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RESUMO

Dos frutos do dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq) ~sdo extraidos 46% dos Oleos
comestiveis do mundo; bem como, ainda, apresentam grande gama de participacéo na producao
de cosméticos, alimentos e biocombustiveis. Para tal, ha necessidade de vultuosos aportes de
fertilizantes quimicos para manter produtividades satisfatorias. Uma alternativa sustentavel é o
uso de microrganismos promotores de crescimento para de melhorias de eficiéncias no uso de
fertilizantes. O presente estudo visa prospectar, selecionar e identificar bactérias promotoras de
crescimento associadas as raizes de dendezeiros. As amostras vegetais, foram obtidas em
plantio comercial de dendé (Marborges S.A.) no municipio de Moju no Pard. Ao todo 37
bactérias foram selecionadas e conservadas em glicerol, e, submetidas a avaliacdo in vitro da
capacidade de promover o crescimento vegetal. Desse grupo 16 passaram por analise
filogenética. Foram identificados um total de 9 géneros, tendo predominéancia de trés (Klebsiella
sp, Enterobacte e Rossellomerea). Portanto, a rizosfera da plantacdo de dendezeiro analisadas
apresentava uma grande diversidade de bactérias dotadas de mdltiplas caracteristicas
promotoras de crescimento vegetal que apresentaram um Gtimo indice de solubilizacdo de
fosfato inorgéanico (cepa P36 , Achromobacter sp.), bem como (capacidade fixadora de
nitrogénio e sintetizadora de ACC deaminase, cepa P27. Ademais identificamos a presenca de

bactéria Pectobacterium sp, ainda que ainda nédo foi caracterizada em laboratorio.

PALAVRAS-CHAVES: Dendezeiro, BPCP, Rizobactérias, Prospec¢édo do solo, PCR.



ABSTRAT

From the fruits of the oil palm tree (Elaeis guineensis Jacq), approximately 46% of the world's
edible oils are extracted. Additionally, they play a significant role in the production of
cosmetics, food, and biofuels. However, achieving satisfactory productivity requires substantial
application of chemical fertilizers. An environmentally friendly alternative is the use of growth-
promoting microorganisms to enhance fertilizer efficiency. This study aims to explore, select,
and identify growth-promoting bacteria associated with the roots of oil palm trees. Plant
samples were collected from a commercial oil palm plantation (Marborges S.A.) in the Moju
municipality, Para. A total of 37 bacterial strains were selected and preserved in glycerol for in
vitro evaluation of their ability to promote plant growth. Among these, 16 strains were further
subjected to phylogenetic analysis. Nine different genera were identified, with three prevailing
genera being Klebsiella sp, Enterobacte, and Rossellomerea. Therefore, this study reveals that
the rhizosphere of the sampled oil palm plantation (Elaeis guineensis Jacq) harbors a diverse
array of bacteria with multiple plant growth-promoting characteristics. The identified bacteria
exhibited a high level of inorganic phosphate solubilization, with the strain P36
(Achromobacter sp.) showing the highest solubilization index. Additionally, only the isolate
P27 demonstrated nitrogen-fixing and ACC deaminase synthesizing capabilities. Furthermore,
an uncharacterized bacterium, Pectobacterium sp., was also identified in this study.

KEYWORDS: Oil palm, PGPR, Rhizobacteria, Soil prospecting, PGPB.
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1. INTRODUCAO

O Elaeis guineensis Jacq popularmente conhecido com Dendé africano é uma planta
perene da familia Arecaceae, com origem nas planicies da Africa Ocidental e Central,
principalmente pela costa atlantica do Cabo Verde e Angola (MURUGASAN et al., 2017; ONG
et al., 2019). No Brasil cercas de 197.580. ha de area destinada a colheita, produzindo cerca de
2.887.696. t de cacho de Dendezeiro, foram produzidos no ano de 2021 (IBGE, 2021)

No decorrer da histéria o 6leo do dendezeiro teve varios usos, sendo aplicado na
fabricacdo de sabdo, velas, producdo de gas de iluminacdo, lubrificacdo de trilhos ferroviarios
e margarinas (CORLEY; TINKER, 2018).Aliado a isso, tradicionalmente essa cultura é muito
importante no setor alimenticio, maior fonte de 6leo comestivel usada no mundo, sendo
fundamental na cultura gastrondmica de varios paises, principalmente nos paises de maior
producdo como Indonésia, Malésia, Tailandia, Colémbia e Nigéria (RODRIGUES -NETO et
al, 2018).

A producéo de biocombustivel é outro setor que faz muito uso de 6leos vegetais. Visto
que essa € uma matéria prima com preco acessivel e facil de se obter em grandes quantidades
(BERGMANN et al, 2013). O dendezeiro africano (Elaeise guineenses) é uma 6tima cultura
para producdo de biocombustivel, visto que apresenta uma alta producao de frutos por area e
custo de producdo relativamente mais barato em relacéo a 6leos vegetais, como o do amendoim,
soja e milho, que tem um rendimento menor, por produzirem frutos apenas uma vez por ano
(AHMAD et al., 2019).

O comércio de biodiesel vem conquistando cada vez mais espaco no mercado
internacional, existindo desde de os anos de 1920. Porém o incentivo a esse novo meio de
energia soO foi ocorrer na década de 70 com a crise nacional do petrdleo, que levou a busca por
fontes alternativas de combustivel (OSAKI; BALALHA, 2011). Atualmente a busca por meios
mais limpos de energia, pouca flutuacdo dos precos e a consciéncia global sobre os riscos de
continuar usando combustiveis fosseis, fomentam cada vez mais a producéo de biocombustivel.
No Brasil, aproximadamente 17% da producdo energética de energia gira em torno do uso
desses combustiveis; consumindo em 2007, cerca de 41,6 bilhGes de litros de dleo diesel
(QUEIROZ et al., 2012).

Esse mercado de biocombustivel em expansdo, apresenta grandes gastos com uso de

fertilizacdo quimica, que além de encarecer o produto e estd intimamente relacionado a



interferéncias em ciclos naturais do ecossistema (SAKATA et al., 2015). Muitos estudos
apontam que a producdo agricola tradicional teve um aumento significativo na producdo nos
ultimos 50 anos devido o desenvolvimento e uso, de fertilizantes e pesticidas, porém, além de
serem gastos consideraveis, esses insumos agricolas sdo associados a varios problemas
ambientais, como contaminacdo de afluentes e do solo (RAMAKRISHNA, 2019). Com isso se
faz necessario buscar formas alternativas para reducdo desses males. Visto que, os grandes
gastos da cultura com fertilizacdo, que leva ao encarecimento da producdo e problemas

ambientais.

Os organismos vegetais se apresentam como um complexo sistema hospedeiro,
compostos por uma variedade de micro-habitat colonizados por diversos microrganismos
trazendo varios beneficios para a planta (FELESTRINO et al., 2017). As bactérias promotoras
de crescimento geram grandes melhoras na saude da planta, conseguindo além disso reduzir a
incidéncia de patdgenos através da competicdo, antagonismo e producdo de substancias
inibidoras como sideréforos (YASMIN et al., 2016).

As bactérias possuem uma intrinseca relacdo com as plantas, e algumas delas
estabelecem relagBGes benéficas capazes de favorecer o seu desenvolvimento (KHAN et al
2020). Essas bactérias podem se associar as raizes, caule ou folhas, é utilizar varios mecanismos
de promocdo de crescimento como producdo de acido indol acetil, solubilizacdo de fosfato
inorganico, fixacdo de nitrogénio, aumento na atividade da l-aminociclopropano-1-acido
carboxilico deaminase (ACC desaminase) e aumentar a absorcdo de nutrientes do solo (EIDA
etal., 2016).

Dessa forma, o uso de Plantas Promotoras do Crescimento (PGPR) apresenta grandes
vantagens na agricultura, pois leva a um aumento da producdo e redugdo do uso de insumos
agricolas, o que permite uma significativa reducdo do impacto da agricultura no meio ambiente
(VEJAN et al., 2016).



2. JUSTIFICATIVA

O dendé africano, Elaeis guineenses, € uma cultura extremamente abundante em
florestas tropicais da Africa e do mundo. Sua propriedade Unica como oleaginosas a tornam
essa uma das culturas mais importantes do mundo. O 6leo oriundo de seus frutos tem grande
destaque no setor alimenticio. Além disso, vem ganhando cada vez mais destaque no ramo de

biocombustiveis.

As plantas em seus ambientes apresentam uma grande variedade de microrganismos ao
qual mantém algum tipo de interagdo. Algumas bactérias estabelecem um tipo de relagdo
benéfica as plantas capazes de estimular o seu crescimento. Porém esse conhecimento ainda é

pouco explorado pela producéo agricola.

Existem vérias pesquisas referentes ao aumento da producdo e resisténcia do
dendezeiro. Porém, a maioria desses méetodos estudados ndo aborda as relacdes interespécies
do dendezeiro, dessa forma a busca por bactérias capazes de promover o crescimento do

dendezeiro, auxiliando a producéo de 6leo de dendé.



