas ap6s 48 h de
exposicdo a solucdo de potencial hidrico controlado (PS). Ndo foram detectadas diferencas
significativas entre as estirpes quanto a formacao de coldnias, considerando as comparagdes
entre as médias marginais estimadas com ajuste de Sidak (p = 0,05). As trés estirpes formaram
col6nias a partir da diluicdo 1073, As popula¢des médias foram de 1,38 x 10+ 9,89 x 10° UFC
mL™" para ARY, 1,52 x 10° £ 1,34 x 10° UFC mL™" para BL e 8,11 x 10°> £ 2,42 x 10* UFC
mL™" para BA.

As trés estirpes também formaram col6nias em meio Pikovskaya ap0s a exposicao a
solucdo PS. As areas de crescimento colonial foram superiores a 10 cm? e ndo diferiram
significativamente entre os cultivos individuais (p = 0,05). As células cultivaveis das trés
estirpes foram recuperadas apds o periodo de exposicao.

Foram observadas zonas de clareamento em todas as placas, indicando a manutencao
do fenotipo associado a solubilizacdo de fosfato nas condi¢bes do ensaio em meio solido. A
area das zonas de clareamento diferiu entre as estirpes. P. aryabhattai apresentou a maior
média, com 3,25 + 0,11 cm?, enquanto B. licheniformis e B. amyloliquefaciens apresentaram
médias de 2,40 £ 0,15 e 2,30 + 0,08 cm?, respectivamente, sem diferenca significativa entre
estas duas ultimas estirpes (Figura 1).

Figura 1 - Area da zona de clareamento e da expansdo radial das cepas bacterianas Priestia
aryabhattai (ARY), Bacillus amyloliquefaciens (BA) e Bacillus licheniformis (BL), expressas
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em cm2, Letras distintas indicam diferenca significativa entre as cepas quanto a area da zona de
clareamento, enquanto “ns” indica auséncia de diferenga significativa para a expansao radial.

201 ns
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. Area da zona

o~

£ de clareamento

© 101 =
1 . Expansao radial

A maior area da zona de clareamento apresentada por P. aryabhattai indica maior
expressdo do fendtipo associado a solubilizacéo de fosfato, nas condi¢fes do ensaio em meio
solido, em comparacdo com as demais estirpes avaliadas. Esse resultado constitui um indicio
de uma caracteristica relacionada a promogéo do crescimento vegetal e fundamentou a selecéo
da estirpe para a composi¢cdo das combinacdes bacterianas.

Na avaliacdo dos cocultivos, a combinacdo P. aryabhattai + B. amyloliquefaciens
apresentou areas de crescimento colonial numericamente proximas apds a incubacao prévia em
meio LB e na solucdo PS, com 15,2 e 15,7 cm?, respectivamente. Para a combinacdo P.
aryabhattai + B. licheniformis, foram observadas areas de 38,4 cm? ap0s a incubacdo em meio
LB e de 1,78 cm? ap0s a exposicdo a solucdo PS, indicando reducdo acentuada do crescimento
colonial nessa ultima condicdo (Figura 2). A manutencdo do crescimento da combinagédo P.
aryabhattai + B. amyloliquefaciens apds a exposicdo a solucdo PS fundamentou sua selecdo
para as etapas subsequentes.

Figura 2 - Area de expansdo radial das combinagdes de Priestia aryabhattai com Bacillus
amyloliquefaciens ou Bacillus licheniformis em meio Pikovskaya, apos incubacdo prévia em
meio LB ou na solugdao PS. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Wilcoxon ao nivel de 5% de probabilidade. LB = Luria-Bertani; PS = solu¢do com potencial
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hidrico controlado; ARY+BA = Priestia aryabhattai e Bacillus amyloliquefaciens; ARY+BL =
P. aryabhattai e Bacillus licheniformis; ns = nao significativo.
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4.3.2. Efeito do periodo de embebicdo sobre a germinacéo e a formacéo de plantulas

Os diferentes periodos de embebicdo das sementes na solucdo PS ndo influenciaram
significativamente as proporcdes de plantulas normais (p = 0,253) e de sementes nao
germinadas (p = 0,754). Para a proporc¢do de plantulas anormais, também ndo foi detectada
diferenca significativa entre os tratamentos (p = 0,086), embora o resultado indique uma
possivel variacao a ser investigada em estudos posteriores.

Na andlise da resposta ao tempo de embebicao, foram considerados apenas os periodos
de 0, 2, 4 e 6 h, uma vez que o controle sem contato com a solu¢do ndo integra a escala
quantitativa de tempo. O componente linear para a proporcao de plantulas normais apresentou
p = 0,049. Entretanto, como o teste global entre os periodos ndo foi significativo, esse resultado
foi interpretado com cautela e ndo foi considerado evidéncia conclusiva de aumento consistente
da proporgéo de plantulas normais em funcéo do tempo de embebigéo.

Portanto, ndo foi possivel afirmar que o aumento do periodo de embebicdo promoveu
maior formacdo de plantulas normais. De modo geral, os periodos avaliados apresentaram
comportamento semelhante quanto as proporcoes de plantulas normais, plantulas anormais e
sementes ndo germinadas.

Na Analise de Componentes Principais (Figura 3), os componentes principais 1 e 2
explicaram, respectivamente, 50,3% e 21,8% da variacdo total dos dados, totalizando 72,1%.
No espaco multivariado, os tratamentos submetidos & embebicdo posicionaram-se a direita do
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primeiro componente e apresentaram associagdo com as variaveis relacionadas ao vigor e a
germinacdo. Em contrapartida, o controle, constituido por sementes ndo tratadas, posicionou-
se a esquerda e mostrou associagdo com o numero de sementes ndo germinadas (NG). Essas
relacbes apresentam carater descritivo e exploratorio e devem ser interpretadas em conjunto
com as andlises univariadas, que ndo detectaram diferencas significativas entre os tratamentos
para essas variaveis.

Figura 3 - Andlise de Componentes Principais da germinacdo e vigor de plantulas de soja
embebidas em diferentes tempos na solucdo de potencial hidrico controlado. AN = Plantula
anormal, GHT = Tamanho do Hipocétilo (cm), NG = NUmero de plantulas ndo germinadas, PN
= Numero de plantulas normais, RHR = Razdo Hipocotilo/Raiz, TT = Tamanho Total (cm),
TRP = Tamanho da Raiz Principal (cm).
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Entre as variaveis analisadas, as que apresentaram os maiores tamanhos de efeito e
diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos foram o Tamanho Total (TT;
n%=0,228, p=0,0057), o Tamanho da Raiz Priméaria (TRP; n?=0,194, p=0,016), e 0 Tamanho do
Hipocétilo (GTH; n?=0,184, p=0,021). Esses resultados confirmam que o vigor das plantulas
foi a caracteristica mais sensivel aos tempos de tratamento com o PS.

Ao observar as médias obtidas pelos tempos de embebicdo para essas variaveis, o tempo
de 4 horas se destaca por ter sido o Unico que para as variaveis GTH, TRP e TT ndo apresentou
semelhanca com o controle (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias e erro padrédo de plantulas de soja embebidas em diferentes tempos em solucéo
osmoprotetora. GHT = Tamanho do Hipocotilo, TT = Tamanho Total, TRP = Tamanho da Raiz
Principal. Letras iguais ndo diferem estatisticamente a 5 % pelo teste de Sidak.

Tratamentos GTH (cm) TRP (cm) TT (cm)

C 6,59 (x0,62) b 7,56 (x0,41) b 14,2 (x0,76) b

0 8,87 (x0,64) ab 12,67 (¥1,08)a 21,54 (+0,47) a
2 10,26 (x0,58) a 11,31(x0,45)ab 21,58 (£1,01) a
4 10,31(x£0,55) a 13,02(x0,65)a 23,42 (x0,15) a
6 9,91(x0,39) ab 10,99 (+0,35) ab 20,90 (£0,38) ab

Esse tempo de embebicao na solucdo resultou em plantulas 9,4% maiores que o controle
(Figura 4).

Figura 4 - Plantulas de soja germinadas a partir de sementes tratadas em solu¢do com potencial
hidrico controlado em diferentes tempos de embebicdo. Plantulas de soja obtidas nos diferentes
tratamentos.

As imagens foram adquiridas no sistema GroundEye® e posteriormente organizadas no BioRender®, utilizado
para a montagem da figura, o ajuste de resolugdo e a inser¢éo da escala em centimetros. A = Controle; B = 0 horas;
C =2horas; D =4 horas; E = 6 horas.

4.3.3. Efeito da incluséo do cocultivo na formulacdo multicomponente

A inclusdo do cocultivo de P. aryabhattai e B. amyloliquefaciens modificou a
distribuicdo das plantulas entre as categorias normal e anormal. No tratamento contendo o
cocultivo bacteriano, 68,0% * 4,40% das plantulas foram classificadas como normais e 24,5%
+ 3,33% como anormais. No tratamento sem o cocultivo, essas proporcoes foram de 50,0% +
1,69% e 48,0% = 1,55%, respectivamente.

A inclusdo do cocultivo aumentou em 18,0 pontos percentuais a proporcdo de plantulas
normais e reduziu em 23,5 pontos percentuais a propor¢do de plantulas anormais. As
comparagdes entre as médias marginais estimadas, com ajuste de Sidék, indicaram diferencas
significativas entre os tratamentos para ambas as categorias (p < 0,05).

O numero de ramificacOes radiculares, o comprimento da raiz primaria, o comprimento
acumulado das raizes secundarias e o comprimento total das plantulas normais ndo diferiram
significativamente entre os tratamentos. Portanto, o principal efeito associado a inclusdo do
cocultivo foi o aumento da proporcdo de plantulas normais e a reducédo da proporcéo de



33

plantulas anormais, sem alteracéo significativa do crescimento das plantulas classificadas como
normais (Figura 5).

Figura 5 - Proporcdo de plantulas normais e anormais apos 4 horas de embebi¢do em solucao
multicomponente, na auséncia e na presenga do cocultivo de Priestia aryabhattai e Bacillus
amyloliquefaciens. Diferengas entre as formulacdes foram avaliadas por comparagdes com
ajuste de Sidak, a 5% de significancia.
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4.4. Discussao

Neste estudo, utilizou-se um lote de sementes de soja armazenado durante trés meses
em uma propriedade rural, sob condi¢cdes ndo controladas de temperatura e umidade. O lote
apresentou germinacdo inicial de 73% e elevada ocorréncia de plantulas anormais, indicando
comprometimento de sua qualidade fisiologica. Entretanto, como ndo foram realizadas
avaliacOes antes do armazenamento nem o monitoramento das condi¢cbes ambientais durante
esse periodo, ndo é possivel atribuir diretamente essa condi¢cdo ao armazenamento.

A embebicdo das sementes em uma solucéo de potencial hidrico controlado ndo alterou
significativamente as propor¢des de plantulas normais e de sementes ndo germinadas nos
periodos avaliados. Apesar disso, foram observadas diferencas em caracteristicas relacionadas
ao vigor das plantulas. A hidratacdo controlada pode permitir a ativacdo de processos
metabolicos pré-germinativos, incluindo a reorganizacdo das membranas, a retomada da
atividade respiratoria e a atuacdo de mecanismos celulares de reparo, sem que ocorra a
protrusdo da raiz primaria. Esses processos podem contribuir para o desempenho posterior das
plantulas, embora ndo tenham sido mensurados diretamente neste estudo (Lei et al., 2021; Ma
et al., 2024; Sajid et al., 2025).

Entre os periodos avaliados, o tratamento de 4 h apresentou a maior média de
comprimento total das plantulas, com 23,42 + 0,15 cm, aproximadamente 2 cm superior a média
observada no controle sem embebigdo. Esse resultado indica que o periodo de contato pode
influenciar caracteristicas relacionadas ao vigor, mesmo quando a porcentagem final de
germinacdo ndo é alterada. A resposta ao condicionamento depende da espécie, da qualidade
inicial do lote, do potencial hidrico e do periodo de exposi¢do. Periodos insuficientes podem
limitar a ativagdo dos processos pré-germinativos, enquanto exposi¢fes prolongadas podem
intensificar o estresse osmotico e comprometer o vigor (Chakraborti et al., 2022).
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A recuperacdo de células cultivaveis ap0s a exposicdo a solucdo de condicionamento
constituiu um aspecto importante para avaliar a compatibilidade inicial das estirpes com o
tratamento. Foram recuperadas células cultivaveis das trés estirpes nas condi¢es avaliadas.
Entretanto, como ndo foram comparadas quantitativamente as popula¢fes antes e apos a
exposicdo, ndo é possivel determinar se houve manutencdo, reducdo ou multiplicagdo das
células bacterianas. O resultado demonstra apenas que parte da populacdo permaneceu capaz
de formar col6nias em meio sélido apds o tratamento.

Entre as estirpes avaliadas, P. aryabhattai apresentou a maior area de clareamento em
meio Pikovskaya, indicando maior expressdo do fendtipo associado a solubilizacdo de fosfato
inorganico in vitro. Esse resultado constitui uma evidéncia qualitativa, pois ndo foi realizada a
quantificacdo do fosforo efetivamente solubilizado no meio.

A combinacdo de P. aryabhattai e B. amyloliquefaciens apresentou areas de crescimento
colonial semelhantes apds a incubacdo prévia em meio LB e na solucdo de condicionamento, o
que fundamentou sua selecdo para as etapas subsequentes. Em contrapartida, a combinacédo
contendo B. licheniformis apresentou menor crescimento em meio sélido ap6s a exposicdo a
solugdo, em comparacdo com o observado apos o cultivo em LB. Esse resultado sugere que as
condicdes de exposicdo influenciaram o desempenho posterior do cocultivo. As diferencas nas
zonas de clareamento podem estar relacionadas ao crescimento colonial, a acidificagdo do meio
ou a producéo de &cidos organicos, processos associados a solubilizacao de fosfatos inorganicos
(Timofeeva et al., 2022; Vitorino et al., 2024). Esses mecanismos, contudo, ndo foram
avaliados diretamente neste estudo.

Na avaliagdo da germinagdo, a inclusdo do cocultivo de P. aryabhattai e B.
amyloliquefaciens aumentou a propor¢do de plantulas normais e reduziu a proporgdo de
plantulas anormais, em comparagcdo com o tratamento sem bactérias. Esse foi o efeito mais
consistente associado a incluséo do cocultivo durante a fase inicial de desenvolvimento.

Bacterias dos géneros Bacillus e Priestia podem produzir compostos relacionados ao
crescimento, mobilizar nutrientes e participar das interacdes iniciais entre sementes, raizes e
microrganismos (Cardarelli et al., 2022; Liu et al., 2019; Pappalettere et al., 2024). Entretanto,
esses mecanismos ndo foram mensurados e ndo podem ser apontados como causas diretas das
respostas observadas.

Em conjunto, os resultados demonstram que ceélulas cultivaveis da combinacao
bacteriana selecionada foram recuperadas ap0s a exposi¢do as condi¢des do tratamento e que a
inclusdo do cocultivo favoreceu a formacéo de plantulas normais. Entretanto, a validacdo da
tecnologia requer experimentos adicionais com maior nimero de unidades experimentais,
diferentes lotes e cultivares, avaliagdo dos componentes isolados, quantificacdo da populacéo
microbiana antes e apds o tratamento e ensaios em condicdes de campo. Essas etapas sdo
necessarias para verificar a consisténcia dos efeitos e a aplicabilidade agrondmica da tecnologia
(Parnell et al., 2016; Timmusk et al., 2017; Diaz-Rodriguez et al., 2025).

