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Barras representam as médias (n = 3). Classes de diametros: raizes finas (RF, 0,5 <@ <

2,0 mm) e raizes grossas (RG, @ > 2,0 mm).

Chapter II. Water deficit mitigation potential of native rhizobacteria from the Brazilian

Cerrado in soybean plants

Figure 1. Phosphate solubilization capacity. In vitro phosphate solubilization capacity of
native bacterial isolates (Bradyrhizobium sp. (547), Mesorhizobium plurifarium (580),
Pseudomonas nitroreducens (660), Ralstonia sp. (905), and Rhizobium miluonense

(1136)) for calcium phosphate (red), rock phosphate (blue), and iron phosphate (yellow).

Figure 2. Phylogenetic relationships. Similarity tree based on 16S rRNA gene sequences
of soybean rhizospheric bacteria, showing phylogenetic relationships with closely related

strains. Numbers in blue above nodes represent posterior probability values.

Figure 3. Plant water status. Predawn leaf water potential (Yw) in soybean plants at the
R5 stage in response to inoculation with native bacteria (Bradyrhizobium sp. (547),
Mesorhizobium plurifarium (580), Pseudomonas nitroreducens (660), Ralstonia sp.
(905), and Rhizobium miluonense (1136), commercial inoculants (Bradyrhizobium
japonicum and Bacillus megaterium), and a non-inoculated control, under two water
regimes: 80% maximum water holding capacity (MWHC, well-watered; blue bars) and

50% MWHC (water deficit; red bars). Different letters indicate significant differences by
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Dunnett’s test (p < 0.05). Uppercase letters compare with the well-watered control;

lowercase letters compare with the water deficit control.

Figure 4. Gas exchange. Photosynthetic rate (4) [A], stomatal conductance (gs) [B],
transpiration rate (£) [C], instantaneous carboxylation efficiency (4/C;) [D], intercellular
and ambient CO: concentration ratio (Ci/Ca) [E], and water use efficiency (WUE) [F] in
soybean plants at the R5 stage in response to inoculation with native bacteria
(Bradyrhizobium  sp. (547), Mesorhizobium  plurifarium  (580),Pseudomonas
nitroreducens (660), Ralstonia sp. (905), and Rhizobium miluonense (1136), commercial
inoculants (Bradyrhizobium japonicum and Bacillus megaterium), and a non-inoculated
control, under two water regimes: 80% maximum water holding capacity (MWHC, well-
watered; blue bars) and 50% MWHC (water deficit; red bars). Different letters indicate
significant differences by Dunnett’s test (p < 0.05). Uppercase letters compare with the

well-watered control; lowercase letters compare with the water deficit control.

Figure 5. Chlorophyll a fluorescence. Potential quantum yield of PSII (Fy/Fn) [A], non-
photochemical quenching (NPQ) [B], and electron transport rate (ETR) [C] in soybean
plants at the R5 stage in response to inoculation with native bacteria (Bradyrhizobium sp.
(547), Mesorhizobium plurifarium (580), Pseudomonas nitroreducens (660), Ralstonia
sp. (905), and Rhizobium miluonense (1136), commercial inoculants (Bradyrhizobium
Jjaponicum and Bacillus megaterium), and a non-inoculated control, under two water
regimes: 80% maximum water holding capacity (MWHC, well-watered; blue bars) and
50% MWHC (water deficit; red bars). Different letters indicate significant differences by
Dunnett’s test (p < 0.05). Uppercase letters compare with the well-watered control;

lowercase letters compare with the water deficit control.

Figure 6. Photosynthetic pigments. Total chlorophyll concentration in soybean plants at
the RS stage in response to inoculation with native bacteria (Bradyrhizobium sp. (547),
Mesorhizobium plurifarium (580), Pseudomonas nitroreducens (660), Ralstonia sp.
(905), and Rhizobium miluonense (1136), commercial inoculants (Bradyrhizobium
japonicum and Bacillus megaterium), and a non-inoculated control, under two water
regimes: 80% maximum water holding capacity (MWHC, well-watered; blue bars) and
50% MWHC (water deficit; red bars). Different letters indicate significant differences by
Dunnett’s test (p < 0.05). Uppercase letters compare with the well-watered control;

lowercase letters compare with the water deficit control.
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Figure 7. Morphological traits. Plant height (PH) [A], stem diameter (SD) [B], and leaf
area (LA) [C] in soybean plants at the R5 stage in response to inoculation with native
bacteria (Bradyrhizobium sp. (547), Mesorhizobium plurifarium (580), Pseudomonas
nitroreducens (660), Ralstonia sp. (905), and Rhizobium miluonense (1136), commercial
inoculants (Bradyrhizobium japonicum and Bacillus megaterium), and a non-inoculated
control, under two water regimes: 80% maximum water holding capacity (MWHC, well-
watered; blue bars) and 50% MWHC (water deficit; red bars). Different letters indicate
significant differences by Dunnett’s test (p < 0.05). Uppercase letters compare with the

well-watered control; lowercase letters compare with the water deficit control.



17

LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS, ABREVIACOES E UNIDADES

AF
AFE
AP
ASE
ASRF
ASRG
ASRMF
AST
CcC
CE
Ci/Cy
CRA
CRF
CRG
CRMF
CTR
DC
DCR
DMR
DTR

ETR
EUA

FR
FSII
Fv/Fm

s

Taxa fotossintética

Area foliar

Area foliar especifica

Altura da planta

Area de superficie especifica

Area de superficie de raizes finas
Area de superficie de raizes grossas
Area de superficie de raizes muito finas
Area de superficie total

Capacidade de campo

Comprimento especifico de raiz
Relagdo entre concentragdo interna e externa de CO»
Contetdo relativo de dgua
Comprimento de raizes finas
Comprimento de raizes grossas
Comprimento de raizes muito finas
Comprimento total de raiz

Diametro do caule

Densidade de comprimento radicular
Diametro médio radicular
Densidade de tecido radicular

Taxa transpiratoria

Taxa de transporte de elétrons

Eficiéncia instantanea do uso da agua

Finura de raiz
Fotossistema II
Rendimento quantico potencial do fotossistema II

Condutancia estomatica

pumol CO, m? 57!
m>

m? kg!

Cm

cm? !

cm?

cm?

cm?

g cm

mmol H,O m? s™!
pumol m2 ™!

umol CO, mmol’!
H>O

cmem’!

mol H,O m? s’!



18

MSF
MSPA
MSR
MST
NF

NPQ
VRF
VRG
VRMF
VTR
AF/Fn’
Py

Massa seca da folha

Massa seca da parte aérea

Massa seca da raiz

Massa seca total

Numero de folhas

Numero de nos

Coeficiente de extingdo ndo fotoquimica
Volume de raizes finas

Volume de raizes grossas

Volume de raizes muito finas

Volume total de raizes

Rendimento quantico efetivo do fotossistema II

Potencial hidrico foliar antemanhd

g planta’!

g planta’!

cm
cm
cm
cm
cm

Mpa



19

RESUMO

TAVARES, GERMANNA GOUVEIA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde —
GO, mar¢o de 2026. Bioprospeccio e potencial de mitigacdo do déficit hidrico na
soja por bactérias promotoras de crescimento de plantas. Orientador: DSc. Alan
Carlos da Costa. Coorientadores: DSc. Edson Luiz Souchie, DSc. Adinan Alves da

Silva.

A soja (Glycine max) ¢ uma das commodities agricolas mais importantes para a
alimentagdo mundial, porém enfrenta perdas recorrentes de produtividade em fun¢ao de
estresses ambientais, especialmente o déficit hidrico. Além disso, a cultura apresenta
elevadas exigéncias nutricionais para atingir produtividades compativeis com a crescente
demanda global por alimentos Este estudo investigou o potencial de rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (PGPR) na mitiga¢do dos efeitos da seca em G.
max, bem como no estimulo ao desenvolvimento vegetal. Inicialmente, foram conduzidos
ensaios in vitro para a identificacdo de tragos funcionais das bactérias e posterior
caracterizacdo genética. A partir dessa triagem, 11 isolados de bactérias, identificados
como pertencentes ao género Bradyrhizobium spp., foram selecionados com base nos
tragos funcionais avaliados. Em seguida, dois experimentos em casa de vegetacao foram
realizados para simular condi¢des de campo. O primeiro experimento teve como objetivo
selecionar as bactérias com maior potencial para promover o desenvolvimento de plantas
inoculadas, enquanto o segundo avaliou a capacidade dessas bactérias em aumentar a
tolerancia das plantas ao déficit hidrico. Em ambos os ensaios, foram analisadas as trocas
gasosas, a fluorescéncia da clorofila a, os pigmentos fotossintéticos € o crescimento
vegetal sob condi¢gdes de irrigagdo adequada e déficit hidrico no solo, com e sem
inoculacdo de bactérias nativas ou comerciais, além de parametros morfoldgicos de parte
aérea e do sistema radicular. Os resultados indicaram que as cepas de rizobactérias
promotoras do crescimento aumentaram as taxas fotossintéticas, a eficiéncia do transporte
de elétrons e o crescimento radicular, tanto em condig¢des bem irrigadas quanto sob déficit
hidrico.

PALAVRAS-CHAVES: Glycine max; bactérias promotoras de crescimento vegetal;

déficit hidrico; trocas gasosas.
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ABSTRACT

TAVARES, GERMANNA GOUVEIA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde —
GO, Marco de 2026. Bioprospecting and potential for mitigating water deficit in
soybeans using plant growth-promoting bacteria. Orientador: DSc. Alan Carlos da

Costa. Coorientadores: DSc. Edson Luiz Souchie, DSc. Adinan Alves da Silva.

Soybean (Glycine max) is one of the most important agricultural commodities for global
food supply; however, it frequently experiences yield losses due to environmental
stresses, particularly drought. In addition, the crop has high nutritional requirements to
achieve productivity levels that meet the growing global demand for food. This study
investigated the potential of plant growth—promoting rhizobacteria (PGPR) to mitigate
the drought effects in G. max and to enhance plant development. Initially, in vitro assays
were carried out to identify functional traits of the bacteria, followed by genetic
characterization. Based on this screening, 11 bacterial isolates, identified as belonging to
the genus Bradyrhizobium spp., were selected according to the evaluated functional traits.
Subsequently, two greenhouse experiments were carried out to simulate field conditions.
The first experiment aimed to select bacteria with the greatest potential to promote the
growth of inoculated plants, while the second evaluated the ability of these bacteria to
enhance plant tolerance to water deficit. In both experiments, gas exchange, chlorophyll
a fluorescence, photosynthetic pigments, and plant growth were assessed under well-
watered and water-stress conditions, with and without inoculation using native or
commercial bacteria, in addition to morphological evaluations of shoot and root systems.
The results indicated that plant growth—promoting bacterial strains improved
photosynthetic rates, electron transport efficiency, and root growth under both well-

watered and drought stress conditions.

Keywords: Glycine max; plant growth-promoting rhizobacteria; drought; gas exchange.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil ¢ o maior produtor de soja do mundo, com expectativa de crescimento
de 3,6% na area semeada para soja em comparagdo a safra 2024/25, alcangando
aproximadamente 49,1 milhdes de hectares. Nesse contexto, a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB) estima a producdo de 177,6 milhdes de toneladas na safra
2025/26, frente a 171,5 milhdes de toneladas colhidas na temporada anterior (Conab,
2025).

A busca pela sustentabilidade no agronegocio constitui questdo critica na
atualidade, dada a necessidade de equilibrar a producdo agricola com a conservagao
ambiental e a equidade social (Silva et al., 2021). A intensificagdo desordenada da
producdo agricola tem provocado impactos ambientais significativos, como degradagdo
do solo, contamina¢do de recursos hidricos e perda de biodiversidade (Silva & Souza,
2020). Esses desafios sdo agravados pelas mudancas climaticas, que afetam diretamente
a produtividade agricola e a seguranca alimentar em escala global (Ferreira et al., 2019).

Com o avanco das mudangas climaticas ¢ o aumento das temperaturas médias,
prevé-se a ampliacdo da frequéncia, intensidade e dura¢do dos periodos de estiagem,
intensificando o déficit hidrico sobre as culturas agricolas (Kerup et al., 2018). Na regidao
Centro-Oeste do Brasil, a ocorréncia de veranicos tem se tornado mais frequente,
coincidindo com estadios criticos do desenvolvimento vegetativo (V4) e reprodutivo (R1)
da soja. Nessas fases, a deficiéncia hidrica compromete o alongamento celular, a
expansao foliar, a taxa fotossintética e a translocagao de nutrientes, resultando em perdas

expressivas de produtividade (Hidalgo-Santiago ef al., 2021).

Estima-se que a escassez de dgua seja o principal fator responsavel pela redugao
da produtividade agricola, superando inclusive os efeitos combinados de patogenos
(Gupta et al., 2020). O déficit hidrico afeta diversos processos fisiologicos, levando as
plantas a responderem rapidamente por meio do fechamento estomatico. Embora esse
mecanismo aumente a resisténcia difusiva ao vapor d’agua e reduza a transpiracao,
também limita o suprimento de CO; para a fotossintese, diminui a dissipacao da energia
térmica e compromete o transporte de nutrientes via fluxo de massa (Flexas et al. 2018).

Paralelamente a busca por elevadas produtividades, observa-se aumento na
extracdo de nutrientes do solo e, consequentemente, nas exigéncias nutricionais das

plantas. Nesse cendrio, alternativas como o uso de bactérias promotoras de crescimento
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vegetal tém ganhado destaque, uma vez que auxiliam as plantas na superagao de estresses
abidticos e favorecem a absor¢do de nutrientes, contribuindo para o aumento da
produtividade agricola.

Alguns microrganismos, por meio da liberacdo de metabdlitos, compostos
organicos volateis (COVs) ou da indugao de resisténcia sist€émica, sao classificados como
hidrocapacitores, desempenhando papel relevante na regulagdo térmica das plantas. Além
disso, contribuem para o fortalecimento do sistema radicular e estimulam a sintese de
fitormonios, exopolissacarideos e outros compostos que reforgam os mecanismos
fisiologicos de tolerancia ao estresse (Shaffique et al., 2022).

Diversos microrganismos desempenham papel fundamental na fixagao bioldgica
de nitrogénio (FBN), com beneficios expressivos para as areas agricolas brasileiras,
especialmente na cultura da soja. Essa pratica resulta em uma economia anual estimada
em aproximadamente US$ 12 bilhdes, decorrente da redugdo do uso de fertilizantes
nitrogenados (Prando et al., 2022), além de contribuir para a sustentabilidade do sistema
produtivo ao minimizar os impactos ambientais associados a agricultura convencional
(Babujia, Hungria; Franchini, 2010).

O uso e os beneficios das bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV),
na producao de graos tém sido amplamente estudados em diferentes culturas, como feijao
comum ¢ soja (Hungria et al., 2013), milho (Sandini ef al., 2019), trigo (Hussain et al.,
2020) e arroz (Rawat et al., 2022). Nesse contexto, os bioinsumos surgem como
alternativa estratégica, aliando sustentabilidade a expansdo da produgao agricola.

Os mecanismos de acdo das BPCV, incluindo géneros como Bacillus,
Pseudomonas, Azospirillum, Bradyrhizobium, Streptomyces e algumas enterobactérias,
podem ser classificados em diretos ou indiretos. Os mecanismos diretos envolvem a
producdo e secre¢do de compostos que atuam diretamente na nutricdo vegetal, como a
disponibiliza¢do de nitrogénio (N) e fosforo (P), além da sintese de fitormdnios. Ja os
mecanismos indiretos estdo associados a interagdo com a microbiota da rizosfera,
promovendo maior prote¢ao ou tolerancia das plantas a estresses bidticos, como pragas e
patdgenos, e abidticos, como salinidade, déficit hidrico e estresse i6nico (Dias; Santos,
2022).

