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RESUMO

RIBEIRO, Maria Eduarda Borges da Silva. Isolamento e Selecio de Rizobactérias com
Potencial de Promocio de Crescimento e Biocontrole. 2025. 36 f. Trabalho de Concluséo
de Curso (Graduagdo) — Engenharia Agronomica. Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e
Tecnologia Baiano — Campus Guanambi. Guanambi-BA, 2025.

A baixa disponibilidade de fosforo (P) encontrada nos solos, faz com que os agricultores
adicionem grandes quantidades de fertilizantes fosfatados, para alcangar altos niveis de
produtividade. Essa pratica aumenta muito os custos de producdo, devido o preco dos
fertilizantes. Como alternativa de manter a produtividade sem agredir o meio ambiente,
agricultores de todo o mundo tém utilizado produtos biolégicos contendo microrganismos
benéficos para as plantas, como as bactérias solubilizadoras de foésforo (BSP). Com isso,
objetivou-se isolar e selecionar bactérias com potencial de promogao de crescimento de plantas,
por meio da solubilizagdo de P e producdo de acido indol acético (AIA) e antagonismo a
Fusarium solani f. sp. passiflorae. As bactérias foram isoladas em meios de cultura especificos
para verificar a capacidade de solubilizar fosfato, onde 15 bactérias foram eficientes na
solubilizagdo do fosfato de calcio, e as 5 que apresentaram maior indice de solubilizagdo (< 2)
foram selecionadas para confecgdo do inoculante. Em bioensaio de pareamento direto, a cepa
BSM-2 inibiu 60,62% do crescimento micelial do F. solani passiflorae. Na fase de campo foi
adicionado 2 ml do inoculante ao redor das sementes de feijao-caupi em vasos com solo
autoclavado, apos 45 dias foi avaliado a massa fresca e seca das raizes e parte aérea, teor de
fosforo no solo, que revelou teores baixos (10,42 a 13,10 mg/L), indicando condi¢do favoravel
a atividade microbiana. A produgdo de AIA variou de 0 a 11,03 pg/mL, com a cepa BSMV-4
tendo a maior producdo, seguida da BSC-3 e BSM-2. Os dados obtidos foram submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk, a ANOVA seguido da anélise pelo teste de Tukey. Os
resultados indicam que as cepas BSMV-4, BSC-3 e BSM-2, sdo promissoras para promogao do
crescimento de plantas, enquanto que a cepa BSM-2 também se mostrou promissora para o
biocontrole.

PALAVRAS- CHAVE: Fusarium solani passiflora; Vigna unguiculata L. Walp; controle

bioldgico



ABSTRACT

RIBEIRO, Maria Eduarda Borges da Silva. Isolation and Selection of Rhizobacteria with
Growth Promotion and Biocontrol Potential. 2025. 36 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduagao) — Engenharia Agrondmica. Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia
Baiano — Campus Guanambi. Guanambi-BA, 2025.

The low availability of phosphorus (P) found in soils causes farmers to add large amounts of
phosphate fertilizers to achieve high levels of productivity. This practice greatly increases
production costs, due to the price of fertilizers. As an alternative to maintaining productivity
without harming the environment, farmers around the world have used biological products
containing microorganisms beneficial to plants, such as phosphorus-solubilizing bacteria
(BSP). The objective of this study was to isolate and select bacteria with potential to promote
plant growth, through P solubilization and production of indole acetic acid (IAA) and
antagonism to Fusarium solani f. sp. passiflorae. The bacteria were isolated in specific culture
media to verify the ability to solubilize phosphate, where 15 bacteria were efficient in
solubilizing calcium phosphate, and the 5 that presented the highest solubilization index (< 2)
were selected for the preparation of the inoculant. In a direct pairing bioassay, the BSM-2 strain
inhibited 60.62% of the mycelial growth of F. solani passiflorae. In the field phase, 2 ml of the
inoculant was added around the cowpea seeds in pots with autoclaved soil, after 45 days the
fresh and dry mass of the roots and shoots, phosphorus content in the soil was evaluated, which
revealed low levels (10.42 to 13.10 mg/L), indicating favorable conditions for microbial
activity. EIA production ranged from 0 to 11.03 pug/mL, with the BSMV-4 strain having the
highest production, followed by BSC-3 and BSM-2. The data obtained were submitted to the
Shapiro-Wilk normality test, ANOVA followed by analysis by the Tukey test. The results
indicate that the BSMV-4, BSC-3 and BSM-2 strains are promising for plant growth promotion,
while the BSM-2 strain also showed promise for biocontrol.

PALAVRAS- CHAVE: Fusarium solani passiflorae; Vigna unguiculata L. Walp; Biological

Control
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1. INTRODUCAO

O fosforo (P) é o nutriente cuja reduzida disponibilidade limita o crescimento das
plantas, pois ele ¢ fundamental para o seu metabolismo ¢ também para os microrganismos, e
apesar de estar presente nos solos tanto nas formas orgénicas como inorganicas sua
indisponibilidade é recorrente. Entretanto, em muitos solos do mundo, bem como nas principais
classes de solos do Semiarido, ha deficiéncia de P na forma disponivel para as plantas (Mendes
et al., 2022).