OBJETIVOS
3.1 Geral

Realizar o levantamento da biodiversidade das bactérias encontradas em raizes de

dendezeiro que apresentem potencial para promocao de crescimento vegetal.

3.2 Especificos

Realizar a prospecgdo de bactérias encontradas na rizosfera e endosfera do dendezeiro.
Extrair, separar e sequenciar o gene RNA ribossomal 16 das bactérias em raizes de
dendezeiro;

Realizar uma investigacdo de bactérias em relacdo a ao potencial promotor de
crescimento em plantas.

Fornecer subsidios tedricos e técnicos para criacdo de técnicas de manejo e inoculantes

que possam melhorar o desenvolvimento e rendimento da cultura do dendezeiro.



4. REVISAO DE LITERATURA
4.1 Dendezeiro

O dendezeiro (Elaeis guineenses), € uma planta pertencente a familia das palmeiras
(Arecaceae), integrante do grupo das monocotiledoneas, oriundo da Africa Ocidental (CHE
ZAIN, et al., 2020). Atualmente sua distribuicdo chega a alcancar o mundo todo, sendo

possivelmente uma das espécies domésticas mais cultivadas no mundo (SOUSA, et al., 2016.).

A distribuico ocorre preferencialmente nas zonas tropicais, principalmente pela Africa,
se estendendo desde a Africa oriental, passando pela central, e chegando finalmente & Africa
ocidental. De forma que, atualmente os paises com maiores cultivos de dendé sdo a Angola,
Benini, Camardes, Congo, Gana, Costa do Marfim, Nigéria, Serra Leoa, Brasil, Coldmbia,
Costa Rica, Equador, Indonésia, Maléasia, Papua Nova Guiné e Tailandia (MURUGESAN et
al., 2017).

O crescimento da plantula do Dendezeiro é longo, inicia-se com cerca de 12-18 meses
de cultivo em um viveiro antes de ser instalada em algum campo de producgdo. Apds instalado
o0 produtor deve esperar cerca de 30 meses para comecar a surgir os cachos, porém a sua vida
de producéo é relativamente longa, variando de 20-30 anos (MURUGESAN et al., 2017). Esse
longo periodo atribuido ao seu ciclo de vida ndo é adequado as exigéncias do mercado, o0 que
faz com que muitos laboratérios de plantagGes, fagam uso de técnicas de propagacdo clonal em

espécimes de alto rendimento, capazes de produzir mais de 10 t de cachos por ano (TAN, 2017).

O cultivo do dendezeiro tem preferéncias por areas abertas, geralmente no formato de
monoculturas. Apesar de existir pequenas areas que fazem uso de sistemas mistos ou
agroflorestais. Esses sistemas ndo apresentam uma boa relacéo entre produtividade econémica
e impactos ambientais, levando a um aumento da busca por melhorias desses métodos, visando
reduzir as questdes ambientais associadas a essa cultura (MEIJAARD et al., 2020;
KHASANAH et al., 2020).

Suas folhas podem demorar cerca de 2 a 3 anos para se desenvolver por completo, desde
seu surgimento até desdobrarem-se no centro da copa das arvores. Suas eflorescéncias se
desenvolvem no espaco de um ano em uma forma acropeta nas axilas das folhas, protegida

qguando imatura, pela coroa de folhas (ADAM et al., 2005).



Figura 1:Folhas e furtos do Dendezeiro

Fonte: Autor (2022).

Seu sistema radicular se caracteriza por ser do tipo fasciculado, geralmente grossas e
numerosas, suas raizes principais sao grandes de coloracdo marrom, emergindo diretamente do
disco radicular podendo apresentar um didmetro que varia entre 4-10 mm. J& as raizes
secundarias apresentam um didametro médio menor de 1-2 e cerca de 25 a 30 cm de
comprimento, em proporcao de 40 raizes secundarias para cada raiz principal (CARVALHO,
2000).

O surgimento da inflorescéncia demora cerca de 2-3 anos, emergindo da parte axial da
folha. Seus frutos se apresentam com cerca de 1000 a 3000 améndoas agrupadas em um cacho,
0 mesocarpo das frutas apresentar uma cor laranja onde se encontra o Oleo de palma,
envolvendo uma estrutura rigida de lignina que contém um caroco branco contendo o 6leo de
palmiste pesando aproximadamente 15 kg, sendo 25% desse peso composto por 6leo (CARRT,
2011; AHMAD et al., 2019).

A polinizacéo do dendé africano na terra natal e realizada por insetos coleopteros do
grupo Curculionidae, principalmente o gorgulho Elaeidobius kamerunicu. De forma, que ainda
hoje a realizacdo de grande parte do cultivo depende da introdugéo desse inseto (LI, Y et al,
2019). Apesar de existir mundialmente outros organismos se envolvem na polinizacdo dessa
cultura, porém servindo geralmente como complemento, tendo uma participagdo muito menor

na produtividade das plantagcbes em comparacéo os E. kamerunicu (LI, K et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/curculionidae
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/elaeidobius

4.2 A importancia do Dendezeiro

O fruto do dendé (Elaeis guineensis Jacq), j& se apresentava muito relevante, nas
primeiras comunidades humanas devido o Oleo extraido de suas améndoas que eram
fundamentais para as aldeias da Africa Ocidental. porém foi s6 no século X1X que se deu inicio
das primeiras exportacOes para o resto do mundo, que levaram as suas primeiras producdes em
grande escala na Maléasia e indonésia no inicio do século XX (CARRT, 2011). Atualmente a
sua producdo é responsavel por 46% dos 0leos comestiveis do mundo. Ainda apresenta grande

gama de participacdo na producdo de cosméticos, alimentos e biocombustiveis (TAN, 2017).

Dos produtos oriundos dessa cultura os mais conhecidos sdo os 6leos da polpa, retirado
do mesocarpo de seus frutos; e o 6leo de palmiste que provém da améndoa (PARVEEZ et al.,
2015). A composicao especifica do 6leo extraido da planta, se apresenta em niveis balanceados
de &cidos graxos insaturados e acidos graxo saturados, além de &cido palmitico, &cido oleico e
uma quantidade residual de &cido linoleico (ALMEIDA et al., 2019).

Na era moderna as plantagdes de dendezeiro foram amplamente difundidas pelo mundo
especialmente nas regides tropicais. Com a Nigéria foi por muito tempo a maior produtora de
dendé até 2007, quando foi superada pela Indonésia em nimero de plantacGes e pela Malarias
em exportacdo de 6leo de dendé, tornando essa a cultura mais importante para esses paises
(ONOJA et al., 2019; ONG et al., 2019).

No ano de 2022 segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos estipulou
uma producdo mundial de cerca de 78,144 milhdes de toneladas. Os maiores produtores de 6leo
de palma s&o encontrados na Asia, com a Indonésia ocupando o topo da lista, com a producéo
de 46,000 milhdes de toneladas de dleo, seguido pela Malasia (19,000 MT) e Tailandia (3,414
MT) (MARQUES et al., 2019; USDA, 2022)

Brasil tendo produzido cerca de 570 milhdes de toneladas de 6leo de palma, ocupando
0 10° lugar, representando 15% da producdo mundial de 6leo de palmeira. (USDA, 2022). O
territorio nacional apresenta um grande potencial para o desenvolvimento da cultura na regido
amazonica. O estado do Para tem a maior quantidade de areas de cultivo de dendé do Brasil,
com aproximadamente 140 mil hectares de produgéo, produzindo cerca de 770 mil toneladas
de oleo todos os anos (NASCIMENTO et al, 2020; BRAZILIO et al., 2012). Demonstrando um
retorno monetario aproximado de US $2.000 por hectare, tornando essa uma atividade



econémica de alto lucro para a econdmica paraense (BARCELOS et al., 2015; DE JESUS
BORGES et al., 2016).

O fruto do dendé se destaca pela alta quantidade de 6leo liberada de sua extracao, que é
usada como matéria prima de diversos produtos. Estima-se que sua producdo de 6leo por
hectare pode ser seis vezes maior que 0 amendoim e oito vezes maior que a soja (XIA et al.,
2019; OSORIO-GUARIN et al., 2019). Além disso, os custos de sua producao s&o muito mais
baratos em comparacdo a soja e a colza. Visto que, por ser uma arvore perene, e sua vida util
produtiva se perpetua por aproximadamente 25 anos, e dispensa 0s custos com semeadura
anual, exigidos pela soja e colza (AHMAD et al., 2019).

O uso mais tradicional do 6leo de dendé é na culinaria, onde é usado principalmente no
processo de fritura ou cocgdo de alimentos, como frango, carnes, massas e salgados. Sua
composicdo rica em &cidos graxos e triacilglicerol faz ser componente de véarios artigos
alimenticios como, gorduras, sorvete, cremes e vitaminas (MBA et al., 2015). O 6leo de palma
bruta (OPB), se mostra composto por varias substancias saudaveis para o corpo, como,
Vitamina E, triacilglicerol, carotenoides, fitosterdis e fosfolipidios. Porém seu uso s6 é
recomendado apos o refinamento devido aos altos teores de &cidos graxos (MANCINI et al.,
2015).

