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RESUMO

PAIVA, Igor de Oliveira; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; outubro de 2025; ENCAPSULACAO DE Herbaspirillum
seropedicae EM ALGINATO PROMOVE SUA SOBREVIVENCIA E
EFICIENCIA DE INOCULACAO EM MILHO; Orientador: Prof.° Ph.D.
Luciano Pasqualoto Canellas.

A intensificacdo da agricultura moderna exige alternativas biotecnolégicas
que conciliem o aumento de produtividade e a sustentabilidade. O uso
combinado de bactérias promotoras do crescimento vegetal e substancias
humicas apresenta potencial elevado para a promocdo da qualidade
biolégica do solo. Contudo, os microrganismos selecionados em laboratorio
sdo suscetiveis a perda prematura de sua atividade biolégica. Manter a
viabilidade, preservar a sobrevivéncia e facilitar a aplicacdo e a adaptagao
microbiana ao ambiente sdo fungdes importantes que podem determinar o
sucesso do funcionamento de um agente biolégico. A encapsulagdo com
alginato vem sendo considerada uma solucéao eficaz para promover protegao
e garantir a liberacdo gradual dos microrganismos. O objetivo deste estudo
consistiu em encapsular a bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe
RAM10 em alginato de sédio enriquecido com concentragdes crescentes de
substancias humicas (0, 50, 100 e 150 mg C L") para avaliar a taxa de
sobrevivéncia do microrganismo durante nove meses de armazenamento. A
encapsulacéo foi realizada pelo método de gelificagdo ibnica da matriz
polimérica oriunda do alginato, utilizando CaCl, como agente reticulante.
Apo6s 180 dias de armazenamento, as capsulas foram aplicadas em dois
solos com caracteristicas contrastantes (argiloso x arenoso), e o crescimento
inicial de plantulas de milho e a colonizagao radicular pelo microrganismo
foram avaliados, assim como alguns indicadores do metabolismo, entre os
quais a atividade das enzimas nitrato redutase e malato desidrogenase e os
niveis de expressao génica dos genes ZmNR (Redutase do Nitrato),
ZmNAR?Z2 (Assimilagao de Nitrato Relacionada 2), ZmNTR1.2 (Transportador
de Nitrato 1.2), ZmMDH2 (Malato Desidrogenase 2) e ZmMHAZ2 (H*-ATPase
2). Os resultados revelaram que, aos 270 dias de armazenamento em
temperatura ambiente, as capsulas mantiveram populagdes viaveis de

aproximadamente 10* UFC g, com taxas de sobrevivéncia entre 48,0% e
X



58,2%, sendo a maior taxa obtida em Hbs-150. A inoculagao via solo com as
capsulas resultou em colonizacdo intensa das raizes de milho,
principalmente na zona préxima ao meristema apical (coifa) e zona de
emergéncia de raizes laterais, bem como nas jungdes celulares das células
epidérmicas. A analise metabdlica da atividade enzimatica demonstrou que
as bactérias em associagdo com as substancias humicas promoveram
significativamente a atividade da nitrato redutase e da malato desidrogenase
nas folhas de milho para ambos os solos. Ja em nivel molecular, em relagéo
ao controle nao inoculado, a inoculacdo das capsulas estimulou a
transcricdo diferencial de todos os genes avaliados, com destaque para
ZmMHAZ2, gene que codifica a sintese da enzima H*-ATPase da membrana
plasmatica. Esses resultados demonstraram que a encapsulagédo de
bactérias promotoras do crescimento vegetal em alginato suplementado com
substancias humicas é uma estratégia eficiente para manter a viabilidade
bacteriana durante o armazenamento em condi¢ées ambiente, assegurando
a colonizagao radicular e promovendo processos fisiolégicos e moleculares

nas plantas.
Palavras-chave: Bactérias promotoras do crescimento vegetal, substancias

humicas, colonizagao de raizes, atividade enzimatica, sinalizacdo molecular,

inoculante microbiano.
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ABSTRACT

PAIVA; Igor de Oliveira; M.Sc.; State University of Northern Fluminense
Darcy Ribeiro; October 2025, ENCAPSULATION OF Herbaspirillum
seropedicae  IN ALGINATE PROMOTES ITS SURVIVAL AND
INOCULATION EFFICIENCY IN MAIZE; Adviser: Prof.° Ph.D. Luciano
Pasqualoto Canellas.