4.5. Conclusotes

A formulacdo multicomponente apresentou potencial para o biopriming de sementes
armazenadas de soja. O periodo de embebicdo de 4 h favoreceu caracteristicas relacionadas ao
vigor das plantulas, sem alterar significativamente a germinacdo, enquanto a inclusdo do
cocultivo bacteriano aumentou a proporcdo de plantulas normais e reduziu a de plantulas
anormais. Entretanto, a recomendacdo agrondmica da tecnologia requer ensaios adicionais com
diferentes lotes e cultivares, ambientes e condicGes de cultivo.
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5. ARTIGO 2

IMERSAO EM BIOINSUMO A BASE DE Bacillus amyloliquefaciens MODULA O
VIGOR E A ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM PLANTULAS DE
MILHO

RESUMO

O tempo de contato das sementes com bioinsumos pode influenciar a eficiéncia do tratamento
e 0 estabelecimento inicial das plantas. Neste estudo, avaliou-se como a imerséo de sementes
do hibrido de milho AS 1850 PRO4 em um bioinsumo a base de Bacillus amyloliquefaciens
influenciou a germinagado, o vigor e a atividade de enzimas antioxidantes. As sementes foram
submetidas ao contato imediato com o produto ou mantidas em imersdo durante 2, 4 ou 6 h,
além do controle sem tratamento. A germinacdo permaneceu acima de 95% e nao diferiu entre
o0s tratamentos. Entretanto, os periodos de imersao estiveram associados a diferentes padrdes
de crescimento das plantulas. Os dois primeiros componentes da Analise de Componentes
Principais explicaram, conjuntamente, 85,1% da variagdo dos dados. Nessa analise, 0
tratamento de 4 h foi associado aos maiores comprimentos da parte aérea e total das plantulas.
O contato imediato foi associado a maior area projetada e ao maior nimero de raizes, enquanto
o tratamento de 2 h modificou a relagé@o entre o crescimento radicular e o da parte aérea. Para a
imersdo durante 6 h, houve os menores valores para diversas caracteristicas relacionadas ao
vigor. Na avaliagdo enzimatica dos tratamentos contrastantes, a atividade da ascorbato
peroxidase foi maior apds 6 h, a superdxido dismutase apresentou maior atividade no controle
e a catalase ndo diferiu entre os tratamentos. Assim, o0 periodo de imersdo influenciou o
crescimento inicial e a resposta antioxidante das plantulas. Nas condic¢des avaliadas, o periodo
de 4 h favoreceu o crescimento das plantulas sem comprometer a germinacao.

Palavras-chave: bioinsumos, analise de imagens, estresse oxidativo, tratamento de sementes,
vigor.

5.1. Introducéo

O milho (Zea mays L.) ocupa posicdo central na alimentacdo humana e animal e
abastece diferentes cadeias industriais. Para expressar o potencial produtivo da cultura, é
fundamental o estabelecimento rapido e uniforme do estande. Nesse processo, a qualidade das
sementes e as praticas adotadas antes da semeadura desempenham papel determinante, pois
influenciam a germinacdo, o vigor e a capacidade das plantulas de superar as condic6es
adversas encontradas durante o estabelecimento.

O tratamento de sementes realizado na propriedade tem se expandido por permitir ao
produtor ajustar os produtos, as doses e 0os métodos de aplicacdo as condi¢bes do sistema
produtivo. Paralelamente, o uso de bioinsumos tem ampliado as possibilidades de aplicacédo
localizada de microrganismos benéficos, promovendo o contato direto com as sementes e
podendo reduzir a quantidade de in6culo necessaria por unidade de area, em compara¢do com
determinadas formas de aplicacdo no solo (Medeiros et al., 2023; Castiglione et al., 2021).
Entretanto, a eficiéncia dessa pratica ndo depende apenas do microrganismo utilizado. A
composicdo do produto, a concentracdo do indculo, a qualidade fisiologica do lote e 0 método
de aplicacdo também podem influenciar a resposta das sementes.

Entre os microrganismos utilizados na agricultura, espécies do género Bacillus
destacam-se pela capacidade de formar enddsporos, pela estabilidade em formulacGes e pela
diversidade de mecanismos associados & promoc¢éo do crescimento vegetal e ao controle de
fitopatdgenos (Dame; Rahman; Islam, 2021; Etesami; Jeong; Glick, 2023). Estirpes de Bacillus
amyloliquefaciens podem produzir compostos relacionados a regulagéo do crescimento vegetal,
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modificar a arquitetura radicular e favorecer as interagdes entre as plantas e a microbiota
presente na regido proxima as sementes (Idris et al., 2007; Poveda; Gonzélez-Andrés, 2021).
Essas respostas, contudo, variam entre estirpes, culturas e condigdes de aplicagéo.

Quando o bioinsumo é aplicado por imersdo, o tratamento também promove a
hidratacdo das sementes e compartilha caracteristicas com o biocondicionamento. A absor¢do
de 4gua reativa 0 metabolismo, favorece a reorganizacdo das membranas celulares e altera a
producdo de espécies reativas de oxigénio. Em concentracdes controladas, essas moléculas
participam da sinalizagdo associada a germinacdo; entretanto, quando se acumulam
excessivamente, podem provocar peroxidagdo lipidica, alteracdes em proteinas e enzimas e
reducdo do vigor (Adetunji et al., 2021; Cortés et al., 2023). Enzimas como a superoxido
dismutase, a ascorbato peroxidase e a catalase participam da regulacéo desse equilibrio durante
a germinacao e o crescimento das plantulas.

Apesar do uso crescente de produtos bioldgicos a base de Bacillus, ainda sdo limitadas
as informacg6es sobre como o periodo de imersdo das sementes em uma solugdo aerada contendo
0 bioinsumo influencia simultaneamente a germinacao, a morfologia das plantulas e a atividade
do sistema antioxidante. Partiu-se da hipétese de que periodos intermediarios de contato
favoreceriam o desenvolvimento inicial, enquanto uma exposicao prolongada poderia alterar o
equilibrio oxidativo e comprometer o vigor. Assim, neste estudo, avaliaram-se os efeitos de
diferentes periodos de imersdo de sementes de milho do hibrido AS 1850 PRO4 em uma
solucgéo aerada contendo bioinsumo a base de B. amyloliquefaciens sobre a germinacéo, o vigor,
a morfologia das plantulas e a atividade de enzimas antioxidantes.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Material vegetal e caracterizacdo do bioinsumo

Foram utilizadas sementes de milho do hibrido AS 1850 PRO4, provenientes do lote
UMHO0076, com germinacdo inicial de 95%. Antes da instalacdo do primeiro experimento, as
sementes foram submetidas a desinfestacéo superficial em solucao de hipoclorito de sddio a 2%
durante 1 min e, posteriormente, em alcool a 70% durante 1 min. Em seguida, foram
enxaguadas trés vezes com agua destilada.

Utilizou-se o bioinsumo comercial BA Raiz, formulado a base de Bacillus
amyloliquefaciens, com concentragdo declarada de 10® UFC mL™. O produto foi fornecido pela
empresa Bioworld Solugbes Regenerativas.

5.2.2. Tratamentos e sistema aerado de imerséo

Os tratamentos foram constituidos por sementes ndo submetidas a imersdo, utilizadas
como controle, e por sementes colocadas em contato com o bioinsumo e imediatamente
retiradas da solucédo, correspondendo ao tratamento de 0 h, ou mantidas em imersdo por 2, 4 ou
6 h. Em cada tratamento, 800 sementes foram acondicionadas em recipiente de vidro com
capacidade de 2 L, contendo uma solucdo composta por 400 mL de agua destilada e 100 mL do
bioinsumo. Durante o tratamento, a solucdo foi mantida a 28 °C e sob aeracdo continua,
fornecida por um minicompressor com vazdo de 3 L h™'. Ao término de cada periodo de
imersdo, as sementes foram retiradas da solu¢do e mantidas em ambiente a 28 °C para secagem
superficial, até ndo apresentarem umidade aparente na superficie.

5.2.3. Germinacdo e avaliacdo do vigor em diferentes tempos de imersao

Apos a aplicacdo dos tratamentos, as sementes foram distribuidas em rolos de papel para
germinacao, previamente umedecidos com agua destilada em volume equivalente a 2,5 vezes a
massa do papel seco. Os rolos foram mantidos em germinador regulado a 25 °C, sob fotoperiodo
de 12 h de luz e 12 h de escuro. A avalia¢do foi realizada no sétimo dia ap0s a instalagdo do
teste, determinando-se a porcentagem de plantulas normais conforme os critérios estabelecidos
pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2025).
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O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e oito repeti¢Oes de 25 sementes, totalizando 200 sementes por tratamento.

5.2.4. Analise digital das plantulas

Cinco plantulas normais de cada repeticdo foram selecionadas aleatoriamente e
analisadas por meio do sistema GroundEye® Série L. As imagens foram processadas
utilizando-se 0 modelo de cores HSV, com valores de matiz entre 209,7 e 266,2, saturagao entre
0,548 e 1,000 e brilho entre 0,000 e 0,842.

Foram determinados o comprimento da parte aérea, 0 comprimento da raiz principal e
0 comprimento total da plantula, além da area projetada, do nimero de raizes e da razdo entre
0s comprimentos da raiz e da parte aérea. As cinco plantulas avaliadas em cada repeti¢do foram
consideradas subamostras, sendo a respectiva média utilizada como unidade observacional nas
analises estatisticas.

5.2.5. Ensaio com tempos contrastantes de imersao

Com base nos resultados do primeiro experimento, foram selecionados os tratamentos
controle, 4 h e 6 h, por apresentarem respostas contrastantes quanto ao vigor e a morfologia das
plantulas. As sementes foram desinfestadas em solucao de hipoclorito de sodio a 1% por 1 min
e, em seguida, em alcool a 70% por 1 min. Posteriormente, foram lavadas trés vezes com agua
destilada esterilizada.

Nos tratamentos de 4 e 6 h, as sementes foram mantidas em recipientes de vidro com
capacidade de 2 L, contendo uma solugdo composta por 400 mL de adgua destilada e 100 mL do
bioinsumo, sob aeracao continua de 3 L h™! e a temperatura de 28 °C. As sementes do tratamento
controle foram submetidas ao mesmo procedimento de desinfestacdo, mas ndo entraram em
contato com o bioinsumo. Ao término de cada periodo de imersao, as sementes foram retiradas
da solucdo e mantidas em ambiente a 28 °C para secagem superficial, até ndo apresentarem
umidade aparente na superficie.

O teste de germinacédo e a analise digital das plantulas foram realizados conforme os
procedimentos descritos anteriormente. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com trés tratamentos e oito repetices de 25 sementes. Foram
realizados dois ensaios biologicamente independentes, mantendo-se as mesmas condigcdes
experimentais.

5.2.6. Proteinas totais e extracdo das enzimas antioxidantes

O teor de proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford (1976) e utilizado
para normalizar as atividades enzimaticas. Amostras de 60 mg de plantulas de milho foram
maceradas em nitrogénio liquido e submetidas a trés extrac@es sucessivas com 350 pL de etanol
nas concentracdes de 100, 80 e 50% (v/v). Em cada etapa, o material foi homogeneizado,
incubado a 70 °C por 20 min e centrifugado a 14.000 rpm por 5 min, a 4 °C.

Aliquotas de 5 pL do extrato foram adicionadas a 180 pL do reagente de Bradford em
microplaca. A absorbancia foi determinada a 595 nm em leitor Epoch-Biotek®, e 0s resultados
foram estimados por curva padrao de albumina sérica bovina.

Para a extracdo enzimatica, foram utilizadas trés amostras biolégicas independentes por
tratamento. Cada amostra foi constituida por 200 mg de tecido fresco de plantulas com 7 dias,
composta por 2 plantulas. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido, trituradas
manualmente e, em seguida, homogeneizadas em 1,5 mL de tampdo contendo fosfato de
potassio 400 mM, pH 7,8, EDTA 10 mM e acido ascérbico 200 mM. Apos centrifugacdo a
13.000 rpm por 10 min, a 4 °C, o sobrenadante foi armazenado a -20 °C até as determinacoes.
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5.2.7. Determinagéo das atividades antioxidantes
5.2.7.1. Ascorbato peroxidase

A atividade da ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) foi determinada conforme
Nakano e Asada (1981), por meio do monitoramento da oxidagdo do ascorbato a 290 nm. A
mistura reacional foi constituida por 9 pL do extrato enzimatico, 90 pL de tampdo fosfato de
potassio 200 mM, pH 7,0, contendo &cido ascorbico 10 mM, 9 pL de peréxido de hidrogénio 2
mM e 54 L de &gua destilada, perfazendo um volume final de 162 pL por pogo.

As leituras de absorbancia foram realizadas em intervalos de 15 s, durante 3 min, a 30
°C. Cada amostra bioldgica foi analisada em triplicata técnica. A atividade enzimatica foi
calculada a partir da reducdo linear da absorbancia por unidade de tempo, utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar do ascorbato de 2,8 mM™ cm™, e expressa em umol de ascorbato
oxidado min™ mg! de proteina.

5.2.7.2. Superoxido dismutase

A atividade da superoxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) foi determinada conforme
Beauchamp e Fridovich (1971), com base na capacidade da enzima de inibir a fotorredugéo do
azul de nitrotetrazélio (NBT). A mistura reacional foi constituida por 10 pL do extrato
enzimatico e 190 puL de meio de reacdo contendo tampdo fosfato de potassio 100 mM,
metionina 70 mM, EDTA 10 uM, NBT 1 mM e riboflavina 0,2 mM, perfazendo um volume
final de 200 pL por poco.

A reacdo foi iniciada pela exposicdo das microplacas a iluminacgdo artificial com
intensidade de 100 umol m2 s™!, durante 7 min, a 28 °C. Apds esse periodo, a absorbéancia foi
mensurada a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para promover 50% de inibicdo da fotorreducdo do NBT. A atividade enzimatica foi
expressa em unidades de SOD por miligrama de proteina (U mg™ de proteina).

5.2.7.3. Catalase

A atividade da catalase (CAT; EC 1.11.1.6) foi determinada conforme Havir e McHale
(1987), por meio do monitoramento da decomposi¢dao do perdxido de hidrogénio (H20:) a 240
nm. A mistura reacional foi constituida por 9 puL do extrato enzimatico, 162 L de tampéo
fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, e 9 uL de H.0: 250 mM, perfazendo um volume final de
180 pL por poco.

As leituras de absorbancia foram realizadas em intervalos de 15 s, durante 3 min, a 30
°C. A atividade enzimaética foi calculada a partir da reducéo linear da absorbancia por unidade
de tempo, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar do H>O> de 0,036 mM ™! cm™!, e expressa
em umol de H>-O2 decomposto min™' mg™" de proteina.

5.2.8. Anadlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas separadamente para o experimento com 0s
tempos de contato com o bioinsumo, constituido por cinco tratamentos, e para 0 experimento
com os trés tratamentos contrastantes. As cinco plantulas avaliadas em cada repeticdo foram
consideradas subamostras, sendo a respectiva média utilizada como unidade observacional nas
analises.

A normalidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Shapiro—Wilk e pela inspe¢do dos
gréficos quantil-quantil (Q-Q), enquanto a homogeneidade das variancias foi verificada pela
analise grafica dos residuos e pelo teste de Bartlett. Para as variaveis que atenderam aos
pressupostos da analise paramétrica, os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, adotando-se o nivel de
significancia de 5%. Para as variaveis que ndo atenderam ao pressuposto de normalidade,
empregou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido de comparagdes pareadas pelo teste de
Wilcoxon, com ajuste dos valores de p para comparacfes multiplas.
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A germinacéo foi analisada com base no nimero de sementes que originaram plantulas
normais € no nimero de sementes que ndo originaram plantulas normais em cada unidade
experimental. Para isso, ajustou-se um modelo linear generalizado misto (GLMM), com
distribuicdo binomial e funcdo de ligacdo logit. O tratamento foi considerado efeito fixo,
enquanto o ensaio biologicamente independente foi incluido como efeito aleatdrio quando
aplicavel.

A andlise de componentes principais (PCA) foi realizada com as médias das unidades
experimentais. Previamente, as variaveis foram centralizadas e escalonadas para média igual a
zero e variancia igual a um, a fim de eliminar os efeitos decorrentes das diferencas de escala
entre os atributos avaliados. A PCA foi obtida por decomposigdo em valores singulares (SVD),
utilizando-se o0s pacotes FactoMineR e factoextra para o processamento dos dados e a
elaboracdo dos gréficos biplot. Todas as analises foram realizadas no ambiente estatistico R (R
Core Team, 2023).

5.3. Resultados

5.3.1. Germinagéo das sementes

A germinacdo permaneceu acima de 95% em todos os tratamentos, sem diferencga
significativa entre os tempos de contato das sementes com o bioinsumo (p > 0,05). Esses
resultados indicam que, nas condi¢des avaliadas, tanto o contato imediato quanto a permanéncia
das sementes na solucdo aerada por até 6 h ndo comprometeram a formacdo de plantulas
normais.