Dentre os processos biogeoquimicos que contribuem para maior disponibilidade de P,
destaca-se a dissolucdo das formas pouco soluveis de P, tornando-as disponiveis para as plantas.
Muitos microrganismos tém o potencial de aumentar a disponibilidade de fosforo no solo.
Bactérias, fungos, cianobactérias, fungos micorrizicos e actinobactérias, possuem a capacidade
de solubilizar fosfatos por meio de diferentes mecanismos, especialmente pela producdo de
acidos organicos, que permitem a mineralizagdo do P orgénico e a solubilizagdo de parte do P
inorganico indisponivel para as plantas. Além disso, esses microrganismos podem promover o
crescimento da planta fixando nitrogénio, produzindo fitohorménios, auxiliando na assimilacao
de nutrientes e promovendo resisténcia ao estresse e a patogenos.

O uso de microrganismos solubilizadores de fosfatos na agricultura tem sido uma
alternativa para diminuir ou até mesmo substituir o uso de fertilizantes fosfatados soluveis,
mediante melhor aproveitamento dos fosfatos naturais existentes ou adicionados ao solo e dos
formados pela aplica¢do de fontes solaveis. Dessa forma, a planta terd mais acesso ao P e isso
refletirda em ganhos no crescimento e produtividade. Atualmente, ja se encontra disponivel no
mercado produtos bioldgicos a base de bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP), com
destaque para as bactérias Bacillus subtilis e Bacillus megaterium. Entretanto, a pesquisa
brasileira carece de estudos que selecione microrganismos adaptados a solos de condi¢cdes mais
adversas e estressantes, como os da regido do Semiarido.

Além de solubilizar o P, esses microrganismos promovem o crescimento vegetal a partir
da produgdo de fitohormoénios, como o acido indol acético, citocininas e giberelinas. Esses
compostos sao reguladores do crescimento vegetal e participam de processos fisiologicos, como
a divisdo e elongacdo celular, e o desenvolvimento radicular aumentando a absor¢do de

nutrientes.
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Com isso, objetivou-se isolar e selecionar bactérias com potencial de promogdo de
crescimento de plantas, por meio da solubilizacdo de P e produgdo de acido indol acético (AIA)

e antagonismo a Fusarium solani passiflorae.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.Fésforo (P) na agricultura

O fosforo (P) € um dos macronutrientes mais importantes para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, sendo o segundo mineral mais limitante a producdo de graos,
depois do nitrogénio (Liang et al., 2020). Desempenha um papel importante tanto na estrutura
quanto no metabolismo vegetal (Ares et al, 2022). E componente estrutural dos acidos
nucléicos de genes e cromossomos, como também de muitas coenzimas, fosfoproteinas e
fosfolipideos, ¢ importante na transferéncia de energia da célula, na respiracdo, e na fotossintese
(Berumen et al., 2024).

A deficiéncia de fosforo tem consequéncia direta e imediata na fotossintese, e respiracao
(Hu et al., 2025), e os seus sintomas sdao de crescimento reduzido ou nanismo, folhas verde-
escuras ou podem apresentar coloragdo avermelhada, inicialmente nas mais velhas, manchas
pardas, arroxeadas ou necrdticas, secamento de folhas mais velhas, menor perfilhamento em
cereais (Lima, 2020). Fazendo-se assim necessario um adequado manejo da fertilidade do solo.

Por se tratar de um nutriente essencial e de pouca disponibilidade nos solos, faz-se
necessario langar mao de fertilizantes fosfatados, porém, a adubacdo fosfatada apresenta baixa
eficiéncia, pois grande parte do P adicionado torna se imovel ou ndo disponivel, devido reacdes
de adsor¢do em coloides minerais, precipitagdo ou conversao em formas organicas (Gallo,
2020), sendo necessaria a aplicacdo de P superior a quantidade que € absorvida pelas plantas.

O aumento do uso de fertilizantes, pode levar a contamina¢do do solo por metais
pesados, pode também causar a contaminagao de lengoes freaticos e rios (Su et al., 2025), atuam
como agentes acidificadores do solo, destroem os microrganismos presentes no solo, tornando-

o pouco produtivo (Cirino et al., 2021).

2.2. Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPC) e bactérias

solubilizadoras de fosforo (BSP)

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPC) sao bactérias do solo que
colonizam a rizosfera e ali estabelecem associa¢des benéficas com as plantas (Andrade et al.,
2023). Essas interagdes resultam em aumento da biomassa e melhoria na absor¢éo de nutrientes,
as RPC sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico, solubilizar fésforo e outros minerais, além
de sintetizar fitormonios (Timofeeva; Galyamova; Sedykh, 2023). Esses microrganismos
apresentam uma versatilidade metabolica sendo capazes de se adaptar a solos de baixa

fertilidade e condigdes de clima adverso (Liu ef al., 2025).
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As RPC possuem alguns mecanismos de agdo para auxiliar o desenvolvimento vegetal,
dentre eles, tém-se a fixagdo bioldgica do nitrogénio atmosférico, realizado por enzimas
nitrogenases, deixando-o em forma assimilavel pela planta (Costa, 2023), produgdo de
sideroforos que sdo compostos de baixo peso molecular que complexam o ferro, ficando assim
acessivel a planta enquanto sua disponibilidade ¢ limitada para patdgenos (Deb; Tatung, 2024).
Além disso, atuam na sintese de fitormonios como auxinas, que estimula a divisao e elongacdo
celular, aumentando as raizes e sua capacidade exploratdria do solo (Guerra et al., 2023).