Outro setor que o 6leo de (dendé ou palma) vem ganhando destaque é o mercado do
biocombustivel, pois devido ao esgotamento previsto do petréleo disponivel para a produgdo
de combustiveis fosseis, junto a demanda ambiental por fontes de energia mais limpas e a busca
por energia renovavel leva ao aumento da relevancia desses produtos no mercado internacional
(KANIAPAN et al., 2021). Os biocombustiveis sdo produtos energéticos, que tem sua matéria
prima proveniente de seres vivos ou de residuos gerados por eles, tendo que apresentar as
seguintes caracteristicas para sua viabilidade técnica: ser competitivo economicamente e o

minimo agressivo possivel ao meio ambiente (MAHLIA et al., 2019).

Nisso a producgdo de biodiesel proveniente do 6leo de palma ganha destaque como um
bom exemplo de biocombustivel. O biodiesel é obtido através do processo de transesterificacdo
do 6leo extraido do fruto, onde triglicerideos viram acidos graxos na presenga de metanol ou
etanol como catalisadores (KANIAPAN et al., 2021). Isso vem trazendo, um crescimento do
produto do biodiesel brasileiro no mercado mundial de producdo, devido os investimentos na
pesquisa e desenvolvimento de maneiras mais limpas de gerar energia (SOUSA et al., 2017).

Atualmente a producdo de biodiesel proveniente do 6leo de Dendé é uma das mais usadas no



mercado nacional de biocombustivel, superada apenas pelo alcool gerado a partir da sacarose
da cana de agtcar (BRAZILIO etal., 2012). Isso ocorre pelo alto teor de dleo retirado do dendé,
o tornando uma das melhores opcdes para a producédo de biocombustiveis (DE ASSIS COSTA
etal., 2021).

Além disso, subprodutos derivados da planta, como a biomassa do dendezeiro, ganham
cada vez mais importancia. Esse material residual organico é proveniente dos residuos das
atividades industriais da extracao do 6leo. Apresentando um grande potencial para a geracdo de
bioenergia e bioprodutos (ONOJA et al., 2019; SEKERI et al., 2020).

Outro subproduto importante da producdo de 6leo de dendé é o Palm Qil Mill Effluent
(POME). Diferente da biomassa, 0o POME se caracteriza por ser um residuo liquido, resultado
do processamento do Oleo vegetal nas fabricas. Sua composicdo é extremamente rica em
nutrientes como fosforo, nitrogénio, potassio e matéria organica. O POME vem despertando
muito interesse como uma fonte potencial de bioenergia e biofertilizantes, levando a busca por
valorizar esse produto e reduzir os impactos ambientais da industria do dendé, o tornando uma

alternativa promissora para praticas mais ecologicamente viaveis (ONG et al., 2021).

O Elaeis guineensis, também dispde de uma grande relevancia ambiental. Durante seu
longo periodo de vida as plantas assimilam toneladas de didxido de carbono (CO?) da atmosfera,
além disso apresenta uma boa assimilagdo de didxido de carbono por &rea plantada,
contribuindo significativamente para reducdo da pegada de carbono do Brasil (RIVERA-
MENDEZ et al., 2017). Vérias pesquisas avaliaram a pegada de carbono do dendezeiro e
constataram que o cultivo do dendezeiro aliado a boas praticas ambientais, pode resultar em
uma significativa reducdo na emissdo de gases de efeito estufa na producdo do biodiesel, em
comparacdo a emissdes dos combustiveis fésseis (RAMIREZ-CONTRERAS et al, 2017;
SILALERTRUKSA et al., 2017).

Apesar do alto lucro, a producéao agricola atualmente ainda esta muito atrelada ao uso
de fertilizantes quimicos em larga escala. Sendo praticamente indispensaveis para a pratica
dessa cultura, levando ao aumento de custos e a danos ambientais (SOUSA et al., 2015). A
fertilizacdo excessiva de plantacbes de dendé, apresenta efeitos deletérios ao meio ambiente,
como emissdo de gases de efeito estufa, perda de nutrientes por lixiviacdo, danos ao ciclo
biogeoquimico e reducdo da biodiversidade (HASSLER et al., 2017; CORRE et al., 2010).

Além disso, Darras et al. (2019), aponta que a otimizagdo do uso de insumos agricolas, poderia



ser muito vantajosa, pois possibilitaria a criacdo de micro-habitat, reducdo da lixiviagéo,
reducdo dos danos a diversidade bioldgica do ecossistema e aumento da rentabilidade.

Nesse contexto, a busca pela maior producéo e a reducdo do uso desses fertilizantes
quimicos, bem como aumento na produtividade, tem gerado cada vez mais estudos voltados
para meios alternativos de manejo, como as bactérias promotoras de crescimento (LOPES et
al., 2021).

4.3 Diversidade microbiana do solo

O solo se apresenta como uma matriz tridimensional estruturada em pequenos
agregados compactos e porosos, que interagem e trocam substancias entre si em periodos de
molhamento (WILPISZESKI et al., 2019). Sua constituicdo ndo é uniforme e apresenta
variaveis como teor de &gua, abundancia de oxigénio, quantidade de nutrientes, temperatura,
granulometria e tamanho de agregados. Essas caracteristicas somadas ao clima criam as
condicdes que definem a estrutura e funcionalidade das comunidades microbianas do solo
(EBRAHIMI & OR D, 2016; PARRY, 1999).

Os microrganismos séo o grupo de seres vivos com maior biodiversidade e abundancia
no ecossistema terrestre, como ilustrado na Figura 2 (SHEN et al., 2021). Esses organismos sao
um grande componente do solo, que pode apresentar aproximadamente 10* espécies de
organismos por grama de solo (GRIFFITHS, B. S., AND LAURENT, 2013). Uma grande
parcela de biomassa microbiana se apresenta nas primeiras camadas superficiais do solo, até os
primeiros 40 cm de profundidade. Sofrendo um decréscimo & medida que a profundidade dos
horizontes vai aumentando (EILERS et al., 2012).



Figura 2: Microrganismos presentes no solo.
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A relevancia dos micrébios para os ecossistemas do solo se evidencia em sua
indispensavel participacdo dos processos biogeoquimicos do solo. (GRAHAM, 2016). Suas
atividades biol6gicas interagem com metais e minerais naturais, além de disponibilizar
biominerais como o carbonato de célcio, silicatos e dxidos para outros organismos. A acao
desses organismos muda as propriedades organicas e inorganicas moldando as caracteristicas
bioquimicas do solo (GARDD, 2010).

Organismos como argueias, fungos e bactérias sdo fundamentais para realizar a
ciclagem de nutrientes no solo participando de processos como decomposicdo da matéria
organica, degradacdo de moléculas estruturais como a celulose, e a formacdo de substancias
antibidticas (CLINE et al., 2017). O ciclo do carbono por exemplo, é um ciclo biogeoquimicos
fortemente influenciado pela presenca de fungos, que ao participarem do processo de
decomposicgéo, tornando o C presente nas células de animais e vegetais mortos, disponiveis
outra vez no ambiente, tornando o elemento disponivel para o uso de outros seres vivos (LI,
2016).



Uma biota microbiana estvel esta intimamente relacionada a disponibilidade de
minerais e nutrientes no solo, sendo importantes até no uso eficaz de fertilizante de Nitrogénio
(N) e Fosfato (F). Isso ocorre porque, mesmo se houver uma boa quantidade de compostos
nitrogenados e fosfatados, eles muitas vezes se encontram em estados que nao podem ser
aproveitados pelas plantas, ficando imobilizados no solo requerendo a participagdo microbiana,
para a afetividade do fertilizante (TRAORE, 2020).

Ao tratar sobre a interacdo planta-microrganismos. Alguns fungos e bactérias ganham
destaque por estabelecerem uma relacdo mutualista, convertendo composto para sua forma
biodisponivel, para as plantas, que em troca, cria um microambiente favordvel para essas
comunidades sobreviverem (CHENG, 2019). Além disso, muitas pesquisas indicam que alguns
microrganismos no solo sdo capazes de aumentar a capacidade de absorcao de nutrientes de
plantas e influenciar diretamente no metabolismo vegetal (DINI-ANDREOTE &
RAAIJIMAKERS, 2018).

Muitos estudos vém buscando entender a influéncia da composic¢do microbiana do solo,
apontando como um componente-chave para o funcionamento saudavel dos ecossistemas
terrestres. Por exemplo, o trabalho realizado por Fierer et al (2012) ao investigar a diversidade
gendmica do solo identificou uma ampla gama de funcdes metabdlicas associadas a esses
microrganismos. Ja Delgado-Baquerizo et al. (2016) aponta que a estrutura e a dindmica de das
comunidades de micrébios do solo em diferentes regides geograficas. Essas descobertas
apontam a relevancia de se considerar esse fator para desenvolver uma boa estratégia de manejo

agricola.