5.3.2. Vigor e padr6es morfologicos em diferentes tempos de imersao

Embora a germinacdo tenha permanecido estavel, os tempos de contato com o
bioinsumo apresentaram padrbes distintos quanto as caracteristicas de crescimento das
plantulas. Os dois primeiros componentes principais explicaram conjuntamente 85,1% da
variancia total, dos quais 65,9% foram explicados pelo primeiro componente (CP1) e 19,2%
pelo segundo (CP2).

Os tratamentos de 4 h e 0 h foram projetados no lado positivo do CP1, na mesma direcéo
da maioria dos vetores correspondentes as caracteristicas morfologicas. O tratamento de 4 h
posicionou-se no quadrante superior direito, proximo aos vetores de comprimento total da
plantula (TS) e comprimento da parte aérea (SL). O tratamento de O h, por sua vez, foi projetado
no quadrante inferior direito, associado aos vetores de area projetada, niUmero de raizes (NR) e
comprimento da raiz principal (PRS). O tratamento de 2 h posicionou-se no quadrante superior
esquerdo, na direcdo do vetor correspondente a razao entre 0s comprimentos da raiz e da parte
aérea (RRPA). Em contraste, o controle (C) e o tratamento de 6 h foram projetados no lado
negativo do CP1, em direcdo oposta aos vetores da maioria das caracteristicas de crescimento
(Figura 1).
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Figura 1 - Andlise de componentes principais das caracteristicas de vigor de plantulas de milho
oriundas de sementes submetidas ao controle sem tratamento (C), contato imediato (0 h) ou
imersdo por 2, 4 ¢ 6 h em bioinsumo a base de Bacillus amyloliquefaciens.
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RRPA: razdo entre raiz e parte aérea; SL: comprimento da parte aérea; TS: comprimento total; PRS: comprimento
da raiz principal; NR: nimero de raizes; Area: area projetada da plantula.

Os resultados das analises univariadas corroboraram os padrdes observados na analise
multivariada. De modo geral, os tratamentos de 0, 2 e 4 h ndo diferiram significativamente entre
si quanto a maioria das caracteristicas morfoldgicas. A Unica excecdo foi a area projetada, para
a qual o tratamento de 0 h apresentou média significativamente superior a observada no
tratamento de 4 h. Por sua vez, o tratamento de 6 h apresentou comportamento semelhante ao
controle e diferiu dos demais tratamentos, com menores médias de area projetada e
comprimento total da plantula.

Tabela 1. Caracteristicas morfologicas de plantulas de milho oriundas de sementes submetidas
a diferentes tempos de imersdo em bioinsumo a base de Bacillus amyloliquefaciens. Os valores
representam média + erro-padréo.

Trat. é rr'rfg Parte aérea (cm) RRPA Raiz principal (cm) Tama(r;l:r(l))Total N° de raizes
C 6,68+0,36 c 6,32+0,38 ¢ 2,48+0,17b  13,96+0,47 a 20,28+0,67 bc 53,0945,56 ab
0h 12,9740,57a 9,25+0,29 a 1,57+0,10a 14,04+0,74 a 23,30+0,73 ab 75,78+£11,01a
2h 8,770,922 abc 8,56+0,53 ab 6,14+0,46ab 12,86+0,94 a 21,42+1,06 abc 51,66+6,48 ab
4h 10,04+0,47b  9,21+0,15a 1,72+0,05ab  14,98+0,67 a 24,19+0,73 a 55,63+11,67 ab
6h  6,54+0,22¢c 6,82+0,45 bc 2,0340,20ab  12,53+0,79 a 19,35+0,94 ¢ 32,64+8,78 b

C: Controle; RRPA: razdo entre os comprimentos da raiz e da parte aérea. Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo
diferem estatisticamente entre si. As variaveis area e RRPA foram avaliadas pelo teste de Wilcoxon, e as demais variaveis,
pelo teste de Tukey, ambos ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).

As diferencas morfologicas observadas entre os tratamentos podem ser visualizadas na
Figura 2, que apresenta plantulas de milho provenientes de sementes submetidas a diferentes
tempos de contato com o bioinsumo a base de B. amyloliquefaciens.
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Figura 2 - Plantulas de milho oriundas de sementes submetidas a bioinsumo a base de Bacillus
amyloliquefaciens.

5.3.3. Vigor das plantulas em tempos contrastantes

Na comparacdo entre o controle e os tempos de exposicdo de 4 e 6 h, as plantulas
provenientes de sementes submetidas ao tratamento de 4 h apresentaram medianas
numericamente superiores as observadas no tratamento de 6 h para o comprimento total da
plantula, o comprimento da parte aérea, 0 comprimento da raiz principal e a area projetada. Para
0 numero de raizes, a distribui¢do dos valores no tratamento de 4 h foi semelhante a observada
no controle. Além disso, o tratamento de 4 h apresentou menor amplitude interquartil para a
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maioria das caracteristicas avaliadas, exceto para o comprimento da raiz principal, indicando
menor dispersdo dos dados e maior uniformidade de crescimento nessa condicdo (Figura 3).

Figura 3 - Distribuicdo das caracteristicas morfoldgicas de plantulas de milho nos tratamentos
controle (C), 4 h e 6 h. Cada ponto representa uma plantula analisada.
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A distribuicdo dos dados evidencia ampla sobreposicao entre os tratamentos, mas indica
que o periodo de 4 h proporcionou, de modo geral, maior crescimento e menor dispersao para
a maioria das caracteristicas avaliadas. Esse tratamento apresentou medianas mais elevadas para
0 comprimento total, o0 comprimento da parte aérea, 0 comprimento da raiz principal e a area
projetada, especialmente em comparacdo ao tratamento de 6 h. Em contrapartida, as plantulas
do tratamento de 6 h apresentaram maior variabilidade e menores valores centrais para algumas
caracteristicas, sem evidenciar vantagem em relacdo ao controle. Esses resultados sugerem que
0 contato com o bioinsumo por 4 h pode favorecer o crescimento mais uniforme das plantulas,
enquanto o prolongamento da imerséo por 6 h ndo proporciona beneficio morfol6gico adicional
(Figura 4).
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Figura 4 - Plantulas de milho oriundas dos tratamentos controle (C), 4 h e 6 h de imersdo em
bioinsumo a base de Bacillus amyloliquefaciens.

A avaliacdo visual das plantulas representativas evidencia diferencas na arquitetura e no
desenvolvimento dos sistemas aéreo e radicular entre os tratamentos. A plantula proveniente
do tratamento de 4 h apresentou parte aérea mais desenvolvida e sistema radicular mais extenso
e ramificado, enquanto a plantula do tratamento de 6 h exibiu menor desenvolvimento radicular.
O controle apresentou padréo intermediario. Essa representacdo visual € coerente com as
tendéncias observadas nas analises morfolégicas, mas possui carater exclusivamente ilustrativo,
uma vez que as conclusdes devem ser fundamentadas no conjunto de plantulas e nas unidades
experimentais avaliadas.

5.3.4. Atividade das enzimas antioxidantes

Os tempos de imersdo influenciaram de maneira distinta as atividades das enzimas
antioxidantes. A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi maior apds 6 h de imersao,
enquanto a superoxido dismutase (SOD) apresentou maior atividade no controle e menor
atividade no tratamento de 4 h. A atividade da catalase (CAT) aumentou numericamente com
0 prolongamento do periodo de imersdo; entretanto, ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os tratamentos (p > 0,05) (Figura 5).
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Figura 5 - Atividade da ascorbato peroxidase (APX), superdxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT) em plantulas de milho em bioinsumo a base de Bacillus amyloliquefaciens.
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O padrdo enzimatico observado sugere que os periodos de 4 e 6 h desencadearam
respostas fisiologicas distintas. No tratamento de 4 h, a menor atividade da SOD, associada a
manutengdo da APX em nivel semelhante ao controle, coincidiu com o melhor desempenho
morfoldgico das plantulas. Esse resultado pode indicar menor demanda de ativagdo do sistema
antioxidante nessa condicao.

Em contraste, o tratamento de 6 h apresentou aumento expressivo da atividade da APX
e atividade intermediaria da SOD, 0 que sugere maior necessidade de remogdo do H20: gerado
durante o metabolismo celular. Embora a CAT tenha apresentado valor numericamente mais
elevado apos 6 h, a variabilidade dos dados ndo permitiu confirmar diferenca significativa entre
os tratamentos. Assim, a elevacdo da APX apds 6 h pode representar uma resposta
compensatéria ao prolongamento da imersdo; entretanto, essa interpretacdo deve ser
confirmada por indicadores diretos de estresse oxidativo, como os teores de H.O: e
malondialdeido.

5.4. Discussao

A manutencao da germinacgéo acima de 95% demonstra que a imersdo das sementes em
solucdo aerada por até 6 h ndo comprometeu sua capacidade de originar plantulas normais. Por
outro lado, a auséncia de incremento significativo em relacéo ao controle pode estar relacionada
a elevada qualidade fisiologica inicial do lote, que apresentava 95% de germinacdo. Nessas
condicdes, a proximidade do potencial maximo de germinacdo reduz a possibilidade de detectar
beneficios adicionais decorrentes do condicionamento, caracterizando um possivel efeito teto
(Maet al., 2024; Zhu et al., 2021).

A estabilidade da germinacdo, contudo, ndo significou auséncia de respostas ao
tratamento. Os tempos de contato com o bioinsumo estiveram associados a diferentes padrdes
de crescimento e de distribuicdo entre os sistemas radicular e aéreo. Na analise multivariada, o
tratamento de 0 h foi projetado na direcdo dos vetores correspondentes a area projetada, ao
namero de raizes e a0 comprimento da raiz principal. Além disso, apresentou area projetada
superior a observada apos 4 h. Esses resultados sugerem que mesmo um contato breve com o
bioinsumo pode ter sido suficiente para influenciar o crescimento inicial das plantulas.

Estirpes de Bacillus amyloliquefaciens podem produzir acido indolacético e outros
metabdlitos associados & promocdo do crescimento, além de modular a expressdo de genes
relacionados a expansdo celular e a arquitetura do sistema radicular (Idris et al., 2007; Irizarry;
White, 2018). Tais efeitos podem estar relacionados & producdo de compostos com atividade
semelhante & de fitormdnios, incluindo auxinas, e a alteracdo de processos fisiologicos
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envolvidos na diviséo e no alongamento celular (Idris et al., 2007; Devi et al., 2025; Luo et al.,
2026). Nas raizes, essas respostas podem favorecer o alongamento, a formac&o de raizes laterais
e o desenvolvimento de pelos radiculares, ampliando a superficie de exploragdo do substrato
(Bhosale et al., 2018; Jan et al., 2024). Esses mecanismos constituem hipdteses plausiveis para
explicar parte das alteracdes morfolégicas observadas, embora a produgdo de fitormdnios, a
colonizacdo das sementes e a expressdo génica ndo tenham sido avaliadas neste estudo.

A projecdo do tratamento de 2 h na direcdo do vetor correspondente a razao raiz/parte
aérea indica maior investimento relativo no sistema radicular. Esse padrdo ndo deve ser
interpretado necessariamente como reducdo do vigor, mas como uma possivel alteracdo na
alocacdo inicial de recursos entre raizes e parte aérea. O estagio de hidratacdo alcangado no
momento da interrupcao do tratamento pode ter contribuido para essa resposta, uma vez que a
entrada de agua e a reativacdo do metabolismo ocorrem progressivamente durante a embebigdo
(Upretee; Bandara; Tanino, 2024).

O tratamento de 4 h apresentou o padrdo mais favoravel de crescimento, especialmente
quanto ao comprimento da parte aérea, ao comprimento total da plantula e a uniformidade da
maioria das caracteristicas avaliadas. Em contraste, a imersdo por 6 h ndo proporcionou
beneficios morfoldgicos adicionais e apresentou desempenho semelhante ao controle para
algumas variaveis. Como apenas um periodo superior a 4 h foi avaliado, ndo é possivel
estabelecer um limite fisiologico preciso nem afirmar que periodos mais prolongados sejam
necessariamente prejudiciais. Ainda assim, os resultados demonstram que o0 aumento do tempo
de contato com o bioinsumo ndo implica, obrigatoriamente, melhoria progressiva do
desempenho das sementes.

A maior atividade da APX ap0s 6 h sugere maior mobilizacdo da via responsavel pela
remocdo do peroxido de hidrogénio. A APX possui elevada afinidade por esse composto e
integra o ciclo ascorbato—glutationa, enquanto a CAT atua de maneira mais expressiva quando
o H:20: se encontra em concentragdes mais elevadas (Sofo et al., 2015; Li, 2023). Embora a
atividade da CAT tenha aumentado numericamente com o prolongamento da imersdo, a
diferenca entre os tratamentos ndo foi significativa. Portanto, ndo é possivel concluir que essa
enzima tenha sido estimulada pelo maior tempo de contato com o bioinsumo.

A SOD apresentou maior atividade no controle e menor atividade apos 4 h. Essa enzima
catalisa a conversdo do radical superdxido em H:0O: e participa tanto da defesa antioxidante
quanto da sinalizacdo associada a germinacgdo e ao crescimento inicial (Puntarulo et al., 1991;
Singh; Chaudhuri; Kar, 2014). A menor atividade observada apds 4 h pode indicar menor
demanda pela dismutacdo do superdxido ou uma regulacéo distinta do metabolismo oxidativo.
Entretanto, a atividade isolada das enzimas ndo permite determinar diretamente o estado
oxidativo das plantulas. Para isso, seriam necessarias avaliacbes complementares, como a
quantificacdo de H20-, radical superoxido, malondialdeido e antioxidantes ndo enzimaticos.

Em conjunto, os resultados indicam que 4 h foi o periodo que proporcionou a resposta
mais equilibrada nas condices avaliadas, conciliando manutencdo da germinacdo, maior
crescimento e menor dispersdo de varias caracteristicas morfologicas. Contudo, sua
recomendacdo pratica requer validacdo em outros lotes e genotipos, além de testes de
emergéncia em substrato, crescimento em condi¢Bes de casa de vegetacdo e desempenho em
campo. Também sdo necessarios estudos que confirmem a colonizacdo das sementes por B.
amyloliquefaciens e esclarecam os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos nessa
resposta.

5.5. Conclusao

A imersdo das sementes do hibrido AS 1850 PRO4 em bioinsumo aerado a base de
Bacillus amyloliquefaciens ndo altera a germinagéo, mas modifica o crescimento e a atividade
antioxidante das plantulas. A imersdo no bioinsumo e a embebig¢do por um periodo de até 4 h
promove o crescimento, uniformidade e manutencdo do vigor, enquanto o periodo de 6 h esta
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associado a reducdo de vérias caracteristicas de crescimento e a uma maior atividade da
ascorbato peroxidase. Os resultados aqui expostos colaboram com futuras investigagOes para a
padronizacéo de tratamentos de sementes de milho com bioinsumos.
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6. ARTIGO 3

Composicdo taxondmica e caracterizacdo funcional in vitro de culturas microbianas
associadas a endocarpos de umbu e a crescimento esponténeo em cultivo de
Macrophomina phaaseolina

RESUMO

A prospeccédo de culturas microbianas provenientes de nichos pouco explorados pode revelar
funcoes relevantes para a agricultura; entretanto, seu aproveitamento depende do conhecimento
de sua composicdo taxondmica e de sua seguranca bioldgica. Neste estudo, foram
caracterizadas e avaliadas as culturas B6 e EJ115, obtidas, respectivamente, de endocarpos de
frutos de umbu e de crescimento espontaneo em placas contendo Macrophomina phaseolina.
Foram avaliados o crescimento microbiano, a morfologia celular, o antagonismo contra M.
phaseolina, os efeitos sobre o desenvolvimento inicial de plantulas de feijdo e soja, a
solubilizacdo de fosfato inorganico e a formacdo de biofilme. Na cultura com melhor
desempenho funcional, investigou-se, por reacdo em cadeia da polimerase, a presenca dos genes
phoC e phoD, relacionados a mineralizacdo do fosforo organico. A composicao taxondmica foi
determinada por meio do sequenciamento do gene que codifica 0 RNA ribossémico 16S. Os
dados foram analisados por modelos lineares e modelos lineares generalizados mistos,
adotando-se o nivel de significancia de 5%. Ambas as culturas reduziram o crescimento de M.
phaseolina, com maior efeito antagénico promovido por EJ115. Quando aplicadas diretamente
as sementes, B6 e EJ115 reduziram a germinacao do feijdo, embora esse efeito tenha sido menos
acentuado com EJ115. Em soja, EJ115 apresentou desempenho superior ao de B6. As duas
culturas solubilizaram fosfato inorganico, sem diferenca significativa entre elas. B6 apresentou
fraca formacdo de biofilme, enquanto EJ115 ndo apresentou essa capacidade nas condicGes
avaliadas. Na cultura EJ115, ndo houve amplificacdo definida de phoC, enquanto a PCR
direcionada a phoD produziu multiplos fragmentos, ndo permitindo confirmar a presenca
especifica desse gene. O sequenciamento revelou que ambas eram culturas bacterianas mistas.
Em B6, as maiores proporcoes de sequéncias foram atribuidas a Azospirillum (37,76%) e
Serratia (28,35%), enquanto, em EJ115, predominaram Bacillus (67,33%) e Staphylococcus
(30,94%). Os resultados demonstram que as culturas apresentam atividades funcionais de
interesse in vitro. Contudo, sua composicdo mista impede a indicacdo para uso agricola antes
do isolamento de seus componentes, da identificacdo taxondmica em maior resolucdo e da
realizacdo de avaliagcdes especificas de biosseguranca.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris, Glycine max, solubilizacdo de fosforo, controle
bioldgico, perfil taxondmico.