The intensification of modern agriculture demands biotechnological
alternatives capable of reconciling increased productivity with sustainability.
The combined use of plant growth—promoting bacteria and humic substances
has high potential for enhancing soil biological quality. However,
microorganisms selected under laboratory conditions are susceptible to
premature loss of biological activity. Maintaining viability, preserving survival,
and facilitating microbial application and adaptation to the environment are
crucial functions that can determine the success of a biological agent.
Encapsulation with alginate has been considered an effective strategy to
ensure microbial protection and gradual release. The objective of this study
was to encapsulate the bacterium Herbaspirillum seropedicae strain RAM10
in sodium alginate supplemented with increasing concentrations of humic
substances (0, 50, 100 and 150 mg C L™) in order to assess microbial
survival rates during nine months of storage. Encapsulation was conducted
via ionic gelation of the polymer matrix derived from alginate using CaCl, as
a crosslinking agent. After 180 days of storage, the capsules were applied to
two contrasting soils (clayey and sandy), and early maize seedling growth
and root colonization were evaluated, along with metabolic indicators such as
nitrate reductase and malate dehydrogenase enzymatic activities, and the
transcription levels of the genes ZmNR (Nitrate Reductase), ZmNARZ2
(Nitrate Assimilation Related 2), ZmNTR1.2 (Nitrate Transporter 1.2),
ZmMDH2 (Malate Dehydrogenase 2), and ZmMHAZ2 (H*-ATPase 2). Results
showed that after 270 days of storage at room temperature, the capsules
maintained viable bacterial populations of approximately 10* CFU g™, with
survival rates ranging from 48.0% to 58.2%, with the highest value obtained
in Hbs-150. Soil inoculation via capsules resulted in intense maize root

colonization, especially in the region near the apical meristem (root cap), in
Xl



the lateral root emergence zone, and at epidermal cell junctions. Metabolic
analysis showed that the bacteria combined with humic substances
significantly increased nitrate reductase and malate dehydrogenase activities
in maize leaves in both soils. At the molecular level, relative to the non-
inoculated control, capsule inoculation induced differential transcription of all
evaluated genes, particularly ZmMHA2, which encodes the membrane H*-
ATPase. Altogether, the findings demonstrate that encapsulation of plant
growth—promoting bacteria in alginate supplemented with humic substances
is an efficient strategy to maintain bacterial viability during storage under
ambient conditions, ensuring root colonization and promoting both

physiological and molecular processes in plants.

Keywords: Plant growth-promoting bacteria, humic substances, root

colonization, enzymatic activity, molecular signaling, Microbial inoculant.
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INTRODUGAO

Com a crescente urbanizagao e industrializacdo, tornam-se mais evidentes
os impactos das alteragdes climaticas. Estimativas sugerem que até 2050 a
producdo mundial de alimentos devera aumentar cerca de 70% sem
provocar danos adicionais ao meio ambiente (Panpatte et al., 2017).
Contudo, a atividade agricola atual, caracterizada pelo uso intenso do solo e
de insumos quimicos, pela ineficiéncia na utilizagdo de nutrientes e pela
degradagéao e diminuigdo do conteudo de matéria organica do solo, contribui
para a estagnacao dos rendimentos de produgcdo e para o rapido
esgotamento energético e dos recursos disponiveis. A sustentabilidade da
agricultura moderna, portanto, demanda grande atengao (Vejan et al., 2019).
O desenvolvimento de biotecnologias associadas ao uso de bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BPCV) pode ser eficaz nesse contexto.
As BPCV operam por meio de diversos mecanismos para promover o
crescimento vegetal, incluindo a fixacdo biolégica de nitrogénio, a
solubilizacdo de macro e micronutrientes em formas pouco disponiveis, a
producao de varios fitohorménios e a inducao de resisténcia a doengas nas
plantas, favorecendo, assim, o crescimento radicular, a absor¢ao de agua e
nutrientes e a atenuagdo de doengas causadas por patégenos (Dobbelaere
et al., 2001; Rodriguez et al., 2006; Spaepen et al., 2007; Pedraza, 2008;
Zaidi et al., 2009; Glick, 2012; Armada et al., 2014; Vejan et al., 2016).