A percepgdo das atividades benéficas dos microrganismos no desenvolvimento e
producdo da planta, levou a utilizacdo de métodos biolégicos para promover as qualidades do
solo buscando o aumento da produtividade de cultivos de interesse (MIRANSARI, 2013).
Essas abordagens tém sido amplamente exploradas como uma estratégia sustentavel capaz de
otimizar os processos de crescimento da planta, maximizando o aproveitamento dos nutrientes

disponiveis no solo.

4.4 Bactérias benéficas as plantas

Na historia recente muitos estudos foram voltados para compreender a dindmica entre
plantas e bactérias. Poréem a maioria focava nas propriedades patogénicas das bactérias

deixando oculto os beneficios dessa interacdo para as plantas (JACOBY et al., 2017). Porém o



ciclo de vida de uma planta envolve diversas interacdes diferentes com diferentes tipos de
microrganismos em seu ecossistema. Estabelecendo relacdes de competicdo, exploracao,
mutualismo e comensalismo, com organismos, como bactérias, fungos, protistas e animais.
Nesse sentido, recentemente vem surgindo novas pesquisas que buscam investigar as vantagens
da interacdo interespecifica bactéria-planta (SANTOYO et al., 2014).

Nesse cendrio percebeu-se que muitas plantas estabelecem relagdes mutualisticas com
alguns microrganismos, onde ambos tém vantagens. Um grupo desses organismos que se
destaca sdo as bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) que sdo capazes de se
estabelecer em uma relagdo com as plantas favorecendo o desenvolvimento e a salde vegetal,
a subsisténcia da bactéria. (BABALOLOLA et al., 2010; SOUZA et al., 2015; Zhang et al.,
2020).

A forma de atuacdo das BPCV, apresenta dois tipos mecanismos de atuacdo na
promogé&o de crescimento vegetal: 0s mecanismos diretos, que consiste na disponibilizacdo ou
facilitacdo da obtengédo de macro e micronutrientes, e producéo de fitorménios (Figura 3) e dos
mecanismos indiretos, relacionados a competicdo dessas contra patdgenos, ou seja, atual
biocontrole (RAMAKRISHNA et al, 2019).

Figura 3: Mecanismos diretos de promog&o de crescimento feito por bactérias promotoras de

crescimento: Atividade da enzima acc deaminase; solubilizacdo de fosfato; fixacdo bioldgica
de nitrogénio.
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Os mecanismos diretos das BPCV ocorrem através do aumento da disponibilidade de

macro e micronutrientes no solo. Nesse sentido, existem 0s microbios capazes de realizar



solubiliza¢&o de macronutrientes para o bom desenvolvimento das plantas. Muitas delas estdo
associadas na solubilizacéo de fosfato, elemento que apresenta diversas funcdes nas plantas, de
forma que sua falta pode lavar a varias deficiéncias e suscetibilidade a infecces e doencas
(FASUSI et al., 2021). A matéria organica em decomposicao € a maior fonte de fosfato no solo,
porém esta na forma indisponivel, tendo que passar para o estado inorganico para ser utilizada
pela planta (ALORI et al., 2017). Em uma avaliacdo realizada com raizes de dendezeiro
africano, foram identificadas trés bactérias com alto indice solubilizacdo de fosfato de célcio
géneros Klebsiella, Staphylococcus e Burkholderia grupos importantes para o setor agricola
(ACEVEDO et al., 2014).

O nitrogénio disponivel no solo se encontra na forma organica e inorganica, em uma
distribuicdo heterogéneo no solo. A mudanca de um reservatorio de nitrogénio para outro tipo,
através da acdo fixadoras de microrganismos do solo representam um processo muito
importante para a nutricdo das plantas. Os microrganismos convertendo o nitrogénio da amonia

(NH # 4) em nitrato (NO 2 —) que pode ser absorvido pelas raizes das plantas.

Outro mecanismo direto que se destaca nesse cenario é a producdo de metabolicos
secundarios como enzimas, e fitorménios no solo, capazes de influenciar no desenvolvimento
e saude das plantas. A producédo de 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico deaminase (ACC
deaminase) € um importante mecanismo de reducdo de estresse. Essa enzima sintetizada por
alguns micrdébios, sdo capazes de realizar a quebra do etileno, um fitorménios gasoso, que em
grandes quantidades, € um indicador de estresse vegetal, que pode limitar o crescimento e
floracdo da planta (JASIM et al., 2013).

Outra estratégia importante é o uso de mecanismos secundarios de promogdo de
crescimento, através da competicdo por nicho ecoldgico realizada pelas BPCV. Onde o
recrutamento de bactérias para o biocontrole de fitopatdgenos, induzindo a resisténcia sistémica
em plantas hospedeiros por meio de metabdlitos, produtos quimicos, enzimas e até mesmo
antibioticos, que retardam ou inibem o estabelecimento de agentes patégenos no hospedeiro
(SARAF, 2014; COMPANT, 2005). Em estudos realizados com inoculacdo com Streptomycer
corchorusii UCR3-16 em plantas de arroz (oruyza sativa), contaminada com fungos, houve
grande atividade biocontrole especialmente contra o fungo Rhizoctonia solani (TAMREIHAO
et al., 2016).

Existem véarias comunidades de micrébios que colonizam, folhas, caules, flores e frutos.

Porém, as BPCV sdo muito mais comuns nas raizes das plantas (rizomicrobioma) e se apresenta



em duas comunidades distintas: a rizobactérias e as endobactérias (MSIMBIRA & SMITH,
2020).

As rizobatérias, residem no solo, em uma regido chamada de rizosfera, onde acontecem
importantes interacdes bioquimicas e ecoldgicas entre 0os microrganismos do solo e das raizes,
como uma forma de interface interativa mutualista (ALEMNEH et al., 2020). Esse
microambiente entre planta e solo apresenta compostos chamados de exsudatos que interagem
nos primeiros da 1mm dessa interface, servindo como fonte de nutrientes e energia para os

microrganismos presentes nesse solo (WANG, 2018; LI, 2016).

No interior das raizes das plantas, existem as bactérias endofitos, que sdo capazes de
viver em uma relacdo mutualista se instalando e sobrevivendo no interior dos seus tecidos (DE
OLIVEIRA et al, 2020). Essa relacdo com bactérias endéfitos pode levar a promocao de
crescimento; producdo de substancias antimicrobianas; producdo de bioestimulantes e
fitohormonios (TIAN et al., 2017).

Muitos desses organismos sdo fundamentais para o desenvolvimento adequado da
planta. de forma que muitas plantas apresentam em suas sementes assembleias de
microrganismos para passa-los de forma vertical para as proximas geracfes (REZKI et al.,
2016). As interacOes entre rizobatérias e plantas, presentes na rizosfera e na endosfera, é
responsavel por varios processos de fortalecimento e estimulo ao crescimento das plantas
fornecendo nutrientes, fito hormonios, carbono e fosfato (PERSELLO-CARTIEAUX et al,
2003; OTLEWSKA, 2020). Sabe-se que a atividade microbiana esta diretamente relacionada
com a disponibilidade de nutrientes. Na natureza 90 % do nitrogénio do solo estad em sua forma
organica, indisponivel para as plantas, de forma que as bactérias fixadoras de nitrogénio,
realizam o processo de mineralizagdo de nitratos e fixacdo de nitrogénio atmosférico (Pl et al.,
2015).

Essa aplicacdo se mostra proveitosa ate em formas de cultivo alternativas. Em um
experimento realizado com hidroponia de Leucadendron salicifolium, Viminaria juncea e
Lupinus albus as bactérias provocaram um aumento de até 10 vezes no peso total com 7
bactérias diferentes, em comparacdo as plantas sem tratamentos (LAMONT & PEREZ-
FERNANDEZ, 2016).

A colonizacdo da planta por bactérias é fundamental para estabelecer uma relacéo
mutualistica entre eles. Nesse processo as plantas atraem 0s microrganismos ao entorno das

raizes usando exsudatos, como carboidratos, aminoacidos, &cidos organicos e outros nutrientes,



que funcionam como uma fonte de nutricdo para bactérias, a atraindo para esse ambiente
(COMPANT et al., 2010). Ao chegar na raiz se inicia uma troca de informagdes quimicas que
regulam a resposta imunologica da planta para permitir o estabelecimento do microrganismo
(CHAGAS et al., 2018). Caso ndo sejam reconhecidas como bactérias benéficas, as plantas
atacam tal como atacam fitopatdgenos, expressando respostas imunoldgicas para neutraliza-las
e impedem a formacéo de colénias (HUANG et al., 2014).

Nisso é necessario um formas de sinalizacdo Planta-bactérias, que serve para regular a
resposta imune a ou evitam o processo de reconhecimento das defesas do hospedeiro, deixando
favorecer a formacéo da colonia de bactérias (ZIPFEL, & OLDROYD, 2017). Por isso existem
varias redes de regulacdo das plantas para os organismos estabelecidos, existindo uma grande
variedade de compostos que funcionam como um sistema de comunicagdo entre planta e
micrébio (SANTOYO et al., 2014).