Entre esses microrganismos, bactérias do género Bacillus destacam-se pela
capacidade de atenuar os efeitos do estresse hidrico e promover o crescimento das culturas

agricolas, por meio da producao de osmolitos compativeis (como betainas), da formagao
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de biofilmes e da sintese de metabolitos envolvidos na resposta ao estresse ambiental
(Tordin, 2017). Dessa forma, cresce o numero de estudos voltados a introducdo dessas

bactérias em condi¢des decampo e a aplicacdo em escala comercial.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Prospectar isolados do género Bradyrhizobium spp. e outras bactérias benéficas
de solos nativos do Cerrado, capazes de associar-se a plantas de soja (Glycine max),
promovendo o desenvolvimento vegetal, mitigagio de estresse hidrico e a
disponibilizagdo de nutrientes de forma mais eficiente, com vistas ao aumento sustentavel

da produtividade.

2.2 Especificos
Avaliar as respostas fisioldgicas, morfologicas e nutricionais de plantas de soja

em condigdes irrigadas e sob déficit hidrico associadas a bactérias nativas do Cerrado.
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Identificar alteragdes na morfologia do sistema radicular de Glycine max em
associacao com bactérias nativas.

Caracterizar trés novos microrganismos promotores de crescimento vegetal,
nativos e adaptados as condigdes do Cerrado brasileiro, com potencial de uso em larga

escala na agricultura.
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CAPITULO 1

Bioprospeccao de cepas de Bradyrhizobium spp. de solos do Cerrado brasileiro isoladas
em plantas-iscas de soja

RESUMO: Culturas de grande importancia econdmica, como a soja (Glycine max),
apresentam elevadas exigéncias nutricionais para a obtencdo de altas produtividades.
Nesse contexto, algumas bactérias desempenham papel fundamental na fixagao biologica
de nitrogénio (FBN), proporcionando beneficios expressivos as areas agricolas brasileiras
e resultando em economia anual estimada em aproximadamente US$ 12 bilhdes, em
fun¢do da reducdo do uso de fertilizantes nitrogenados. Este estudo investigou o potencial
de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR) oriundas de solos nativos
do Cerrado no estimulo ao crescimento de plantas de G. max. Inicialmente, foram
conduzidos ensaios in vitro para avaliagdo do potencial funcional de 12 isolados
bacterianos (208, 227, 526, 542, 547, 549, 557, 558, 652, 849, 1022 e controle). Em
seguida, foi realizado um experimento em casa de vegetacdo com as bactérias
selecionadas, visando a avaliacdo de parametros fisiolodgicos, como trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a, pigmentos fotossintéticos e crescimento vegetal, em plantas
inoculadas e ndo inoculadas com bactérias nativas. Adicionalmente, foram avaliados
parametros morfoldgicos e de crescimento do sistema radicular. Todas as bactérias
testadas foram identificadas geneticamente como pertencentes ao género
Bradyrizhobium. Nos ensaios in vitro de solubilizagdo de fosfato natural e ferro,
destacaram-se os isolados 547, 557 e 849, evidenciando o potencial para incremento
nutricional. Quanto as trocas gasosas, os isolados 547 e 557 apresentaram maiores taxas
fotossintéticas, sendo que o isolado 557 também demonstrou maior eficiéncia no uso de
agua e melhor aproveitamento dos elétrons no fotossistema II. Em relagdo ao sistema
radicular, observou-se maior volume de raizes finas em plantas inoculadas com os
isolados 547 e 557. Os isolados 547 e 557 demonstraram elevado potencial para promover
melhorias fisiologicas em plantas de soja, sendo necessdrios estudos adicionais para

validar a eficiéncia e viabilidade de uso em condi¢des de campo.

Palavras-chave: Glycine max; bactérias nativas; fixacao biologica de nitrogénio.
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3. INTRODUCAO

A soja (Glycine max L. Merril) ¢ uma leguminosa de elevada importancia
econdmica e nutricional, amplamente cultivada em diversas regides do mundo. Originaria
do leste da Asia, sua domesticagio e cultivo remontam a mais de 3.000 anos (EMBRAPA,
2024). Atualmente, o Brasil ocupa a posi¢ao de maior produtor mundial, com produgdo
recorde de 171,5 milhdes de toneladas na safra 2024/25 (CONAB, 2025). Estudos
indicam que sistemas de produgao de soja de alta produtividade no Brasil (acima de 6 t
ha') demandam aproximadamente 480 kg ha™! de nitrogénio (N) ao longo do ciclo da
cultura, sendo que a cerca de 85 a 90% desse N ¢ suprido pela fixagdo bioldgica do
nitrogénio atmosférico realizada por microrganismos simbidticos (Carciochi et al., 2021).

As bactérias promotoras de crescimento vegetal desempenham papel fundamental
no crescimento e na sanidade das plantas, uma vez que contribuem para a disponibiliza¢ao
de nutrientes, a melhoria das propriedades do solo e a adaptagdo das plantas a estresses
abidticos e condi¢des ambientais adversas (Hidayat et al., 2024).

O solo abriga variedades de microrganismos, incluindo bactérias e fungos, que
interagem entre si € com o0s microrganismos da rizosfera para estabelecer relagdes
simbioticas com as plantas. Essas interagdes sdo altamente complexas e dependentes da
espécie vegetal e das condi¢des ambientais, de modo que alteragcdes nesse equilibrio
podem comprometer o crescimento das plantas ou favorecer o surgimento de doencas
(Han et al., 2020). As plantas, por sua vez, utilizam estratégias especificas para recrutar
e manter os microrganismos benéficos, como a liberagdo de quimioatrativos e a ativagao
de mecanismos de sinalizagdo que regulam as interagdes planta-bactéria (Gomez-
Godinez et al., 2023).

As bactérias envolvidas na fixa¢do bioldgica de nitrogénio (FBN) proporcionam
beneficios expressivos as areas agricolas brasileiras, especialmente a cultura da soja. Essa
associacdo resulta em economia anual estimada em aproximadamente US$ 12 bilhdes,
decorrente da reducdo no uso de fertilizantes nitrogenados (Prando et al., 2022), além de
contribuir para a sustentabilidade dos sistemas produtivos ao mitigar impactos ambientais
associados a agricultura intensiva (Franchini, 2010). A substituicdo de fertilizantes
nitrogenados por microrganismos fixadores de nitrogénio na cultura da soja permitiu, na

safra 2019/20, a redugdo estimada de 183 milhdes de toneladas de CO; equivalente, o que
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corresponde a cerca de cinco milhdes de euros em créditos de carbono (Telles, Nogueira
e Hungria, 2023).

O uso de rizobactérias promotoras de crescimento vegetal constitui uma
alternativa sustentavel para garantir elevada produtividade agricola. Essas bactérias, que
habitam a rizosfera, promovem o crescimento das plantas por meio de diferentes
mecanismos, como a fixagdo biolodgica de nitrogénio, a sintese de fitormdnios envolvidos
no crescimento radicular, incluindo auxinas, etileno (El-Minisy et al., 2025), citocinina e
giberelinas ( Orozco-Mosqueda et al., 2023 ); a solubilizagdo de fosforo inorganico
(Zaheer et al., 2019; Sen et al., 2024), a produgado de sider6foros (Mustafa et al., 2019),
a sintese de enzimas antioxidantes (Fukami ef al., 2018) ¢ o aumento da eficiéncia de
absorcao de nutrientes como N, P e K (Soltani et al., 2025)

No contexto da interacdo mutualistica entre plantas e rizobios, as plantas
produzem flavonoides que atuam como moléculas sinalizadoras especificas,
desencadeando a ativagdo dos genes nod (Oldroyd, 2013) em rizdbios compativeis, que
sdo responsaveis pelo processo de nodulagdo. Esses genes codificam enzimas essenciais
a formagdo dos nddulos e a subsequente reducdo do nitrogénio atmosférico a amonia,
forma assimilavel pelas plantas (Lepetit, Brouquisse, 2023).

A FBN envolve uma parceria simbidtica altamente especializada entre bactérias
conhecidas como rizébios e plantas de leguminosas, resultando na conversdo do
nitrogénio atmosférico em compostos nitrogenados que beneficiam diretamente o
metabolismo vegetal (Herridge et al., 2022). A FBN mediada por bactérias do género
Bradyrhizobium tem se mostrado uma solucdo sustentdvel e eficiente para suprir o
nitrogénio necessario a cultura da soja (Salvagiotti et al., 2008).

No entanto, a eficiéncia ¢ influenciada por diversos fatores ambientais. Além
disso, muitas das estirpes comerciais atualmente utilizadas no Brasil foram originalmente
isoladas em regides com condi¢des edafoclimaticas distintas das dreas mais quentes e
secas do Centro-Oeste brasileiro (Hungria et al., 2015). Embora os solos brasileiros sejam
naturalmente pobres em estirpes de Bradyrhizobium compativeis com a soja, 0S
programas de selecdo de linhagens baseiam-se majoritariamente em isolados exdticos
(Klepa et al. 2024), reforcando a necessidade de estudos com estirpes nativas adaptadas
as condigoes locais.

Diante desse cenario, cresce a demanda por estratégias de manejo que conciliem

altas produtividades com menor dependéncia de insumos externos e uso racional de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969725004048#bb0290
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969725004048#bb0425
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969725004048#bb0115
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recursos naturais, visando a sustentabilidade dos sistemas agricolas e a seguranga
alimentar global (Fernandez-Osorio, 2024). A utilizacdo de estirpes nativas ¢ bem
adaptadas tem demonstrado eficacia no aumento da produtividade e da sustentabilidade
dos cultivos no Brasil (Santos ef al., 2017). Assim, o presente estudo tem como objetivo
selecionar cepas de Bradyrhizobium spp. promotoras do crescimento vegetal, nativas do
Cerrado brasileiro, visando otimizar a nutri¢do das plantas e contribuir para o aumento

sustentavel da produtividade da soja.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolamento de bactérias diazotroficas nativas do Cerrado brasileiro
Foram coletadas 10 amostras de solos de Cerrado (Figura 1), provenientes de

regides distintas do estado de Goids, com coleta realizada em area de mata nativa. Para a
obtencdo de plantas-isca, sementes de soja ndo tratadas foram semeadas em copo plastico
de 200 ml, com uma planta por copo, em triplicata, utilizando-se amostras compostas de
cada solo como substrato. Aos 45 dias apos a emergéncia das plantas, as raizes contendo
solo rizosférico aderido foram coletadas para o isolamento bacteriano. O isolamento das
bactérias simbioticas foi realizado em meio de cultura YMA, conforme descrito por
Vincent (1970), seguido de purificacdo dos isolados, coloragdo de Gram e avaliagdo da

morfologia celular em microscopio oOptico.

A A A

0 500 1.000 km

Figura 1. Mapa do Brasil com o Estado de Goias demarcado (A) e mapa do Estado de

Goias (B) ampliado com os 10 pontos das coletas de solo nativo.
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4.2. Avaliagdo da capacidade de fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN)
Os isolados bacterianos foram inicialmente selecionados com base na atividade

de FBN, avaliada pelo crescimento em meio semissolido livre de nitrogénio (Ddbereiner
et al., 1995). Para avaliagdo, os isolados foram cultivados em triplicata em frascos tipo
penicilina contendo meio NFB sem nitrogénio. Apos sete dias de incubagao, foi realizada
uma analise qualitativa, considerando-se como indicativo de bactérias fixadoras de
nitrogénio o crescimento acompanhado da formag¢ao de uma fina pelicula em forma de

véu, conforme descrito por Dobereiner ef al. (1995).

4.3. Quantificacao da solubilizacao do fosfato natural reativo e Fosfato férrico (FePO4)
As bactérias selecionadas foram cultivadas em meio liquido GL (10 g L! de

glicose e 2 g L' de extrato de levedura), sob agitacdo constante, por sete dias, a 28 £1°C.
Posteriormente, a densidade Optica das culturas foi padronizada (DOsoo = 0,1) utilizando
solugdo salina estéril (0,85%).

As culturas padronizadas foram inoculadas em triplicata (I mL) em frascos
contendo 9 mL de meio GL suplementado, separadamente, com 5g L' de fosfato natural
reativo (12% P) ou 2 g L'! de fosfato de ferro (FePOs), conforme metodologia descrita
por Silva et al. (2020). As amostras foram incubadas sob agitagdo constante (90 rpm) por
sete dias, a 28 £1°C. O meio GL suplementado com cada fonte de fosfato foi utilizado
como controle.

Apds o periodo de incubagdo, o pH foi determinado e a concentragdo de fosforo
inorgénico solubilizado foi quantificada pelo método colorimétrico do &cido ascorbico
(Murphy e Riley, 1962), com leitura em leitora de microplacas (INNO, LTEK, Coreia do
Sul) a 725 nm. A solubilizacdo de fésforo foi estimada a partir da equagdo da curva padrao
para fosfato de rocha y =0,0016x +0,0733 R?=0,9784 ¢ para fosfato de ferro y = 0,0013x
+0,1554 R% +0,9784.

4.4. Produgdo de acido indolacético (AIA)
A quantificacdo de AIA foi realizada conforme metodologia de Gordon e Weber

(1951). Para isso, 1 mL das culturas bacterianas padronizadas foi inoculado em meio
caldo nutriente (3 g L™! de extrato de levedura e 5 g L! de peptona), suplementado com
100 pg mL! de triptofano. As culturas foram incubadas por sete dias a 28 +1°C, sob
agitacdo constante (90 rpm). Como controle, foi utilizado o meio de cultura caldo

nutriente com triptofano na auséncia de cultura bacteriana.
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ApoOs a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por cinco
minutos a 10°C. Em seguida, 150 pL do sobrenadante foram transferidos para
microplacas, adicionando-se 150 pL do reagente Salkowski (1,875 g de FeCl3.6H>0, 100
mL de H>O e 150 mL de H2SO4). As placas foram mantidas no escuro por 15 min a 28°C,
e a leitura foi realizada a 530 nm em leitora de microplacas (INNO, LTEK, Coreia do
Sul). As concentragdes de AIA foram determinadas a partir da curva de calibracio

seguindo a equagdo y = 0,0188x + 0,4631 (Pereira et al., 2012).

4.5. Produgao de sideroforos
A produgao de siderdforos foi avaliada utilizando o método universal adaptado

por Schwyn e Neilands (1987). Os isolados bacterianos foram cultivados em meio
triptocaseina de soja diluido (1:10) e incubados a 28°C por sete dias. As suspensdes
celulares foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos, sendo transferido ImL do
sobrenadante para tubos de ensaio, aos quais foi adicionado 1 mL da solu¢do indicadora
de cromoazurol S. A mudanga da coloragdo azul para amarelo-alaranjada em até 15

minutos foi considerada indicativa da produc¢do de siderdéforos.

4.6. Sequenciamento dos genes gInll e recA
As reacdes de PCR foram realizadas com 10 pL de GoTaq Green Mix 2x

(Promega Corporatiom, EUA), 0,4 pL de primer forward (10 uM), 0,4 uL de primer
reverse (10 uM) e 8,2 uLL de H>0O Milli-Q autoclavada. Para amplificacdo do gene ginll,
foram utilizados os primers 7Sg/nlIF (5° — AAGCTCGAGTACATCTGGCTCGACGG
—3) e TSginlIR (5’ — SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG - 3’), enquanto para o gene
recA utilizaram-se os primers 7SrecAF (5 — CAACTGCMYTGCGTATCGTCGAAGG
—3") e TSrecAR (5’ - CGGATCTGGTTGATGAAGATCACCATG - 3°).

As amplificag¢des foram conduzidas em termociclador (T100, Bio-Rad, EUA) com
desnatura¢do inicial a 94°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 30 s, 56°C
por 30 s e 72°C por 90 s, com extensdo final a 72°C por 4 minuto. Os produtos
amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com
brometo de etidio (100 ng mL'), registrados em fotodocumentador acoplado a
transiluminador (UV302, Kasvi, Brasil).