As BPCV constituem um amplo conjunto de bactérias pertencentes a
diferentes géneros e espécies nado patogénicas de bactérias, colonizadoras
dos espacos intercelulares da planta hospedeira e da superficie proxima a
raiz e a folha das plantas (rizosfera e filosfera) onde a presenca de
exsudados, tais como acidos organicos, aminoacidos, acucares e
metabdlitos secundarios, atua como sinalizadores atrativos ou
antimicrobianos e como fonte de nutrientes para a sobrevivéncia microbiana
ali presente (Luz, 1996; Jones et al., 1998; Burdman et al., 2000).

Contudo, aplicar células de BPCV altamente eficientes e selecionadas em
laboratério diretamente no filoplano ou na rizosfera e, ao mesmo tempo,

alcancgar resultados significativos na promog¢ao do crescimento das plantas
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nao é uma tarefa simples, pois esses microrganismos sdo suscetiveis a
perda prematura de sua atividade bioldgica devido a diversos fatores
impostos pelo ambiente, tais como radiacdo UV, flutuacdo de pH,
temperatura, umidade, predag¢ao da microbiota nativa e estresse salino (Wu
et al., 2012; Spence e Bais, 2013; Thapa e Prasanna, 2018), além da
competigdo por recursos escassos com o microbioma ja adaptado.

A inconsisténcia de resultados com a aplicagdo de inoculantes em plantas
nao leguminosas refletida na falta de reprodutibilidade no campo dos
resultados observados em condi¢des de laboratério ou em casa de
vegetacdo (Hossain et al., 2023; Bhattacharjee et al., 2023), n&o pode ser
atribuida somente as estirpes usadas que sao altamente eficientes para os
processos pelos quais foram selecionadas, mas também a multiplos fatores
que atuam simultaneamente como alta competitividade natural no ambiente,
perda de \viabilidade do microrganismo selecionado durante o
processamento, armazenamento ou mesmo durante a administragdo do
tratamento. Além disso, ha ainda a instabilidade na formulagéo ou a falta de
métodos adequados para armazenar 0s microrganismos sem prejudicar
suas interagdes microbianas ou pela gestdo dos tratos culturais que
modificam as interacbes dos microrganismos com o ambiente (Vassilev et
al., 2020; French et al., 2021; Daisley et al., 2022).

Frente aos desafios da ado¢cdo de BPCV na agricultura, a busca por
estratégias para aumentar a sobrevivéncia de células bacterianas viaveis
durante o armazenamento e aplicagcdo € um objetivo necessario para
assegurar a protecao eficaz dos inoculantes microbianos no solo e obter
resultados positivos na inoculagdo das plantas (Vassilev et al., 2001). Uma
alternativa promissora, mas ainda pouco estudada, € a encapsulagao
(macro-, micro- ou nanoencapsulagdo) dos microrganismos em diferentes
matrizes, como polimeros naturais ou sintéticos, ceras, gomas, gorduras e
carboidratos (Jiménez-Arias et al., 2020; Saberi Riseh et al., 2021; Scott-
Fordsmand et al., 2022; Rojas-Sanchez et al., 2022). Entre essas matrizes,
destaca-se o alginato de sddio, um polimero natural composto por acido 3
(1-4) D-manurdnico e acido a (1-4) L-gulurénico, extraido a partir da digestao
das folhas de algas marrons ou da superficie de algumas bactérias (Hay et
al., 2010; Nehra e Choudhary, 2015).
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A encapsulacdo de BPCV em alginato de soédio pode favorecer a
armazenagem a seco em temperatura ambiente por periodos prolongados,
promover a liberagdo gradual de células bacterianas no solo durante a
degradacao do polimero concomitante com a germinagao e emergéncia das
plantulas, proteger as células bacterianas contra estresses abioticos e
possibilitar a adigdo de nutrientes na tentativa de prolongamento da vida util
das bactérias ajudando-as a se adaptarem efetivamente ao ambiente sem
causar perturbacdes significativas ao ecossistema (Bashan et al., 2014;
Vassilev et al., 2015; Zago et al., 2019).