As plantas sdo capazes de crescer em solos contaminados usando Varias estratégias para
lidar com o estresse ambiental. Varios estudos apontam que uma forma de remediacdo pode
ocorrer com 0 uso de bactérias promotoras de crescimento, na promocdo de uma maior
resisténcia ao estresse biotico e abidtico (KHALID et al., 2017). Algumas BPCV mostram a
capacidade de combater o efeito inibidor de crescimento, causado pela contaminacgéo de plantas
por metais pesados como zinco, cadmio e paladio (SANTOYO et al., 2016).

4.5 Biofertilizantes

A busca pelo aumento na produtividade agricola, somado ao desenvolvimento de
conhecimentos mais aprofundados sobre as relagdes entre plantas e micro-organismos, levou a
elaboracdo de novas tecnologias que fazem uso desses conhecimentos para aumentar a
producdo da planta. Visto que, mesmo com o uso de fertilizantes artificiais, o sistema produtivo
tende a ter uma perda significativa de compostos de elementos para meio, levando a um grande
desperdicio de recursos, encarecendo o produto final e diminuindo sua lucratividade (ROSE,
2014).

Nesse contexto, o estudo de bactérias promotoras de crescimento quando aplicado na
industria, busca desenvolver uma tecnologia chamada de biofertilizante, que em conjunto ou
substituindo completamente os fertilizantes quimicos, sdo capazes de promover uma melhora
no desenvolvimento da planta (YU et al., 2019). Os biofertilizantes, sdo microbios que buscam
corrigir o baixo indice de absor¢do de nutrientes de uma planta, usando mecanismos como

aumento da superficie de acesso da raiz, fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de P e producéo



de sideroforo (BACKER et al., 2018). Esses inoculantes possibilitam a criagdo de um
microecossistema de solo, rico em bactérias promotoras de crescimento, que interaja com as
plantas explorando toda a capacidade de assimilar os nutrientes a disposicdo (VERBURG et al.,
2021).

A criacdo de um inoculante capaz de alterar a rizosfera requer uma boa formulagéo para
atender as necessidades da lavoura, tendo que apresentar as seguintes caracteristicas: deve ser
biodegradavel e ndo poluidor; deve permitir a adi¢do de nutrientes; resisténcia aos processos de
ajuste de pH, a matéria-prima de formulag&o deve ser acessivel e com custo baixo; permitir um
bom periodo armazenamento em prateleira e apresentar resisténcia a diferentes estresses no
cultivo (KOUR et al., 2020).

No Brasil a tecnologia dos inoculantes, que se desenvolveram, fazem muito uso de
rizobactérias. Esse grupo de bactérias é capaz de estabelecer uma relacdo mutualista com as
raizes das plantas, promovendo a fixacdo de nitrogénio no solo e aumentar a taxa de absor¢éo
de nitrogénio da planta, podendo ou ndo criar nddulos nas raizes das plantas (BOMFIM et al.,
2021). Esses organismos pertencem a familia Rhizobiaceae, possuem varios géneros destacados
pela atividade em plantas, como Rhizobiom, Azorhizobium, Bradirhizobyum,
mesorhizobium e Sinorhizobium (FASUSI et al., 2021). Nesse contexto um inoculante se
destaca, 0 BACSOL.

O BacSol é um fertilizante organico 100% natural composto de microrganismos, como
fungos e bactérias, que sdo benéficos ao solo e a planta. Os biofertilizantes se encontram na
forma de esporo, de forma a entrar em intensa reproducdo em contato com o solo (MONTEIRO
&AUER, 2012). A aplicacdo recomendada pelo fabricante consiste em realizar a mistura com
as sementes ou associado a calda de pulverizacdo. O produto BACSOL consegue introduzir no
ecossistema microrganismos do género Bacillus, Pseudomonas, Nitosomona e Nitrobacter que
sdo capazes de ativar uma série de transformacdes fundamentais para o bom desenvolvimento
da planta e conservacéo das propriedades desejaveis ao solo (MONTEIRO, 2013). Inicialmente
projetado para o0 milho e soja, 0o BACSOL ja mostrou resultados promissores em outras plantas
como eucalipto e erva-mate (HOPPE et al., 2005; MONTEIRO & AUER, 2012);

O BiomaPhos é a primeira tecnologia de dissolucdo de fosforo elaborada no Brasil. E
um inoculante liquido recomendado para tratamento de sementes ou aplicado em sulcos de
semeadura por pulverizacdo direta. Tendo sido desenvolvido usando tecnologia da Empresa

Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), com o objetivo de aumentar a eficiéncia do



uso do fosforo pelas plantas utilizando microrganismos associados as raizes das plantas
(OLIVEIRA et al., 2020). Quando utilizado via tratamento de sementes ou sulco de semeadura,
0 BiomaPhos se associa a planta desde o inicio da formacéo das raizes. As bactérias presentes

no produto se multiplicam e colonizam a rizosfera da planta (OLIVEIRA-PAIVA, 2021a).

O processo de inoculagdo estabelece exemplares das cepas BRM 119 (Bacillus
megaterium) e BRM 2084 (Bacillus subtilis), essas bactérias pertencentes ao género Bacillus,
sdo associados a promocao de crescimento de plantas devido a capacidade de producédo de
diferentes &cidos organicos e a solubilizacdo de fosfato, célcio, alumino e potassio, bem como
realiza biocontrole de patégenos (OLIVEIRA-PAIVA, 2021b).

O uso na cultura do dendezeiro se mostra uma grande necessidade, visto que o uso de
biofertilizantes pode levar a uma diminuic¢do do uso de fertilizantes quimicos na cultura. Em
um estudo feito com plantulas de dendezeiro africano, a aplicacdo de quatro tipos de
biofertilizantes, reduziu em 25% o fornecimento de fertilizantes minerais, foi percebido um
crescimento de 27% a 12% da altura dos espécimes bem com maior perimetro, teor de clorofila
e absorcdo de nutrientes (GAJENG et al., 2020).



5. MATERIAL E METODOS
5.1 Area de coleta

O experimento foi realizado sob condi¢des de campo, em uma lavoura de dendé (Elaeis
guineeansis Jacq), com aproximadamente 20 anos de idade, em Moju (1, 97; FIGURA 4), Para.
A regido possui clima tropical himido, com temperatura e precipitagao média anual de 26 °C e
2600 mm, respectivamente. As plantas vém sendo cultivadas a pleno sol, sob espacamento
9x9x9 m; ocorreu a aplicacdo de POME, residuo da indudstria do processamento dos frutos do
dendé, no espaco de entrelinhas das plantacdes do dendezeiro. Os tratos culturais aplicados séo
os recomendados para a cultura do dendé na regido. Foram coletados amostras de solo com
raizes em 6 pontos (n=6) a uma distancia de 1 m, a partir da estipe da palmeira, e profundidade
de 10 cm da superficie, a extracdo do solo foi realizada com auxilio de um trado calador e
acondicionada em sacos plasticos (ziplock), e transportadas para o laboratério do Centro de
Gendmica e Biologia de Sistemas da Universidade Federal do Para (UFPA) em Belém do Para

e conservados em temperatura ambiente.



Figura 4: Mapa da localizagdo da &rea de coleta
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5.2 Isolamento de bactérias associadas a raiz de dendezeiro.

As amostras de raizes obtidas, foram submetidas ao processo de isolamento de bactérias
de acordo com o descrito por Fidalgo et al, (2016), foram selecionados trés amostras de solo
com raizes, o excesso de solo foi lavado com corrente agua, cada fragmentos de raizes foi entdo
submetido a um processo de lavagem nas seguinte etapas: 1°-solugéo salina de cloreto de sodio
(95%) por 10 min; 2°- em etanol (96%), por 10 min; 3°- solucdo hipoclorito de sddio (5%) por
30 min; 4° - macerar o material em um cadinho e lavar com solucéo de cloreto de sodio (95%).
As solucbes resultantes da primeira etapa e quarta etapa, foram coletadas e submetidas a
diluigdo seriada de 10" a 10°. Desse material obtido foram selecionadas 3 dilui¢des de cada
amostra para ser espalhadas 10 pg da solu¢cdo em meio solido TSA suplementado com
ciclohexamida 100pug mL-1, para evitar fungos, totalizando cerca de 9 placas de meio de

cultural inoculados.



A partir das placas cultivadas com as dilui¢des de solo. Foi realizado a extragdo das
colbnias destintas, por meio de alca de 10 pL, e replicadas em novas placas de meio solido,
através da Tecnica de isolamento por esgotamento, e acondicionadas em estufa a 28°, por 48
horas. Posteriormente as bactérias foram submetidas a analise de gram, para ser conservadas

em solucdo de 25% de glicerol em temperatura de -20 °C.

5.3 Investigacao da atividade BPCV das cepas

Apbs o periodo de cultivo das bacteérias, as coldnias isoladas foram observadas
quantos a producdo de indicativos quimicos de atividade promocao de crescimento em

plantas.