Os amplicons foram purificados por precipitagdo com polietilenoglicol (Schmitz

e Riesner, 2006) e submetidos ao sequenciamento pelo método de terminagdo de cadeia
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(Sanger et al., 1977), utilizando o sequenciador capilar 3500XL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, EUA). A reagdo constituiu de 5 pL de produto de PCR, 1 pL de
reagente Big Dye 3.1 (Applied Biosystems), 1,5 pL de tampao de dilui¢ao, 0,3 puL de
primer forward ou reverse (10 M) e 2,2 uLL de H,O MilliQ autoclavada. O sequenciamento
foi realizado em termociclador (modelo T100, BioRad, pais) com desnaturacao inicial a
95°C por 1 minuto, seguida de 25 ciclos a 95°C por 5 s cada e 60°C por 4 min.

Os produtos da reagdo de sequenciamento foram precipitados pela adi¢do de 40
nL de isopropanol 75%, seguida de centrifugagdo a 12.000 g/10 min. Foram adicionados
mais 100 pL de isopropanol 75% e novamente centrifugado a 12.000 g/5 min. Apos
descartar o sobrenadante, o sedimento foi seco e ressuspendido em 10 pL. de formamida
e desnaturado a 95°C/2 min. O sequenciamento foi realizado em sequenciador capilar

3500XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

4.7. Selecdo, estocagem e preservacao dos isolados
As estirpes foram selecionadas com base no maior numero de tracos funcionais

apresentados. Para estocagem e preservagao, culturas foram mantidas em meio YMA sob
refrigeracdo e em meio YM suplementado com 30% de glicerol, armazenadas em freezer

a-20°C.

4.8. Preparo dos inoculantes
Os inoculantes bacterianos foram preparados em caldo nutriente, incubados por

24 h a 30°C sob agitag¢do a 90 rpm. A concentragao celular foi determinada por contagem
de unidades formadoras de colonias (UFC), sendo padronizada para 107 UFC mL™ ' com

solugdo salina estéril (0,85%).

4.9. Experimentos em casa de vegetacao
O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada do Laboratdrio

de Ecofisiologia e Produtividade Vegetal do Instituto Federal Goiano — Campus Rio
Verde, Goias, Brasil. Sementes de soja do cultivar Olimpo, safra 2025, foram inoculadas
com os microrganismos benéficos (10° UFC mL™).

Foram avaliadas onze cepas nativas de Bradyrhizobium spp., em vasos de pléstico
de 450 mL contendo solo ndo esterilizado proveniente de area de Cerrado nativo. O
experimento consistiu em 12 tratamentos (cepas enumeradas de acordo com a entrada no

Biobanco do Laboratério de Microbiologia Agricola): 208 (Bradyrhizobium
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zhanjiangense), 227 (B. centrosematis), 526 (B. japonicum), 542 (B. americanum), 547
(B. canariense), 549 (B. diazoefficiens), 557 (Bradyrhizobium genosp.), 558
(Bradyrhizobium sp.), 652 (B. japonicum), 849 (B. canariense), 1022 (B. guangdongense)
e controle sem inoculagao.

As avaliagdes fisioldgicas e morfologicas foram realizadas no estadio R1 (inicio
do florescimento), e incluiram altura de parte aérea, didmetro do caule, massa seca da

parte aérea e massa seca da raiz (ap6s material ser seco em estufa a 65°C).

4.10. Trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila e pigmentos fotossintéticos
As trocas gasosas e parametros de fluorescéncia da clorofila a foram avaliados com

um analisador de gases ao infravermelho (IRGA; LI6800xt, Licor®, Lincoln, Nebraska,
EUA) com 1500 PAR a 25°C, para obter as taxas fotossintética (4, pmol CO, m?s™)
condutincia estomatica (gs, mol H2O m?s™), e transpiragio (£, mmol H,O m?s!) e a
relacdo entre a concentracdo interna e externa de CO; (Ci/C,). A eficiéncia do uso da dgua
e a eficiéncia de carboxilacdo foram determinadas pela razdo A/E e A/C;, respectivamente.
As medi¢des foram realizadas entre 08 e 12 horas em casa de vegetagdo.

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram avaliados com um fluorémetro
portatil FluorPen (FP 100, Photon Systems Instruments, Alemanha). As medi¢des foram
determinadas em folhas previamente aclimatadas ao escuro para obten¢ao do rendimento
quantico potencial do fotossistema II (F/Fm), rendimento quantico méaximo da
fotoquimica primaria do fotossistema II (®Po), rendimento quantico do transporte de
elétrons além da QA (Phi_Eo), rendimento quantico da dissipacdo de calor (®Do), indice
de desempenho fotossintético (Pi_ ABS), Fluxo especifico de absor¢do de luz do
complexo antena por centro de ragdo (ABS/RC), fluxo de energia capturado para a
redugdo de QA por centro de reagdo (TRo/RC), fluxo de transporte de elétrons por centro
de reacdao (ETo/RC) e fluxo especifico de dissipacdo da energia ao nivel das clorofilas do
complexo antena (Dlo/RC).

O conteudo de clorofilas a e b foram determinadas utilizando o Clorofilog (Falker,

Brasil).

4.11. Analise morfologicas da parte aérea e do sistema radicular
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As plantas foram avaliadas quanto a altura da planta (AP, cm) e didmetro de
caule (DC, mm). A massa seca de folhas (MSF, g) e a massa seca de raiz (MSR, g) foram
obtidas ap6s secagem do material em estufa de circulacdo de ar a 65°C até peso constante.

O sistema radicular foi analisado por meio de imagens digitais (48 MP)
processadas no software Safira v1.1 (Sistema de Andlise de Fibras e Raizes, Embrapa
Instrumentacdo Agropecuaria, Sao Paulo, Brasil). As raizes foram classificadas em raizes
muito finas (@ < 0,5 mm), raizes finas (0,5 <@ <2,0 mm) e raizes grossas (0 > 2,0 mm),
conforme Bohm (1979). Determinaram-se as caracteristicas morfoldgicas de diametro
médio de raiz (DMR, mm), comprimento de raiz muito fina (CRMF, cm), comprimento
de raiz fina (CRF, cm), comprimento de raiz grossa (CRG, cm), comprimento total de
raiz (CTR, cm), 4rea de superficie de raiz muito fina (ASRMF, cm?), 4rea de superficie
de raiz fina (ASRF, cm?), 4rea de superficie de raiz grossa (ASRG, cm?), area de
superficie total de raiz (AST, cm?), volume de raiz muito fina (VRMF, cm?), volume de
raiz fina (VRF, cm?), volume de raiz grossa (VRG, cm?), volume total de raiz (VTR, cm?),
comprimento especifico de raiz, CE (CTR/MSR, cm g), finura de raiz, FR (CTR/VTR,
cm cm™), densidade de tecido radicular, DTR (MSR/VTR, g cm™) e 4rea de superficie
especifica, ASE (AST/MSR, cm? g™!).

4.12. Andlises estatisticas
Os dados foram submetidos a andlise de variancia, com comparag¢ao de médias

pelo teste Scott-Knott (5%) utilizando o software SISVAR (Ferreira, 2019).

As andlises multivariadas foram realizadas utilizando o software R v. 4.0.4 (R
Core Team). O mapa de calor com agrupamento hierarquico foi gerado utilizando o
pacote R “pheatmap” (Kolde & Kolde, 2015), com valores transformados em log2, com
os seguintes argumentos: “clustering_ method = complete” e “clustering_distance rows
= euclidean”. A andlise de componentes principais (PCA) utilizou dados padronizados,
com autovalores (>1,0) e variancia explicada (>70%) avaliados. A correlagdo de Pearson

foi analisada considerando a significancia da interagao a 5% de probabilidade.

5. RESULTADOS

Tabela 1. Sequenciamento dos genes ginll e recA.

Bactéria

Género segundo 16S

rRNA

Possiveis espécies segundo 16S | Género segundo glnll Género segundo recA
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208

227

526

542

547

549

557

558

652

849

1022

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium
Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhibozium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium sp. GSM-469,

B. zhanjiangense, B. cajani

B. guangxiense, B.

centrosematis

B. dagingense, B. americanum

B. zhanjiangense

B. diazoefficiens, B. niftali
B. arachidis

B. cenepequi

B. canariense

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium
Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium
Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

Bradyrhizobium

A partir do isolamento, foram obtidas 564 bactérias provenientes de plantas-isca

coletadas em 10 regides do estado de Goids, Brasil. Apos purificagdo, todas as bactérias

foram submetidas a coloracdo de Gram e a andlise morfologica, resultando em 53

bastonetes Gram-negativos, 145 bastonetes Gram-positivos, 9 cocos Gram-negativos €

357 cocos Gram-positivos.
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Os isolados bastonetes Gram-negativos foram selecionados para a avaliacdo da
fixagdo biologica de nitrogénio (FBN), enquanto os Gram-positivos foram destinados a
continuidade das andlises de tragos funcionais, pois o género Bradyrhizobium ¢ Gram-
Negativo.

No ensaio qualitativo de FBN, conduzido em meio de cultura sem nitrogénio, 11
isolados bacterianos avaliados apresentaram crescimento (Figura 1), evidenciando
capacidade de fixagdo biologica de N. Nenhum dos isolados foi positivo para a producgdo

de sideroforos ou de acido indolacético (AIA).

Figura 2. Avaliagao de fixacdo bioldgica de nitrogénio em meio semissolido livre de N.
Formacao de véu de crescimento bacteriano indicada pela seta vermelha (A — resultado

positivo) e auséncia de crescimento no controle negativo (B).

No ensaio quantitativo de solubilizagdo de fosfato natural reativo, os maiores
valores (> 170) foram observados para os isolados 557 e 849 (Tabela 2). Os isolados 208
e 1022 ndo apresentaram capacidade de solubilizagdo dessa fonte fosfatada. Nao foi
observada redugdo significativa do pH do meio associada a solubilizagao do fosfato
natural reativo.

Para o fosfato de ferro (FePO.), os maiores valores de solubilizagdo foram
observados nos isolados 547 (1,22 mg L), 557 (1,06 mg L") e 849 (0,91 mg L),
enquanto os demais isolados apresentaram valores inferiores a 0,50 mg L! (Tabela 2). A
capacidade de liberagdo de fosforo a partir do FePOs foi influenciada pela redug¢ao do pH
do meio de cultura (Tabela 2), indicando possivel envolvimento de mecanismos

acidogénicos.
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Tabela 2. pH e solubilizagdo in vitro de fosfato natural reativo e fosfato de ferro (FePO4)

por bactérias isoladas de Glycine max.

Isolado Fosfato natural reativo FePOq4
P (mg mL™) pH P (mgmL') pH

208 0,00 D 70 a 0,00 c 57 a
227 87,00 C 73 a 0,49 b 6,0 a
526 143,98 B 69 a 0,48 b 53 a
542 122,63 B 76 a 0,00 c 57 a
547 26,07 D73 a 1,22 a 6,1 a
549 80,44 C69 a 0,00 c 57 a
557 179,82 A 74 a 1,06 a 6,0 a
558 123,57 B 6,7 a 0,54 b 52 a
652 52,00 C75 a 0,40 b 5,8 a
849 173,88 a 7,1 a 0,91 a 5,5 a
1022 0,00 d 7,1 a 0,62 b 5,6 a

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5%).

Os dois primeiros componentes da andlise de componentes principais (PCA)
explicaram 76,5% da variacao total dos dados. Observou-se que o isolado 849 apresentou
maior correlagdo com a solubilizagdo de fosfato natural reativo, enquanto o isolado 557
esteve mais associado a solubilizagdo de FePOg4 (Figura 3A).

O heatmap evidenciou que a maioria dos isolados apresentou capacidade de
solubilizar o fosfato natural reativo, enquanto, para o FePOu4, os valores de solubilizagao

concentraram-se proximos a 1 mg mL™! (Figura 3B).
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Figura 3. Analise de componentes principais (PCA; A) e mapa de calor (B) das varidveis
fosfato natural reativo, pH do fosfato natural reativo, FePO4 ¢ pH FePO4. Andlise da
solubilizacdo de fosfatos por bactérias do género Bradyrhizobium spp. isoladas de
plantas-iscas de soja (Glycine max). (208 Bradyrhizobium zhanjiangense, 227 B.
centrosematis, 526 B. japonicum; 542 B. americanum, 547 B. canariense, 549 B.
diazoefficiens, 557 Bradyrhizobium genosp., 558 Bradyrhizobium sp., 652 B. japonicum,
849 B. canariense, 1022 B. guangdongense).

5.1. Identificagdo das bactérias
As onze bactérias identificadas apresentaram alta similaridade (>99%) e foram

classificadas no género Bradyrhizobium, pertencente ao filo Pseudomonadota, classe
Alphaproteobacteria. Os isolados foram identificados como: 208 Bradyrhizobium
zhanjiangense, 2277 Bradyrhizobium centrosematis, 526 Bradyrhizobium japonicum; 542
Bradyrhizobium americanum, 547 Bradyrhizobium canariense, 549 Bradyrhizobium
diazoefficiens, 557 Bradyrhizobium sp., 558 Bradyrhizobium sp., 652 Bradyrhizobium
japonicum, 849 Bradyrhizobium canariense e 1022 Bradyrhizobium guangdongense
(acessos do Genbank descritos na Tabela S1).

Os genes constitutivos envolvidos na manutengdo celular foram amplificados e
sequenciados. O gene ginll, responsavel pela codificagdo da isoforma II da glutamina
sintetase, e o gene recA, que codifica a recombinase RecA, foram detectados em todos os

isolados, exceto o gene g/nll no isolado 558 (Bradyrhizobium sp.).

5.2 Trocas gasosas
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Os resultados indicaram efeitos significativos dos tratamentos sobre a taxa
fotossintética (4), condutancia estomatica (gs) e taxa transpiratoria (E) (Figura 4),
evidenciando que as rizobactérias nativas do Cerrado influenciaram o desempenho
fotossintético das plantas de soja.

Os tratamentos com os isolados bacterianos 547, 557 e 1022 apresentaram os
maiores valores de 4, com incrementos superiores a 40% em relagdo ao controle (Figura
4A). A maior gs e E foram observadas no tratamento com o isolado 542, seguido do
isolado 547. Em contraste, os isolados 549 e 558 apresentaram menores valores de gs ¢ E
(Figura 4B e C).

A relacdo Ci/Ca. ndo apresentou diferenga estatistica significativa entre os

tratamentos (Figura 4D).
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Figura 4. Taxa fotossintética (4, umol CO> m™ s!) [A], condutancia estomatica (gs, mol
m2 s [B], taxa transpiratéria (£, mmol H,O m? s) [C], relag¢do entre concentragio
interna e externa de CO» (Ci/C,) [D] em folhas de soja submetidas aos tratamentos sem

inoculagdo (CONT) e com inoculagdo bacteriana (isolados 208, 227, 526, 542, 547, 549,
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557, 558, 652, 849 e 1022). Barras representam médias = EP (»=3). Médias seguidas por
letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

A maior eficiéncia do uso da dgua (EUA) foi observada no tratamento com o
isolado 557 (Figura 5A). Os isolados 547 e 557 apresentaram valores estatisticamente
superiores de eficiéncia instantdnea de carboxilacdo (4/Ci), comparados aos demais

tratamentos (Figura 5B).
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Figura 5. Eficiéncia do uso da dgua (EUA, umol mmol™!) [A] e eficiéncia instantinea de
carboxila¢do (4/Ci, pmol m? s! Pa™!) [B] em folhas de soja submetidas aos tratamentos
sem inoculagdo (CONT) e com inoculagao bacteriana (isolados 208, 227, 526, 542, 547,
549, 557, 558, 652, 849 e 1022). Barras representam médias+EP (n=3). Médias seguidas
por letras distintas diferem pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

5.3. Fluorescéncia da clorofila
De modo geral, os pardmetros de fluorescéncia da clorofila indicaram diferencas

significativas entre os tratamentos para Fv/F, ®Po, ®Do, Pi_ ABS e DIo/RC (Figura 6).
As variaveis Fy/Fi, e ®Po apresentaram padrdes semelhantes entre os tratamentos
(Figura 6A e B). Os isolados 849, 542, 549 e 547 mantiveram valores equivalentes ao
controle, enquanto 526, 1022 e 558 apresentaram leve reducao nesses parametros.
Os maiores valores de ®Do foram observados nos tratamentos 526, 1022, 558,

652, 557 e 208 (Figura 6D). Para Pi_ABS, o maior valor médio foi registrado no isolado
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849, enquanto o menor foi observado em 557 (Figura 6E). Os isolados 547 e 208 também
apresentaram valores elevados de Pi_ ABS.