Para melhorar a sobrevivéncia, favorecer a adaptacdo e colonizacdo das
bactérias e estimular o crescimento e a atividade microbiana, a
suplementagao com substancias humicas (SH) pode ser usada como aditivo
na encapsulagcdo de BPCV (Rekha et al., 2007). Diferentes pesquisadores
constataram que plantas tratadas com SH apresentaram aumento
expressivo na produgao de exsudados e na concentragcdo de compostos
labeis na rizosfera (Puglisi et al., 2009; Canellas e Olivares, 2017; Canellas
et al., 2019) contribuindo para atragdo microbiana, que, por sua vez, pode
promover o desenvolvimento radicular, bem como, a absorcédo de nutrientes
e a colonizacdo do hospedeiro bacteriano (Canellas e Olivares, 2014;
Canellas et al., 2015a; Olivares et al., 2017). No entanto, para tornar viavel
esse processo biotecnoldgico inovativo é preciso entender os efeitos da
combinagao entre polimero, aditivo (SH) e microrganismos, bem como
avaliar os processos de sua degradacdo no solo. Isso € essencial para
compreender como a microbiota do solo e das plantas é afetada pelos
derivados do polimero e aditivo que compdem a formulagdo de produtos de
base microbiana (Vassilev et al., 2020).

Esse estudo foi baseado na hipotese de que a encapsulacdo de BPCV em
alginato de sédio suplementado com SH pode fornecer um microambiente
mais favoravel a adaptacdo e sobrevivéncia das bactérias durante o
armazenamento em prateleira e no solo no qual serdo aplicadas,
promovendo a liberagcdo lenta e gradual do microrganismo. Com isso, o
presente estudo teve como objetivo encapsular a bactéria Herbaspirillum
seropedicae estirpe RAM10 em alginato de sédio enriquecido com diferentes

concentracdes de substancias humicas para avaliar a taxa de sobrevivéncia
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do microrganismo encapsulado durante o armazenamento e apds a
aplicagcdo no solo. Desse modo, buscou-se produzir capsulas de alginado
enriquecidas com substancias humicas em doses crescentes de 0, 50, 100 e
150 mg C L para conter BPCV e avaliar a taxa de sobrevivéncia das células
bacterianas encapsuladas submetidas ao armazenamento a temperatura
ambiente por 9 meses. Os efeitos desse produto aplicado ao solo no
crescimento e no metabolismo primario de plantulas de milho também foram

avaliados.
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REVISAO DE LITERATURA

Bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV)

Em um ecossistema complexo, naturalmente as plantas interagem com uma
gama diversificada de microrganismos, interagées que podem ser benéficas,
neutras ou prejudiciais a planta (Oldroyd, 2013; do Amaral et al., 2016). A
utilizacdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) ganha
destaque crescente por agrupar uma série de microrganismos que possuem
a capacidade de estabelecer relagbes benéficas simbiodticas, associativas ou
nao com as plantas, colonizando a superficie da raiz ou os espacgos
intercelulares, contribuindo para o crescimento vegetal, a elevagdo da
producao e a tolerancia a estresses (Glick, 2012; do Amaral, et al., 2014).