6.1. Introducao

A busca por sistemas agricolas mais sustentaveis tem ampliado o interesse por
microrganismos capazes de favorecer a nutri¢do e o estabelecimento das plantas e reduzir os
danos provocados por fitopatdgenos. No Brasil, a instituicdo do Programa Nacional de
Bioinsumos, em 2020, e a publicacdo da Lei n°® 15.070, em 2024, refletem a importancia dessas
tecnologias e estabelecem bases para sua producao, seu registro, sua comercializagdo e seu uso

A expansdo do setor exige o conhecimento preciso da identidade, da pureza e da
seguranga dos materiais bioldgicos utilizados. Atividades funcionais detectadas in vitro, como
antagonismo a fitopatdgenos, mobilizacdo de nutrientes ou estimulo ao desenvolvimento
vegetal, constituem evidéncias iniciais de interesse, mas ndo comprovam a Seguranca
microbiolégica de uma cultura. Por essa razdo, os procedimentos oficiais incluem a
confirmac&o da identidade do microrganismo declarado e a avaliagcdo da pureza microbioldgica.
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Na prospecgdo microbiana, a selegédo inicial geralmente se baseia na aparéncia das
colbnias, na morfologia celular e nas respostas funcionais. Esses critérios, entretanto, ndo
asseguram a presenca de uma Unica populagdo, pois microrganismos distintos podem apresentar
caracteristicas fenotipicas semelhantes. A presenca nao intencional de diferentes populacfes
compromete a atribuicdo das atividades observadas e pode representar risco biolégico. Assim,
culturas de composicdo desconhecida devem ter seus componentes isolados, identificados e
avaliados quanto a biosseguranca antes de qualquer aplicacdo agricola. A deteccdo de
microrganismos nao alvo em inoculantes produzidos sob controle microbiolégico limitado
reforca a importéancia dessa caracterizagcdo (Frempong et al., 2024).

O sequenciamento do gene que codifica 0 RNA ribossomico 16S permite identificar os
principais grupos bacterianos presentes e revelar misturas ndo detectadas por métodos
fenotipicos. Entretanto, mesmo o sequenciamento de regifes proximas a extenséo total desse
gene pode ndo diferenciar espécies filogeneticamente proximas. Essa limitacdo € relevante
quando sdo detectados géneros que incluem espécies com caracteristicas ecoldgicas,
biotecnoldgicas e patogénicas distintas. Nesses casos, sd0 necessarios 0 isolamento dos
componentes, a identificacdo em maior resolucéo e testes especificos de biosseguranca (Aftab
et al., 2025).

Plantas nativas do semiarido constituem fontes potenciais de microrganismos com
funcbes de interesse agricola. A Caatinga apresenta diversidade microbiana ainda pouco
explorada, e 0 umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda) representa uma especie promissora para
a investigacao de microrganismos associados aos frutos e endocarpo.(Tacca, De et al., 2026) .
Da mesma forma, o crescimento bacteriano espontaneo em cultivos de fitopatdgenos pode
revelar interagbes antagonicas, mas deve ser tratado inicialmente como uma ocorréncia de
origem, composicao e seguranca desconhecidas.

Entre os fitopatdgenos de importancia agricola, Macrophomina phaseolina apresenta
ampla gama de hospedeiros, persisténcia no solo por meio de microesclerdédios e dificil manejo.
Esse fungo esta associado a podriddo-do-carvdo em diversas culturas, com maior severidade
frequentemente observada sob temperaturas elevadas e baixa disponibilidade hidrica (Marquez
et al., 2021). A prospeccao de microrganismos antagonicos pode contribuir para seu manejo,
desde que a identidade e a seguranca dos materiais sejam demonstradas.

Neste estudo, foram avaliadas as culturas B6 e EJ115, obtidas, respectivamente, de
endocarpos de frutos de umbu e de crescimento bacteriano espontaneo em placas contendo M.
phaseolina. O objetivo foi caracterizar sua composicdo taxondmica e suas propriedades
funcionais, incluindo o antagonismo ao fitopatdgeno, os efeitos sobre sementes e plantulas, a
solubilizacdo de fosfato inorganico, a presenca de genes associados a mineralizacdo do fosforo
organico e a formacdo de biofilme. Buscou-se, assim, verificar se a composi¢cdo dessas culturas
permitia a continuidade da prospeccdo, considerando a necessidade de isolamento,
identificacdo taxonbmica e avaliacdo de biosseguranca antes de qualquer indicacdo para uso
agricola.

6.2. Material e Métodos

6.2.1. Origem e manutencao das culturas bacterianas

As culturas bacterianas B6 e EJ115 integram a colecdo de microrganismos do
Laboratorio de Ensino em Tecnologia de Sementes (LENTES) da Universidade Federal de
Sergipe. Para conservacdo, foram armazenadas em glicerol a -20 °C. Antes de cada
experimento, as culturas foram reativadas em meio Luria-Bertani (LB) e incubadas a 28 +2 °C
por 48 h.

A cultura B6 foi obtida do arilo esponjoso associado a endocarpos de frutos de umbu
(Spondias tuberosa Arruda), coletados de plantas localizadas nos municipios de Poco Verde e
Gararu, Sergipe, Brasil. A cultura EJ115 foi recuperada apds o surgimento espontaneo de
crescimento bacteriano em placas contendo M. phaseolina. O isolado, originalmente obtido de
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plantas de feijdo, foi cedido pelo Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Tabuleiros
Costeiros.

Como a caracterizacdo molecular revelou a presenca de mais de um taxon bacteriano
em ambas as amostras, B6 e EJ115 foram tratadas, ao longo deste estudo, como culturas
bacterianas mistas, e ndo como estirpes ou isolados puros.

6.2.2. Crescimento microbiano e caracterizacdo morfotintorial

As culturas B6 e EJ115 foram inoculadas separadamente em 20 mL de meio Luria-
Bertani (LB) liquido e incubadas a 28 °C, sob agitacdo orbital de 140 rpm, por 48 h. Apés a
incubacdo, a densidade Optica das suspensdes foi mensurada a 600 nm em espectrofotdmetro e
ajustada para DOsoo de 0,5.

As suspensdes padronizadas foram submetidas a dilui¢des seriadas decimais até 1077.
Aliquotas de 100 pL de cada diluicdo foram distribuidas, em triplicata, em placas contendo
meio LB sdlido. As placas foram incubadas em cAmara de crescimento do tipo BOD, a 28 °C,
por 24 h. Apos a incubagdo, as coldnias foram contadas, e a concentragdo de células vidveis foi
expressa em unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC mL™). Foram realizadas trés
repeticdes bioldgicas independentes, cada uma analisada em triplicata técnica.

A caracterizacdo morfotintorial foi realizada por meio da coloracdo de Gram. Os
esfregacos foram preparados em laminas de vidro, secos ao ar e fixados pelo calor. Em seguida,
foram corados com cristal violeta por 1 min, tratados com lugol por 1 min, descoloridos com
alcool-acetona por 30 s e contracorados com fucsina de Gram por 1 min. Entre as etapas, as
laminas foram lavadas com agua destilada.

As laminas foram examinadas em microscopio optico de campo claro, utilizando-se
objetiva de imersdo de 100x e aumento total de 1.000x. A coloracdo de Gram foi utilizada como
analise preliminar da morfologia celular e do padréo de coloracéo das populagcdes presentes nas
culturas, sem finalidade de identificacdo taxondmica.

6.2.3. Antagonismo in vitro contra Macrophomina phaseolina

A atividade antagdnica das culturas B6 e EJ115 contra M. phaseolina foi avaliada por
meio do confronto direto em placas de Petri contendo meio batata—dextrose—-agar (BDA). Um
disco de micélio com 5 mm de didmetro, retirado da margem de uma col6nia do fungo em
crescimento ativo, foi depositado proximo a uma das bordas da placa. Na borda oposta, B6 ou
EJ115 foi inoculada por estrias em formato de “T”. No tratamento controle, as placas receberam
apenas o disco de M. phaseolina.

As placas foram incubadas em camara de crescimento do tipo BOD, a 28 + 2 °C, no
escuro, durante sete dias. Apds esse periodo, o crescimento do fungo foi determinado pela area
ocupada pelo micélio em cada placa.

As imagens foram obtidas no sistema GroundEye® e analisadas no software ImageJ®.
Para a conversdo das medidas em pixels, utilizou-se uma escala previamente calibrada de 145
pixels cm™'. A area de crescimento micelial foi expressa em centimetros quadrados.

6.2.4. Germinacdo de sementes em cocultivo direto

Os efeitos do contato direto com as culturas B6 e EJ115 sobre a germinacao de sementes
de feijdo-comum foram avaliados em placas de Petri contendo meio Luria-Bertani (LB) sélido.
Antes da instalacdo do experimento, as sementes foram submetidas a desinfestacao superficial
em solucéo de hipoclorito de s6dio a 2% por 1 min e, em seguida, em alcool a 70% pelo mesmo
periodo. Posteriormente, foram lavadas trés vezes com agua destilada esterilizada.

As culturas microbianas foram previamente inoculadas nas placas e incubadas até o
estabelecimento do crescimento no meio. Em seguida, cinco sementes foram distribuidas sobre
a superficie de cada placa, em contato direto com o crescimento microbiano. No tratamento
controle, as sementes foram mantidas em meio LB n&o inoculado, sob as mesmas condicgdes
experimentais.
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As placas foram incubadas a 28 °C durante oito dias. Apés esse periodo, foram
registrados os nimeros de sementes germinadas e ndo germinadas em cada placa. Os resultados
foram apresentados em porcentagem de germinacao.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com trés
tratamentos e dez repeti¢fes. Cada placa foi considerada uma unidade experimental, e as cinco
sementes nela distribuidas foram consideradas subamostras.

6.2.5. Efeito dos compostos volateis sobre a germinacao

O efeito dos compostos volateis associados as culturas B6 e EJ115 sobre a germinagéo
de sementes de feijdo-comum foi avaliado em placas de Petri bipartidas. Em um dos
compartimentos, as culturas foram inoculadas em meio Luria-Bertani (LB) solido. No
compartimento oposto, cinco sementes previamente desinfestadas foram distribuidas sobre o
mesmo meio, sem contato direto com as culturas microbianas. As placas foram vedadas com
Parafilm® para limitar a dispersdo dos compostos volateis e manter o sistema fechado. No
tratamento controle, o compartimento destinado a cultura recebeu apenas meio LB néo
inoculado.

As placas foram incubadas a 28 °C durante oito dias. Apds esse periodo, foram
registrados os niumeros de sementes germinadas e ndo germinadas em cada placa. Os resultados
foram apresentados em porcentagem de germinacao.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com trés
tratamentos e dez repeti¢es. Cada placa bipartida foi considerada uma unidade experimental,
e as cinco sementes nela distribuidas foram consideradas subamostras.

6.2.6. Efeito na germinacdo de sementes de soja

As culturas B6 e EJ115 foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) liquido por 24 h,
a 28 °C, sob agitacao orbital de 140 rpm. Apds esse periodo, as suspensdes tiveram a densidade
optica ajustada para DOsoo de 0,5, correspondente a aproximadamente 10° UFC mL™. Em
seguida, uma aliquota de 1 mL de cada suspenséo foi aplicada homogeneamente sobre um lote
de 100 sementes de soja da cultivar TMG Itatba. Apos a inoculacdo, as sementes foram
mantidas a 28 °C até a secagem superficial.

As sementes foram distribuidas em rolos de papel Germitest®, previamente umedecidos
com agua destilada em volume equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco. Os rolos foram
mantidos em germinador do tipo Mangelsdorf, a 25 °C, sob luz continua.

No quarto dia ap6s a instalacdo do teste, foi determinada a porcentagem de plantulas
normais. Posteriormente, dez plantulas normais de cada repeticdo foram selecionadas
aleatoriamente e submetidas a analise digital de imagens no sistema GroundEye® Série L.
Foram mensurados o comprimento da raiz primaria, o comprimento do hipocétilo e o
comprimento total da plantula. As dez plantulas foram consideradas subamostras, sendo a
média de cada repeticdo utilizada nas andlises estatisticas.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com trés
tratamentos e quatro repeticoes de 25 sementes, totalizando 100 sementes por tratamento.

6.2.7. Solubilizacdo de fosfato inorganico

A capacidade das culturas B6 e EJ115 de solubilizar fosfato inorganico foi avaliada em
meio Pikovskaya modificado. Para isso, as culturas foram inicialmente inoculadas em 20 mL
de meio Luria-Bertani (LB) liquido e incubadas a 28 °C, sob agitacdo orbital de 140 rpm, por
48 h. Apos esse periodo, aliquotas de 100 pL de cada cultura foram transferidas para orificios
de 5 mm de didametro, previamente confeccionados no centro de placas de Petri de 90 mm
contendo o meio de avaliagdo. Placas com orificio sem microrganismo foram utilizadas como
controle.

O meio Pikovskaya modificado foi preparado com 10 g L' de dextrose, 5 g L' de
fosfato bicalcico, 0,5 g L™ de sulfato de amdnio, 0,5 g L' de extrato de levedura, 0,2 g L™ de
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cloreto de potassio, 0,1 g L' de sulfato de magnésio, 18 g L™ de agar ¢ 0,025 g L™! de vermelho
Congo, com pH ajustado para 7,0, conforme adaptacdo de Pikovskaya (1948).

As placas foram incubadas em camara de crescimento tipo BOD, a 28 °C, por 48 h. A
capacidade de solubilizacdo foi verificada inicialmente pela formagdo de uma zona de
clareamento ao redor do crescimento microbiano.

As imagens das placas foram obtidas no equipamento GroundEye® e analisadas no
software ImageJ®, utilizando-se calibracdo de 140 pixels cm™'. A partir dessas imagens, foram
determinadas a area ocupada pelo crescimento microbiano e a area correspondente a zona de
clareamento.

O indice de Solubilizacdo por Area (ISA) foi calculado pela razdo entre a area da zona
de clareamento e a area ocupada pelo crescimento microbiano, segundo a expressao:

ISA = &rea da zona de clareamento / area do crescimento microbiano

Por se tratar da razdo entre duas areas, o indice foi considerado adimensional.

O experimento foi conduzido com trés repetic6es bioldgicas. Em cada repeticao, foram
utilizadas cinco placas, consideradas subamostras técnicas.

6.2.8. Formacao de biofilme

A formacéo de biofilme foi avaliada em placas de microtitulagdo de 96 pocos, conforme
0s metodos descritos por Christensen et al. (1985) e Stepanovi¢ et al. (2000).

As culturas B6 e EJ115 foram inoculadas em meio LB e incubadas a 28 °C durante 36
h. Apos a incubacéo, as células planctonicas foram removidas, e 0s pogos foram lavados trés
vezes com solugéo salina tamponada com fosfato (pH= 7,0).

O material aderido as paredes dos pocos foi corado com cristal violeta a 0,1%. Apos a
retirada do excesso de corante e a secagem da placa, o cristal violeta retido foi solubilizado com
etanol a 95%. A densidade Optica foi medida a 595 nm. Pocos contendo apenas o meio de
cultura foram utilizados como controle negativo.

O valor de corte foi calculado pela expresséo:

DOc = média da DO do controle negativo + 3 x desvio-padrdo do controle negativo

As culturas foram classificadas como nao produtoras de biofilme quando DO < DOc;
produtoras fracas quando DOc < DO < 2DOc; produtoras moderadas quando 2DOc¢ < DO <
4DO0Oc; e produtoras fortes quando DO > 4DOc.