Os parametros TRo/RC e ETo/RC variaram entre os isolados, com 849, 227, 542
e 557 apresentando os maiores valores de TRo/RC, e 849 destacando-se para ETo/RC,
indicando maior eficiéncia no transporte de elétrons a partir do fotossistema II (Figura

6G e H).
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Figura 6. Rendimento quantico potencial do fotossistema II (Fv/Fm) [A], rendimento
quantico maximo da fotoquimica primaria do fotossistema II (®Po) [B], rendimento
quantico do transporte de elétrons além da QA (Phi_Eo) [C], rendimento quantico da
dissipa¢ao de calor (®Do) [D], indice de desempenho fotossintético (Pi_ABS) [E], Fluxo
especifico de absor¢ao de luz do complexo antena por centro de racdo (ABS/RC) [F],
fluxo de energia capturado para a redugdo de QA por centro de reagdo (TRo/RC) [G],
fluxo de transporte de elétrons por centro de reagdo (ETo/RC) [H] e fluxo especifico de

dissipacdo da energia ao nivel das clorofilas do complexo antena (Dlo/RC) [I] em folhas
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de soja submetidas aos tratamentos sem inoculagao (CONT) e com inoculagao bacteriana
(208, 227,526,542, 547,549, 557, 558, 652, 849 e 1022). Barras representam médias+EP
(n=3). Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

5.4. Pigmentos fotossintéticos (ICF)
Os indices de clorofila a e clorofila total ndo foram significativamente afetados

pelos tratamentos (Figura 7A e C). Em contraste, a clorofila » apresentou resultados
significativos, com os isolados 208, 227, 526, 557, 558 e 652 exibindo os maiores valores

(Figura 7B). A maior razdo Chl a/b foi observada nos tratamentos 542, 547, 549 e 849
(Figura 7D).

40 4 r 40

r 30

w
o

r 20

r 10

Chl a (ICF)
o S S
]
7
1 B
I |
Chl total (ICF)

12 B D 12
10 1 s L 10 g
E‘; 8 1 ° a '} a a a a b 8 i
= b b b =
= °] .2 a . 6 C
o 4| b b bb bbb b, 2
: T
o LA T , e , A lo
c?é\ &§&$&Q§&$&§&§&§&§&$&§;§/ Qé\ &§&$&Q§&$&é\&§&$&§&§&§;§

Tratamentos Tratamentos

Figura 7. Teores de clorofila a (Chl a, ICF) [A], clorofila » (Chl b, ICF) [B], clorofila
total (Chl a+b) [C] e razdo entre clorofilas a e b (Chl a/b, ICF) em folhas de soja
submetidas aos tratamentos sem inoculacdo (CONT) e com inoculacdo bacteriana (208,
227, 526, 542, 547, 549, 557, 558, 652, 849 e 1022). Barras representam médias = EP
(n=4). Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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5.5. Caracteristicas morfologicas da parte aérea e alocacao de biomassa
Nao foram observados efeitos significativos dos tratamentos sobre a altura de

plantas (AP) e o didmetro do caule (DC) (Figura 8B).
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Figura 8. Altura de planta (AP, cm) [A] e didmetro de caule (DC, mm) [B] em folhas de
soja submetidas aos tratamentos sem inoculacdo (CONT) e com inoculag¢do bacteriana
(208, 227, 526, 542, 547, 549, 557, 558, 652, 849 e 1022). Barras representam médias +
EP (n=4). Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Scott-Knott (p <

0,05).

Os resultados de alocagdo de biomassa indicaram efeito significativo para massa
seca de folhas (MSF) nos tratamentos 208, 227, 652 e 849 (Figura 9A). Nao houve

diferengas significativas para massa seca de raiz (MSR) (Figura 9B).
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Figura 9. Massa seca de folhas (MSF, g) [A] e massa seca de raiz (MSR, g) [B] em folhas
de soja submetidas aos tratamentos sem inoculagdo (CONT) e com inoculagdo bacteriana
(208, 227, 526, 542, 547, 549, 557, 558, 652, 849 e 1022). Barras representam médias +
EP (n=4). Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Scott-Knott (p <
0,05).

5.6. Caracteristicas morfoldgicas do sistema radicular

Os dados apresentados na Tabela 3 evidenciaram diferengas significativas entre
os tratamentos para a maioria das variaveis de arquitetura e morfometria radicular, exceto
para o comprimento de raiz grossa (CRG).

O didmetro médio de raiz (DMR) foi influenciado pelos tratamentos (p=0,0121),
embora o teste Scott-Knott ndo tenha separado grupos distintos, indicando varia¢des
graduais (0,87 a 1,36 mm). Os maiores valores foram observados nos isolados 557, 547
€ 549, e os menores em 558 e 1022.

O maior comprimento de raiz fina (CRF) ocorreu no tratamento 1022 e no
controle, enquanto os menores valores foram observados em 542 e 557. Embora o CRG
ndo tenha diferido estatisticamente, apresentou tendéncia significativa (p=0,0614) e alto
coeficiente de variacao (40%), refletindo elevada variabilidade natural.

Os isolados 1022, 547 e 549 apresentaram maiores valores de ASRF, enquanto
542 e 557 apresentaram os menores. Para ASRG, os maiores valores foram observados

no controle € em 227, € os menores em 542.
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O maior volume de raiz fina (VRF) foi obtido nos tratamentos com os isolados
549 e 547 e os menores em 557 e 542. Para o volume de raiz grossa (VRG), o destaque
foi para os tratamentos 227 e 526, com maiores volumes, ¢ 542 com o menor VRG.

Os maiores valores de comprimento total de raiz (CTR), area de superficie total
de raiz (ASTR) e volume total de raiz (VTR) foram registrados nos tratamentos controle
e 1022; controle, 227, 1022 e 549; e controle, 227 e 549, respectivamente. Os isolados

542 e 557 apresentaram os menores para essas variaveis.
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Tabela 3. Diametro médio de raiz (DMR, mm), comprimento de raiz fina (CRF, cm), comprimento de raiz grossa (CRG, cm), comprimento total

de raiz (CTR, cm), 4rea de superficie de raiz fina (ASRF, cm?), 4rea de superficie de raiz grossa (ASRG, cm?), 4rea de superficie total de raiz

(ASTR, cm?), volume de raiz fina (VRF, cm?), volume de raiz grossa (VRG, cm3) e volume total de raiz (VTR, cm?) em plantas de soja submetidas

aos tratamentos: sem inoculagdo com bactérias (CONT) e com inoculagao de bactérias (208, 227, 526, 542, 547, 549, 557, 558, 652, 849 e 1022).

Raizes finas (RF, 0,5 < @ < 2,0 mm) e raizes grossas (RG, @ > 2,0 mm) em folhas de soja submetidas aos tratamentos sem inoculagdo (CONT) e

com inoculagdo bacteriana (208, 227, 526, 542, 547, 549, 557, 558, 652, 849 ¢ 1022).

TRAT DMR CRF CRG CTR ASRF ASRG ASTR VRF VRG VTR
73
CONT 1,04+0,06a 615+248a 119 688+279a 205+751a 62+879a 267+t154a 557+0,26a 4,68+0,57a 0,82+10,3a
42
208 0,95+0,03a 449+17,5b 10.0 491+27,1b 144+741b 37+7,14b 181+139b 3,89+0,24b 2,88+£0,49b 0,67+6,77b
75
227 1,05+0,03a 566+40,3a 13 641 £31,0a 190+x12,4a 71+6,60a 261+6,10a 525+040a 6,16+0,20a 0,22+114a
1,06 1+ 0,01 69
526 458 +32,6b 430 527+369b 151+£9,47b 59+203a 210+£11,5b 3,95+021a 499+0,11a 0,10£8,95a
a »
18
542 098+0,01b 351+2,15¢ 0.77 369+2,93b 123+0,55b 18+0,63b 141+0,07¢ 3,74+0,06b 1,44+0,04b 0,02+5,18¢
53
547 1,31+£0,08a 513+8,79b 565+13,1b 209+8,63a 47+1,71b 256+6,92a 699+0,68a 3,69+0,00b 0,68+10,7a

4,34
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549

557

558

652

849

1022

1,34+ 0,11 a

1,36 £0,10 a

0,87+0,03 a

1,06 £ 0,04 a

1,20+ 0,02 a

0,92 +0,02 a

597+28,8a

368 £8,29 ¢

513+194b

452 +20,2b

435+ 14,5b

695+12,4a

35
1,79
47
1,38
43
0,38
62
11,6
47
0,82
36
0,91

632+ 30,6 a

415+691c

555+19,7b

515+22,7b

482 +153Db

731+ 11,5a

211+8,78 a

122+2,79b

161 +11,6 b

155+6,19b

164+7,92b

222+892a

38+2,35b

39+2,05b

45+240b

57+992a

41 +0,47 a

38+0,85b

249+11,1a 6,41 +0,21a

161 +0,74¢c 3,23+0,06b

207+139b 444+0,46b

212+ 13,1b 4,34+0,16 b

205+8,39b 4,93+0,31a

260+8,07a 6,13+0,39a

3,45+0,26b

2,85+0,21b

4,29+ 0,39 a

4,64 +0,80 a

3,05+0,01b

3,28+0,08b

0,46 £9,86 a

0,15+6,08b

0,85+8,73 a

0,87 +8,98 a

0,30+ 7,98 a

0,31+9,40 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (5%).
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Os indices radiculares de comprimento especifico de raiz (CER), densidade de
tecido radicular (DTR) e area de superficie especifica (ASE) diferiram significativamente
entre os tratamentos (Figura 10). Nao houve efeito de tratamentos para variavel finura de
raiz (FR).

Os maiores valores de CER e ASE foram observados nos tratamentos 549 e 1022,
enquanto os menores ocorreram em 542 (Figura 10B e D). Em contraste, o maior valor

de DTR foi registrado em 542, e o menor em 549 (Figura 10C).
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Figura 10. Finura de raiz (FR, cm cm™) [A], comprimento especifico de raiz (CER, cm g
1 [B], densidade de tecido radicular (DTR, g cm™) [C] e 4rea de superficie especifica
(ASE, cm? g!) [D] em plantas de soja submetidas aos tratamentos sem inoculagdo
(CONT) e com inoculagdo bacteriana (208, 227, 526, 542, 547, 549, 557, 558, 652, 849

e 1022). Barras representam médias = EP (n=3). Médias seguidas por letras distintas

diferem pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

5.7. Proporg¢ao de raizes por classes de diametro no CTR, AST e VTR
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Considerando o comprimento total (CTR) e a area de superficie total de raiz
(ASTR), observou-se maior propor¢do de raizes finas nos tratamentos 542, 549 e 1022,
com valores superiores a 94% e 85%, respectivamente (Figura 11A e B). Por outro lado,
o volume total de raiz (VTR) indicou maior propor¢ao de raizes grossas (VRG) nos

tratamentos 227 e 526, com valores superiores a 50% (Figura 11C).
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Figura 11. Proporcao de raizes finas e grossas no comprimento total radicular (CTR, cm)
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Tratamentos

[A], area de superficie radicular (ASR, cm?) [B] e volume total radicular (VTR, cm?) [C]
em plantas de soja submetidas aos tratamentos sem inoculagdo (CONT) e com inoculagao
bacteriana (208, 227, 526, 542, 547, 549, 557, 558, 652, 849 e 1022). Barras representam
médias (n = 3). Classes de didmetros: raizes finas (RF, 0,5 <@ <2,0 mm) e raizes grossas

(RG, @ > 2,0 mm).
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6. DISCUSSAO

Ainda sdo escassos os estudos que caracterizam a comunidade microbiana
associada a solos de Cerrado nativo do estado de Goids, especialmente aqueles voltados
a selecao funcional de rizobios eficientes para culturas de importancia econdmica. Neste
contexto, o uso de plantas-iscas de soja mostrou-se uma estratégia eficiente para a
prospeccao de bactérias nativas do género Bradyrhizobium, com potencial para fixagao
de nitrogénio (FBN) e solubiliza¢ao de fosfatos, contribuindo para a nodulacao e para o
desempenho fisioldégico da cultura. Essa abordagem ¢ particularmente relevante
considerando as condi¢des edafoclimaticas do Cerrado, caracterizadas por clima tropical
semiumido, com verdes quentes € chuvosos e invernos secos, além de solos acidos e
altamente intemperizados.

Foram selecionados 11 isolados pertencentes ao género de interesse
Bradyrhizobium, confirmados por sequenciamento dos genes glnll e recA, ¢ que
apresentaram capacidade de FBN e solubilizagdo de fosfatos em condicdes in vitro.
Espécies do supergrupo Bradyrhizobium japonicum tém sido amplamente relatadas em
diferentes continentes e zonas climaticas (Avontuur et al., 2019), refor¢ando a elevada
plasticidade ecologica desse grupo. Em solos acidos ou neutros, Bradyrhizobium
frequentemente domina as comunidades nodulantes, representando até 99.97% da
abundancia total (HAN et al., 2020). Além disso, leguminosas como a soja exercem papel
ativo na selecdo desses microrganismos na rizosfera, favorecendo a simbiose por meio da
liberagdo de exsudatos radiculares especificos e sinais moleculares que atraem bactérias

promotoras de crescimento vegetal.

O Plano Nacional de Fertilizantes 2050 destaca a FBN como tecnologia
estratégica para a agricultura brasileira, estabelecendo metas ambiciosas de aumento da
contribuicdo bioldgica de nitrogénio, especialmente em grandes culturas como milho,
soja e forrageiras, em pelo menos 35% até 2030 e 50% até 2040, quando comparado com
o0 ano de 2020 (Brasil, 2023). O nitrogénio ¢ um macronutriente essencial, fundamental
para a sintese de aminodacidos, proteinas, clorofilas e enzimas-chave do metabolismo
fotossintético, além de desempenhar papel central na divisdo e expansao celular em
leguminosas.

Além da FBN, espécies de Bradyrhizobium apresentam multiplos mecanismos

promotores de crescimento vegetal, incluindo a melhoria da estrutura do solo, aumento
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da absor¢cdo de nutrientes, modulacido de moléculas extracelulares e secrecao de
compostos bioativos, como antibioticos, hormonios vegetais e moléculas de sinalizagdo
(Chaddad et al., 2024). A inoculacdo com cepas eficientes de Bradyrhizobium tem sido
associada ao aumento da absor¢ao de N, da biomassa seca ¢ do rendimento de graos em
soja (Mirriam et al., 2023), efeitos que estao diretamente relacionados ao aumento da area
foliar funcional, da atividade fotossintética e da producao de carboidratos.

No presente estudo, a solubilizacdo do fosfato natural foi mais expressiva no
isolado 849, enquanto para o fosfato de ferro destacaram-se os isolados 547, 557 ¢ 849
(Tabela 2). O fésforo ¢ reconhecidamente o segundo nutriente mais limitante ao
crescimento vegetal, apesar da abundancia nos solos sob formas organicas e inorganicas,
devido a elevada capacidade de fixagdo e cations como Ca?*", Fe** e AI**, especialmente
em func¢do do pH do solo (Kavamura et al., 2013; Johan et al., 2021; Mirriam et al., 2023).
Em solos acidos e altamente intemperizados, como os do Cerrado brasileiro, a eficiéncia
de uso de fosforo € particularmente baixa (Sen et al. 2024), ressaltando a importancia de
bactérias solubilizadoras de fosfato como estratégia bioldgica para melhorar a nutri¢do
fosfatada.