A eficacia comprovada dos inoculantes microbianos para o aumento da
produtividade agricola tem impulsionado significativamente a expansdo do
mercado global do segmento, que cresce a uma taxa estimada de 10% ao
ano. Em termos financeiros, o valor desse mercado é projetado em US$ 3,72
bilhdes em 2025, podendo alcangar US$ 5,97 bilhdes até 2030. A América
do Norte lidera o setor, representando cerca de 35% do mercado global
(US$ 1,3 bilhdo), seguida pela Europa (US$ 1,14 bilhdo), Asia-Pacifico (US$
0,61 bilhdo), Africa (US$ 0,25 bilhdo) e América do Sul (US$ 0,22 bilhzo),
sendo a Argentina 0 maior mercado dessa regido, seguida pelo Brasil
(Mordor Intelligence, 2025). No Brasil, segundo dados da Associacao
Nacional de Produtores e Importadores de Inoculantes (ANPII Bio, 2025),
foram comercializados, em 2024, cerca de 206 milhdes de doses de
inoculantes, resultando em um volume de vendas de aproximadamente R$
528 milhoes.

No Brasil, espécies do género Bradyrhizobium e Rhizobium sao exemplos
emblematicos da importancia do insumo biolégico para a economia do pais,
contudo, esses microrganismos atendem apenas as plantas leguminosas, as
quais sao capazes de realizar uma interagdo simbidtica com o organismo.

Para atender as plantas ndo leguminosas de grande importancia para
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alimentagdo humana e produgado de bioenergia diversos géneros de BPCV
estdo descritos, incluindo: Azoarcus, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia,
Citrobacter, Enterobacter, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Klebsiella e
Pseudomonas (Adesemoye et al., 2009; Hungria et al., 2010; Videira et al.,
2012; Olivares et al., 2017). Essas bactérias modificam o padrdo de
estabelecimento das raizes e estimulam o crescimento da planta a partir de
diferentes mecanismos, apresentando um papel importante no
desenvolvimento de uma agricultura mais sustentavel (Rivera-Cruz et al.,
2008; Schoebitz et al., 2009; Bhattacharyya e Jha, 2012).

Os mecanismos de promocédo do crescimento vegetal disparados pelas
BPCV estdo sendo estudados, porém uma grande parte deles € bem
conhecida. A producéo de fitohormbnios e enzimas essenciais, a redugao
dos niveis de etileno na raiz durante o desenvolvimento da planta pela
producdo da 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase (ACCd),
inducdo de resisténcia sistémica contra patdgenos e nematoides,
solubilizacdo de macro e micronutrientes encontrados em formas insoluveis
no solo, fixagdo bioldgica de nitrogénio, formacéo de biofiime sobre a raiz
que aumenta a hidratacdo e nutricdo da planta, sdo alguns desses
mecanismos (Glick, 2005; Pedraza, 2008; Yang et al., 2009; Glick, 2012;
Timmusk et al., 2014; Souza et al., 2015).

A forma como as BPCV colonizam as plantas pode variar de acordo com as
caracteristicas do microrganismo e da planta envolvida na associagao.
Muitos dos géneros bacterianos isolados e utilizados para inoculagdo em
Poaceaes sao classificados como associativos e/ou endofiticos (Dobereiner
et al., 1995). As BPCV de natureza associativa, como Azospirillum lipoferum,
A. brasilense e Azotobacter sp. colonizam as superficies externas das raizes
(rizoplano), mais especificamente nos pelos radiculares, zonas de elongagéo
e regides de fissuras formadas durante a formacado das raizes laterais
(Carvalho et al., 2014, 2016). Por sua vez, as BPCV endofiticas, como
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum spp., Burkholderia spp. e
algumas estirpes de A. brasilense, exploram os tecidos internos das raizes,
como cilindro vascular e xilema, colonizando os espacos intercelulares e o

apoplasto nos quais, em alguns casos, podem ser translocadas para outras
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partes da planta através do xilema (Dobereiner et al. 1995; Reinhold-Hurek e
Hurek, 2011; Carvalho et al., 2014).