Foram realizadas trés réplicas biologicas independentes. Cada réplica biologica foi
composta por duas repeticdes experimentais, analisadas em cinco réplicas técnicas (pocos).

6.2.9 Extracdo de DNA e PCR dos genes phoC e phoD

A presenca dos genes phoC e phoD, associados a mineralizacao do fosforo organico, foi
investigada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) na cultura que apresentou melhor
desempenho funcional.

O DNA foi extraidopor meio da lise em tampdo TE, composto por Tris-HCI e acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), seguida de tratamento com cloreto de sddio (NacCl),
brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB) e cloroférmio:alcool isoamilico. Apés a separacdo das
fases, o0 DNA foi precipitado com isopropanol gelado, lavado com etanol a 70%, seco e
ressuspendido em tampao TE 0,1X.

A concentracdo e a pureza do DNA foram determinadas em espectrofotdmetro Epoch
(BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA), com base na razdo entre as absorbancias a
260 e 280 nm (Az60/A2s0). A integridade do material genético foi verificada por eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, preparado em tampéao TBE 1X, composto por Tris, &cido bdrico e EDTA,
utilizando-se o corante fluorescente GelRed®.

Para a amplificacdo, foram utilizados os primers gene phoC, foram utilizados os
iniciadores  phoC-A-F1 (5’-CGGCTCCTATCCGTCCGG-3’) e phoC-A-R1 (5’-
CAACATCGCTTTGCCAGTG-3’), e ALPS-F730 (5°-CAGTGGGACGACCACGAGGT-3")
e ALPS-R1101 (5’-GAGGCCGATCGGCATGTCG-3’), direcionados ao gene phoD.



58

A PCR foi realizada com desnaturacéo inicial a 94 °C por 10 min, seguida de 35 ciclos
de desnaturacdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 61 °C por 1 min e extenséo a 72 °C por 1 min.
Ao final, foi realizada uma etapa de extenséo final a 72 °C por 7 min.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
em tampdo TBE 1X, sob tensdo de 100 V, corados com GelRed® e visualizados sob luz
ultravioleta em transiluminador digital.

6.2.10. Caracterizacao taxonémica molecular

A caracterizacdo taxonOmica das culturas B6 e EJ115 foi realizada na empresa
ByMycCell, por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA. O DNA total foi extraido com o
kit ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit, seguindo as recomendagdes do fabricante.

O gene 16S rRNA foi amplificado em extensdo préxima a total com os iniciadores
universais 27F e 1492R, gerando fragmentos de aproximadamente 1,5 a 1,6 kb. Os produtos da
amplificacdo foram verificados por eletroforese em gel de agarose, purificados e utilizados na
preparacdo das bibliotecas com o kit SQK-LSK114.

O sequenciamento foi realizado na plataforma MinlON, da Oxford Nanopore
Technologies, utilizando-se a Flongle Flow Cell FLO-FLG114. A conversdo dos sinais elétricos
em sequéncias de nucleotideos, denominada basecalling, foi feita no programa Dorado
Basecaller, versdo 0.5.3. Em seguida, as leituras foram submetidas ao controle de qualidade no
NanoFilt, versdo 2.8.0, adotando-se como critério minimo o valor Q10. A separacéo das leituras
de acordo com cada amostra, ou demultiplexacdo, também foi realizada no Dorado.

A classificacdo taxondmica foi obtida pelo mapeamento das leituras contra um banco
interno de referéncia contendo sequéncias do gene 16S rRNA, utilizando-se o programa KMA,
versdo 1.4.15. As abundancias dos diferentes tdxons foram expressas como porcentagens
relativas das leituras classificadas em cada cultura.

As sequéncias consenso foram construidas no programa NGSpecieslD, versdo 0.3.0.
Para cada cultura, a sequéncia consenso sustentada pelo maior nimero de leituras foi comparada
ao banco coreNT do National Center for Biotechnology Information, utilizando-se a ferramenta
BLASTN. Na interpretacdo dos alinhamentos, foram considerados a cobertura da sequéncia, o
percentual de identidade e o valor de e-value.

Como o sequenciamento revelou composicéo bacteriana mista nas culturas B6 e EJ115,
e considerando as limitagdes do gene 16S rRNA para diferenciar espécies filogeneticamente
proximas, a interpretacao taxondmica foi priorizada em nivel de género. As atribuicdes em nivel
de espécie foram consideradas indicativas e interpretadas com cautela.

6.2.11. Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no ambiente R, adotando-se nivel de
significancia de 5%. Os tratamentos foram considerados efeitos fixos, enquanto as repeticdes
biologicas foram incluidas nos modelos como efeitos aleatérios.

A area de crescimento de M. phaseolina, obtida no ensaio de antagonismo, foi analisada
por meio de modelo linear generalizado misto, com distribuicdo Gamma e funcdo de ligacédo
logaritmica.

Os resultados dos ensaios de germinacdo de sementes de feijdo, tanto em contato direto
com as culturas quanto sob exposicdo aos compostos volateis, foram analisados por modelos
lineares generalizados mistos, com distribuicdo binomial e funcédo de ligacdo logit. Em cada
placa, foram considerados conjuntamente os numeros de sementes germinadas e ndo
germinadas, mantendo-se a placa como unidade experimental.

A germinacdo das sementes de soja e as caracteristicas morfolégicas das plantulas foram
avaliadas por modelos lineares generalizados, de acordo com a natureza de cada variavel.

Os dados de crescimento microbiano e do indice de Solubilizacio por Area foram
analisados por modelos mistos com distribuigdo Gaussiana e funcéo de ligacdo logaritmica. A
adequacao dos modelos foi verificada por meio da analise dos residuos e da dispersao.
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Quando foi detectado efeito significativo dos tratamentos, as médias estimadas foram
comparadas com ajuste de Sidak. A formacao de biofilme foi analisada de forma descritiva e
classificada com base nos valores de corte estabelecidos para a densidade dptica.

6.3. Resultados

6.3.1. Crescimento e caracterizacdo morfotintorial

As culturas bacterianas mistas B6 e EJ115 apresentaram densidades populacionais
semelhantes apds 48 h de cultivo. EJ115 atingiu densidade média de 0,92 x 10° UFC mL?,
enquanto B6 apresentou 0,73 x 10° UFC mL?, sem diferenca significativa entre as culturas (p
> 0,05) (Figura 1).

Figura 1 - Densidade populacional das culturas bacterianas mistas B6 e EJ115 apds 48 h de
cultivo. ns: diferenca ndo significativa entre as culturas (p > 0,05).
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Na observacdo microscépica, observaram-se diferencas na morfologia celular das duas
culturas. Em B6, foi observado um padrdo mais heterogéneo, com células ovais e estruturas
alongadas ou filamentosas. Em EJ115, predominaram células com formato de bastonete, que
apresentaram coloracdo purpura apés a coloracdo de Gram, caracteristica compativel com
células Gram-positivas (Figura 2).
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Figura 2 - Comparacdo morfolégica por microscopia oOptica. (A) B6 com células ovais,
brotamento e pseudohifas. (B) EJ115 com células em bastonete e coloragio Gram-positiva.
Coloragao de Gram, 1000% com 6leo de imersao.

Coloragédo de Gram, aumento de 1000x (6leo de imersao).

6.3.2. Antagonismo contra Macrophomina phaseolina

O uso das culturas B6 e EJ115 reduziu significativamente o crescimento de M.
phaseolina em comparacdo com o controle, além de diferirem entre si (p < 0,05) (Figura 3).

No tratamento controle, a area ocupada pelo micélio foi de 51,3 + 0,48 cm2. Na presenca
de B6, essa area foi reduzida para 37,8 + 8,19 cmz, 0 que correspondeu a uma diminuicédo de
26,3%. O efeito foi mais acentuado com EJ115, cuja area micelial foi de 18,2 £ 1,09 cm?,
representando reducédo de aproximadamente 64,5% em relacdo ao controle. Com esse resultado
comprova-se que ambas as culturas apresentaram atividade antag6nica in vitro, com maior
intensidade para EJ115 nas condicGes avaliadas.
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Figura 3 - Atividade antagdnica in vitro das culturas bacterianas mistas B6 e EJ115 sobre o
crescimento micelial de Macrophomina phaseolina apo6s 7 dias de incubagao.
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(A) Controle, com crescimento fangico pleno. (B) Co-cultivo com EJ115. (C) Co-cultivo com B6.
Os diagramas representam a area de crescimento micelial (cm?). Letras mindsculas distintas
indicam diferencga significativa pelo teste de Sidak (p < 0,05).

6.3.3. Germinacdo sob contato direto e exposicdo a compostos volateis in vitro e por

tratamento da semente in vivo
No ensaio de contato direto, o uso das culturas bacterianas influenciou

significativamente a germinacdo das sementes de feijdo (p < 0,05). Com o tratamento controle,
observou-se 92 *+ 1% de germinacéo, enquanto B6 e EJ115 resultaram em 62 + 6% e 80 + 4%,
respectivamente. Embora ambas as culturas tenham reduzido a germinacdo em relacdo ao
controle, o efeito foi menos intenso em EJ115, que apresentou desempenho superior ao de B6

(Figura 4).
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Figura 4 - Porcentagem de germinagdo de sementes de feijao submetidas a diferentes formas de
exposicao as culturas bacterianas B6 ¢ EJ115.
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(A) Contato direto entre sementes e coldnias bacterianas. (B) Exposicdo das sementes aos compostos
volateis emitidos pelas bactérias.

Letras minusculas distintas indicam diferenca estatistica significativa pelo teste de Sidak (p < 0,05).

Quando as sementes de feijao foram expostas apenas aos compostos volateis, ndo foram
observadas diferencas significativas entre o controle e as culturas avaliadas (p > 0,05). A
germinacéo foi de 59 £ 11% no controle, 63 £ 6% em B6 e 68 + 4% em EJ115.

Na soja, a germinacéo foi avaliada no quarto dia ap6s a semeadura. Para EJ115, houve
0 maior valor numerico, com 82 + 4,72% de germinacéo, seguida por B6, com 77 + 1,96%, e
pelo controle, com 68 + 8,91% (Figura 5).
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Figura 6 - Germinagdo de sementes de soja submetidas ao contato direto com as culturas
bacterianas B6 e EJ115 apos 4 dias de incubagao.
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Figura 6 - Plantulas de soja submetidas ao contato direto com as culturas bacterianas
B6 e EJ115 apos 4 dias de incubagao.
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Houve variacdo no desenvolvimento inicial das plantulas de soja entre os tratamentos.
Para B6, observou-se menor comprimento da raiz primaria, com 7,86 + 0,50 cm, em
comparagdo com o controle, com 9,79 + 0,60 cm, e com EJ115, com 10,00 + 0,40 cm. Esse
efeito, consequentemente, refletiu-se no comprimento total das plantulas, que foi de 11,30 +
0,60 cm em B6, enquanto, no controle e em EJ115, foi de 14,00+0,80 cm e 14,20+0,60 cm,
respectivamente. Para o comprimento do hipocoétilo, ndo foram observadas diferencas
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significativas entre os tratamentos. Assim, nas condi¢des avaliadas, em EJ115 houve o

crescimento das plantulas semelhante ao controle, enquanto em B6 houve reducdo do
comprimento da raiz priméria e o comprimento total.

6.3.4. Solubilizacéo de fosfato inorganico
As duas cepas formaram zonas de clareamento no meio Pikovskaya modificado,
demonstrando capacidade de solubilizar fosfato calcico nas condicfes avaliadas. O Indice de

Solubilizagdo por Area foi de 0,355 + 0,06 para B6 e 0,303 + 0,06 para EJ115. N&o houve
diferenca significativa entre as culturas (p > 0,05) (Figura 7).

Figura 7 - Solubilizagéo de fosfato inorganico pelas culturas bacterianas mistas B6 e EJ115

em meio Pikovskaya modificado. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Sidak (p > 0,05).
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6.3.5. Formacao de biofilme

As culturas apresentaram comportamentos distintos quanto a formacdo de biofilme
(Figura 8).
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Figura 8 - Formagao de biofilme pelas culturas bacterianas mistas pelo método do cristal violeta
em placas de microtitulagao.
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A linhagem B6 apresentou absorbancia/densidade dptica média superior a dos demais
tratamentos, sendo enquadrada como produtora fraca de biofilme. Em contraste, EJ115
apresentou valor médio proximo ao controle, sendo classificada como ndo produtora nas
condicdes do ensaio (Tabela 1).

Tabela 1. Sintese dos resultados quantitativos (média + erro-padrdo) das culturas bacterianas
B6 e EJ115 nos ensaios funcionais.

Variavel Controle B6 EJ115 Resultado estatistico
Densidade populacional, UFC mL™! (x10°) - 0,73 0,75 p > 0,05

Area da col6nia de M. phaseolina (cm?)  51,3+0,48 37,848,19 18,2+1,09 p < 0,05
Germinacdo: contato direto (%) 92+1 62+6 8014 p < 0,05
Germinagdo: compostos volateis (%) 59+11 6316 68+4 p > 0,05

indice de solubilizacdo por area - 0,355+0,06 0,303+0,06 p > 0,05
Biofilme, DOsos - 0,221+0,109 0,090+0,007 Analise descritiva
Nota: O simbolo “-” indica auséncia de controle ou variavel ndo aplicavel ao tratamento. Para a formagdo de

biofilme, B6 foi classificada como produtora fraca e EJ115 como nédo produtora nas condic¢fes do ensaio.

6.3.6 Amplificacdo dos genes phoC e phoD

Com a PCR realizada com primers direcionados aos genes phoC e phoD, observaram-
se padrdes distintos na cultura bacteriana mista EJ115. N&o foi observada amplificacédo definida
para phoC. Para phoD, foram detectados multiplos produtos de amplificacdo, enquanto o
controle negativo ndo apresentou bandas visiveis (Figura 9).
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Figura 9 - Perfil eletroforético de produtos obtidos com iniciadores direcionados a phoC e phoD

G B G

na cultura bacteriana mista EJ115.

Esse perfil demonstra que os primers amplificaram diferentes fragmentos do DNA da
cultura EJ115, podendo refletir sua composicao bacteriana mista e a ocorréncia de amplificacdo
inespecifica. Dessa forma, a presenca especifica do gene phoD nédo pdde ser confirmada apenas
pelo perfil eletroforético, sendo necessaria a purificacdo e o sequenciamento dos amplicons
para sua identificacdo.

6.3.7. Caracterizacao taxonémica das culturas bacterianas

Com o sequenciamento do gene 16S rRNA, observou-se que as culturas B6 e EJ115 séo
formadas por diferentes grupos bacterianos. Em B6, os géneros mais abundantes foram
Azospirillum (37,76%) e Serratia (28,35%), enquanto 14,32% das leituras ndo puderam ser
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classificadas. Em nivel de classe, houve predominio de Alphaproteobactéria (40,25%) e
Gammaproteobactéria (31,14%).

Na cultura EJ115, a composigéo foi dominada por Bacillus (67,33%) e Staphylococcus
(30,94%), que juntos representaram 98,27% das leituras classificadas. Esse resultado também
se refletiu na predominancia da classe Bacilli, correspondente a 98,19% das sequéncias.

Embora o sequenciamento tenha permitido reconhecer os principais grupos presentes
em cada cultura, as identificaces em nivel de espécie foram interpretadas com cautela, devido
as limitacbes do gene 16S rRNA para separar microrganismos filogeneticamente préximos.
Assim, os resultados foram apresentados prioritariamente em nivel de género. A composi¢do
observada também indica que as atividades funcionais de B6 e EJ115 devem ser atribuidas as
culturas como um todo, e ndo a um Gnico componente bacteriano.

6.4. Discussao

A busca por alternativas mais sustentaveis para a agricultura tem ampliado o interesse
por microrganismos capazes de contribuir para a nutricdo das plantas e para 0 manejo de
fitopatdgenos. Nesse contexto, regides ambientalmente heterogéneas, como o SEALBA, podem
abrigar comunidades microbianas adaptadas a diferentes condi¢cGes de temperatura,
disponibilidade hidrica e fertilidade do solo. A prospeccéo desses materiais, no entanto, deve
ser acompanhada de caracterizacao taxonémica e funcional, especialmente quando se considera
seu possivel uso no desenvolvimento de bioinsumos.