A utilizagdo de inoculantes microbianos isolados de solos nativos tem sido
apontada como alternativa promissora para aumentar a eficiéncia do uso de fertilizantes
fosfatados (Sen et al., 2024). Timofeeva et al. (2023) destacam que bactérias capazes de
atuar simultaneamente na FBN e na solubilizacdo de fosfatos apresentam vantagem
funcional, uma vez que a secrecdo de fosfatases acidas e alcalinas estd diretamente
associada a disponibilidade de fosforo inorgénico no solo. Além disso, a disponibilidade
de nitrogénio pode modular a expressdo dessas enzimas, evidenciando interacao
funcional entre os ciclos do N e do P, caracteristica observada nos i1solados avaliados
neste estudo.

A soja apresenta elevada demanda de fosforo durante os estadios reprodutivos,
especialmente no enchimento de graos, quando a cerca de 60% do P total da planta ¢
acumulado (Mirriam et al, 2023). A solubilizacio microbiana de fosfatos ocorre,
principalmente via produ¢do de acidos organicos, quelantes ou pela acidificagdo do meio
(Pang et al., 2024). Além disso, bactérias solubilizadoras de P podem produzir
sider6foros, regular fitormonios e fixar nitrogénio, promovendo a aquisi¢ao nutricional

integrada e aumentando o crescimento e rendimento das plantas (Pang et al., 2024).
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Os resultados observados neste estudo demonstraram que a inoculagdo com
rizobactérias nativas do Cerrado induziu estratégias funcionais distintas em plantas de G.
max, evidenciando modulacdo integrada entre trocas gasosas, desempenho fotoquimico e

arquitetura do sistema radicular.

O incremento significativo de 4 observado nos tratamentos com os isolados 547,
557 e 1022 pode estar associado, a0 menos em parte, a maior disponibilidade de fésforo
e ferro proporcionada por essas bactérias (especificadamente 547 e 557). O ferro ¢
componente essencial dos centros de reagao do fotossistema II e da cadeia transportadora
de elétrons, podendo influenciar diretamente a eficiéncia fotossintética. Estudos
demonstram que a inoculagdo com Bradyrhizobium ssp., Pseudomonas sp., € outras
bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPR) aumenta o fornecimento de macro
e micronutrientes, favorecendo a eficiéncia da maquinaria fotossintética e,

consequentemente, o crescimento e o rendimento da soja (Kailash et al., 2022).

Os isolados 542, 547 e 1022 promoveram maior condutancia estomatica, resultado
semelhante ao observado em grao-de-bico inoculado com Bradyrhizobium japonicum
(Padilha, 2025). Esse efeito pode estar relacionado ao aumento da absor¢ao de nitrogénio
e a maior sintese de proteinas associadas ao aparato fotossintético, resultando em maior
demanda por CO, e maior abertura estomdtica em condi¢cdes ambientais favoraveis

(Pramanik et al., 2017).

Embora o isolado 542 tenha mantido elevadas taxas de transpiragdo, os isolados
547 e 1022 apresentaram taxas menores desse parametro, indicando maior eficiéncia no
controle estomatico, pois auxiliaram na producdo de raizes para captagdo de maior
volume agua e nutrientes para que as plantas realizarem fotossintese de forma eficaz e
regulacdo da abertura e fechamento estomatico. A regulacdo estomatica representa um
compromisso fisiolégico entre assimilagdo de CO: e conservag¢do hidrica, sendo
fundamental para a adaptacdo das plantas a ambientes com disponibilidade hidrica
variavel (Congenco ef al., 2009). Porém, a elevada gs, E, e razdo Ci/C,, concomitantes a
reducao de A4, observadas no isolado 542, indica limitagcdo ndo estomatica da fotossintese
caracterizada pelo desacoplamento entre difusdo estomatica e assimilagdo bioquimica de

carbono.
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Porém, a elevada gs, E, e razdo Ci/C,, concomitantes a reducao de 4, observadas
no isolado 542, indica limitagdo ndo estomadtica da fotossintese caracterizada pelo
desacoplamento entre difusdo estomdtica e assimilagdo bioquimica de carbono. Foi
aferido em plantas de beringela inoculada, uma limita¢ao nao estomatica ao processo de
fotossintese, podendo ter causado o aumento da concentracao intercelular de CO> e nao

aproveitamento deste carbono para conversao fotoquimica (Souza, 2025).

A maior eficiéncia instantanea de carboxilagao observada nos tratamentos com os
isolados 547 e 557, possivelmente por ter aumentado a quantidade de nutrientes
absorvidos pela bactéria e aumento da raiz, auxiliando no maior fornecimento de agua,
reforcando o papel dessas bactérias na melhoria do aproveitamento do carbono
assimilado. A taxa fotossintética ¢ um dos principais determinantes do potencial
produtivo das culturas, especialmente quando associada a inoculagdo com

microrganismos promotores de crescimento (Long, Marshall e Zhu, 2015).

Foi aferido em plantas de beringela inoculada, uma limitagdo ndo estomatica ao
processo de fotossintese o que pode ter causado o aumento da concentracao intercelular

de CO2 e ndo aproveitamento deste carbono para conversdo fotoquimica (Souza, 2025).

A maior eficiéncia instantanea de carboxilagdo observada nos tratamentos com os
isolados 547 e 557, possivelmente por ter aumentado a quantidade de nutrientes
absorvidos pela bactéria e aumento da raiz, auxiliando no maior fornecimento de agua,
reforcando o papel dessas bactérias na melhoria do aproveitamento do carbono
assimilado. A taxa fotossintética ¢ um dos principais determinantes do potencial
produtivo das culturas, especialmente quando associada a inoculagdo com

microrganismos promotores de crescimento (Long, Marshall e Zhu, 2015).

A andlise da fluorescéncia OJIP, de modo geral, sugere que os isolados mais
eficientes (227, 542, 547, 549 e 849) apresentaram capacidade de induzir maior
estabilidade funcional e estrutural dos centros de reagao do FSII, além de aumentar a
capacidade da utilizagdo de energia absorvida, reduzindo perdas dissipativas e
promovendo melhor conversao fotoquimica, corroborados pelas respostas de maior fluxo

de elétrons e indice de performance e a manutencao de Fy/Fn, (Figura 6).

As alteracOes observadas na razao Chl a/b, isolados 542, 547, 549 ¢ 849,

corroboram o efeito positivo da FBN sobre o metabolismo fotossintético, que indica boa
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capacidade de absor¢ao de energia luminosa. As clorofilas absorvem a luz e transformam
essa energia luminosa em energia quimica, realizando a fotossintese para produ¢do dos
carboidratos nas plantas, o indice relativo de clorofila estd diretamente associado ao

conteudo na folha e capacidade de realizagao da fotossintese (Lima, 2024).

Dessa forma, o ajuste no balanco entre absor¢do e dissipacdo de energia,
corroborados também pelas respostas de fluorescéncia transiente da clorofila, observadas
neste estudo reforcam a atuacdo das rizobactérias como reguladoras da maquinaria
fotossintética. Pereira e Janse (2024) relatam que os Bacillus spp podem atuar em plantas
de soja aumentando a eficiéncia de aproveitamento da energia luminosa e a capacidade
de transferéncia entre os aceptores nos centros de reacdo do FSII, reflexo da maior Fv/F0,
incremento em Fv/Fm e redu¢do dos indicadores de perda de energia, demonstrando papel
na regulacdo da matriz energética para posterior uso na fase bioquimica da fotossintese e
produgdo de carboidratos. Orozco-Mosqueda et al. (2021) demonstram que as bactérias

atuam em multiplas vias do metabolismo vegetal, afetando indiretamente a fotossintese.

As variagodes observadas na arquitetura do sistema radicular evidenciam respostas
morfologicas distintas entre os isolados bacterianos avaliados neste estudo, com destaque
para os tratamentos 557, 547 e 549, que apresentaram maiores valores de didmetro médio
radicular (DMR). Resultados semelhantes foram relatados por Anklan (2025), que
observaram aumentos de até 20% no didmetro radicular de plantas de soja inoculadas
com Azospirillum brasilense em comparacdo ao controle. Esse incremento sugere
estimulo ao espessamento das raizes e maior investimento em tecidos condutivos e
estruturais, indicando que microrganismos promotores de crescimento podem influenciar

diretamente a funcionalidade hidraulica do sistema radicular (Baca Cabrera et al., 2024).

Os maiores valores de VRF, ASRF, ASTR e VTR observados nos isolados 547,
549 e 1022 indicam estimulo a formagao de raizes finas e maior expansdo da superficie
de absor¢do, sugerindo maior capacidade de exploragdo do solo e aquisicdo de dgua e
nutrientes (Wasaya et al., 2018), o que favorece a disponibilidade de recursos essenciais
ao desenvolvimento vegetal e a atividade fotossintética. Em contraste, os isolados 542 e
557 apresentaram redugdes em CTR, ASTR e VTR, e aumento da DTR para o isolado
542, evidenciando um sistema radicular menos expansivo € com menor investimento em

raizes finas, esse comportamento sugere uma estratégia fisioldgica mais conservativa,
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caracterizada por menor custo metabolico de manutencao e maior investimento estrutural
das raizes (Grover et al., 2021).

O destaque do isolado 227 para ASRG e VTR sugere maior desenvolvimento de
raizes estruturais, caracteristica associada ao aumento da sustentagdo hidraulica e da
capacidade de condugao de agua. Dessa forma, os resultados demonstram que os isolados
bacterianos modulam ndo apenas o crescimento radicular, mas também a estratégia
funcional de aquisi¢do e conservacao de recursos adotada pela planta (Vacheron et al.,

2013).

A evolugdo das pesquisas com bactérias fixadoras de nitrogénio como
Azospirillum indicaram a capacidade de produzir fitohormdnios in vitro e in vivo, dentre
eles auxina, citocinina, giberelinas, etileno, acido abscisico e outros reguladores como
oxido nitrico e poliaminas (Cassan ef al., 2020). Quando a producdo ¢ modulada por
BPCYV a identifica¢ao de receptores de citocinina nas plantas, mas, devido ao hormonio
estar associado diretamente a auxina, ¢ dificil a identificagdo exata dos efeitos da
promocao (Lugtenberg, 2015), apesar disso estudos indicam actimulo de clorofila, maior
desenvolvimento radicular e alongamento celular em plantas cultivadas com cepas

bacterianas capazes de superprodugdo de citocinina (Olanrewaju; Glick; Babalola, 2017).

Com base nos resultados de morfometria das raizes ¢ possivel reconhecer trés
padrdes fisiologicos distintos de resposta da soja aos isolados bacterianos: 1) Isolados
expansivos e eficientes (547, 549, 1022), com capacidade de favorecer o desenvolvimento
de raizes finas, investindo em maior area de absor¢do e maior eficiéncia especifica,
otimizando o uso da 4gua e nutrientes. 2) Isolados estruturais (652, 526, 849), que
estimulam espessamento e suporte radicular, sem necessariamente ampliar area ativa,
sugerindo efeito mais anatdomico que funcional. 3) Isolados conservativos (542, 557), que
induzem densificagdo e reducdo da area radicular, configurando estratégia de economia
energética e tolerancia a seca.

Além disso, ao analisar a integracdo das respostas de caracteristicas da parte aérea
e radiculares sdo observadas estratégias morfofisioldgicas distintas induzidas pelas
rizobactérias, como: A) Estimulagdo fotossintética (549, 547, 1022), com maior
conversao fotoquimica (aumento de Fy/Fi, e Pi_ ABS) e assimilagdo de CO; (aumento de
A e gs) e maior demanda e absor¢do de nutrientes (expansdo de area e volume radicular),

resultando em eficiéncia metabolica e alto crescimento vegetativo; B) Ajuste fotoprotetor
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e conservativo (542, 557), com redugao de Pi_ ABS e 4, mas aumento de EUA e DTR,
indicando fechamento parcial dos estomatos e densificacdo radicular, resultando em
resiliéncia hidrica e manuten¢do funcional sob estresse; C) Equilibrio estrutural (652,
526, 849), com integracao entre eficiéncia e suporte (incremento de Chl b, DC e VRG),
resultando no balango entre assimilagdo, sustentacdo hidraulica e mecanica e exploragao
radicular.

O desempenho superior do controle, em grande parte das variaveis radiculares,
pode estar associado ao maior investimento da planta no crescimento do sistema radicular
como estratégia compensatoria para maximizar a absor¢cao de dgua e nutrientes, em
funcdo da auséncia de microrganismos promotores de crescimento.

A predominancia de repostas positivas em parametros de area ¢ eficiéncia
radicular, neste estudo, sugere que as rizobactérias nativas podem atuar como
bioestimulantes multifuncionais, capazes de ajustar a arquitetura do sistema radicular,
conforme as demandas ecofisioldgicas das plantas de soja, plasticidade essa, crucial para
adaptacdo das culturas no bioma Cerrado e, consequentemente, para manutencdo da

produtividade frente as adversidades climaticas.

7. CONCLUSAO

Todos os isolados avaliados foram identificados geneticamente como
pertencentes ao género Bradyrizhobium. Nos testes in vitro, os isolados 547, 557 e 849
destacaram-se pela maior capacidade de solubilizagdao de fosfato de ferro, sendo que os
isolados 557 e 849 também apresentaram elevada solubilizacdo de fosfato natural,

indicando elevado potencial para incremento nutricional.

Nos parametros de trocas gasosas, as plantas inoculadas com os isolados 547 e
557 apresentaram maior taxa fotossintética e eficiéncia de carboxilacdo, evidenciando
maior potencial dessas bactérias em otimizar a producdo de energia metabdlica. O isolado
547 também se destacou por promover maior condutancia estomatica e maior razao entre

clorofila a e b, reforcando seu papel no incremento da eficiéncia fotossintética.

Em relagdo ao sistema radicular, os isolados 547 ¢ 549 favoreceram o
desenvolvimento de raizes finas, aumentando o potencial de absor¢do de agua e
nutrientes. O maior volume total de raizes observado no controle e no isolado 1022 sugere

investimento compensatorio das plantas em crescimento radicular na auséncia de maior
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eficiéncia simbiotica. De forma geral, os isolados 547 e 557 demonstraram elevado
potencial funcional, tanto em ensaios in vitro quanto em condi¢gdes de casa de vegetacao,

promovendo melhorias fisioldgicas relevantes em plantas de soja.
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CAPITULO 11

Water Deficit Mitigation Potential of Native Rhizobacteria from the Brazilian Cerrado in

Soybean Plants
ABSTRACT

Soybean, one of the most important agricultural commodities, constantly faces
productivity losses due to environmental stresses, especially drought, particularly during
critical stages such as grain filling (R5). This study investigated the potential of plant
growth-promoting rhizobacteria (PGPR), including Bradyrhizobium sp., Mesorhizobium
plurifarium, Pseudomonas nitroreducens, Ralstonia sp., Rhizobium miluonense,
Bradyrhizobium japonicum, and Bacillus megaterium, in mitigating drought effects in
soybean. A greenhouse experiment was carried out to evaluate physiological parameters
related to water status, gas exchange, chlorophyll a fluorescence, photosynthetic
pigments, and plant growth under well-watered and drought-stressed conditions, with and
without inoculation of native or commercial bacteria. The results indicated that the PGPR
strains P. nitroreducens and Ralstonia sp. improved photosynthetic rates, electron
transport efficiency, and root growth under water deficit. Although leaf water potential
(Pw) did not show significant differences, bacterial inoculation positively influenced
metabolic efficiency and plant growth. Rhizobacteria are promising tools to enhance the
drought tolerance of soybean. The most responsive variables to bacterial treatments were
photosynthetic rate (4), electron transport rate (ETR), and water use efficiency (4/E). P.
nitroreducens and Ralstonia sp. stood out by improving photosynthetic performance and
water use efficiency, while R. miluonense contributed to maintaining transpiration rates.