A adesdo das BPCV as plantas ocorre, em grande parte, por meio de
interacbes apolares, predominantemente em monocamada, podendo
envolver estruturas fibrilares que permitem a bactéria se ancorar as células
vegetais ou, ainda, pela formacédo de pequenos agregados embebidos em
mucigel que as aderem sobre a estrutura da planta (Berg et al., 1979; Umali-
Garcia et al., 1980; Olivares et al., 1997). De modo geral, diferentemente de
fungos, as BPCV (com excecdo do género Rhizobium e correlatas) nao
apresentam penetragdo ativa, ou seja, ndo sinalizam para produgdo de
estruturas de fixacdo especializadas, como apressoérios ou “pegs’ de
penetracdo, que lhes conferem a capacidade de exercer forga mecanica ou
pressao fisica suficiente para transpor barreiras como a parede celular e o
turgor da planta, impossibilitando sua penetragdo em células epidérmicas
intactas (Goodman, 1982). Em decorréncia disso, as BPCV penetram de
modo passivo por meio de aberturas naturais ou ferimentos nas diferentes
estruturas do hospedeiro. Nas raizes, as principais formas de penetracao
sao lenticelas, feridas devido a abrasdo com o solo durante o processo de
crescimento radicular e por regides de emergéncia de raizes laterais que
rompem a camada de células epidérmicas (Olivares et al, 1997).

Os inoculantes formulados com BPCV possuem potencial elevado para
promocéo da producgdo agricola, contudo sdo suscetiveis a influéncia de
fatores externos, exigindo uma abordagem especifica para o
armazenamento, conservacgao e aplicagdao a fim de prevenir a degradacéao
prematura e a perda de sua viabilidade quando fornecidos as plantas
(Campos et al., 2023). Nesse sentido, a inoculacdo e a preservagdo do
in6culo sdo importantes uma vez que essas bactérias utilizam aberturas
naturais nas plantas para iniciarem o processo de colonizagao
permanecendo por um determinado tempo no ambiente de aplicagao
estando sujeitas a disputa competitiva por recursos limitados no solo (agua e
nutrientes), a predagédo por outros microrganismos, ao estresse salino e a
flutuacdo de temperatura, pH, umidade, radiacdo que pode diminuir a vida
util e reduzir as chances de colonizagao do hospedeiro-alvo (Wu et al., 2012;

Spence e Bais, 2013; Thapa e Prasanna, 2018). Com isso, novos veiculos
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para entrega de BPCV as culturas precisam ser desenvolvidos de modo que
proporcionem melhor aplicagdo, maior sobrevivéncia das estirpes e que
preservem a eficiéncia do microrganismo para alcangar melhores resultados

de promogao do crescimento das plantas em condi¢gdes de campo.

Encapsulagao de BPCV

As técnicas de encapsulacdo vém sendo desenvolvidas ha mais de 50 anos
e consistem na obtencao de capsulas que envolvem, aprisionam, recobrem,
revestem ou empacotam diferentes tipos de materiais, entre eles BPCV,
conferindo uma forma de protecdo quando s&o introduzidas no solo,
assegurando a liberagdo gradual e prolongada (Bashan, 1986; Kim et al.,
2012). A aplicagdo desse método tende a promover um ambiente
microscépico mais propicio ao microrganismo. Com isso, espera-se diminuir
a perda de viabilidade durante o armazenamento e aplicagdo, minimizando a
biodegradacdo prematura do microrganismo. Além disso, pode permitir a
liberacdo gradual das células microbianas e contribuir para a reducédo da
competicdo com estirpes nativas do solo bem-adaptadas (Vassilev et al.,
2020).

A escolha do tipo de material da matriz e o processo metodolégico que seréo
utilizados para encapsulacdo tornam-se fundamentais para a eficacia do
produto. Existe uma grande variedade de matrizes transportadoras de
microrganismos que podem ser de origem natural (turfa, lignita, carvao
mineral, argila), sintéticas (poliacrilamida), orgénicas (carvdo vegetal,
biocarvao, compostos) ou biopolimeros (amido, alginato de sddio) (Le Corre
et al., 2010; Fasusi et al., 2021; Moradi Pour et al., 2022). Safari et al. (2020)
demonstraram que alguns tipos de matrizes tém a capacidade de
potencializar a agao do inoculante de BPCV, além de manter a viabilidade
bacteriana, cujas respostas variaram conforme a adaptacdo de cada
microrganismo utilizado. Em seu estudo, observou-se ainda que, entre os

diferentes carreadores utilizados na formulagédo de capsulas de alginato,
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aqueles compostos por nanoargila e carvao mineral foram os mais eficientes
na encapsulagao de Pseudomonas putida e P. kilonensis.