As bactérias estdo entre os microrganismos mais estudados para aplicacfes agricolas,
devido a diversidade de funcdes que podem desempenhar, incluindo a disponibilizacdo de
nutrientes, a producao de compostos associados ao desenvolvimento vegetal e 0 antagonismo a
fitopatdgenos (Pathania et al., 2020; Ansabayeva et al., 2025). No presente estudo, as culturas
bacterianas mistas B6 e EJ115 alcangaram densidades populacionais da ordem de 10° UFC mL"
1 ap6s 48 h de cultivo em meio LB. Embora ndo tenham sido observadas diferencas
significativas entre as culturas, esse crescimento demonstra que ambas se multiplicaram nas
condicdes experimentais utilizadas. Entretanto, a capacidade de crescimento em meio de cultura
representa apenas uma caracteristica inicial de interesse e, isoladamente, ndo permite concluir
sobre sua viabilidade para producdo em larga escala ou aplicacdo biotecnologica.

O ambiente de origem pode influenciar as caracteristicas funcionais dos microrganismos
associados as plantas. Nesse sentido, espécies nativas do semiarido podem abrigar comunidades
microbianas adaptadas as condi¢des locais de temperatura, disponibilidade hidrica e nutrientes
(Alkahtani et al., 2020; Eida et al., 2018; Rahman et al., 2025). A cultura B6 foi obtida de arilo
de endocarpos de frutos de umbuzeiro, uma estrutura interna e lenhosa que pode representar
um nicho particular para a manutencdo de microrganismos associados.

A partir do sequenciamento do gene 16S rRNA, observou-se que B6 corresponde a uma
cultura bacteriana mista, com predominancia dos géneros Azospirillum e Serratia. Esse
resultado amplia o interesse pela microbiota associada aos endocarpos de umbu, mas nédo
permite afirmar que todos os componentes sejam endofiticos, simbiontes ou especificamente
adaptados a esse tecido. Ainda assim, a origem da cultura e as atividades observadas in vitro
indicam que esse ambiente pode constituir uma fonte relevante para estudos de prospeccédo
microbiana.

A cultura EJ115 foi recuperada ap0s o surgimento espontaneo de crescimento bacteriano
em placas contendo Macrophomina phaseolina. Essa ocorréncia chamou atencdo para uma
possivel interacdo antagdnica, posteriormente avaliada em ensaio de confronto direto. O
aparecimento da cultura em associa¢do com o fitopatdgeno pode estar relacionado a competicéo
por espago e nutrientes, a producdo de metabolitos inibitérios ou a outros mecanismos de
interacdo microbiana. No entanto, como esses processos ndo foram investigados diretamente,
devem ser considerados hipoteses para estudos posteriores (Sawant; Song; Seo, 2022; Wang et
al., 2022a).
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No confronto direto, as culturas B6 e EJ115 reduziram significativamente o crescimento
micelial de Macrophomina phaseolina, com maior efeito observado para EJ115. O
sequenciamento do gene 16S rRNA mostrou que essa cultura foi dominada por bactérias dos
géneros Bacillus e Staphylococcus. Representantes de Bacillus podem produzir lipopeptideos e
outros metabdlitos com atividade antifingica, capazes de contribuir para a inibicdo de
fitopatogenos (Zhang; Sun, 2018; Wang et al., 2022b; Bakker et al., 2024). No entanto, como
a producdo desses compostos nao foi avaliada e EJ115 apresenta composicéo bacteriana mista,
0 mecanismo responsavel pelo antagonismo ndo pode ser atribuido a um Unico género, podendo
resultar da acdo de um ou mais componentes da cultura ou das interacfes entre eles.

A reducéo do crescimento de Macrophomina phaseolina promovida por B6 pode estar
relacionada a diferentes mecanismos de interacdo, como competicdo por espaco e nutrientes e
producdo de enzimas hidroliticas, entre elas glucanases e quitinases, frequentemente associadas
a degradacdo da parede celular de fungos fitopatogénicos (Ribeiro et al., 2019; Takashima et
al., 2023). Também ¢é possivel que respostas do préprio fungo, como mecanismos de
detoxificacéo e alteracdes no pH do meio, tenham influenciado a intensidade do antagonismo
observado (Thambugala et al., 2020; Pellan et al., 2021).

Nesse contexto, o0 menor efeito antagonico de B6 em comparacdo com EJ115 pode
refletir diferencas na composicéo das culturas, na producgédo de metabdlitos ou na capacidade de
competicdo com o fitopatdgeno.

A atividade antagonica contra Macrophomina phaseolina ndo se refletiu
necessariamente em uma resposta favoravel das sementes. No ensaio de contato direto com
feijdo, B6 e EJ115 reduziram a germinagdo em relagdo ao controle, embora o efeito tenha sido
menos intenso em EJ115. Essa resposta pode estar relacionada a elevada concentracdo do
indculo, ao tempo prolongado de contato, a producdo de metabdlitos ou a alteracbes nas
condicdes do meio.

No ensaio com soja, por outro lado, o tratamento das sementes com EJ115, na
concentracdo de 1 X 10° UFC mL?, resultou em maior valor numérico de germinagdo em
comparagdo com B6 e com o controle. Essa diferenca entre 0s ensaios sugere que a resposta
pode variar conforme a espécie vegetal, a forma de aplicacéo e as condicdes experimentais.

No ensaio com compostos volateis, ndo foram observadas diferencas significativas entre
as culturas B6 e EJ115 e o tratamento controle. A germinacdo também foi relativamente baixa
no controle, o que sugere que caracteristicas do proprio sistema experimental podem ter
influenciado os resultados.

O crescimento fungico observado visualmente em algumas sementes pode ter
contribuido para essa resposta, embora essa relacdo ndo tenha sido quantificada. Além disso, o
ambiente fechado das placas bipartidas, a elevada umidade e a proximidade entre as sementes
podem ter favorecido a deterioracdo e reduzido a germinacédo de forma geral (Kong et al., 2020;
Massawe et al., 2018).

Dessa forma, nas condicGes avaliadas, ndo foi possivel demonstrar efeito positivo ou
negativo dos compostos volateis produzidos por B6 e EJ115 sobre a germinacao das sementes.

As duas culturas formaram zonas de clareamento no meio Pikovskaya modificado,
indicando capacidade de mobilizar fosfato inorganico nas condi¢cdes do ensaio. Como ndo
houve diferenca significativa entre os valores do Indice de Solubilizaco por Area, B6 e EJ115
apresentaram desempenho semelhante para essa caracteristica. A solubilizacéo de fosfatos pode
ocorrer por diferentes mecanismos, incluindo a acidificacdo do meio e a producédo de acidos
organicos, que favorecem a liberacdo do fosforo presente em formas pouco soluveis (Sanchez-
Gonzalez et al., 2022; Zuluaga et al., 2023; Pang et al., 2024).

Na cultura EJ115, a PCR com primers direcionados ao gene phoD resultou na formagéo
de multiplos produtos de amplificacdo. Esse perfil, isoladamente, ndo permite confirmar a
presenca especifica do gene, pois pode decorrer tanto da composicao bacteriana mista da cultura
quanto de amplificagdes inespecificas. Ressalta-se que 0s ensaios avaliam mecanismos distintos
de disponibilizagdo de fosforo. No meio Pikovskaya, investigou-se a solubilizacdo de fosforo
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inorganico, geralmente associada a producao de acidos organicos, a reducéo do pH e a quelacao
de cétions ligados ao fosfato. Por sua vez, o gene phoD esta relacionado a producéo de fosfatase
alcalina e, consequentemente, a mineralizagdo de compostos organicos de fosforo. Assim, 0s
resultados devem ser interpretados de forma independente. Caso ambos 0s mecanismos sejam
confirmados, a cultura EJ115 apresentara maior potencial biotecnolégico, por atuar em vias
complementares de disponibilizacdo de fésforo. Entretanto, a confirmagdo de seu potencial
genético para a mineralizacdo do fdésforo organico dependera da purificagdo e do
sequenciamento dos amplicons obtidos.

A avaliagéo da formacdo de biofilme permite identificar distintas agdes entre as culturas.
B6 foi classificada como produtora fraca, enquanto EJ115 foi considerada ndo produtora nas
condicdes avaliadas. No entanto, a formacéo de biofilme pode variar de acordo com o meio de
cultivo, a fonte de carbono, a temperatura, o tempo de incubacdo e o tipo de superficie utilizada
(Gonzéalez-Rodriguez et al., 2023; Zhou et al., 2023). Dessa forma, a auséncia de biofilme
detectavel em EJ115 ndo permite concluir que a cultura seja incapaz de aderir ou colonizar
superficies em outras condi¢des. Da mesma maneira, a producdo fraca observada em B6 ndo
comprova, por si so, sua capacidade de colonizar o endocarpo do umbu ou outros tecidos
vegetais.

De modo geral, as culturas bacterianas mistas B6 e EJ115 apresentaram atividades
funcionais de interesse in vitro, especialmente na reducéo do crescimento de M. phaseolina e
na solubilizagéo de fosfato inorganico. Entre as duas culturas, EJ115 apresentou maior atividade
antag6nica contra o fitopatégeno e melhor desempenho em parte dos ensaios com sementes e
plantulas. O sequenciamento do gene 16S rRNA, entretanto, permitiu identificar que EJ115 é
formada principalmente por bactérias dos géneros Bacillus e Staphylococcus, enquanto B6
apresentou predominio de Azospirillum e Serratia. Assim, os efeitos observados ndo podem ser
atribuidos a um anico género bacteriano, pois podem resultar da atuacdo de diferentes
componentes ou das interacdes estabelecidas entre eles. Embora representantes de Bacillus,
Azospirillum e outros géneros detectados apresentem reconhecido interesse agricola, a
continuidade da prospeccdo dessas culturas depende do isolamento de seus componentes, da
confirmacdo taxonémica e da avaliacdo de biosseguranca.

6.5. Conclusoes

As culturas bacterianas mistas B6 e EJ115 apresentam capacidade de reduzir o
crescimento de M. phaseolina e de solubilizar fosfato inorganico. EJ115 se destaca pelo maior
efeito antagdnico, pelo menor impacto sobre a germinacédo do feijdo e pelo melhor desempenho
inicial em soja. B6 é classificada como produtora fraca de biofilme, enquanto EJ115 é ndo
produtora nas condi¢des avaliadas.

O sequenciamento do gene 16S rRNA mostra que B6 € composta por Azospirillum e
Serratia, enquanto EJ115 apresenta predominancia de Bacillus e Staphylococcus. Assim, as
atividades observadas ndo podem ser atribuidas a um Gnico microrganismo.

As duas culturas sdo relevantes para estudos de prospeccdo, mas sua composicdo mista
exige isolamento dos componentes, identificacdo mais precisa e avaliacdo de biosseguranca
antes de qualquer aplicacédo agricola.
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7. ARTIGO 4
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Destaques

* Espécies dos géneros Trichoderma, Bacillus e Pseudomonas induzem resisténcia sistémica
nas plantas.

« Solanum lycopersicum foi a espécie vegetal mais estudada em trabalhos sobre resisténcia
sistémica induzida.

* Foram identificados 143 genes vegetais relacionados a resisténcia sistémica induzida.

» Hormonios, enzimas, proteinas e espécies reativas de oxigénio estdo associados a resisténcia
sistémica induzida.

RESUMO

As plantas sdo suscetiveis ao ataque de patdgenos, que empregam estratégias capazes de superar
suas defesas e causar danos e perdas. O uso de microrganismos benéficos pode induzir
resisténcia sistémica e aumentar a eficiéncia do controle de doencas. Este estudo teve como
objetivo identificar os principais microrganismos associados a inducao de resisténcia sistémica,
bem como o0s genes e metabolitos envolvidos nesse processo. Foi realizada uma busca
bibliografica nas bases Scopus e Web of Science, e os metadados foram analisados no programa
R, com o pacote Bibliometrix. Em seguida, investigaram-se 0S microrganismos, as espéecies
vegetais e 0s patdgenos empregados nos estudos, além das relacbes com a expressdo génica e
0s metabolitos de defesa. Os géneros mais citados foram Trichoderma, Bacillus e
Pseudomonas. A espécie vegetal mais estudada foi Solanum lycopersicum, seguida de
Arabidopsis thaliana. Entre os patdgenos, destacaram-se Botrytis cinerea, Pseudomonas
syringae, Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum. Foram identificados 143 genes vegetais
relacionados a resisténcia sistémica induzida. Os microrganismos benéficos influenciaram
genes envolvidos na sinalizacdo por acido jasménico, &cido salicilico e etileno, além da
producdo de enzimas associadas ao controle de espécies reativas de oxigénio. Os resultados
evidenciam a diversidade de mecanismos mobilizados por microrganismos benéficos e sua
relevancia para o desenvolvimento de estratégias sustentaveis de controle de doencas.

Palavras-chave: controle bioldgico, expressdo génica, sistema de defesa vegetal, agricultura
sustentavel.

Nota editorial: esta é uma traducéo para composicéo da tese. Os rotulos internos das figuras
foram mantidos conforme a versdo publicada em inglés; titulos, chamadas e legendas foram
traduzidos.

7.1. Introdugéo
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As plantas desenvolveram um sistema de defesa capaz de responder a estresses bidticos
e abioticos. Esse sistema é ativado por meio da sinalizagdo de horménios e metabdlitos,
desencadeando uma série de reacdes que auxiliam a planta a enfrentar condigdes adversas
(Pandey et al., 2017; Tiwari et al., 2022). Durante a infec¢éo por patégenos, por exemplo, séo
ativadas enzimas envolvidas na modificacdo e no refor¢o das paredes celulares, formando
barreiras que limitam o avanco da infeccdo (Anjali et al., 2023). Paralelamente, diferentes genes
passam a ser expressos e, em conjunto, contribuem para a resisténcia da planta contra
organismos prejudiciais (Li et al., 2022; Yu et al., 2022).

Os patdgenos, por sua vez, também ativam genes de viruléncia responsaveis pela
producdo de proteinas efetoras capazes de suprimir a imunidade vegetal (Hale et al., 2023;
Nirwan et al., 2023; Wu et al., 2021; Person et al., 1962). Alguns deles produzem ainda
pequenos RNAs de interferéncia que modificam a expressdo génica das plantas e afetam a
sinalizacdo e a sintese de metabdlitos envolvidos na defesa (Wang et al., 2018; Weiberg et al.,
2013). A rapida evolucdo desses genes efetores, em comparacdo com 0s genes de resisténcia
do hospedeiro, pode conferir vantagem seletiva aos patdgenos (Schulze-Lefert e Panstruga,
2011; Zhang et al., 2023).

As plantas também estabelecem relagdes simbidticas com microrganismos benéficos,
que podem favorecer o crescimento, fornecer nutrientes e auxiliar no controle de pragas e
doencas (Abedini et al., 2021; Mourouzidou et al., 2023). O controle pode ocorrer diretamente,
pela reducdo da populacdo do fitopatdgeno por competicdo ou pela producdo de substancias
letais ou inibitorias (Jack e Nelson, 2018; Sharma et al., 2018; Wei et al., 2023), ou
indiretamente, pela resisténcia sistémica induzida - RSI (Akram et al., 2023; Morales-Cedefio
et al., 2021; Poulaki e Tjamos, 2023).

ARSI foi inicialmente distinguida da resisténcia sistémica adquirida - RSA, geralmente
desencadeada por patdgenos (Knoester et al., 1999). Ambas ampliam a capacidade de defesa
da planta, mas envolvem padrdées de sinalizacdo distintos. A RSA costuma iniciar uma reacao
localizada, com acumulo de acido salicilico, expressao de genes relacionados a patogénese e
resposta de hipersensibilidade, frequentemente acompanhada por sintomas visiveis no local da
infeccdo. A RSI, por outro lado, envolve principalmente vias de sinalizagdo por acido jasmonico
e etileno ou combinacgdes de etileno e &cido salicilico. Essas vias ativam genes e proteinas
relacionadas a protecdo dos tecidos e a reducdo de danos causados por radicais livres,
geralmente sem provocar sintomas visiveis (Elhamouly et al., 2022; Hemmati et al., 2023;
Salwan et al., 2022, 2023).