The best results under drought conditions were observed with P. nitroreducens and
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Ralstonia sp. Thus, inoculation with rhizobacteria can be recommended as a strategy to

enhance soybean tolerance to water deficit.

8. INTRODUCTION

In recent years, there has been a growing interest in soybean cultivation [ Glycine max
(L.) Merrill]. Currently, the global soybean cultivation area reaches 144.2 million
hectares, with a total production of 427.41 million tons in 2025/2026 (FAO, 2026). Brazil
is currently the world’s largest producer and exporter of soybeans, with a production of
179 million tons in the 2025/26 growing season (CONAB, 2026). Soybean production is
mainly concentrated in Midwest region, which account for 46.5%, following by the South
region with 29.9% of the national planting area (CONAB, 2026).

The cultivated area in Brazil has increased almost ninefold between 1985 and 2023,
expanding from 4.4 million hectares to nearly 40 million hectares (MapBiomas, 2024).
This growth is attributed to the rising demand for soybeans, which has driven higher
prices and greater investments in technology across the entire soybean production chain.
Soybean is widely used in human nutrition due to its delicate flavor and high nutritional
value, providing proteins, amino acids, fiber, minerals, vitamins, and isoflavones
beneficial to health (Chen et al., 2022).

Drought is considered one of the most significant challenges in modern agriculture,
directly affecting the primary metabolism of plants. One of the first responses to water
limitation is stomatal closure, which reduces water loss but also limits CO: uptake,
consequently decreasing photosynthesis (Batista, 2020) and affecting plant growth and
yield. In addition, soil water deficit conditions lead to the accumulation of reactive oxygen
species (ROS), causing lipid peroxidation, chlorophyll degradation, and protein
breakdown, further reducing photosynthetic efficiency (Cheng et al., 2021).

Several technologies have been studied to mitigate drought effects in crops. Among
them, the use of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) stands out. These bacteria
produce phytohormones that stimulate root growth and improve water and nutrient
uptake, particularly under drought conditions (Khoso et al., 2024; Akhtar et al., 2020;
Woo et al., 2020; Chandra et al., 2019).

Additionally, PGPR can produce volatile organic compounds (VOCs), osmolytes,
antioxidants, extracellular polymeric substances (EPS), siderophores, and 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase, which directly or indirectly

contribute to stress mitigation (Ahmad et al., 2022). The activation of these mechanisms
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helps maintain or enhance photosynthetic rates and increase total sugars and other
metabolites, playing a crucial role in improving plant stress tolerance (Su et al., 2024).

Several studies have reported the beneficial PGPR effects in crop production. For
instance, the inoculation of Streptomyces alboflavus (Araujo et al., 2023) and co-
inoculation of Cupriavidus necator and Pseudomonas fluorescens (Pereira et al., 2020)
in maize under moderate drought enhanced root growth and increased nitrogen and
phosphorus content. Bacteria from the genus Rhizobium are capable of fixing atmospheric
nitrogen, which is otherwise unavailable to plants, while also mitigating the effects of
environmental stress and promoting disease resistance (Magalhaes et al., 2024).

Studies have also shown improved photosystem II performance and reduced lipid
peroxidation in maize plants inoculated with Providencia sp. and Proteus mirabilis under
drought conditions (Vishnupradeep et al., 2022). In soybean, inoculation with the
endophyte Bacillus licheniformis increased the number of pods and the expression of
iron-related genes, while enhanced Mn, Zn, and Ca uptake in plants grown in alkaline
soils (Roriz et al., 2023).

Furthermore, the exopolysaccharides secretion by Pantoea alhagi in rice plants
enhanced antioxidant enzyme activity (CAT, POD, and SOD) and increased proline and
soluble sugar contents, contributing to greater drought tolerance (Sun et al., 2020). Under
heat stress, thermotolerant PGPR stimulated heat-responsive genes (GmHSP, GmLAX3,
and GmAKT?) and reduced ROS generation in soybean plants (Khan et al., 2020).

In soybean cultivation, the symbiosis between plants and microorganisms, especially
with genera such as Bradyrhizobium and Azospirillum, provides significant benefits.
Commercial inoculants often include strains such as B. japonicum, B. elkanii, B.
diazoefficiens, and A. brasilense (Hungria et al., 2015). Bradyrhizobium canariense can
supply up to 60% of the plant's nitrogen needs through biological nitrogen fixation (BNF)
via nodulation (Salvagiotti et al., 2008). Azospirillum spp. also promotes plant growth by
fixing atmospheric nitrogen, producing phytohormones, enhancing root development,
and consequently improving tolerance to both abiotic and biotic stresses (Fukami et al.
2018).

Biofertilizers are essential components of sustainable agriculture, playing a
fundamental role in enhancing soil productivity by increasing nutrient availability and

inducing physiological traits that strengthen plant development (Elhaissoufi et al., 2022).
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Specifically, bacterial biofertilizers are crucial for promoting sustainable agriculture by

improving nutrient availability and plant resilience (Elhaissoufi et al., 2022).

Selecting native rhizobacteria from the Brazilian Cerrado is a promising strategy to
maximize soybean productivity under water deficit, particularly in the Midwest region of
Brazil, where drought events are frequent. This is because the ability of these
microorganisms to support plant growth is directly related to their own capacity to survive
under harsh environmental conditions, such as water deficit (Agnolucci et al., 2019).
Therefore, this study aims to select plant growth-promoting rhizobacteria native to the
Brazilian Cerrado to enhance soybean tolerance and productivity under drought

conditions.
9. MATERIALS AND METHODS

9.1. Experimental conditions

The experiment was carried out in a climate-controlled greenhouse at the Laboratory
of Ecophysiology and Plant Productivity of the Goiano Federal Institute — Rio Verde
Campus, Goids, Brazil, during the 2023/24 growing season. Soybean plants (cultivar
GH2376 IPRO) were grown in 8 kg pots containing a substrate composed of soil and sand
(2:1). Seeds were inoculated with beneficial microorganisms (10° CFU mL™"). The
substrate was fertilized with single superphosphate (SSP; 21% P), monoammonium
phosphate (MAP; 11% N, 55% P), a potassium source (60% K), and limestone (filler
type) to raise base saturation to 60%. Five native bacterial strains were selected as
inoculants based on their phosphate solubilization capacity, evaluated through in vitro

functional trait assays.

9.2. Selection of rhizobacteria based on functional traits

The bacterial strains were grown in nutrient broth (3 g beef extract, 5 g peptone)
and their optical density (OD600) was adjusted using 0.85% saline solution. Phosphate
solubilization was assessed using three different phosphorus sources: Cas(POa4)2 (5 gL™),

reactive rock phosphate (5 g L™'; 12% P), and FePOa (2 g L) (Silva et al., 2020). The
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final pH of the culture medium and the inorganic phosphorus concentration were

determined using the colorimetric method described by Murphy and Riley (1962).
9.3. Bacterial identification

Bacterial identification was performed through amplification of the 16S ribosomal
RNA gene using polymerase chain reaction (PCR) followed by sequencing. PCR was
performed directly from bacterial colonies using sterilized toothpicks to transfer cells into
PCR tubes containing the reaction mixture. The PCR mixture contained 10 uL of 5X PCR
buffer, 1 pL of primer fD1 (10 uM), 1 uL of primer rP1 (10 uM), 1 pL of ANTPs (10
mM), 0.2 uL of GoTaq DNA polymerase (5 U uL™'; Promega), and 36.8 pL of MilliQ
autoclaved water. The primers fD1 (5~ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) and rP1
(5~ ACGGTTACCTTGTTACGACTT-3") were described by Weisburg et al., 1991.

Amplifications were performed in a thermocycler (T100, BioRad) with the following
conditions: initial denaturation at 94°C for 4 min; 40 cycles of 94°C for 30 s, 60°C for 30
s, and 72°C for 90 s; followed by a final extension at 72°C for 4 min. PCR products were
verified by electrophoresis in 0.8% agarose gel stained with ethidium bromide (100 ng

mL™) and visualized under UV transillumination.

PCR products were purified by polyethylene glycol (PEG) precipitation following
Schmitz and Riesner (2006) and sequenced by the Sanger method in 1977. Sequencing
reactions consisted of 5 pL. PCR product, 1 uL BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems), 1.5 pL sequencing buffer, 0.3 pL primer (fD1 or rP1 at 10 uM), and 2.2 uLL
MilliQ autoclaved water. The thermocycler program was: initial denaturation at 95°C for

1 min, followed by 25 cycles of 95°C for 5 s and 60°C for 4 min.

Sequencing products were precipitated with 40 pL of 75% isopropanol, centrifuged
at 12,000 g for 10 min, washed with 100 puL of 75% isopropanol, and centrifuged again
at 12,000 g for 5 min. The pellet was dried, resuspended in 10 pL of formamide, and
denatured at 95°C for 2 min. Sequencing was performed on an ABI 3500XL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).

The sequences were compared using BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool)

against the GenBank database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (Altschul et al.,
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1990) with a similarity threshold above 98%. Sequences were aligned using MEGA12
software (Kumar et al., 2024).

9.4. Phylogenetic analysis

Phylogenetic relationships were inferred based on the aligned 16S rRNA sequences
using CLUSTAL OMEGA (Sievers et al., 2011) and sequences obtained from GenBank.
The evolutionary model TrN+I+G was selected using the Bayesian Information Criterion
(BIC) in IMODELTEST 2 (Darriba et al., 2012), with base frequencies A = 0.2421, C =
0.2238, G=0.3169, T =0.2172; p-inv = 0.3130; and gamma shape = 0.4610.

Phylogenetic trees were constructed using MRBAYES v3.2.6 (Ronquist et al., 2012)
based on Bayesian inference with four independent runs, each consisting of 10 x 10°
generations, sampling every 500 generations. The first 2,500 trees were discarded as
burn-in to ensure chain convergence. Tree robustness was tested by bootstrap with 5,000
replicates using MEGA12 (Kumar et al., 2024). Trees were visualized and edited using
FigTree v1.4.4.

9.5. Inoculant preparation

The bacterial strains used were obtained from the Agricultural Microbiology
Laboratory Culture Collection of the IF Goiano — Rio Verde Campus and are native to
soils from Cerrado forest fragments. Bacteria were grown in nutrient broth (3 g beef
extract, 5 g peptone) at room temperature on a shaker (100 rpm) for 24 h. Cell suspensions
were adjusted to 10° CFU mL™". Seeds were individually treated with 2 mL kg™ of each
inoculant. Commercial inoculants were included as additional treatments.

The experiment consisted of 16 treatments: inoculation with seven diazotrophic
bacteria (five native—>547 Bradyrhizobium sp., 580 Mesorhizobium plurifarium, 660
Pseudomonas nitroreducens, 905 Ralstonia sp., and 1136 Rhizobium miluonense—and
two commercials—Bradyrhizobium japonicum and Bacillus megaterium), combined
with two soil water regimes: well-watered (80% of pot maximum water holding capacity,
MWHC) and water deficit (50% MWHC). Two controls were used: a positive control
(well-watered without bacteria) and a negative control (drought without bacteria), as
detailed in Table 1.

Water deficit (WD) was imposed at phenological stages R1 and R5, when 90% of

the plants had reached these stages, and maintained for seven days. After the first drought
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cycle at R1, plants were rehydrated until RS, when the second drought cycle was applied
for seven days, followed by physiological evaluations.

The soil water retention curve was determined using five pots with saturated soil.
Pots were weighed daily until moisture stabilization. The average of the last four weights

was used to calculate water loss and daily irrigation needs until the onset of water deficit.

Table 1. Treatments combining inoculation and water regime.

Water
Treatment Bacteria ID Origin
Regime
1 Control — — Well-
watered
2 Control — — Drought
3 Bradyrhizobium sp. 547 Native Well-
watered
4 Bradyrhizobium sp. 547 Native Drought
5 Mesorhizobium 580 Native Well-
plurifarium watered
6 Mesorhizobium 580 Native Drought
plurifarium
7 Pseudomonas 660 Native Well-
nitroreducens watered
8 Pseudomonas 660 Native Drought
nitroreducens
9 Ralstonia sp. 905 Native Well-
watered
10 Ralstonia sp. 905 Native Drought
11 Rhizobium miluonense 1136 Native Well-
watered
12 Rhizobium miluonense 1136 Native Drought
13 Bradyrhizobium Commercial | Commercial Well-
japonicum watered
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14 Bradyrhizobium Commercial | Commercial | Drought
Jjaponicum
15 Bacillus megaterium | Commercial | Commercial Well-
watered
16 Bacillus megaterium | Commercial | Commercial | Drought

9.7. Evaluations
Soybean plants were evaluated at the RS reproductive stage (grain filling).

9.7.1. Water relations

Leaf water potential (W) was measured predawn using a Scholander-type pressure
chamber (Model 3005-1412, Soilmoisture Equipment Corp., Goleta, CA, USA). Relative
water content (RWC) was calculated based on fresh mass (FM), turgid mass (TM), and
dry mass (DM) as described in equation 1 (Barrs, Weatherley, 1962):

RWC (%) = (FM-DM) / (TM-DM) x 100 (1)

Measurements were performed between 5:00 and 6:00 a.m.
9.7.2. Gas exchange and chlorophyll a fluorescence

Photosynthetic rate (4; pmol CO2 m™2 s™'), transpiration rate (£; mmol H:O m™2 s™),
stomatal conductance (gs; mol H2O m™ s™), intercellular and ambient CO: concentration
ratio (Ci/Ca), initial fluorescence (Fo), maximum quantum efficiency of PSII (Fv/Fm),
regulated energy dissipation (Ynpq), and electron transport rate (ETR) were measured
using an infrared gas analyzer (IRGA; LI-6800XT, Licor®, Lincoln, NE, USA) between
8:00 a.m. and 12:00 p.m.

9.7.3. Photosynthetic pigments

Chlorophylls and carotenoids were extracted with dimethyl sulfoxide (DMSO)
saturated with calcium carbonate following Ronen and Galun (Ronen, Galun, 1984). Leaf
discs (0.59 cm?) were incubated in 5 mL DMSO at 65°C for 24 h. Absorbance was
measured at 480, 649.1, and 665.1 nm in a UV-VIS spectrophotometer (Evolution 60S,
Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Chlorophyll a (Chl.), chlorophyll b (Chly), and
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total carotenoids (Carot) were determined following Wellburn [37], as described in

equations 2, 3, and 4. Total chlorophyll (Chl;) was calculated as the sum of Chl, and Chls.
Chla = 12.47%As6s5.1 — 3.62%As49.1 (2)
Chly = 25.06%A49.1 — 6.5% Ases.1 €)
Carot = (1000xA4g0 — 1.29%Chl, — 53.78xChlp)/220  (4)

9.7.4.Biometric parameters

Plant height, stem diameter, and leaf area were measured. Leaf area was estimated

using digital images processed in ImageJ software.
9.8. Statistical analysis

The experiment followed a completely randomized design with 16 treatments (8
bacterial inoculants x 2 water regimes) and six replicates, totaling 96 experimental units.
Each pot contained two plants. Data were subjected to analysis of variance (ANOVA),

and means were compared using Dunnett’s test (p < 0.05) in R software.

10. RESULTS

10.1. Functional traits: Phosphate solubilization capacity
Quantitative analysis of phosphate solubilization revealed that all bacterial

isolates could solubilize calcium phosphate (Cas(PO4):). Isolate Pseudomonas
nitroreducens (660) showed the highest solubilization capacity, reaching 812.62 mg L™,
along with a pH reduction to 5.4, confirming its phosphate solubilization ability. For
reactive rock phosphate, Ralstonia sp. (905) exhibited the highest solubilization, with
960.44 mg L' and a pH drop to 3.8. Notably, isolates 660 and 1136 (Rhizobium
miluonense) were unable to solubilize this phosphate source. In the case of iron phosphate
(FePOa4), only Bradyrhizobium sp. (547) and Mesorhizobium plurifarium (580)

demonstrated minimal solubilization, with 1.22 and 0.43 mg L', respectively (Figure 1).
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Figure 1. Phosphate solubilization capacity. In vitro phosphate solubilization capacity of
native bacterial isolates (Bradyrhizobium sp. (547), Mesorhizobium plurifarium (580),
Pseudomonas nitroreducens (660), Ralstonia sp. (905), and Rhizobium miluonense

(1136)) for calcium phosphate (red), rock phosphate (blue), and iron phosphate (yellow).