Dentre as RPC temos as bactérias solubilizadoras de fosforo (BSP), sdo microrganismos
que ao serem adicionados no solo sdo capazes de acelerar a liberagdo na rizosfera do fosforo
inorgénico ou orgénico que nao estao disponiveis e assim contribuem para uma maior aquisicao
de P pelas plantas (Oliveira et al., 2024).

A solubilizagdo do fosforo por estes microrganismos acontece por meio de dois
mecanismos de agdo. O primeiro mecanismo ¢ denominado de mineralizagdo, processo onde o
fosforo ¢é liberado de maneira instantanea para o solo, por uma agdo enzimatica das enzimas
fosfatase que hidrolisam o fosforo organico. O segundo mecanismo acontece pela produgdo de
acidos organicos, inorganicos e/ou diminuicdo do pH do solo pelas bactérias e fungos, que
contribuem na solubilizagdo do fosfato (Li et al.,2023). No que diz respeito a produgdo de
acidos orgéanicos, vai acontecer a partir da diminui¢do do pH da rizosfera levando a um aumento
dos exsudatos radiculares que vao aumentar a disponibilidade do fésforo rizosférico, enquanto
os acidos inorganicos solubilizam o fésforo por meio do processo de oxidagdo de compostos
nitrogenados e enxofie inorgénico que vao reagir com fontes de fosfato deixando-a disponivel
e pode ocorrer também pela produgdo de siderdforos, que se trata de compostos organicos que
possuem baixo peso molecular capaz de quelar o ferro. (Etesami; Jeong; Glick, 2021)

A solubilizag@o do fosfato se d4 a partir da liberacdo de protons dissociados com os
acidos organicos liberados pelas BSP, que vao preservar a eletroneutralidade (Pan; Cai, 2023).
Posteriormente a liberagdo, ha uma altera¢ao no pH da solucdo do solo presente na rizosfera e,
por conseguinte uma mudanga na disponibilidade do nutriente, favorecendo sua absorc¢ao pelas
plantas. (Silva, et al., 2018). Portanto, essas bactérias possibilitam que as raizes assimilem
maiores quantidades de fosforo e concomitantemente recebem compostos essenciais ao
desenvolvimento bacteriano, como agucares.

As BSP além de disponibilizar o fosforo, elas também promovem o crescimento das
plantas, esse crescimento ocorre por meio de mecanismos diretos e indiretos que podem
modificar a resposta fisiologica da planta, incluindo a fixagdo bioldgica de nitrogénio, a

produgdo de fito-hormonios, podem também estimular a tolerdncia a ambientes que ndo sdo

14



propicios e induzir sua defesa pela producdo de antibidticos e metabdlitos secundarios. Assim
o uso das BSP apresenta uma grande versatilidade, e apresenta ser um recurso promissor para

a produgdo agricola sustentavel (Silva et al., 2023).
2.3.Utilizacao de bactérias solubilizadoras de fosforo (BSP) no feijao-caupi

O feijao-caupi é uma planta Eudicotyledonea, espécie Vigna unguiculata L Walp (Silva,
2021), ¢ uma planta origindria do continente africano, que foi introduzida no Brasil pelos
colonizadores portugueses (Costa, 2020). Segundo dados da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB) (2024), o Brasil na safra 23/24 teve uma producdo de 692,4 mil
toneladas de feijao-caupi, com destaque para a regido Nordeste que apresentou uma producao
de 475,9 mil toneladas, sendo a maior produtora, pois o feijdo € constituinte da alimentagdo
basica das familias nordestinas de baixa renda, por apresentar ciclo curto, baixa exigéncia
hidrica ¢ bem adaptado ao Semiarido (Matuczak, 2023). Além de possuir um alto valor
nutritivo, ser uma 6tima fonte de proteinas, possuir todos os aminoacidos essenciais, vitaminas,
minerais e aproximadamente 62% de carboidratos (Oliveira ef al., 2021).

O fosforo ¢ um macronutriente requerido em grandes quantidades pelas plantas, a sua
falta pode limitar a produgdo agricola, pois este elemento & constituinte essencial de
biomoléculas, como as coenzimas ¢ acidos nucléicos (Oliveira; Canteri; Francisco, 2025). Na
cultura do feijdo a deficiéncia leva a alteragdes na cor das folhas com queda prematura, o caule
fica mais curto e fino, as vagens apresentam ma formag@o com nimero de graos reduzido, e
leva ao retardo no tempo da colheita (Rosolem; Marubayaashi, 1994). Dado a importancia do
fosforo para o desenvolvimento da cultura do feijdo, tem-se no uso de bactérias solubilizadoras
de fosforo uma alternativa para disponibilizagdo natural de fosforo para a cultura.