5.3.1 A atividade ACC deaminase

O ensaio da atividade ACC deaminase foi realizado usando método de Penrose e Glick,
(2003). Os isolados cultivados em meio TSB (O Trypticase Soy Broth) e, posteriormente,
lavadas usando solucéo salina (cloreto de sddio 95g por mL) (0,95%), centrifugadas a 10.000
rpm (12298 G.) por 5 min, e as células suspensas na solucdo ajustada para MacFarland 0,5%.
Posteriormente 10 pL da solucdo foi cultivada em trés tipos diferentes de meio solido: Teste
(T)- em meio minimo suplementados com 3 mM de ACC como Unica fonte de nitrogénio;
Controle positivo (C+) - meio suplementado com 2 g L-1 de sulfato de aménia (NH4)SO4;
Controle negativo (C-) - utilizando nenhuma fonte de nitrogénio. Os isolados que apresentaram
crescimento tanto em meio T e C+, ndo se desenvolvesse em C- em um intervalo de 24h, foi

considerada como tendo atividade da enzima ACC deaminase.

5.3.2 Detecgao de fosfato

A avaliacdo da capacidade de solubilizacdo pelas bactérias sera realizada pelo método
de Nautiyal (1999). Os isolados serdo cultivados em meio TSB sob agitacéo e as células seréo
lavadas com solucéo salina e centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos. O sedimentado sera
suspenso em 500 pL de solucdo salina de cloreto de sodio (95%), ajustado para MAcFarland
0,5%. Para a avaliacdo da solubilidade de fosfato foi utilizado meio NBRIP solido,
suplementado com fosfato de calcio Ca3(PO4)2. Onde cada placa foi inoculados com 10 pL de
solugé@o com isolados da cultura em triplicatas, acondicionados em estufa em temperatura de 28
°C. Apds o intervalo de 5 a 7 dias foi realizado a estimativa do percental de solubilizacdo de

fosfato, pela divisdo do diametro do halo pelo didametro das coldnias multiplicado por 100.



5.3.3 Deteccgdo de gene da enzima nitrogenase (nifH)

O gene de subunidade dinitrogenase redutase da enzima nitrogenase (nifH) seré
detectado por PCR com 0S primers especificos IGK3 (5°-
GCIWTHTAYGGIAARGGIGGIATHGGIAA-3”) e DVV (5°-
ATIGCRAAICCICCRCAIACIACRTC-3’), desenvolvidos por Gaby e Buckley (2012). A
reacdo serd realizada com o kit GoTag Green Master Mix (promega), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Nas proporcdes de: 6,25 pL Gotaq Green Master Mix; 0,5 puL
Primer IGK3 (5ng/uL); 0,5 uL Primer DVV(5ng/uL); 4,25 uL agua ultra pura; 0,5 de DNA em
concentracdo de 5 ng/pL. Com o 30 ciclo de amplificdo seguindo a seguinte configuracéo,
desnaturacdo de 95 C°-2 min/95°C-1min; anelamento 55°C; e, extencdo 72°C — 1min/72°C —
5min. mplificacéo, os produtos de PCR serdo avaliados por eletroforese em gel de agarose 1%
para visualizacdo de um fragmento de 345 pb. Usando como peso molecular o padrdo Lader
2000 pb .

5.3.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento do gene RNA
ribossomal 16s

Para realizar a caracterizacdo morfologia dos isolados através da coloracdo de Gram. A
extracdo do DNA das placas com potencial para promocao de crescimento foi realizada através
do método de Sambrook (1989), usando solugio Fenol:Cloroférmio:Alcool isoamilico
(25:24:1). A eficacia do método e integridade do DNA sera avaliado através da realizacdo de
eletroforese em gel de agarose (1%). Posteriormente os acidos nucleicos serdo quantificados
através do espectrofotdmetro NamoDrop (Thermo Fisher Scientific). Para a identificacdo da
espécie da bactéria sera realizado a ampliacdo do gene RNA robossomal 16s através do primers
universais 8F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e 41492R (5°-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3").

Cada aliquota apresentara um volume final de 50 pL, contendo 10 ng de DNA molde,
em termociclados GeneAmp 9700 (Thermo Fisher Scientific), com o kit GoTaq Green Master
Mix (Promega). Os produtos obtidos através da amplificagdo serdo analisados atraves do

sequenciamento realizados plataforma ABI 3500 DNA Analyzer (Thermo Fisher Scientific).



5.4 Bioinformatica

As sequéncias do gene do RNA ribossomal 16S serdo montadas ultilizando o programa
Bioedit e identificadas no banco de dados de do NCBI (GenBank). Serdo construidas uma
biblioteca para cada amostra analisada. O pareamento das leituras serdo comparadas no
programa DADA2 . MAFFT method -sequencias phix e quiméricas. SILVA 132

https://www.arb-silva.de/documentation/release-132/ (Quast et al., 2012).



https://www.arb-silva.de/documentation/release-132/

6. RESULTADOS E DISCURSAO

6.1 Identificacéo de isolados

O processo de coleta e isolamento das amostras da rizosfera do cultivo de Elaeis
guineenses apos aplicacdo de PUME, na empresa Maborges no municipio de Moju (PA), obteve
bons resultados. Dos pontos coletados foram obtidos 80 isolados das bactérias presentes nas

raizes de dendé. Desse numero apenas 40 conseguiram ser replicadas e conservadas em glicerol.

Porem dos isolados conservados, alguns como os isolados P38 e P39 foram
incapacitados apds a conservacdao em glicerol. J& o isolado P40 apresentou um crescimento

insatisfatorio impossibilitando a realizacdo dos testes in vitro.

Dessa forma um total de 37 bactérias foram conservadas em glicerol, e, portanto,
puderam passar pela avaliacdo in vitro da capacidade de promover o crescimento vegetal. Dessa

16 foram selecionadas para analise filogenética.

Tabela 1: Bactérias obtidas isoladas na rizosfera de dendezeiro, e suas caracteristicas
promotoras de crescimento.

Isolado  Afiliacdo taxondmica BLAST Atividade ACC nifH3 Percentual de
maximo de desaminase solubilizag&o de fosfato
identificacéo
P1 Enterobacter 98.48% * - 260%
hormaechei

P2 Enterobacter sp. 98.15% - - 224%
P3 - - 138%
P4 * - 141%
P5 * - 0

P6 * - 190%
P7 Klebsiella variicola 98.87% - + 154%
P8 - - 163%
P9 - - 130%
P10 - + 135%
P11  Klebsiella pneumoniae  97.93% + - 231%
P12 - — 126%

P13 * - X



P14 Enterobacteriaceae 99.26% - - 255%

bacterium
P15  Klebsiella pneumoniae  96.11% - - 245%
P16 + - 190%
P17 Klebsiella sp 96.95% - + 160%
P18  Klebsiella pneumoniae 98.37% - + 160%
P19 * + 135%
P20 Priestia megaterium 99.39% + - 228%
P21 Microbacterium 99.30% + - 244%

paraoxydans
P22 Bacillus thuringiensis 99.79% + - 230%
P23 + — X
P24 * - 0
P25 Lysinibacillus sp. 95.14% + - 253%
P26 - — 0
P27 Umcultured 99.21% + + X
Pectobacterium sp

P28 - - 237%
P29 - — 0
P30 * - X
P31 * - 250%
P32 - — X
P33 - - 200%
P34 - - 247%
P35 Rossellomorea 99.13% + - 238%

marisflavi
P36 Achromobacter sp. 96.12% * + 330%
P37 Rossellomorea 99.22% + - 200%

marisflavi
P38 X X X X X
P39 X X X X X
P40 X X X X X

Fonte: Autor (2023).

Devido aos bons resultados nos testes para determina a capacidade de promover
crescimento, 16 bactérias foram selecionadas para realizar a amplificacdo do gene RNA
ribossomal 16S e identificacdo por meio de BLAST com base no banco de dados do Nacional

center for Biotechnology Information (NCBI).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=573
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1404
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=199592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=199592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1428
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1869345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=189381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=189381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1915388
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=189381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=189381

Todos os isolados sdo pertencentes ao dominio Bactérias, classificados no filo
actinobactéria. Distribuidos em 9 géneros: (5) Klebsiella, (3) Enterobacter, (2) Rossellomerea
(1) Priestia, (1) Microbacterium, (1) Bacillus, (1) Lysinibacilus, (1) Pectobacterium, e (1)

Achromobacter.

Nesse estudo, a 0 BLAST da amplificacdo do geneRNA ribossomal 16s revelou a
prevaléncia trés géneros: Klebsiella sp., Enterobacte e Rossellomerea. Os outros géneros,
apresentaram apenas 1 representante de cada grupo. O espécime isolado do género
Pectobacterium sp., ainda ndo caracterizado em laboratério, associado a doenca da canela preta
e podriddo mole em turberculos de batata (S. tuberosum), nesse presente trabalho esse
organismo apresentou o gene nifH3 e atividade ACC deaminase(PADILLA-GALVEZ, et al.
2021).