10.2. Bacterial identification and phylogenetic relationships
Phylogenetic analysis identified five bacterial genera grouped into four distinct

clusters. All isolates belonged to the phylum Pseudomonadota, within the classes
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, and Gammaproteobacteria. Based on 16S
rRNA gene similarity, the isolates were identified as Bradyrhizobium sp. (547),
Mesorhizobium plurifarium (580), Pseudomonas nitroreducens (660), Ralstonia sp.

(905), and Rhizobium miluonense (1136) (Figure 2).
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Figure 2. Phylogenetic relationships. Similarity tree based on 16S rRNA gene sequences
of soybean rhizospheric bacteria, showing phylogenetic relationships with closely related

strains. Numbers in blue above nodes represent posterior probability values.

10.3. Plant water relations
Soybean plants inoculated with P. nitroreducens (660) under water deficit

exhibited significantly more negative predawn leaf water potential (Ww) values (Figure
3). In contrast, no significant differences in Ww were observed among the other treatments

under either water deficit or well-watered conditions.
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Figure 3. Plant water status. Predawn leaf water potential (Yw) in soybean plants at the
RS stage in response to inoculation with native bacteria (Bradyrhizobium sp. (547),
Mesorhizobium plurifarium (580), Pseudomonas nitroreducens (660), Ralstonia sp.
(905), and Rhizobium miluonense (1136)), commercial inoculants (Bradyrhizobium
Jjaponicum and Bacillus megaterium), and a non-inoculated control, under two water
regimes: 80% maximum water holding capacity (MWHC, well-watered; blue bars) and
50% MWHC (water deficit; red bars). Different letters indicate significant differences by
Dunnett’s test (p < 0.05). Uppercase letters compare with the well-watered control;

lowercase letters compare with the water deficit control.

10.4. Gas exchange
Photosynthetic rate (4) was significantly improved by inoculation with

Bradyrhizobium sp. (547), Bradyrhizobium japonicum, and Bacillus megaterium under
water deficit, and by P. nitroreducens (660) under well-watered conditions (Figure 4A).
Stomatal conductance (gs) showed no significant differences overall, except for

Rhizobium miluonense (1136), which exhibited higher gs under both irrigation regimes
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(Figure 4B). Instantaneous carboxylation efficiency (4/Ci) significantly increased in
treatments with Bradyrhizobium sp. (547), B. japonicum, and B. megaterium under both
water conditions, as well as with P. nitroreducens (660) under well-watered conditions

(Figure 4D).

The Ci/Ca ratio did not differ significantly between treatments and controls
(Figure 4E). However, treatments with Bradyrhizobium sp. (547) and B. japonicum
showed reduced 4 without altering Ci/Ca, suggesting limitations in the biochemical phase
of photosynthesis rather than stomatal constraints. Water use efficiency (WUE) was
significantly enhanced by P. nitroreducens (660) and Ralstonia sp. (905), whereas
treatments with M. plurifarium (580) and R. miluonense (1136) exhibited lower WUE

values (Figure 4F).
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Figure 4. Gas exchange. Photosynthetic rate (4) [A], stomatal conductance (gs) [B],

transpiration rate (£) [C], instantaneous carboxylation efficiency (4/Ci) [D], intercellular
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and ambient CO: concentration ratio (Ci/Ca) [E], and water use efficiency (WUE) [F] in
soybean plants at the R5 stage in response to inoculation with native bacteria
(Bradyrhizobium sp. (547), Mesorhizobium plurifarium (580), Pseudomonas
nitroreducens (660), Ralstonia sp. (905), and Rhizobium miluonense (1136)), commercial
inoculants (Bradyrhizobium japonicum and Bacillus megaterium), and a non-inoculated
control, under two water regimes: 80% maximum water holding capacity (MWHC, well-
watered; blue bars) and 50% MWHC (water deficit; red bars). Different letters indicate
significant differences by Dunnett’s test (p < 0.05). Uppercase letters compare with the

well-watered control; lowercase letters compare with the water deficit control.

10.5. Chlorophyll a fluorescence
The potential quantum yield of PSII (Fv/Fn) and non-photochemical quenching

(NPQ) did not show significant differences between treatments and controls (Figures SA
and 5B). In contrast, the electron transport rate (ETR) was significantly higher under
water deficit in plants inoculated with P. nitroreducens (660), Ralstonia sp. (905), B.

Jjaponicum, and B. megaterium compared to the water deficit control (Figure 5C).
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Figure 5. Chlorophyll a fluorescence. Potential quantum yield of PSII (Fv/Fm) [A], non-
photochemical quenching (NPQ) [B], and electron transport rate (ETR) [C] in soybean
plants at the RS stage in response to inoculation with native bacteria (Bradyrhizobium sp.

(547), Mesorhizobium plurifarium (580), Pseudomonas nitroreducens (660), Ralstonia
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sp. (905), and Rhizobium miluonense (1136)), commercial inoculants (Bradyrhizobium
Jjaponicum and Bacillus megaterium), and a non-inoculated control, under two water
regimes: 80% maximum water holding capacity (MWHC, well-watered; blue bars) and
50% MWHC (water deficit; red bars). Different letters indicate significant differences by
Dunnett’s test (p < 0.05). Uppercase letters compare with the well-watered control;

lowercase letters compare with the water deficit control.

10.6. Photosynthetic Pigments
Chlorophyll a, chlorophyll b, total carotenoids (data not shown) and total

chlorophyll concentration (Chlt) did not show significant differences among treatments

compared to the controls under either water regime (Figure 6).
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Figure 6. Photosynthetic pigments. Total chlorophyll concentration in soybean plants at
the RS stage in response to inoculation with native bacteria (Bradyrhizobium sp. (547),
Mesorhizobium plurifarium (580), Pseudomonas nitroreducens (660), Ralstonia sp.
(905), and Rhizobium miluonense (1136)), commercial inoculants (Bradyrhizobium
japonicum and Bacillus megaterium), and a non-inoculated control, under two water
regimes: 80% maximum water holding capacity (MWHC, well-watered; blue bars) and
50% MWHC (water deficit; red bars). Different letters indicate significant differences by
Dunnett’s test (p < 0.05). Uppercase letters compare with the well-watered control,;

lowercase letters compare with the water deficit control.

10.7. Morphological traits
Plant height (PH) was significantly increased in treatments with P. nitroreducens

(660) under water deficit and R. miluonense (1136) under well-watered conditions

compared to the water deficit control (Figure 7A). Stem diameter (SD) was slightly but
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significantly higher in the Ralstonia sp. (905) treatment under well-watered conditions

(Figure 7B).

Leaf area (LA) increased significantly in plants inoculated with P. nitroreducens
(660) under water deficit compared to both controls. Similarly, R. miluonense (1136)

under well-watered conditions exhibited higher LA compared to the water deficit control

(Figure 7C).

PH was positively correlated with photosynthetic performance, particularly in
treatments with P. nitroreducens (660) and B. japonicum, both showing high CO:
assimilation rates. Conversely, M. plurifarium (580) consistently exhibited the lowest
values for both PH and photosynthetic activity, indicating reduced growth efficiency

under both irrigation conditions.
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Figure 7. Morphological traits. Plant height (PH) [A], stem diameter (SD) [B], and leaf
area (LA) [C] in soybean plants at the RS stage in response to inoculation with native
bacteria (Bradyrhizobium sp. (547), Mesorhizobium plurifarium (580), Pseudomonas
nitroreducens (660), Ralstonia sp. (905), and Rhizobium miluonense (1136)), commercial

inoculants (Bradyrhizobium japonicum and Bacillus megaterium), and a non-inoculated
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control, under two water regimes: 80% maximum water holding capacity (MWHC, well-
watered; blue bars) and 50% MWHC (water deficit; red bars). Different letters indicate
significant differences by Dunnett’s test (p < 0.05). Uppercase letters compare with the

well-watered control; lowercase letters compare with the water deficit control.

11. DISCUSSION
The results of this study highlight distinct physiological and morphological

responses of soybean to inoculation with native and commercial bacterial strains under
different water regimes. Native strains such as Pseudomonas nitroreducens (660) and
Rhizobium miluonense (1136) demonstrated superior effectiveness in mitigating water
deficit, as evidenced by the maintenance of photosynthetic activity and improved water
use efficiency. This enhanced performance is likely associated with their adaptation to

the local Cerrado environment.

Conversely, commercial strains such as Bradyrhizobium japonicum and Bacillus
megaterium exhibited positive physiological effects in some variables but were less
effective than the native strains. This observation suggests that selecting microorganisms
adapted to local environmental conditions may be a more effective strategy to improve

soybean resilience to drought.

The higher photosynthetic rates observed under water deficit can be attributed to
the activity of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR), which enhance water use
efficiency (Figure 4F) and carbon fixation. Similar results were reported by (Suss, 2020)
who demonstrated that co-inoculation with Bradyrhizobium japonicum and Azospirillum
brasilense enhances soybean photosynthesis under drought due to the production of
phytohormones and exopolysaccharides that promote root growth and increase water

retention.

The PGPR induced differential morphophysiological responses in soybean plants
exposed to water deficit during the early grain-filling stage (R5), a critical developmental
phase highly sensitive to water restriction (Lima-Naoe et al., 2022). Water deficit limits
water and nutrient uptake, affecting key physiological processes such as photosynthesis,
transpiration, and photosynthetic enzymes activity, ultimately leading to yield losses

(Rosa, 2024).
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Inoculation with P. nitroreducens (660) positively influenced leaf water potential
(Yw) under drought (Figure 3), suggesting enhanced cellular hydration. This response is
likely related to improved nutrient solubilization and stimulation of root development,
increasing the plant's water uptake capacity. Similar mechanisms have been reported for

Bacillus species, which improve root architecture under stress (Mendes et al., 2024).

According to Rosa (2024), plant adaptive mechanisms to environmental stresses
are often enhanced through symbiotic interactions with beneficial microorganisms,
particularly rhizobacteria, which play a crucial role in drought mitigation. The beneficial
effects of P. nitroreducens (660), Ralstonia sp. (905), B. japonicum, and B. megaterium
on photosynthetic performance under drought are likely linked to the phytohormones
production such as auxins and gibberellins. These compounds enhance root development
and water retention, while the synthesis of exopolysaccharides improves soil structure

and water availability (Knoll, 2023; Fernandes, 2022).

Under well-watered conditions, inoculation with Bradyrhizobium sp. (547), P.
nitroreducens (660), and R. miluonense (1136) also enhanced photosynthetic rates (4),
suggesting that these bacteria optimize CO: assimilation under favorable water
availability. This can be attributed to improved nutrient acquisition (nitrogen,

phosphorus, and iron) and regulation of photosynthetic metabolism.

Interestingly, R. miluonense (1136) increased both stomatal conductance (gs) and
transpiration (£) under well-watered conditions, indicating that the bacteria stimulated

gas exchange processes and improved photosynthetic efficiency (Santos et al., 2025).

The reduction in transpiration (£) observed in the Ralstonia sp. (905) treatment
under drought suggests an adaptive mechanism to reduce water loss while maintaining
photosynthesis. Similar responses have been reported with Azospirillum brasilense in
maize (Hungria et al., 2010) and with Bacillus subtilis and Burkholderia seminalis in
tomato (Silva et al., 2024), highlighting the role of PGPR in regulating stomatal behavior

and enhancing drought tolerance.

These responses are also associated with oxidative stress regulation, where PGPR
enhance the plant’s antioxidant defense systems, balancing reactive oxygen species
(ROS) production under drought conditions (Pereira et al., 2022). The data support that

appropriate selection of drought-adapted rhizobacteria is a viable strategy to improve
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plant physiological performance under water scarcity. Although stomatal closure remains
a primary response to drought in soybean, limiting CO: entry and impacting Calvin cycle
efficiency (Knoll, 2023; Silva et al., 2023), bacterial inoculation mitigates these effects,

enhancing photosynthetic efficiency and overall plant performance.

The variation in photosynthetic responses among treatments indicates that while
some bacteria improve CO: assimilation (4), others primarily enhance the photochemical
phase, as reflected by increased electron transport rate (ETR) without a direct increase in
carbon fixation. Previous studies demonstrate that soybeans inoculated with B. japonicum
under drought maintain growth and yield due to improved photochemical efficiency
(Spanevello, 2023). This suggests that the plant’s adaptive response depends not only on

ETR enhancement but also on its effective conversion into photosynthesis.

Bradyrhizobium sp. (547) and B. japonicum regulate nitrogen fixation and
influence photosynthesis variably under drought. Vinuesa et al. (2025) report that drought
may reduce Rubisco activity and RuBP regeneration, limiting carbon assimilation despite

maintained CO: diffusion into chloroplasts.

An increase in ETR under drought reflects reduced non-photochemical energy
dissipation (lower NPQ), optimizing the use of absorbed light for photochemistry. Studies
indicate that soybean cultivars with higher ETR and lower NPQ perform better under
water stress, reinforcing the importance of these photoprotective mechanisms (Sanches,
2012). Although chlorophyll concentration did not differ significantly among treatments,
the presence of rhizobacteria contributed to improved physiological traits and plant
growth. This likely results from enhanced antioxidant enzyme activity and maintenance

of leaf relative water content, as reported in other studies (Paiva et al., 2021).

The chlorophyll fluorescence results support this, with higher ETR values in treatments
with P. nitroreducens (660), Ralstonia sp. (905), B. megaterium, and B. japonicum,

indicating improved photochemical performance under drought.

Additionally, increased plant height and leaf area in treatments with R. miluonense (1136)
and P. nitroreducens (660) reflect the PGPR role in enhancing nutrient uptake and root

development, contributing to morphological resilience under stress.

The beneficial effects observed in physiological and morphological parameters during the

early grain-filling stage (R5) reinforce the potential of rhizobacteria in mitigating water
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deficit in soybean. These findings demonstrate that inoculated plants exhibit better
physiological responses and growth under water-limited conditions compared to non-

inoculated controls.

12. CONCLUSIONS
This study demonstrates that inoculation with plant growth-promoting rhizobacteria

(PGPR) significantly influences soybean adaptation to water deficit. Among native
strains, Pseudomonas nitroreducens (660) and Ralstonia sp. (905) were the most
effective, improving photosynthetic rate (4) and water use efficiency (WUE), while
Rhizobium miluonense (1136) contributed to maintaining transpiration (E).

Commercial inoculants (Bradyrhizobium japonicum and Bacillus megaterium)
provided beneficial physiological and morphological effects but were less effective than
native bacteria under water deficit conditions.

The most responsive variables to bacterial inoculation were A, electron transport rate
(ETR), and WUE. The best physiological performances under drought were observed in
treatments with P. nitroreducens (660) and Ralstonia sp. (905).

Therefore, the inoculation of native Cerrado bacteria represents a promising,
sustainable strategy to enhance soybean resilience to drought, offering an effective tool

to mitigate climate-related water limitations in agriculture.