Santos et al. (2024), observaram em seu trabalho que a utilizagdo da bactéria Bacillus
subtilis com a adubacdo utilizando NPK teve um maior nimero de vagens por planta ¢ uma
maior produtividade, isso ocorre pela nutri¢ao da planta, pois quando bem nutrida produz mais
flores, consequentemente mais vagens que correlaciona com a produtividade dos graos.
Carvalho (2017), em seu trabalho isolou bactérias solubilizadoras de fosforo da regido
rizosférica de uma cactacea, e obteve resultados satisfatorios, pois as plantas de feijao que
foram inoculadas com as bactérias apresentaram médias de comprimento da parte aérea, massa

seca da parte aérea, massa seca da raiz e massa seca total superiores a testemunha.
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2.4.Controle bioldgico

O controle bioldgico é uma pratica sustentavel, que consiste no uso de microrganismos
vivos para reduzir populagdes de patdogenos, estudos t€m explorado o controle biologico de
fitopatogenos utilizando bactérias antagonistas, a exemplo das bactérias do género Bacilus, que
sdo BSP (Melo et al., 2021).

Além da disponibilizacdo do fosforo, elas também promovem o crescimento das plantas,
esse crescimento ocorre por meio de mecanismos diretos e indiretos que podem modificar a
resposta fisioldgica da planta, incluindo a fixacao biologica de nitrogénio, a producéo de fito-
hormdnios, podem também estimular a tolerdncia a ambientes que ndo sdo propicios e induzir
sua defesa pela produgdo de antibidticos e metabdlitos secundarios (Silva et al., 2023). Assim
o uso das BSP apresenta uma grande versatilidade, e um recurso promissor para a produgdo
agricola.

Souza et al. (2024), testaram em seu trabalho o potencial das BSP em promover o
crescimento da soja e realizar o controle biologico do mofo branco a partir do teste de sanidade
de sementes, os isolados bacterianos proporcionaram controle eficaz do fungo, sendo
comparavel ao fungicida quimico usado. Santos (2025) também observou em seu trabalho que
quando adicionado as BSP no tratamento de sementes de soja, elas obtiveram menor incidéncia
de doencas e aumento na produtividade, esses resultados reforgam a utilizacdo desses

microrganismos como uma alternativa sustentavel na agricultura.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Isolamento e indice de solubilizacao
As amostras de solos foram obtidas de solos cultivados com leguminosas e gramineas,
na Fazenda Paiol, Licinio de Almeida - BA. A coleta foi realizada em pontos de amostragem
escolhidos aleatoriamente dentro da propriedade, sendo realizada com o auxilio de uma pa para
retirada das porcoes de solo rizosférico na profundidade de 0 a 10 cm. Cada amostra foi
devidamente colocada em saco plastico estéril, identificada e levada ao laboratério 03 do IF
Baiano — Campus Guanambi, onde foi realizado secagem e destorroamento do solo.
Para o isolamento das bactérias, realizou-se dilui¢des seriadas na proporgdo de 10:1 até
a 10°, sendo a diluicdo 10° a que apresentou maior viabilidade no isolamento, foi pipetado 0,2
mL de cada solug@o em placas de Petri com meio Yeast Mannitol Agar (YMA) (Figura 1) com
pH 5,5 e incubados a 28 £ 2 °C por cinco dias, para realizacdo dos testes de solubilizagdo de

fosfatos.

Figura 1 - Isolamento bacteriano em placas de Petri com meio YMA, Guanambi - BA, 2024.

Fonte: RIBEIRO, M. E. B. S., 2024.

Para os ensaios em laboratorio quanto a capacidade de solubilizagdo de fosfatos, foram
utilizados dois meios de cultura especificos para bactérias solubilizadoras de fésforo. Um para
se verificar a solubilizagdo de fosfato de calcio (P-Ca), meio GL, contendo 10 g de glucose, 2
g de extrato de levedura e 15 g de agar. A este meio foi adicionado uma solugdo contendo 0,25
g L' de KxHPO4 e outra contendo 1 g L' de CaCly, e ajustado o pH para 6,5, para formar fosfato
de calcio precipitado (Hara; Oliveira, 2004).

O meio GL, modificado por Hara e Oliveira (2004), foi utilizado para verificar a
solubilizagdo de fosfato de aluminio (P-Al). Este meio preparado com 10 g de manitol, 2 g de

extrato de levedura, 6 g de K;2HPO4e 18 g de dgar. A este meio foi posto uma solug@o contendo
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5,34 g de AICI3 e o pH ajustado para 4,5 para formar o precipitado de fosfato de aluminio. A
modificacdo do meio GL foi a fonte de actcar e a utilizacdo de AICI; e a quantidade de KoHPO4,
para que tivesse aproximadamente 1,4 cmol. de Al no meio, concentragdo deste elemento
encontrada nas principais classes de solos do Semiarido Baiano, servindo, assim, como
parametro para as condi¢des reais desse elemento na natureza.

Com o objetivo de se visualizar a alteracdo do pH do meio de cultura pelas bactérias,
foi acrescido o indicador verde de bromocresol, no meio P-Al e o azul de bromotimol, no meio
P-Ca (Figura 2 A).

No meio YMA (pH 5,5) cresceu 15 isolados, todos foram submetidos a avaliagdo do
indice de solubilizagdo, sendo repicados para cada meio de cultura, com cinco colonias por

placa com trés placas por isolado (Figura 2B).

Figura 2 - Meio GL e GLM com a adi¢ao dos indicadores (A), e bactérias recém repicadas para
meio de cultura especifico para seu crescimento com 5 colonias na placa (B), Guanambi - BA,
2024.

Fonte: RIBEIRO, M. E. B. S., 2024.