Embora o conhecimento sobre a RSI tenha avancado, ainda ha aspectos importantes a
esclarecer. ldentificar quais microrganismos induzem essa resposta e compreender como
interferem no sistema de defesa vegetal favorece o desenvolvimento de produtos
biotecnoldgicos mais eficientes para o controle de doencas. Essas solu¢bes podem contribuir
para o controle bioldgico e para os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel 2, 3 e 15 das
Nacdes Unidas. Nesse contexto, esta revisdo sistematica buscou identificar os principais
microrganismos indutores de resisténcia, assim como 0s genes e metabolitos envolvidos nesse
processo.

7.2. Material e Métodos

7.2.1. Revisdo de literatura

A revisdo foi realizada em marco de 2023 nas bases de indexacdo Scopus e Web of
Science. Utilizou-se a estratégia booleana ((induced systemic resistance) AND (secondary
metabolites) AND (beneficial microorganism OR antagonist) AND (resistance genes)),
aplicada aos campos titulo, resumo e palavras-chave. Foram considerados artigos publicados
em portugués, inglés e espanhol, sem restricdo de periodo.

Os metadados foram exportados em formato BibTeX e analisados no programa R, com
0 pacote Bibliometrix (Aria e Cuccurullo, 2017). Os registros duplicados foram removidos e 0s
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artigos foram avaliados segundo os seguintes critérios de inclusdo: a) abordar resisténcia
sistémica induzida; b) apresentar a RSI induzida por microrganismo benéfico; e c) tratar de
genes ou metabdlitos secundarios envolvidos no sistema de defesa vegetal. Também foram
avaliadas a producdo cientifica anual, a influéncia das publicacfes e 0 nimero de citagbes (Aria
et al., 2020).

Figura 1 - Fluxograma do mapeamento cientifico utilizado para identificar os principais
componentes envolvidos nos processos de resisténcia sistémica induzida.
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7.2.2. Estrutura social e conceitual

Para compreender as relacGes entre autores e instituicbes e identificar temas
predominantes e tendéncias da producdo cientifica, foram analisadas as estruturas social e
conceitual. A estrutura social foi examinada por meio de redes de coautoria (McCain, 1991),
que permitem visualizar a interagdo entre autores e instituicdes. Foram geradas a rede de
colaboracdo entre autores e a distribuicdo mundial das colaboracBes, conforme Aria e
Cuccurullo (2017) e Aria et al. (2020).

A estrutura conceitual foi utilizada para identificar associagdes entre conceitos e
palavras presentes no conjunto de publicagdes. Foram avaliadas a centralidade e as conexdes
com outros temas a partir das palavras-chave dos autores (Aria e Cuccurullo, 2017; Mumu et
al., 2021; Nunes et al., 2022). Empregaram-se redes de coocorréncia de palavras e analise de
correspondéncia multipla. As estruturas foram construidas com o Biblioshiny, interface do
pacote Bibliometrix, e com o programa VOSviewer (Van Eck e Waltman, 2010).

7.2.3. Microrganismos, genes e metabdlitos envolvidos na defesa vegetal

A partir do arquivo gerado no Bibliometrix, os metadados foram extraidos para uma
nova matriz. Nela, foram identificados os principais microrganismos benéficos, em nivel de
género e espécie, as espécies vegetais e 0s patdgenos utilizados nos estudos de RSI, além dos
genes e metabolitos associados ao processo.

Quando um mesmo estudo avaliou mais de uma espécie de microrganismo benéfico,
patdgeno ou planta, cada ocorréncia foi tratada separadamente. Em seguida, calculou-se a
proporcao de espécies microbianas, plantas, patdgenos, genes expressos e metabolitos em
relacdo ao nimero total de trabalhos. Os graficos e tabelas foram elaborados no GraphPad Prism
8.

7.3. Resultados
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7.3.1. Bibliometria dos estudos sobre resisténcia sistémica induzida

A busca nas bases de dados recuperou 136 artigos. Apos a remoc¢éo de 23 duplicatas e
a exclusdo de 38 trabalhos que ndo atenderam aos critérios de elegibilidade, permaneceram 75
publicacdes. Os estudos abrangeram um periodo de 18 anos, e 0 ano de 2015 apresentou 0 maior
namero de publicacbes (Figura 2).

Figura 2 - Produgao cientifica anual dos estudos relacionados a resisténcia sistémica induzida.
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Autores de 29 paises contribuiram para as publicagdes no periodo analisado. A China
apresentou 0 maior nimero de autores, com 43, seguida por Italia, com 27, India, com 20,
Coreia do Sul, com 16, e Espanha, com 13 (Figura 3).

Figura 3 - Produgdo cientifica por pais: principais contribuigdes para a pesquisa sobre
resisténcia sistémica induzida entre 2005 e 2023.
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Foram identificadas 11 redes de colaboragéo. Entre os paises com maior articulacéo
esteve o México, reunindo 11 autores, entre eles Flores S., Salas Arina M., Herrera Estrella A.,
Isla Osuna M., Isordia Jasso M. e Angel S. (Figura 4).
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Figura 4 - Rede de colaboragdo: principais autores e grupos de colaboragdo na pesquisa sobre
resisténcia sistémica induzida.
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A rede das palavras mais frequentes formou dois agrupamentos, centrados nos termos
“metabolismo” e “resisténcia sistémica induzida”. Os termos se associaram a diferentes
palavras dentro de seus respectivos grupos, mas apresentaram menor ligagdo direta entre si.
“Resisténcia a doencas” manteve conexdes com termos dos dois agrupamentos, enquanto
“tomate” ocupou posi¢do intermediaria e estabeleceu relacbes com ambos (Figura 5).

Figura 5 - Relagdes entre as palavras mais frequentes nos estudos sobre resisténcia sistémica
induzida.
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A andlise de correspondéncia mualtipla gerou uma representacdo bidimensional que
explicou 86,51% da variabilidade dos termos mais utilizados. A Dimensdo 1 respondeu por
81,33% e a Dimensdo 2 por 5,28% da variacdo (Figura 6). Termos proximos no gréfico
apresentaram associacdo mais forte, enquanto termos distantes mostraram menor relacéo.
“Biossintese”, “rizobactérias”, “mecanismo”, “resisténcia sistémica” e “respostas” integraram
um mesmo conjunto com correlagdes negativas e de baixa magnitude em ambas as dimensdes.
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Em contraste, “doenca de plantas”, “doencas de plantas” e “imunologia” apresentaram valores
positivos superiores a 1 nas duas dimensées (Tabela 1).

Figura 6 - Andlise de correspondéncia multipla dos termos mais utilizados nos estudos sobre
resisténcia sistémica induzida. A proximidade entre os pontos representa maior associacao entre
as categorias.
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Tabela 1 - Correlagéo entre os termos e as dimensdes da analise de correspondéncia multipla
nos estudos sobre resisténcia sistémica induzida.

Termo Dim.1 Dim.2 Grupo Termo Dim.1 Dim.2 Grupo

Rizobactérias
promotoras de -0,65 0,84 1 Pseudomonas 0,32 1,18 1
crescimento
Doenca -0,55 0,28 1 Bactérias 0,32 1,58 1
Crescimento 054 059 1 Etileno 034 -18 1
vegetal
Eor}:r?ictonla -0,54 0,05 1 Resisténcia a doencas 0,41 -0,80 1
Resisténcia -0,52 0,08 1 Arabidopsis 0,83 -0,22 1
Defesa -051 0,24 1 Genes 0,84 -0,32 1
Resisténcia
sistémica -050 0,21 1 Tabaco 0,94 1,15 1
induzida
Botrytis cinerea -0,50 0,10 1 Planta 1,42 0,43 1
Biocontrole -0,49 0,25 1 Bactérias/microrganismos 1,49  -1,13 1
Arabidopsis 049 049 1 Expressiogénical 158 218 1
thaliana
Controle 049 004 1 Fungo 158 237 1
bioldgico
Acido salicilico -0,48 0,32 1 Artigo 1,73 0,65 1
Expressdo génica  -0,48 0,27 1 Inoculacéo 1,78 -1,59 1
Biossintese -0,47 -0,13 1 Simbiose 1,80 0,36 1
Rizobactérias -0,47 -0,18 1 N&o humano 1,84 0,13 1
Inducdo -045 0,22 1 Metabolismo 2,17 0,54 1
Trichoderma 045 005 1 Doencas de plantas 225 1,28 1

arzianum
Resistencia 045 006 1 Microbiologia 227 041 1
adquirida

Respostas -0,43 -0,18 1 Genética 2,30 0,91 1
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Termo Dim.1 Dim.2 Grupo Termo Dim.1 Dim.2 Grupo
Pepino -043 0,21 1 Doenca de plantas 243 2,06 1
Expressio 039 007 1 Regulagdo da expressao 45 74 4

génica

Respostas de -0,38 0,40 1 Raizes de plantas 2,66 0,27 1
defesa

Mecanismos -0,38 -0,09 1 Gene vegetal 2,78 -1,26 1
Resisténcia 030 -005 1 Raiz vegetal 206 023 1
sistémica

Tomate 0,17 0,43 1 Imunologia 296 1,35 1
Crescimento 0,22 -0,82 1 Fisiologia 301 0,64 1
Plantas 0,24 0,45 1 Folha vegetal 3,08 -1,04 1

7.3.2. Caracteristicas dos estudos sobre resisténcia sistémica induzida

Vinte e quatro géneros de microrganismos benéficos foram empregados nos estudos de
RSI. Bacillus, Trichoderma e Pseudomonas foram os mais investigados, correspondendo a
33%, 25% e 17% das publicacGes, respectivamente. Os demais géneros apareceram em menos
de 5% dos trabalhos (Figura 7).

Figura 7 - Géneros de microrganismos benéficos empregados nos estudos sobre resisténcia
sistémica induzida, expressos em porcentagem.
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Sete espécies de Trichoderma foram utilizadas. Trichoderma harzianum ocorreu em
35% dos estudos com o género, enquanto T. asperelloides e T. koningiopsis apareceram em 5%.
Entre as espécies de Bacillus, B. subtilis foi a mais investigada, com 30%, seguida por B.
amyloliquefaciens e B. velezensis, ambas com 19%. Em 38% dos estudos com Pseudomonas, a
espécie nao foi informada; entre as identificadas, P. fluorescens esteve presente em 23% dos
trabalhos (Figura 8).
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Figura 8 - Principais espécies de microrganismos benéficos empregadas em estudos sobre
resisténcia sistémica induzida: A, Trichoderma; B, Bacillus; e C, Pseudomonas.
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Os géneros Trichoderma e Bacillus apresentaram capacidade antagdnica contra
diferentes patdgenos. Ao entrarem em contato com as plantas, esses microrganismos podem
alterar a expressao génica e produzir substancias capazes de modular genes relacionados ao
crescimento e & inducéo de resisténcia sistémica (Cardoza et al., 2015; Lin et al., 2020; Salas-
Marina et al., 2015).

Foram identificadas 25 espécies vegetais nos estudos analisados. Solanum lycopersicum
foi a mais utilizada, com 24%, seguida por Arabidopsis thaliana, com 17%, Cucumis sativus,
com 11%, e Vitis vinifera, com 7%. As demais espécies ocorreram em menos de 5% das
publicacdes (Figura 9).
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Figura 9 - Espécies vegetais mais utilizadas em estudos sobre resisténcia sistémica induzida.
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Fig. 9. Most used plant species in studies of induced systemic resistance.
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Quatro patdégenos concentraram mais da metade dos estudos avaliados: Botrytis cinerea,
com 19%, Pseudomonas syringae, com 14%, Rhizoctonia solani, com 12%, e Fusarium

oxysporum, com 7%. Os demais patdgenos corresponderam a 48% das publicacdes.

Ao longo do periodo analisado, 143 genes vegetais foram relacionados a RSI. Esses
genes participam da sintese e da sinalizacdo de hormonios, como etileno, acido jasménico e
acido salicilico, e codificam enzimas antioxidantes, proteinas relacionadas a patogénese e
proteinas de resposta ao estresse bidtico (Tabela 2). Em contraste, poucos trabalhos avaliaram
genes microbianos regulados durante a RSI. Apenas sete genes de microrganismos benéficos
foram associados ao processo: trés de Bacillus cereus, trés de espécies de Trichoderma e dois

de Enterobacter intermedium (Tabela 3).
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Tabela 2 - Genes e produtos de expressdo génica relacionados a resisténcia sistémica induzida,
microrganismos benéficos associados e patdgenos avaliados.

Gene/expresséo Microrganismo benéfico Pat6geno

P. syringae pv. tomato;
Trichoderma asperellum; Bacillus Hyaloperonospora parasitica;
licheniformis; B. cereus; B. Plectosphaerella cucumerina;
subtilis; T. asperelloides; T. Botrytis cinerea; P. syringae;
L harzianum; T. atroviride; Fusarium oxysporum;
LOX-lipoxigenase vegetal Pseudomonas viridiflava; Cucumovirus; Xanthomonas
Burkholderia phytofirmans; campestris; Sclerotinia
Aspergillus  ustus;  Fusarium sclerotiorum; Leptosphaeria
equiseti maculans; Podosphaera xanthii;

Rhizoctonia solani
T. virens: T. atroviride: T. B. cinerea; Alternaria solani; P.

CHI-quitinase vegetal

AOS-hidroperodxido sintase
GPX1-glutationa peroxidase
CHi9-quitinase béasica
intracelular de 30 kDa

PR-5x-proteinas PR-5

homdlogas a taumatina

alfa-DOX1-alfa-dioxigenase

cevile; TLRP;
LOC101262163; emb1187;
ATA4G14370; WRKY54;
MYB114; AtWRKY -
peroxidase, proteinas de
parede, actina, biossintese de
fosfolipidios e fatores de
transcricdo

SOD-superéxido dismutase

Erfl-fator de resposta ao
etileno 1

harzianum; B. amyloliquefaciens;
P. syringae; Pseudomonas sp.; B.
phytofirmans

P. syringae; P. simiae

P. syringae; T. erinaceum

T. harzianum; T. atroviride; T.
virens

T. virens; T. atroviride; B. cereus;

B.  subtilis;  Glomus  sp.;
Streptomyces sp.

T. virens; T. atroviride

T. atroviride

B. amyloliquefaciens; T.
asperellum; T. erinaceum; T.
harzianum

T. harzianum

syringae; Plasmopara viticola;

Penicillium digitatum; F.
oxysporum; Erysiphe
cichoracearum; P. xanthii

P. digitatum

P. digitatum; F. oxysporum

B. cinerea; A. solani; P. xanthii

B. cinerea; A. solani

B. cinerea; A. solani; Pythium
sp.; Meloidogyne incognita

X. oryzae pv. oOryzae;
Cucumovirus; F. oxysporum;
virus do mosaico do pepino

P. xanthii; B. cinerea

ERF-fator da via de . . Phytophthora  capsici; P.
T . T. harzianum; Pseudomonas spp. . ) .
sinalizagdo do etileno viticola; R. solani
LOC10258890-fator 9 T harzianum P. viticola
transcricdo FAMA ' '
ACS9- aminociclopropano- . .
1-carboxilato sintase T. asperelloides P. syringae
T. harzianum; A. asperelloides; B. P. sy_r.mgae; P'. capsicl, P:
. . - " xanthii; E. cichoracearum;
velezensis; B. amyloliquefaciens; ! .
Lo ) Neofusicoccum  parvum; B.
P. simiae; A. terreus; B. . ) e
. . .+ phytofirmans; Pythium cinerea, H. parasitica; P.
PR-proteinas relacionadas a ph A . cucumerina; Pythium spp.; F.
N oligandrum; A. ustus; ] .
patogénese o . _ oxysporum; Ralstonia
Azospirillum  lipoferum; A _ .y
solanacearum; A. solani; P.

spinulosporus; Pseudomonas sp.;
F. equiseti; P. viridiflava,;
Streptomyces  sp.;  Rhizobium

viticola; X. oryzae pv. oryzae;
Cucumovirus; X. campestris; S.
sclerotiorum; L. maculans
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Gene/expresséo

Microrganismo benéfico

Pat6geno

PIN-&cido jasménico

etrl, ersl e eind - receptores
de etileno

acol; CAT; APXc; FLS2;

AFR1 - metabolismo
oxidativo, catalase,
ascorbato peroxidase,
receptor de flagelina e

proteina quinase reguladora
de defesa

COL-proteina  do tipo
CONSTANS
NPR-proteina  reguladora

mediada por &cido salicilico

PDF1.2-defensina  vegetal
responsiva a etileno e acido

jasmdnico

JAR1-1; JINZ; VSP2;
EDS16; ASPR1-genes
relacionados a acido
jasmoénico, proteina  de

reserva, acido salicilico e
protease aspartica

ATPCA e PAD3-peroxidase
e via de fitoalexinas
ET-fator de resposta ao
etileno

XTH; HSR203J; GST2;
CHORS2; CAGT-hidrolase,
sinalizacdo, estado redox e
reforco da parede celular
HQT-hidroxicinamoil-CoA
quinato transferase

IRT1 e MYBT72- transporte
de ferro e fator de transcricéo
envolvido na RSI

radiobacter; T.

atroviride;

Micromonospora sp.