13. REFERENCES

Agnolucci, M., Avio, L., Pepe, A., Turrini, A., Cristani, C., Bonini, P., Cirino, V.,
Colosimo, F., Ruzzi, M., & Giovannetti, M. (2019). Bacteria associated with a
commercial mycorrhizal inoculum: Community composition and multifunctional
activity as assessed by Illumina sequencing and culture-dependent tools. Frontiers in
Plant Science, 9, 1956. https://doi.org/10.3389/1pls.2018.01956

Ahmad, H. M., Fiaz, S., Hafeez, S., Zahra, S., Shah, A. N., Gul, B., Aziz, O., Mahmood,
U. R, Fakhar, A., Rafique, M., Chen, Y., Yang, S. H., & Wang, X. (2022). Plant
growth-promoting rhizobacteria eliminate the effect of drought stress in plants: A
review. Frontiers in Plant Science, 13, 875774.
https://doi.org/10.3389/1pls.2022.875774

Akhtar, S. S., Amby, D. B., Hegelund, J. N., Fimognari, L., GroBkinsky, D. K.,
Westergaard, J. C., Miiller, R., Moelbak, L., Liu, F., & Roitsch, T. (2020). Bacillus

licheniformis FMCHOO1 increases water use efficiency via growth stimulation in



84

both normal and drought conditions. Frontiers in Plant Science, 11, 297.
https://doi.org/10.3389/1pls.2020.00297

Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W., & Lipman, D. J. (1990). Basic local
alignment search tool. Journal of Molecular Biology, 215(3), 403-410.
https://doi.org/10.1016/S0022-2836(05)80360-2

Aratjo, V. L. V. P, Fracetto, G. G. M., Silva, A. M. M., Pereira, A. P. A., Freitas, C. C.
G., Barros, F. M. R., Santana, M. C., Feiler, H. P., Matteoli, F. P., Fracetto, F. J. C.,
& Cardoso, E. J. B. N. (2023). Potential of growth-promoting bacteria in maize (Zea
mays L.) varies according to soil moisture. Microbiological Research, 271, 127352.
https://doi.org/10.1016/j.micres.2023.127352

Barrs, H. D., & Weatherley, P. E. (1962). A re-examination of the relative turgidity
technique for estimating water deficits in leaves. Australian Journal of Biological
Sciences, 15(3), 413-428. https://doi.org/10.1071/B19620413

Batista, P. F., Miiller, C., Merchant, A., Fuentes, D., Silva-Filho, R. O., da Silva, F. B.,
& Costa, A. C. (2020). Biochemical and physiological impacts of zinc sulphate,
potassium phosphite and hydrogen sulphide in mitigating stress conditions in
soybean. Physiologia Plantarum, 168(2), 456-472.
https://doi.org/10.1111/ppl.13034

Catuchi, T., Soratto, R. P., Francisquini Junior, A., Aranda, E. A., Guidorizzi, F. V. C.,
& Tiritan, C. S. (2017). Nitrogen management, nitrogen use efficiency, and seed
yield and quality of creeping signalgrass. Crop Science, 57(5), 2865-2874.
https://doi.org/10.2135/cropsci2017.02.0096

Chandra, D., Srivastava, R., Gupta, V. V. S. R., Sharma, A. K., Singh, N., Sharma, P.,
Prabha, R., & Sharma, J. P. (2019). Field performance of bacterial inoculants to
alleviate water stress effects in wheat (7riticum aestivum L.). Plant and Soil, 441,
261-281. https://doi.org/10.1007/s11104-019-04115-9

Chen, Z., Zhong, W., Zhou, Y., Ji, P., Wan, Y., Shi, S., Yang, Z., Gong, Y., Mu, F., &
Chen, S. (2022). Integrative analysis of metabolome and transcriptome reveals the
improvements of seed quality in vegetable soybean (Glycine max (L.) Merr.).
Phytochemistry, 200, 113216. https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2022.113216

Cheng, H.-Q., Zou, Y.-N., Wu, Q.-S., & Kuca, K. (2021). Arbuscular mycorrhizal fungi

alleviate drought stress in trifoliate orange by regulating H-ATPase activity and



85

gene expression. Frontiers in Plant Science, 12, 659694.
https://doi.org/10.3389/1pls.2021.659694

CONAB (2026). Acompanhamento da safra brasileira: Grdos (Soja). Portal de
Informagdes  Agropecudrias: Companhia Nacional de  Abastecimento.
https://portaldeinformacoes.conab.gov.br/safra-serie-historica-graos.html Accessed
on May 10, 2026.

Darriba, D., Taboada, G. L., Doallo, R., & Posada, D. (2012). jModelTest 2: More
models, new heuristics and parallel computing. Nature Methods, 9(8), 772.
https://doi.org/10.1038/nmeth.2109

De Lima-Naoe, A. M., Mucci-Peluzio, J., Torquato-Tavares, A., Aragjo e Silva, R,
Reina, E., & Koshy-Naoe, L. (2022). Performance of soybean cultivars under
drought stress and sowing seasons in Brazilian Savannah. Agro Productividad, 15(4),
95-102. https://doi.org/10.32854/agrop.v1514.2138

Elhaissoufi, W., Ghoulam, C., Barakat, A., Zeroual, Y., & Bargaz, A. (2022). Phosphate
bacterial solubilization: A key rhizosphere driving force enabling higher P use
efficiency and crop productivity. Journal of Advanced Research, 38, 13-28.
https://doi.org/10.1016/j.jare.2021.08.014

Paiva, A. P. L, Magalhaes, P. C., Carvalho, L. P., Jales, H. F., Gomes Junior, C.C., Lana,
Ubiraci, G. P., & Marriel, 1. E. (2021). Azospirillum brasilense para mitigagdo do
estresse hidrico no sorgo BRS 332 submetido a diferentes doses de nitrogénio.
Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 224: Embrapa Milho e Sorgo. Available at:
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/bitstream/doc/1131684/1/Boletim-
224 .pdf. Accessed on May 10, 2026.

FAO. (2026). Production Tremds — Soybeans. Food and Agriculture Organization of the
United  Nations. U.S.  Department of  Agriculture.  Available at:
https://www.fas.usda.gov/data/production/2222000. Accessed on May 10, 2026.

Fernandes, L. dos S. (2022). Efeito da aplica¢do de microorganismos promotores de
crescimento no milho (Zea mays L.) safrinha em condigoes de Cerrado [Dissertacao
de mestrado, Universidade Estadual de Goids]. 37p. Available at:
https://repositorio.ueg.br/jspui/handle/riueg/2620. Accessed on May 10, 2026.

Fukami, J., Cerezini, P., & Hungria, M. (2018). Azospirillum: benefits that go far beyond
biological nitrogen fixation. AMB Express, 8, 73. https://doi.org/10.1186/s13568-
018-0608-1


https://portaldeinformacoes.conab.gov.br/safra-serie-historica-graos.html

86

Hungria, M., Campo, R. J., Souza, E. M., & Pedrosa, F. O. (2010). Inoculation with
selected strains of Azospirillum brasilense and A. lipoferum improves yields of maize
and wheat in Brazil. Plant and Soil, 331, 413—425. https://doi.org/10.1007/s11104-
009-0262-0

Hungria, M., Nogueira, M. A., & Araujo, R. S. (2015). Soybean seed co-inoculation with
Bradyrhizobium canariense and Azospirillum brasilense: A new biotechnological
tool to improve yield and sustainability. American Journal of Plant Sciences, 6(6),
811-817. https://doi.org/10.4236/ajps.2015.66087

Khan, M. A., Asaf, S., Khan, A. L., Jan, R., Kang, S.-M., Kim, K.-M., & Lee, 1.-J. (2020).
Thermotolerance effect of plant growth-promoting Bacillus cereus SA1 on soybean
during heat stress. BMC Microbiology, 20, 175. https://doi.org/10.1186/s12866-020-
01822-7

Khoso, M. A., Wagan, S., Alam, ., Hussain, A., Ali, Q., Saha, S., Poudel, T. R.,
Manghwar, H., & Liu, F. (2024). Impact of plant growth-promoting rhizobacteria
(PGPR) on plant nutrition and root characteristics: Current perspective. Plant Stress,
11,100341. https://doi.org/10.1016/j.stress.2023.100341

Kumar, S., Stecher, G., Suleski, M., Sanderford, M., Sharma, S., & Tamura, K. (2024).
MEGA12: Molecular evolutionary genetic analysis version 12 for adaptive and green
computing. Molecular Biology and Evolution, 41(12), 1-9.
https://doi.org/10.1093/molbev/msae263

Magalhaes, S. P., Silva, F. G., Cordovil, H. P. L., Tenorio, A. N. R. S, Silva, J. M.,
Suassuna, J. F., Bernardo, A. M. G., & Oliveira, C. M. (2024). Bactérias promotoras
de crescimento vegetal na atenuacao de estresse salino e déficit hidrico na agricultura.
Contribuciones a las Ciencias Sociales, 17, 7761.
https://doi.org/10.55905/revconv.17n.6-284

MapBiomas. (2024). Pasture, soybean and sugar cane occupy 77% of agriculture area in
Brazil: MapBiomas' unprecedented survey reveals the dynamics of agricultural
expansion in  Brazil over the last 39 years. Available at:
https://brasil.mapbiomas.org/en/2024/12/06/pastagem-soja-e-cana-ocupam-77-da-
area-de-agropecuaria-no-brasil/ Accessed on May 10, 2026.

Murphy, J., & Riley, J. P. (1962). A modified single solution method for determination
of phosphate in natural waters. Analytica Chimica Acta, 27, 31-36.
https://doi.org/10.1016/S0003-2670(00)88444-5



87

Pereira, E. J. (2022). Germinagdo e crescimento inicial de tomate cereja comum
inoculado com Bacillus subtilis e Burkholderia seminalis [Trabalho de conclusao de
curso, Instituto Federal Goiano], 28p. Available at:
https://repositorio.ifgoiano.edu.br/handle/prefix/3065. Accessed on December 8,
2025.

Pereira, S. I. A., Abreu, D., Moreira, H., Vega, A., & Castro, P. M. L. (2020). Plant
growth-promoting rhizobacteria (PGPR) improve the growth and nutrient use
efficiency in maize (Zea mays L.) under water deficit conditions. Heliyon, 6(10),
€05106. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2020.e05106

Ronen, R., & Galun, M. (1984). Pigment extraction from lichens with dimethyl sulfoxide
(DMSO) and estimation of chlorophyll degradation. Environmental and
Experimental ~ Botany, 24(3), 239-245. https://doi.org/10.1016/0098-
8472(84)90004-2

Ronquist, F., Teslenko, M., van der Mark, P., Ayres, D. L., Darling, A., Hohna, S., Larget,
B., Liu, L., Suchard, M. A., & Huelsenbeck, J. P. (2012). MrBayes 3.2: Efficient
Bayesian phylogenetic inference and model choice across a large model space.
Systematic Biology, 61(3), 539-542. https://doi.org/10.1093/sysbio/sys029

Roriz, M., Pereira, S. 1. A., Castro, P. M. L., Carvalho, S. M. P., & Vasconcelos, M. W.
(2023). Impact of soybean-associated plant growth-promoting bacteria on plant
growth modulation under alkaline soil conditions. Heliyon, 9(5), e14620.
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2023.e14620

Salvagiotti, F., Cassman, K. G., Specht, J. E., Walters, D. T., Weiss, A., & Dobermann,
A. (2008). Nitrogen uptake, fixation and response to fertilizer N in soybeans: A
review. Field Crops Research, 108(1), 1-13.
https://doi.org/10.1016/j.fcr.2008.03.001

Sanger, F., Nicklen, S., & Coulson, A. R. (1977). DNA sequencing with chain-
terminating inhibitors. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 74(12), 5463-5467.
https://doi.org/10.1073/pnas.74.12.5463

Santos, H. S. N., Ribeiro, R. C. F., David, A. M. de S., Santos Neto, J. A. dos, Xavier, A.
A., & Santos, J. R. P. (2025). ACC deaminase-producing bacteria mitigate water
deficit in tomato seeds. Journal of Seed Science, 47, €202547013.
https://doi.org/10.1590/2317-1545v47292543



88

Schmitz, A., & Riesner, D. (2006). Purification of nucleic acids by selective precipitation
with polyethylene glycol 6000. Analytical Biochemistry, 354(2), 311-313.
https://doi.org/10.1016/j.ab.2006.03.014

Sievers, F., Wilm, A., Dineen, D., Gibson, T. J., Karplus, K., Li, W., Lopez, R.,
McWilliam, H., Remmert, M., S6ding, J., Thompson, J. D., & Higgins, D. G. (2011).
Fast, scalable generation of high-quality protein multiple sequence alignments using
Clustal Omega. Molecular  Systems  Biology, 7, MSB201175.
https://doi.org/10.1038/msb.2011.75

Silva, A. C. B. da, Oliveira, F. G., & Braga, R. N. da F. G. P. (2023). Yield prediction in
banana (Musa sp.) using STELLA model. Acta Scientiarum. Agronomy, 45(1),
€58947. https://doi.org/10.4025/actasciagron.v45i1.58947

Silva, C. F., Vitorino, L. C., Mendonca, M. A. C., Araujo, W. L., Dourado, M. N.,
Albuquerque, L. C., Soares, M. A., & Souchie, E. L. (2020). Screening of plant
growth-promoting endophytic bacteria from the roots of the medicinal plant Aloe
vera. South African Journal of Botany, 134, 3-16.
https://doi.org/10.1016/j.sajb.2019.09.019

Su, F., Zhao, B., Dhondt-Cordelier, S., & Vaillant-Gaveau, N. (2024). Plant-growth-
promoting rhizobacteria modulate carbohydrate metabolism in connection with host
plant defense mechanism. International Journal of Molecular Sciences, 25(3), 1465.
https://doi.org/10.3390/1jms25031465

Sun, L., Yang, Y., Wang, R., Li, S., Qiu, Y., Lei, P., & Gao, J., Xu, H., Zhang, F., & Lv,
Y. (2020). Effects of exopolysaccharide derived from Pantoea alhagi NX-11 on
drought resistance of rice and its efficient fermentation preparation. International
Journal of Biological Macromolecules, 162, 946-955.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.06.199

Vishnupradeep, R., Bruno, L. B., Taj, Z., Karthik, C., Challabathula, D., Tripti, Kumar,
A., Freitas, H., & Rajkumar, M. (2022). Plant growth promoting bacteria improve
growth and phytostabilization potential of Zea mays under chromium and drought
stress by altering photosynthetic and antioxidant responses. Environmental
Technology & Innovation, 25, 102154. https://doi.org/10.1016/j.eti.2021.102154

Weisburg, W. G., Barns, S. M., Pelletier, D. A., & Lane, D. J. (1991). 16S ribosomal
DNA amplification for phylogenetic study. Journal of Bacteriology, 173(2), 697—
703. https://doi.org/10.1128/jb.173.2.697-703.1991



89

Wellburn, A. R. (1994). The spectral determination of chlorophylls a and b, as well as
total carotenoids, using various solvents with spectrophotometers of different
resolution. Journal of  Plant Physiology, 144(3), 307-313.
https://doi.org/10.1016/S0176-1617(11)81192-2

Woo, O.-G., Kim, H., Kim, J.-S., Keum, H. L., Lee, K.-C., Sul, W.J., & Lee, J.-H. (2020).
Bacillus subtilis strain GOT9 confers enhanced tolerance to drought and salt stresses
in Arabidopsis thaliana and Brassica campestris. Plant Physiology and

Biochemistry, 148, 359-367. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2020.01.032

14. CONCLUSAO GERAL

Diante do uso crescente de microrganismos na agricultura e a busca pela
sustentabilidade, busca-se cada vez mais novas cepas capazes de sobreviver a
adversidades e associar-se a grandes culturas que tragam rentabilidade ao produtor. Neste
estudo, resultados obtidos demonstram que tem cepas nativas do cerrado que sdo capazes
de auxiliar as plantas a absorver mais nutrientes, suportarem déficit hidrico e serem tao
eficazes quanto cepas comerciais. As cepas Bradyrhizobium canariense (547),
Pseudomonas nitroreducens (660) and Ralstonia sp. (905) mostraram-se eficazes em
auxiliar as plantas a aprimorar os processos de trocas gasosas, as duas ultimas inoculadas
em plantas sob déficit hidrico, mostrando potencial para aprimorar o desenvolvimento

das plantas e para que novos estudos sejam realizados.
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