A avaliacdo dos isolados aconteceu por um periodo de 15 dias. As medidas do didmetro
(¢) dos halos de solubilizagdo, percebido como uma area translicida ao redor da colonia, e as
do ¢ das colonias (Figura 3) foram mensuradas a cada trés dias, utilizando-se um paquimetro
digital. A partir dessas medidas, sucederam os calculos para os indices de solubilizagdo de cada

isolado por meio da formula: IS = ¢ Halo (mm)/ ¢ Coldnia (mm) (Hara; Oliveira, 2004).
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Figura 3 - Mensuracdo do diametro da colonia, Guanambi - BA, 2024.
i

Fonte: RIBEIRO, M. E. B. S., 2024

Com base nos indices de solubilizagdo, as bactérias foram classificadas como estirpes
com baixa (IS < 2), média (2 < IS <4) e alta solubilizagdo (IS > 4). De acordo com o inicio da
solubilizagdo, classificadas ainda como precoces, cujo inicio da solubilizagdo se deu até o
terceiro dia; tardias, com inicio da solubiliza¢do depois do terceiro dia e ‘ndo solubilizadoras
aparentes’, aquelas que ndo apresentaram solubilizagio visivel até o 15° dia de avaliagio (Hara;
Oliveira, 2004).

Foram selecionados os 5 isolados que apresentaram de média a alta solubilidade de P,
L.S. final superior a 2, para instalagdo do experimento em casa de vegetacdo, utilizando o feijao
caupi, e teste em laboratorio para biocontrole do Fusarium solani passiflorae.

3.2. Avaliacio de agente de biocontrole

Foi verificado também a capacidade de agente de biocontrole das BSP, com 4 repetigdes
e 5 tratamentos, sendo o controle e as bactérias BSC-3, BSMV-4, BSM-2 e BSM-1 compondo
os demais tratamentos, foi utilizado também o F. solani passiflorae que foi isolado do solo de
uma area experimental do setor de Agricultura do IF Baiano — Campus Guanambi. O método
utilizado foi o pareamento, onde foi posto um disco de F. solani passiflorae no centro da placa
de Petri (Figura 7A), e feito estrias com as bactérias lateralmente (Figura 7B), posteriormente

incubados em BOD.
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Figura 4 - Repicagem de placa com F. solani passiflorae (A), e placa contendo F. solani
passiflorae e bactéria (B), Guanambi - BA, 2024.

Fonte: RIBEIRO, M. E. B. S., 2024.

Os isolados foram avaliados por um periodo de 7 dias (Figura 8), sendo mensurado o
didmetro do crescimento micelial do F. solani passiflorae, com o auxilio de um paquimetro

digital. A partir dessas medidas foi possivel determinar a porcentagem de inibigdo, a partir da

formula: 1 (%) =

Dmc—-Dmt e A A r
# x 100, onde Dmc é o didmetro da colonia controle, e Dmt € o

didmetro da colonia que recebeu a bactéria. Para complementar as observagdes relacionadas a
capacidade antagonista dos isolados, os tratamentos foram classificados conforme escala

(Tabela 1) proposta por Bell et al. (1982).

Figura 5 - Crescimento dos isolados apds 7 dias, Guanambi - BA, 2024,

Fonte: RIBEIRO, M. E. B. S., 2024.
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Tabela 1 - Escala de notas para avaliar a agdo de controle bioldgico in vitro por pareamento
direto.

Nota Caracteristicas

1 Colonizagao total da superficie do meio de
cultura pelo agente de biocontrole, com
crescimento sobre o patdgeno.

2 O agente de biocontrole coloniza ao
menos 2/3 da superficie do meio de
cultura.

3 Tanto o patdogeno quanto o agente de
biocontrole colonizam ' (mais que 1/3 e
menos que 2/3) do meio de cultura, ndo
havendo sobreposi¢do de um sob o outro.

4 O patéogeno coloniza 2/3 do meio de
cultura e resiste a agdo do agente de
biocontrole.

O patodgeno coloniza toda a superficie do

5 meio de cultura, avangando sobre o agente

de biocontrole.

Fonte: Adaptado de Bell et al., 1982.

3.3. Fase de campo

O experimento em campo foi realizado na casa de vegetacdo do IF Baiano - Campus
Guanambi, montado em blocos casualizados com 7e repeticoes e 6 tratamentos, sendo a
testemunha, os isolados BSC-3, BSC-1, BSM-4, BSM-2 ¢ BSM-1, conduzidos em vasos
plasticos com capacidade para 5 kg, com solo de barranco autoclavado e adubado com fonte de
fosfato de rocha e adubo orgéanico, tendo o feijao caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) como
planta-teste.

As sementes de feijdo adquiridas comercialmente, passaram por uma desinfestacdo
superficial com élcool etilico a 98%, por 30 segundos, hipoclorito de sédio a 2%, por 2 minutos,
e, em seguida, lavadas com agua destilada. Apds a desinfestacdo, foram adicionadas 3 sementes
em cada vaso e 2 ml do inoculante com as bactérias solubilizadas de fosforo no solo préximo

as sementes. Para confec¢do do inoculante de BSP, as bactérias foram multiplicadas em
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Erlenmeyer contendo meio de cultura YMA liquido (Figura 4), sob agitacdo a 120 rpm por 48

horas.