Na encapsulagdo de BPCV, destacam-se trés principais métodos: a técnica
de gelificacao i6nica (extruséo ou reticulagéo), emulsificagdo e secagem por
pulverizacao (Balla et al., 2022). A literatura cientifica descreve varias outras
técnicas de encapsulacdo por processos fisico-quimicos e novos métodos
de formulagdo continuam a ser desenvolvidos. Hudson e Margaritis (2013)
examinaram 20 técnicas para a fabricagdo de capsulas derivadas de
diferentes matrizes, cada uma com suas proprias aplicagdes, destacando
suas vantagens e desvantagens.

Especialmente sobre a técnica de gelificagao ibnica, metodologia adotada
neste trabalho, ela é globalmente utilizada, sendo amplamente reconhecida
por suas vantagens de apresentar baixos custos e procedimentos de
producdo mais simples, gerando microcapsulas com a introdugédo de uma
gota de solugdo ou suspensdo aquosa contendo o material ativo, que neste
caso sdo as BPCV e o alginato de sédio, em uma solugdo de cloreto de
calcio para a formagdo das capsulas (Lim e Sun, 1980; Vincekovi¢ et al.,
2017). Uma solugdo aquosa de alginato de sédio composta pelo consorcio
microbiano desejado € dispensada sobre uma solugdo que contém cations
divalentes, como o cloreto de calcio, na qual a goticula & solidificada,
resultando na formagao de um hidrogel por meio da interagéo entre a cadeia
polimérica de carga negativa do alginato de sédio e os cations Ca?* do
cloreto de calcio (Vemmer e Patel, 2013). As capsulas geradas nesse
processo sao uniformes com didmetro variavel de acordo com o tamanho da
agulha utilizada na saida do gotejador, sendo uma técnica adequada para
producdo de macro ou microencapsulados (Balla et al., 2022). Como
alternativa ao alginato de sddio, € possivel utilizar outros polimeros, tais
como derivados de pectina e goma guar, e para substituir o CaCl, pode ser
utilizado o gluconato de calcio, bario ou cobre (Vejan et al., 2019).
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Matriz de encapsulagao: alginatos

Alginato é um termo genérico que engloba sais e derivados do acido
alginico, um polissacarideo acido de alto peso molecular encontrado
naturalmente como sal insoluvel de calcio, sddio, potassio e magnésio nas
algas marrons das espécies Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum,
Lamaria hyperborea e L. Digitata (King, 1983). E composto por proporcdes
variaveis de residuos de acido urdnico, 3-D-manurdnico (M) e a-L-gulurdnico
(G), ligados entre o carbono 1 e 4, sendo essa composigdo dependente da
espécie de alga da qual o alginato é extraido (Fischer e Dorfel, 1955; King,
1983). No acido alginico, encontram-se arranjados em bloco de
homopolimero (MM e GG) ou em bloco de heteropolimero (MG), conforme

descrito por Haug et al. (1967) e mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Blocos repetitivos de acido B-D-manurdénico (M), a-L-