Os grupos Enterobacter, klebsiella e Bacillus, encontrados nesse estudo, séo
comumente associados a capacidade promotora de crescimento, geralmente apresentando
varios mecanismos de fixacao de elementos e producao de fitohormonios. Também fazem parte
do grupo de géneros mais comumente encontrados tanto em leguminosas quanto nas nao
leguminosas (OZDOGAN et al. 2022). Além disso, sdo relatadas ndo apenas na promogdo de
crescimento, mas também na capacidade de aumentar a resisténcia a estresse hidrico e salino,

bem como na desintoxicacdo de metais (DHAWI, 2023).

O género de Enterobacter j& mostrou 6timo relacdo na atividade de promocao
crescimento com plantas de jucara (Euterpe edulis Mart.), também pertencente a da familia
Arecaceae, promovendo a producdo de biorménios e solubilizacdo de nutrientes (DE
CASTILHO et al, 2020). Ja estudos feitos por JANA & YAISH, (2020) mostraram como a

atividade da Enterobacter cloacae permitiu uma maior resisténcia a estresse salino nas plantas

de tamareiras.

O género de Klebsiella, vem sendo recentemente apontado como 6timos exemplos
utilizados na agricultura. Varios estudos como o realizado por Gupta et al., (2020), mostrou que
a influéncia positiva dessa bactéria no aumento do crescimento do comprimento da raiz, na
absorcdo de nutrientes, no aumento dos pigmentos fotossintetizantes e resisténcia a metais
pesados como o cromo. A Klebsiella pneumoniae, ja demonstrou causar resisténcia contra
nematoide Heterodera glycines em plantagdes de soja, além de estimular a resisténcia contra
contaminacdo de caddmio em mudas de arroz (LIU et al., 2018; PRAMINIK et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/enterobacter-cloacae

A presenca de representantes do género Bacillus é algo j& esperado visto que sdo
BPCV muito facilmente encontrados em raizes de culturas de interesse econémico, os seus filos
Firmicutes, ja foi documentado em culturas de milho, trigo, cana-de-actcar, amendoim, arroz,
soja, Grao de bico e feijdo (RANA et al, 2020).

A Priestia megaterium encontrada nesse estudo é, desde de sua descoberta, muito
associada ao uso em biotecnologia, como biossintese de pequenas moléculas, proteinas
recombinantes e biorremediacdes (BIEDENDIECK et al., 2021). Em outras pesquisas essa
mesma bactéria foi utilizada em varios métodos de controle bioldgico contra patdgenos com
Erwinia amylovora (causadora do fogo bacteriano), Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Fusarium oxysporum (CUI et al., 2023; LIU et al., 2023). O género Priestia é descrito como
indutor de resisténcia a estresse principalmente hidrico e salino, além de estudos tendo
explorado sua de promover a descontaminacdo ambiental do pesticida lidano (SINGH &
SINGH, 2019).

Os outros géneros encontrados nesse trabalho também sdo descritos como possuidores
de atividade PCV, porém com menos frequéncia. Ja o género Microbacterium é um grupo com
grande potencial para promover crescimento principalmente na inducdo de resisténcia a
estresse, estudos vém sendo promovidos para 0 uso de cepas desse grupo para a
descontaminacdo ambiental do pesticida lidano (SINGH & SINGH, 2019). Os outros géneros
encontrados nesse trabalho também sdo descritos como possuidores de atividade PCV porém

com menos frequéncia

O espécime P36 que foi classificado no grupo Achromobacter sp, esta em um grupo é
associado a promocédo de crescimento vegetal, principalmente no crescimento das raizes, e
demonstrando o crescimento e resisténcia a estresse salino em plantas de Arabidopsis
(JIMENEZ-VAZQUEZ et al, 2020). Foi o espécime que apresentou o maior indice de
solubilizacdo de fosfato nesse estudo, indicando grande potencia para promocdo de
crescimento. Ja o grupo de Rossellomorea foi encontrados em outros estudos associados a
promogcé&o de crescimento vegetal, especialmente na capacidade de fixar fosfato inorganico em
plantas de tomateiro (REHAM et al, 2023).



6.2 Teste de solubilizacéo de fosfato

O indice de solubilizacéo de fosfato (Pi) foi realizado através dos testes in vitro usando
meio de cultura definido, suplementado com fosfato de calcio. Os resultados eram baseados no
diametro do halo formado ao redor das coldnias, que indicava a capacidade de prosperar

convertendo o fosfato inorganico em fosfato organico.

Na investigacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfato, os isolados P13, P23, P27 e
P30, ndo apresentaram crescimento de Col6nias detectadas pala metodologia demonstrando
dificuldade para se desenvolver nesse meio. Considerando as bactérias P5, P24, P26, P29, P30
e P32, ndo foi possivel observar halo destacado, indicando uma capacidade reduzida de utilizar

0s Ca3(P0O4)2 como fonte de fosfato.

Tabela 2: Bactérias de indice alto de solubilizacdo de fosfato identificados.

Isolado Afiliacdo taxondmica Pi
P1 Enterobacter sp. 260%
P2 Enterobacter sp. 224%
P11 Klebsiella sp. 231%
Enterobacteriaceae
P14 bacterium 255%
P15 Klebsiella pneumoniae  245%
P20 Priestia megaterium  228%
Microbacterium
P21 paraoxydans 244%
P22 Bacillus thuringiensis  230%
P25 Lysinibacillus sp. 253%
P35 Rossellomorea marisflavi 238%
Achromobacter sp. KAs
P36 3-5 330%
P37 Rossellomorea marisflavi 200%

Fonte: Autor (2023).

Dos espécimes com resultados mais altos de solubilizacdo de fosfato, verificou-se uma
variacao entre 126% e 330% de solubilizacao, algumas obtiveram um desempenho entre 100%
a 200%, como P3, P5, P6, P7, P8, P9, P10 P11, P16, P17, P18, P19. Ja Cerca de 12 exemplares
obtiveram um desempenho maior ou igual a 200%, (P1, P2, P11, P14, P15, P20, P21, P22, P25,
P28, P31, P34, P35, P37. Ja o isolado P36, obtiveram um halo superior a 300% cerca de 330%

de indice de solubilizacao de fosfato de calcio.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=573
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=189381

Figura 5: Distribuigdo de bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) de acordo com seu indice
de fixacdo de fosfato do nutriente
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Fonte: Autor (2023).

Dos 37 isolados testados para capacidade de Pi, 14 obtiveram resultados maiores de
200%, e o isolado P36 que atingiu o resultado de 330%, indicando serem bactérias
solubilizadoras de fosfato (BSF). Esses resultados sdo consistentes com os dados obtidos por
Fan & Smith, (2021) em teste in vitro, que posteriormente mostraram resultados promissores
de bacterias para promover de crescimento em Arabidopsis thaliana. Isso se deve, porque o
fosforo € um dos principais elementos minerais indispensaveis para o crescimento da planta,
ela tal como o nitrogénio sdo fatores limitantes para o desenvolvimento da planta, e suas
deficiéncias é um grande problema em 30% a 40% doa terras cultivaveis, podendo resultar em
baixa produtividade das culturas (ADNAN et al., 2020).

Nesse sentido, as BSF sdo facilmente encontradas na regido rizosfera, fornecendo
fosfato para as plantas através de uma estreita relagdo com elas. A tal ponto que investigacdes
em solo risoferico pobre em fosfato, realizada por Zutter et al., (2022), demostrou uma maior
diversidade desses organismos, suprindo a necessidade de suplantar escarces desse nutriente.
As bacterias solubilizadores de fosfato (BSF) utilizam a secrecdo de acidos citricos, acidos
malicos, acido oxalico, acido glucénico e acido succinico, que sdo capazes de provocar a
solubilizacdo do fosforo organico presente no solo. Os &cidos servem como um composto
guelante, que produz composto com ions de fosfato de sua forma orgéanica, para forma

inorganica. Outra forma importante usada por essas bactérias € a secre¢ao de enzimas fosfatases



que catalisa a hidrolise desses compostos, principalmente em pH &acido ou neutro
(RODRIGUEZ & FRAGA, 1999; ADNAN et al., 2020).

Através desses processos o indice de P disponivel no solo se torna mais abundante
reduzindo a necessidade do uso de fertilizantes e aumentando a saude da planta como um todo
(ADESEMOYE & KLOEPPE; 2009). Em estudos feitos com Zainuddin et al., (2021), foi
observado que aplicacGes de biofertilizantes contendo bactérias solubilizadoras de fosfato
aplicado em cultivos de dendezeiro, demonstrou 6timos resultados no crescimento vegetativo
e producdo de 6leo, quando aplicado com pequenas doses de fertilizante quimico, indicando
que o uso de BSF reduziu significativamente a necessidade do uso de fertilizantes quimicos.

6.3 Teste para presenca de gene nifh3

As bactérias da rizosfera foram avaliadas quanto a capacidade de solubilizar nitrogénio
do solo através de uma abordagem genotipica. Usando a amplificacdo por PCR convencional

do gene nifH3, responsavel pela sintese da enzima nitrogenase.