Figura 6 - Multiplicac@o das bactérias em meio YMA liquido, Guanambi - BA, 2024

vu-

Fonte: RIBEIRO, M. E. B. S., 2024.

As plantas foram coletadas aos 45 dias de crescimento, e avaliada sua massa fresca e
seca de raizes e parte aérea. Foi avaliado também o P disponivel no solo e a produgéo de acido
indol acético pelas bactérias.

3.4. Mehlich 1 e producio de acido indol acético

Para a determinag@o do P disponivel foi realizada a analise a partir da solugdo extratora
Mehlich 1, composta por HCl + H2SOs, onde foi adicionada 20 ml da solugdo em um
Erlenmeyer de 125 ml que continha 2g de terra fina seca ao ar (Figura 5). Os Erlenmayers foram
colocados no agitador horizontal circular, agitados por 5 min e deixado em descanso por uma
noite. Apds 24 horas foi pipetado 5 ml do sobrenadante, posto em Erlenmeyer de 125 ml e
adicionado 15 ml de molibidato de amdnio diluida e 30 mg de acido ascorbico em po, foram
levadas ao agitador horizontal por 2 minutos e ficou por 1 hora para desenvolver a cor, depois
realizado leitura no espectrofotdmetro a 660 nm no modo absorbancia. Também foi realizado
uma curva padrdo nas concentra¢des de 5 mg, 4 mg, 3 mg, 2 mg ¢ 1 mg de P/L.

Figura 7 - Erlenmeyer com terra fina seca ao ar e solugdo extratora, Guanambi - BA, 2024

=

" Fonte: RIBEIRO, M. E. B. S., 2024,
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Para verificagdo da produgdo de acido indol acético (AIA) foi preparado o meio de
cultura Luria Bertani (LB), com 10 g de bacto triptona, 5 g de extrato de levedura, 5 g de NaCl,
1000 mL de agua destilada, e o meio foi suplementado com 1g de L-triptofano. Foi preparado
também o reagente de Salkowski, com 1 mL de FeClz; em 49 mL de HC1 (35%).

Para andlise de AIA, foi adicionado 3 mL do meio LB + L-triptofano em Erlenmeyer e
inoculado os isolados bacterianos, depois incubados por 24 horas a 28° C sob agitagdo
constante. Apds o periodo de incubag@o foi pipetado 2 mL dos isolados em microtibulos e
levados a centrifugacdao por 2 minutos a 12000 rpm. Foi pipetado 1,5 mL do sobrenadante e
adicionado em tubo de ensaio, e pipetado também 1,5 mL do reagente de Salkowski, e deixado
em descanso por 30 minutos e em sequéncia realizado a leitura no espectrofotometro em 530
nm (Figura 6 A). Foi realizado uma curva padrao para a leitura de AIA (Figura 6 B) a partir de

diluicoes seriadas de 100 ppm até 0 ppm de AIA.

Figura 8 - Tubos de ensaio contendo isolado bacteriano e meio de cultura LB prontos para
leitura em espectrofotdmetro (A) e tubos de ensaio com a curva padrao(B), Guanambi - BA,
2024

b i o s L L &

Fonte: RIBEIRO, M. E. B. S., 2024.

3.5. Analise de dados

Os resultados obtidos no presente trabalho foram submetidos a procedimentos
estatisticos apropriados conforme o delinecamento experimental de cada ensaio. Para o indice
de solubilizacdo e teor de P no solo, ndo foram realizados testes estatisticos dado a auséncia de
repeticdes, sendo os valores apresentados como médias aritméticas simples.

Nos ensaios de agente de biocontrole e producdo de AIA, foi adotado delineamento
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro repeticdes. No experimento em casa
de vegetacao, em que foi quantificado massa fresca e seca das raizes e parte aérea, utilizou-se
o delineamento em blocos casualizados. Inicialmente verificou-se a normalidade dos residuos
por meio do teste de Shapiro-Wilk, em seguida, realizou-se ANOVA a 5% de probabilidade e
depois comparagao de médias pelo teste de Tukey (a = 0,05).
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Todos os calculos estatisticos foram efetuados no programa SISVAR, os resultados
apresentados como médias e as diferengas significativas entre os tratamentos indicadas por

letras distintas nas tabelas (p < 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo do indice de solubilizacdo do fosfato de aluminio ndo apresentou nenhuma
cepa eficiente em sua solubilizacdo, sugerindo que as cepas nao apresentam a mesma efici€éncia
em diferentes tipos de fosfato. A ineficiéncia das cepas em solubilizar P-Al pode estar
relacionado a formagdo de complexos de Al e o baixo pH, o que corrobora com os estudos de
Mendes et al. (2022) onde observaram baixa solubilidade de fosfatos em ambientes de pH
variavel.

Para a solubilizagdo do fosfato de calcio as cepas apresentaram resultado satisfatorio
como pode ser observado na Tabela 2, onde todas apresentaram solubilizagdo precocemente,
pois foi observado a formagdo do halo translucido ao terceiro dia de avaliagdo. Nenhuma das
cepas apresentaram baixa solubilizagdo, todas obtiveram um IS superior a 2 indicando uma
rapida solubilizac¢do por parte das cepas e a capacidade de aumentar a disponibilidade de fésforo
no solo. Com destaque para as cepas BSC-3 ¢ BSM-2 que obtiveram um alto indice de
solubiliza¢do do P-Ca, maior que 4, demonstrando uma eficaz produgdo de &cidos organicos
e/ou inorganicos capazes de diminuir o pH do meio e assim solubilizar os fosfatos precipitados.