T.
A

Harpina de Xanthomonas oryzae

harzianum; B. phytofirmans

brasilense

pv. oryzicola

T. harzianum; P. simiae

T. asperellum; B.
amyloliquefaciens; R.

radiobacter; P. simiae

A
B.

ustus; B. velezensis; B. subtilis;
amyloliquefaciens

. terreus; R. radiobacter

. ustus; T. atroviride

. subtilis

. oligandrum

. velezensis

. simiae

B. cinerea; P. syringae

X. oryzae pv. oryzicola

P. viticola

X. oryzae pv. oryzicola; P.

syringae; P.
cichoracearum

cucumerina; E.

R. radiobacter; T. atroviride; B.

phytofirmans

P. syringae

B. cinerea; P. syringae

R. solani

N. parvum

F. oxysporum

P. aeruginosa

NAC e MADS-RIN - fatores
de transcricdo ligados ao
estresse

ASAl1 e ICS1- defesa
mediada por
jasmonato/etileno e

isocorismato sintase
PPO-polifenol oxidase
APX-L-ascorbato

peroxidase
EDS1-proteina da
superfamilia alfa/beta-
hidrolase
JMT e JAZ1- metilacido e
sinalizacéo do acido

jasmdnico

T.

. amyloliquefaciens

. simiae

harzianum; B.

amyloliquefaciens; P. simiae

T.

P.

B.

harzianum; P. simiae

simiae

phytofirmans

R. solani

P. viticola; E. cichoracearum

virus do mosaico do pepino

B. cinerea
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Gene/expressao Microrganismo benéfico
Solyc01g091170.3 e
Solyc08g076970.3 B. velezensis
arginase 2 e acetilcarnitina
desacetilase
pi2; CYP95; pi3; Pti4; pti5;
TOM51; TOMS52 - proteinas .
T. harzianum

de sinalizacdo e fatores de
transcrigédo

STKR - receptor
serina/treonina quinase
SAMT- metiltransferase de
acido benzoico/acido -
salicilico

Tabela 3 - Genes expressos por microrganismos benéficos durante a resisténcia sistémica

induzida.
Genes Funcéo Microrganismo
Transporte e metabolismo de acglcares, especialmente
ptsG glicose, por meio da proteina IIAGIc do sistema Bacillus cereus
fosfotransferase.
Os genes ptsH e ptsl codificam as proteinas HPr e El,
ptsHI envolvidas no transporte, fosforilacdo e regulacdo B. cereus
metabolica de acUcares.
Regido envolvida na expresséo de ptsG e,
Promotor de :
G consequentemente, no transporte e metabolismo de B. cereus
P acucares.
TRI4 Codifica a enzima tricodieno oxigenase. Trlcr_loderma
harzianum
Codificam  proteinas eliciadoras de respostas T.  virens; T.
epll e smll s L
semelhantes as observadas em plantas. atroviride
pPggA e Genes relacionados a biossintese de pirroloquinolina Enterobacter
pgqB quinona. intermedium

Hormdnios, enzimas, proteinas e espécies reativas de oxigénio foram os principais

grupos de metabdlitos associados a RSI. O acido salicilico apareceu em 27% dos estudos, o
etileno em 25%, a peroxidase e o acido jasmoénico em 24% cada, e a quitinase em 19%. Os
demais metabdlitos ocorreram em menos de 10% das publicacdes (Figura 10).
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Figura 10 - Metabdlitos associados ao sistema de defesa vegetal em estudos sobre resisténcia
sistémica induzida.
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Fig. 10. Assessment of Plant Defense Metabolites in Induced Systemic Resistance Studies.

7.4. Discussao

Microrganismos como virus, bactérias e fungos podem ser empregados no manejo de
fitopatdgenos e contribuir para a reducdo do uso de agentes quimicos. Eles atuam tanto
diretamente quanto pela ativacdo de mecanismos de defesa vegetal, frequentemente mediados
por elicitores (Zehra et al., 2021). Os elicitores sdo substancias enddgenas ou exogenas
produzidas pelas proprias plantas, por microrganismos benéficos ou por patdgenos e
desencadeiam respostas fisiologicas a estresses bidticos, entre elas a resisténcia sistémica
induzida (Barka et al., 2022; del Carmen Orozco-Mosqueda et al., 2023).

A RSI envolve proteinas de defesa, acido salicilico e diferentes vias de sinalizacéo
hormonal. Embora seu mecanismo ndo esteja totalmente esclarecido, sabe-se que pode ser
iniciada por padrdes moleculares associados a microrganismos, reconhecidos por receptores de
reconhecimento de padres presentes nas plantas. Esse reconhecimento ativa respostas de
defesa em poucos minutos (PrSi¢ e Ongena, 2020; Rahman et al., 2015). Nesta revisao,
observou-se que, mesmo na auséncia de um patdgeno, microrganismos benéficos ativaram
genes relacionados ao &cido jasmonico, ao etileno e a enzimas de remogao de espécies reativas
de oxigénio (Elias et al., 2018; Gomez-Lama Cabanas et al., 2022; Saenz-Mata et al., 2014).
Isso indica que a planta reconhece o microrganismo benéfico e inicia uma resposta, embora
essa interacdo pareca nao avancar para uma fase de intensa acdo de moléculas efetoras (Malik
et al., 2020).

O reconhecimento inicial dos microrganismos e a transducdo de sinais sdo etapas
centrais para a inducdo de resisténcia. RNAs ndo codificadores também podem participar da
percepcdo de organismos benéficos e prejudiciais e contribuir para a imunidade vegetal. Por
isso, esses RNAs representam uma linha promissora para esclarecer mecanismos da RSI, ainda
pouco estudados (Huang et al., 2023; Zhou et al., 2021; Sharma et al., 2022).

Microrganismos benéficos parecem ter evoluido para limitar a ativagdo excessiva do
sistema imune do hospedeiro. Ainda assim, é necessario compreender melhor o equilibrio entre
reconhecimento eficiente e intensidade da resposta. Genes e fatores de transcricdo atuam de
maneira integrada em vias que envolvem &cido salicilico, acido jasmdnico, etileno e proteinas
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quinases ativadas por mitégenos. O perfilamento de miRNAs em escala gendmica, seguido de
validacdo funcional, pode ampliar o conhecimento sobre esses mecanismos e apoiar novas
estratégias de controle de pragas e doencas. Tecnologias de interferéncia por RNA também
apresentam potencial nesse contexto (Yu et al., 2022).

Diversos microrganismos naturais ou recombinantes, como Bacillus, Pseudomonas e
Trichoderma, ja sdo utilizados comercialmente como agentes de controle biol6gico. O
aproveitamento seguro e eficiente desses organismos depende de uma compreensdo mais
detalhada de suas interacGes em niveis celular e molecular (Zehra et al., 2021).

Trichoderma é um género fungico versatil e oportunista, com diferentes aplicacfes na
agricultura. Pode atuar diretamente contra fitopatdgenos por competicdo e antagonismo na
rizosfera (Ferreira e Musumeci, 2021; Sumida et al., 2018) e também estabelecer associa¢des
benéficas com as plantas, favorecendo crescimento e protecdo. Sua capacidade de induzir
respostas contra estresses bidticos e abidticos e de estimular memdria transcricional tem
despertado interesse cientifico (Molinari e Leonetti, 2019; Segarra et al., 2009). A diversidade
de espécies e as possibilidades de uso como agentes de controle biol6gico, bioestimulantes e
biofertilizantes tém impulsionado pesquisas com esse género (Greco et al., 2012; Kashyap et
al., 2020).

O desenvolvimento de produtos inovadores a base de Trichoderma, contudo, ainda
enfrenta limitacbes regulatorias e dificuldades de comunicacdo entre pesquisadores e
formuladores de politicas publicas. Mesmo assim, é importante continuar explorando seu
potencial em sistemas sustentaveis e em estratégias que reduzam a dependéncia de compostos
sintéticos (Lahlali et al., 2022; Mawar et al., 2021). Abordagens multidisciplinares sao
necessarias para compreender suas propriedades e ampliar os beneficios desse grupo para uma
agricultura mais segura e ecoeficiente, em consonancia com os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (Woo et al., 2023).

Assim como Trichoderma, as rizobactérias promotoras do crescimento vegetal ocupam
a rizosfera e podem favorecer o desenvolvimento e a resisténcia das plantas a estresses bioticos
e abioticos. Ainda existem, entretanto, lacunas sobre a comunicacdo quimica entre plantas e
microrganismos da rizosfera e sobre os efeitos dessas interacdes no metaboloma vegetal (Shelef
et al., 2019).

O microbioma da rizosfera e seus metabdlitos contribuem para a satde das plantas por
modulacdo hormonal, fornecimento de nutrientes e supressdo de patdgenos. A comunicacao
quimica pode envolver compostos organicos volateis produzidos pelas plantas e pelos
microrganismos (Howard et al., 2022; Kai et al., 2016). Compostos volateis microbianos
podem ativar vias especificas de sinalizacdo, induzir genes de defesa e ampliar a capacidade da
planta de responder a patdgenos e outros estresses bioticos (Kong et al., 2018). Compreender
esses compostos e seu potencial contra fitopatdgenos é importante para o desenvolvimento de
formulacgdes bioldgicas mais inteligentes e ambientalmente seguras (Thankappan et al., 2022).

As rizobactérias promotoras do crescimento podem reduzir infestacdes e aumentar o
desempenho das culturas por mecanismos diretos, como a producdo de metabolitos
antimicrobianos, e indiretos, pela estimulacdo da resposta imune vegetal. Apesar dos desafios
para sua aplicacdo em larga escala, o desenvolvimento de inoculantes adequadamente
formulados pode oferecer uma abordagem integrada para melhorar a salde das plantas e a
produtividade (Khoshru et al., 2023). Entre esses microrganismos, Bacillus se destaca pela
diversidade funcional em suas interacdes com as plantas (Blake et al., 2021; Dame et al., 2021;
Miljakovi¢ et al., 2020). Espécies do género ocorrem no solo e na rizosfera e podem proteger
as plantas pela inducdo de resisténcia sistémica (Abdelkhalek et al., 2020; Kang et al., 2019;
Rahman et al., 2015). Contudo, seu potencial ainda precisa ser mais explorado e transferido de
forma consistente para aplicagdes préticas.

A engenharia do microbioma tem sido estudada como estratégia para promover
sustentabilidade na agricultura e contribuir para os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel.
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Os resultados desta revisdo reforgam o potencial do microbioma vegetal e sua importancia para
a agricultura e o desenvolvimento sustentavel (Sonowal et al., 2023).

7.5. Conclusdes

Microrganismos benéficos sdo capazes de induzir resisténcia sistémica nas plantas.
Entre os grupos mais estudados destacam-se Trichoderma, Bacillus e Pseudomonas. Ao
interagirem com os tecidos vegetais, esses microrganismos alteram a expressdo génica e
estimulam a producdo de proteinas, enzimas e metabdlitos envolvidos nas vias de &cido
jasménico, acido salicilico e etileno. Essas respostas fortalecem o sistema de defesa e podem
reduzir a incidéncia de doengas. O aprofundamento dos mecanismos moleculares envolvidos e
a validacdo em diferentes patossistemas séo fundamentais para transformar esse conhecimento
em produtos biotecnoldgicos eficientes e sustentaveis.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O Nordeste brasileiro, especialmente a regido do SEALBA, formada por Sergipe,
Alagoas e Bahia, vem ampliando sua participacdo no cenario agricola nacional. Esse processo
é acompanhado pela intensificacdo tecnologica dos sistemas produtivos e pela necessidade de
solucBes que conciliem produtividade, sustentabilidade e adequacdo as condicfes regionais.

Esta tese foi desenvolvida a partir de demandas da agricultura do SEALBA e integrou
diferentes frentes de pesquisa: o desenvolvimento de uma matriz protetora com potencial para
compor uma formulagdo bioldgica; a prospeccao e a caracterizacdo de culturas microbianas; a
avaliacdo dos efeitos da embebicdo de sementes em solugdes contendo microrganismos; e a
analise dos mecanismos relacionados a resisténcia sistémica induzida por microrganismos
benéficos. Essas abordagens estdo alinhadas aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel,
especialmente ao ODS 2, relacionado a agricultura sustentavel; ao ODS 12, referente a
producao responsavel; e ao ODS 15, direcionado a conservacao da vida terrestre.

Os resultados demonstraram que o tempo de contato das sementes com as solucgdes
microbianas influenciou o crescimento inicial e as respostas metabolicas das plantulas. Entre
os periodos avaliados, o tratamento por 4 h apresentou o padrdo mais favoravel para sementes
de milho e soja, com manutencdo da germinacdo e beneficios sobre caracteristicas associadas
ao vigor e ao crescimento inicial. Contudo, essa resposta deve ser validada em outros lotes,
genotipos e condigcdes ambientais. Estudos posteriores também deverdo avaliar a dindmica de
hidratacdo das sementes, a estabilidade das solu¢bes e a contribuicdo individual dos
componentes das formulages.

A formulagdo experimental aplicada a sementes de soja armazenadas favoreceu a
germinacéo e o vigor das plantulas. Seus efeitos também foram observados em caracteristicas
fisiologicas e em componentes de producdo de plantas cultivadas em vasos sob limitacéo
nutricional. Em milho, o contato das sementes do hibrido AS 1850 PRO4 por até 4 h com a
solucgéo contendo Bacillus amyloliquefaciens promoveu respostas favoraveis em caracteristicas
morfologicas das plantulas e esteve associado a modulacdo do sistema antioxidante. Esses
resultados indicam potencial de aplicacdo, mas ainda requerem validacdo em condicdes de casa
de vegetacdo e campo.

Na etapa de prospeccéo, as culturas B6 e EJ115 apresentaram atividades funcionais de
interesse in vitro, incluindo a solubilizacdo de fosfato inorganico e o antagonismo contra
Macrophomina phaseolina, com maior efeito antagdnico promovido por EJ115. A
caracterizacdo molecular, entretanto, demonstrou que ambas eram culturas bacterianas mistas.
B6 apresentou predominio de Azospirillum e Serratia, enquanto EJ115 foi composta
principalmente por Bacillus e Staphylococcus. Portanto, esses materiais ndo devem ser tratados
como isolados puros, estirpes autoctones ou candidatos diretamente aplicaveis ao
desenvolvimento de bioinsumos. A continuidade de sua prospeccdo depende do isolamento dos
componentes, da identificacdo taxonémica em maior resolucao e de avaliacGes especificas de
biosseguranca. Somente ap0s essas etapas sera possivel determinar quais microrganismos sdo
responsaveis pelas atividades observadas e se apresentam seguranca e potencial para uso
agricola.

A revisdo sistematica ampliou a compreensdo dos mecanismos envolvidos na resisténcia
sistémica induzida por microrganismos benéficos. Foram reunidas informacGes sobre os
principais grupos microbianos associados ao processo e sobre genes, proteinas, vias hormonais
e metabdlitos envolvidos nas respostas das plantas e dos préprios microrganismos. Essa sintese
fornece uma base conceitual para estudos posteriores sobre sinalizacdo molecular, imunidade
vegetal e sele¢do de microrganismos com potencial para induzir resisténcia.

Em conjunto, os estudos ampliam o conhecimento sobre as interagdes entre sementes,
plantas e microrganismos e oferecem subsidios para o desenvolvimento de tecnologias
bioldgicas adaptadas as condi¢des do SEALBA. Os resultados obtidos constituem uma base
experimental promissora, mas ndo permitem afirmar, nesta etapa, a viabilidade comercial das
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formulac6es ou culturas avaliadas. Para avancar em dire¢do a um bioproduto, serdo necessarios
estudos de estabilidade e formulagéo, identificacdo e avaliacdo de seguranca dos componentes
microbianos, experimentos com diferentes gendtipos e ambientes, ensaios de campo e analises
de viabilidade técnica, regulatéria e econdmica.
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