Figura 6: Analise da amplificagdo do gene nifh3 (Eletroforese vertical em gel de agarose 1%).
Em cada canaleta foi aplicada 5yl em géis de agarose de DNA Amplificado por RT-PCR. L- -
2yl de ladder (peso molecular 2000). Em vermelho destacado a presencga do gene nifH3, nas
amostras P7, P10, P17, P18, P19, P27e P36 Na imagem, sdo apresentados dois géis de agarose
com os produtos amplificados do gene nifh3. As bandas correspondem & presenca do gene nifh3
em 7 isolados bacterianos.

L G+ P1 P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8 L P P19 P20 P21 P22 P23 P24 P25 P26

L P9 X P11 P12 P13 P14 P16 P17 P1 L P27 P28 P29 P30 P33 P34 P35 P36 P37

Fonte: Autor (2023).



Entre os isolados bacterianos avaliados, foi possivel detectar a presenca do gene nifh3
em sete isolados, sendo eles P7, P10, P17, P18, P19, P27 e P36, representando
aproximadamente 18,91% do total das bactérias analisadas. Esses resultados indicam que essas
bactérias possuem o potencial para processos de fixacdo bioldgicas de nitrogénio (BFN). Um

mecanismo essencial para a disponibilidade desse nutriente em ecossistemas naturais.

Tabela 3: Isolados identificados pelo gene RNA ribossomal 16s com presenca de gene nifH3.

Isolado Afiliacdo taxondmica nifH3

P7 Klebsiella variicola +

P17 Klebsiella sp +

P18 Klebsiella pneumoniae +

P27 Pectobacterium sp +
Achromobacter sp. KAs

P36 3-5 +

Fonte: Autor (2023).

Foram identificadas 7 bactérias que apresentam o gene nifH3 em seu genoma,
considerado um indicativo relevante da capacidade da fixacéo bioldgica de nitrogénio. O gene
nifH3 é responsavel sintese da subunidade redutase da enzima nitrogenase, que desempenha o
papel fundamental de conversao do dinitrogénio atmosférico em aménia, que é uma forma de
nitrogénio disponivel para a utilizacdo das plantas em suas rea¢fes metabdlicas (ZEHR et al.,
2003; GABY E BUCKLEY 2012). Sobre condi¢Ges Otimas grandes quantidades de N
atmosférico sdo fixadas por BFN, levando a diminuicao significativa de produtos quimicos para
fertilizantes, mesmo em condi¢des Umidas, onde o nitrogénio é mais modvel no solo
(MIRANSARI, 2013)

Essa descoberta é consistente com estudos realizados anteriormente por Li et al.
(2020), que correlaciona a presenca e disponibilidade de nitrogénio no solo, com a presenca do
gene de sintese da nitrogenase na diversidade microbiana do solo. J& Pereira et al. (2021) em
seus estudos destaca que a diversidade genetica de bactérias que apresenta o gene nifH3, em
solos de plantacGes de cana-de-agUcar representa uma maior qualidade de solo, pois aumenta a

possibilidade de encontrar BFN adaptada para a realidade dessa regiéo.

Apesar, desse ser um forte indicativo para a atividade enzimética da nitrogenase a

presenca do gene nifH3 ndo representa se € expressada ou estabelece a quantidade nitrogénio
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que a bactérias é capaz de fixar, de forma que apenas teste praticos podem fornecer 100% de
certeza da capacidade de solubilizar o nitrogénio.

6.4 Teste de A atividade ACC deaminase

Os isolados testados para atividade de ACC deaminase, foram realizadas em trés meios
minimos: um meio sem fonte de nitrogénio, um meio suplementado com sulfato de amonia e
outro suplementado com ACC deaminase total. Destas testagens, 10 bactérias ndo apresentaram
crescimento em nenhum dos trés meios, o que tornou sua leitura indeterminada. Cerca de 17
bactérias apresentaram crescimento apenas em meio suplementado com sulfato de aménia,
,como fonte de nitrogénio (Figura 8).

Figura 7: Avaliagdo da producéo de ACC deaminase através da comparagdo do crescimento
das colbnias das bactérias em trés meios minimos: (c-) controle negativo, sem fonte de

nitrogénio; (C+) controle positivo, suplementado com sulfato de amonia como fonte de
nitrogénio

Fonte: Autor (2023).

No entanto, 10 bactérias apresentaram crescimento significativo tanto no meio
suplementado com sulfato de amdnia como em meios suplementados com ACC deaminase.
nomeadamente, P11, P16, P20, P21, P22, P23, P25, P27, P35 e P37 (27,07%). Pertencendo aos
géneros Klebsilla sp., Priestia sp., Microbacterium sp., Bacillus sp., lysinibacillus sp,
Pectobacterium sp., e Rossellomorea sp. como mostrado na Tabela 5. Esses resultados indicam
uma capacidade promissora desses isolados em utilizar ACC como fonte alternativa de
nitrogénio, permitindo atribuir a producé@o de ACC deaminase, que exerce um papel importante
metabolizando etileno nas plantas.

Tabela 4: Isolados identificados com atividade ACC desaminase.



Isolado  Afiliacdo taxondmica  Atividade

ACC
desaminase
P11 Klebsiella sp. +
P20 Priestia megaterium +
Microbacterium
P21 paraoxydans +
P22 Bacillus thuringiensis +
P25 Lysinibacillus sp. +
P27 Pectobacterium sp +
P35 Rossellomorea marisflavi +
P37 Rossellomorea marisflavi +

Fonte: Autor (2023).

O etileno desempenha papéis importantes nos aspectos fisioldgicos da planta como o
amadurecimento de frutos e a resposta a estresse abiotico e bidtico. No entanto, quando sua
producdo ocorre em niveis excessivos, isso pode resultar em prejuizo ao desenvolvimento das

plantas e disturbios do crescimento, murcha de folhas e diminuic¢éo de biomassa.

O encontro de 10 bactérias isoladas que obtiveram resultados positivos no teste
qualitativo de producdo da enzima ACC desaminase, através da metabolizar ACC como Unica
forma de nitrogénio disponivel (SINGH et al., 2015). As bactérias que apresentam producéo
ACC deaminase sdo capazes de interromper a producao de etileno, convertendo seu precursor
ACC em compostos inativos. O etileno é um fitohorménio muito importante para a fisiologia
da planta. Porem sua alta concentracdo pode em condicdes de estresse prejudica o
desenvolvimento vegetal (GLIK, 2014; ETESAMI & MAHESHWARI, 2018).

Dessa forma, isolados bacterianos que possuem essa capacidade sdo descritos como
potenciais estimulantes do crescimento e desenvolvimento das plantas. Além disso varios
estudos apontam bons resultados na utilizacdo BPCV, no aumento de producdo de biomassa,
resisténcia a patdgenos, resisténcias a efeitos de estresse bidtico e abidtico (DEL CARMEN
OROZCO-MOSQUEDA et al., 2020).

Nisso, varios estudos atualmente buscam encontrar bactérias que sintetizem ACC
deaminase, e obtendo melhoras significativas no crescimento, mesmo quando a planta esta
sobre estresse hidro ou salino (GUPTA, S., & PANDEY, S. 2019). Estudos realizados por
Afridi et al. (2019) com duas variedades de trigo Pasban 90 e Khirman, inoculadas com
bactérias produtoras de ACC desaminasse do género Bacillus apresentaram um crescimento

significativo quando exposto a um ambiente de estresse salino. Ja Sun et al., (2022) observou
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um maior crescimento de mudas de milhos expostas a contaminagéo por Cadmo, quando essas
eram inoculadas com uma cepa bacteriana capas de catabolizar ACC, além de regular os genes

ligados a absorcao de ions de Cadmio.



7. CONCLUSAO

Através desse estudo notamos que a rizosfera das plantacGes de dendezeiro (Elaeis
guineensis Jacq), abriga uma grande diversidade de bactérias dotadas de maultiplas
caracteristicas promotoras de crescimento vegetal. Sendo identificado um total de 16 isolados
que apresentam alguma caracteristica que indica promocao de crescimento vegetal in vitro. As
bactérias encontradas apresentaram um o6timo indice de solubilizacdo de fosfato inorganico
sendo o maior pi da cepa P36 (Achromobacter sp.). Apenas o isolado P27 apresentou
capacidade fixadora de nitrogénio e sintetizadora de ACC deaminase, além de ser tida como

uma bactéria Pectobacterium sp, que ainda ndo foi caracterizada em laboratério anteriormente.

Com isso podemos dizer que diversas espécies de bactérias encontradas na rizosfera de
Dendezeiro apresentam capacidade significativa de promover crescimento vegetal. Fornecendo
assim, subsidios para investigagdes mais profundas que visem exploras mais ainda o potencial
promotor de crescimento dessas bactérias e sua aplicacdo na agricultura tanto do dendezeiro
como a de outras culturas. Para com isso estabelecer novos produtos e técnicas de manejos mais

limpos na pratica da agricultura.
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