A descoberta dessas cepas adaptadas aos solos do semiarido ¢ de grande importancia,
visto que a regido semiarida enfrenta desafios com a fertilidade do solo, e a utilizagao dessas
bactérias pode trazer uma maior disponibilidade de fésforo, e contribuir para uma agricultura

mais sustentavel.

Tabela 2 - Indice de solubilizagdo (I.S.) de fosfato de calcio de isolados bacterianos de solos
do municipio de Licinio de Almeida - BA, 2024. (continua)

Isolados Inicio da LI.S. Solubilizagao
solubilizagdo
(Dias)
BSC-1 3 391 Precoce
BSC-2 3 3,22 Precoce
BSC-3 3 4,22 Precoce
BSC-4 3 3,24 Precoce
BSC-5 3 3,90 Precoce
BSM-1 3 3,84 Precoce
BSM-2 3 4,26 Precoce
BSM-3 3 3,72 Precoce
BSM-5 3 3,33 Precoce
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Tabela 3 - indice de solubilizagdo (I.S.) de fosfato de célcio de isolados bacterianos de
solos do municipio de Licinio de Almeida - BA, 2024. (continuagio)

Isolados Inicio da LS. Solubilizacao
solubiliza¢ao
(Dias)
BSMV-4 3 3,35 Precoce
BSFA-1 3 3,31 Precoce
BSFA-2 3 3,61 Precoce
BSFA-3 3 3,08 Precoce
BSFA-4 3 2,47 Precoce
BSFA-5 3 2,34 Precoce

Fonte: RIBEIRO, M. E. B. S,, 2024

Quanto ao potencial de agente de biocontrole as BSP apresentaram diferentes
porcentagens de inibigdo do crescimento do F. solani passiflorae, conforme apresentado na
Tabela 3, onde as cepas BSM-2, BSMV-4 ¢ BSC-3, obtiveram uma maior porcentagem de

inibigdo do crescimento (PIC) micelial do fungo.

Tabela 4 - Potencial de inibicdo de bactérias solubilizadoras de fosforo sobre F. solani
passiflora por pareamento direto, em bioensaio em placas de Petri, e notas atribuidas conforme
a escala de Bell et al., Guanambi - BA, 2024.

Tratamento Porcentagem de inibicdo Nota

do crescimento (PIC)

BSM-2 60,62 a 2
BSMV-4 50,70 ab 2
BSC-3 48,87 ab 3
BSM-1 38,51b 4
Controle Oc 5
CV (%) 17,25

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (p < 0,005).
Fonte: RIBEIRO, M. E. B. S., 2024.

A cepa BSM-2 foi a que se apresentou mais eficaz, com uma porcentagem de inibi¢ao
do crescimento micelial de 60,62% e uma nota 2 segundo a escala de Bell et al. (1982).
Apresentando um forte potencial como agente de biocontrole, sua eficiéncia pode estar

relacionada a sua capacidade de solubilizar o fosforo, pois nesse processo as bactérias
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produzem acidos organicos, que promove ligeira acidificagdo do local, alterando pH ¢ a
disponibilidade dos nutrientes, gerando assim um ambiente desfavoravel para o crescimento do
fungo, como foi elucidado por Owen er al. (2015) em seus estudos que destaca os
microrganismos solubilizadores de fésforo como agentes capazes de melhorar a satde do solo
e controlar patdgenos.

Os tratamentos BSMV-4 e BSC-3 ndo diferiram estatisticamente do BSM-2, porém ao
analisar a capacidade antagonista desses isolados pela escala de Bell o BSC-3 apresentou nota
distinta, 3, demonstrando uma diferen¢a nos comportamentos antagonistas, isso pode estar
relacionado a capacidade de produgdo de compostos antibidticos ou na capacidade de
competicdo por nutrientes de cada cepa, como ¢ visto no trabalho de Silva et al. (2023).

Os resultados encontrados corroboram com o que foi observado por Ferreira et al.
(2021) em cepas de BSP, sendo o Bacillus spp. utilizados em seu trabalho, que apresentaram
uma inibicao significativa do crescimento de Fusarium em milho.

Jéa o tratamento BSM-1 apresentou-se menos eficaz, com uma nota 4 pela escala, tendo
uma menor capacidade de inibicdo do fungo. Isso pode se dar por uma menor produgdo de
acidos orgénicos ou outros metabdlitos secundarios, evidenciando que nem todas as cepas de
BSP possuem o mesmo potencial de biocontrole. E o controle, como esperado ndo houve
nenhuma inibic¢éo ao crescimento do F. solani passiflorae.

Ja a producdo de AIA pelas BSP, apresentaram uma variagdo na produgdo entre os
isolados como pode ser observado na Tabela 4, com destaque para as cepas BSMV-4, BSC-3 ¢
BSM-2 que apresentaram uma maior produgdo desse hormoénio em comparagdo com a BSC-1
e a BSM-1 que nao produziu acido, isso evidencia que a capacidade produ¢do de AIA esta

relacionada a capacidade metabolica de cada cepa e também a sua interagdo com o ambiente.

Tabela 5 - Producao de acido indol acético (AIA) pelas BSP, Guanambi - BA, 2024.

Tratamentos AIA (png/mL)
BSC-3 9,88 a
BSC-1 2,49 b
BSMV-4 11,03 a
BSM-2 8,27 a
BSM-1 Oc

CV (%) 22,45

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (p < 0,005).
Fonte: RIBEIRO, M. E. B. S., 2024
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As cepas BSMV-4, BSC-3 e BSM-2 apresentaram maior producio de AIA, essas cepas
podem ter grande potencial para promog¢ao do crescimento das plantas, pois o AIA é um
horménio do grupo das auxinas, que atua no alongamento celular, na formagdo de raizes,
permitindo uma melhor absor¢do de dgua e nutrientes (Alemneh et al.; Chun ef al., 2021).

Além de promover um crescimento das plantas a producdo de AIA pode contribuir para
defesa das plantas, no presente trabalho foi observado que as bactérias que obtiveram maior
producdo de AIA foram as que obtiveram um maior PIC, como também foi abordado por
Martins et al. (2021) em seu trabalho, em que isolados de Streptomyces foram capazes de
exercer atividade antagonista contra fungos patogénicos, como o Colletotrichum sp. e a
Curvularia lunata, a partir da sua producao de AlA.

As variaveis analisadas da implementagdo do experimento em campo, massa fresca das
raizes (MFR), massa fresca da parte aérea (MFA), massa seca das raizes (MSR) e a massa seca
da parte aérea (MSA) ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos que

receberam a bactéria e a testemunha como pode ser visualizado na Tabela 5.

Tabela 6 - Médias de massa fresca das raizes (MFR), massa fresca da parte aérea (MFA), massa
seca das raizes (MSR) e massa seca da parte aérea (MSA) de plantas de feijao-caupi inoculada
com diferentes bactérias solubilizadoras de fosforo, Guanambi - BA, 2024.

Tratamentos PFR PFA PSR PSA
Testemunha 8,71 a 8,71 a 1,32 a 1,03 a
BSC-3 11,71 a 11,14 a 2,37 a 1,43 a
BSC-1 12,00 a 12,57 a 1,49 a 1,51 a
BSMV-4 13,14 a 16,57 a 2,55a 1,96 a
BSM-2 13,14 a 14,00 a 1,77 a 1,57 a
BSM-1 15,14 a 14,28 a 2,54 a 1,98 a
CV (%) 44,08 39,74 56,45 53,28

Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (p < 0,005).
Fonte: RIBEIRO, M. E. B. S., 2024

A inoculagdo com as diferentes cepas de BSP ndo levou ao aumento da biomassa do
feijdo-caupi, sugere que, sob as condi¢des experimentais os microrganismos nao conseguiram
expressar seu potencial, essa restrigdo pode ser atribuida a diversos fatores, como a alta
concentracdo de P solavel no solo. A fim de verificar o teor de P no solo foi realizado o Mehlich
1, método que se baseia na utilizacdo de uma solugdo 4cida para extrair as fragoes de P que sdo

consideradas disponiveis para a planta.
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Os valores obtidos da analise Mehlich 1, evidenciou uma baixa quantidade de fosforo
disponivel no solo, tanto na testemunha quanto nos tratamentos (Tabela 6), o que deveria
favorecer a atividade microbiologica das bactérias. Portanto, a baixa atividade das BSP ndo se
deu por um excesso de P, mas possivelmente por outros fatores advindos da intera¢do dos

microrganismos inoculados com as condi¢des fisico-quimicas do solo.

Tabela 7 - Teor de fosforo (P) encontrado no solo pelo método Mehlich 1, Guanambi - BA,
2024,

Tratamentos Teor de P (mg/L)
Testemunha 11,04
BSC-3 13,10
BSC-1 12,18
BSMV-4 10,63
BSM-2 10,42
BSM-1 12,87

Fonte: RIBEIRO, M. E. B. S,, 2024

Outro fator importante para as BSP desencadear suas atividades de solubilizagdo ¢ estar
submetida a condi¢des de estresse, como ¢ elucidado por Mantea et al. (2025) em seu trabalho,
onde cepas de Bacillus safensis foram submetidas a condigdoes de estresse abidtico com
variagdes na temperatura, pH e salinidade, e observaram que nas condigdes mais estressantes
as cepas obtiveram um maior crescimento € consequentemente uma maior capacidade em
solubilizar fosfato. Lu et al. (2023) também observaram que cepas de Bacillus submetidas em
concentragdes elevadas de amonio aumentaram sua produgdo de acidos organicos quando
comparados com o controle. Esses trabalhos reforgam que para as BSP possam iniciar sua
solubilizagdo do fosfato necessitam de condi¢cdes adversas como altas temperaturas, indice de

salinidade, déficit hidrico, o que ndo foi encontrado em nossas condi¢des experimentais.
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5. CONCLUSOES

As 15 cepas testadas in vitro sao capazes de solubilizar o fosfato de calcio, no entanto
nenhuma consegue solubilizar o fosfato de aluminio. A aplicagdo das cepas ndo resultou o
incremento de biomassa do feijao.

As cepas BSMV-4, BSC-3 ¢ BSM-2 sao consideradas promissoras pois apresentaram IS

de fosfato de calcio alto, maior produgdo de AIA e alto potencial como agente de biocontrole.
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