gulurénico (G) e de acido B-D-manurdnico-a-L-gulurénico (MG) no
acido alginico. Adaptado de Prasad e Kadokawa (2009).
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Esses polissacarideos podem ser empregados para formagédo de capsulas,
cuja estrutura tridimensional depende da composi¢ao e arranjo do seu bloco.
Quando o polimero apresenta apenas monémeros G formam-se capsulas
mais firmes, compostas por blocos GG que se mantém mais unidos, por
outro lado quando composto apenas por mondmeros M ou pela combinacéo
de M e G, formam-se microcapsulas mais flexiveis, contendo blocos MM/MG
em sequéncias alternadas (Smidsrad e Skjak-Braek, 1990). Nesse sentido, a
presenga de sequéncias de residuos gulurénicos (G) favorece a formagéao de
cavidades que funcionam como uma “caixa de ovo”, ou seja, os cations
interagem com cinco diferentes atomos de oxigénio de dois mondmeros
adjacentes na parte interna da cadeia, o que permite a formagao rapida e
simples de granulos ou capsulas de hidrogel quando em contato com cations
divalentes, fazendo do alginato um excelente material para a encapsulagéo
(Smidsrgd e Skjak-Braek, 1990; Burey et al.,2008; John et al., 2011;
Schoebitz et al., 2013). As capsulas podem ser constituidas por 1 a 8% de
alginato com diametro variando de 1 a 6 mm (macrogranulo) e 50-200 um
(microgranulos), podendo apresentar como constituinte na sua formulagéo
uma concentracdo de células bacterianas variando entre 10% a 10" UFC
mL™’ (Schoebitz et al., 2013; Bashan et al., 2014).

Diversas sédo as vantagens do uso de polimeros a base de alginato para a
encapsulacdo microbiana, tais como possibilitar o armazenamento a seco
em temperatura ambiente por periodos prolongados; liberagdo gradual de
células bacterianas no solo durante a degradag¢ao do polimero concomitante
com a germinacdo e emergéncia das plantulas; protecdo das células
bacterianas contra estresses abitticos; adigdo de nutrientes visando o
prolongamento da vida util das bactérias (aditivos) e nutricdo das plantas;
entre outros (Bashan et al., 2014; Vassilev et al., 2015; Zago et al., 2019).
Para potencializar a sua aplicagdo, tem-se explorado e aplicado uma
extensa variedade de aditivos ao alginato no sistema de encapsulagao, entre
eles as SH. Esses materiais podem desempenhar fungées como agentes de
volume transportadores, promover a estabilidade da formulagao, fornecer

protegao e nutrigdo para células ou esporos microbianos (Balla et al., 2022).
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Substancias Himicas

Como principal componente da fragdo coloidal da matéria organica dos
solos, agua e sedimentos, contribuindo com 85 a 90% do teor total de
carbono orgéanico (Dick et al., 2009), as substancias humicas (SH)
compreendem um amplo conjunto de subestruturas alifaticas e aromaticas,
resultantes da decomposi¢cao de residuos organicos de plantas e animais,
mediados por processos microbiolégicos (Stevenson, 1994).

Muito ainda se discute o modelo estrutural que melhor define a composicao
quimica, estrutura, forma e tamanho da SH. Na década de 1990, prevalecia
a concepgdao de que as SH eram constituidas por macromoléculas
organicas, com alguns espacos vazios de diferentes tamanhos que poderiam
alojar outros compostos orgéanicos, hidrofilicos ou hidrofébicos, e também
inorganicos (Schulten e Schnitzer, 1995; 1997; Sein et al., 1999). Entretanto,
o conceito elegantemente proposto por Piccolo (2001) trouxe uma nova
perspectiva ao sugerir que as SH apresentam natureza supramolecular, ou
seja, sao formadas por um conjunto de milhares de moléculas de baixo peso
molecular, derivadas da degradacdo de materiais biolégicos auto-
organizadas em arranjos supramoleculares estabilizados por ligagcdes de
hidrogénio e liga¢des hidrofébicas fracas, como as for¢cas de Van der Waals
(Piccolo, 2001; 2002; Theng, 2012).

Convencionalmente, as SH podem ser divididas em duas fragdes principais,
soluveis e insoluveis, baseadas na solubilidade em meio aquoso. A fragao
soluvel, em funcédo do pH, é composta pelos acidos humicos (AH) extraidos
em meio alcalino, mas, quando em pH < 2,0, tornam-se insoluveis devido a
protonagdo dos grupamentos funcionais, que promove o colapso da
estrutura e precipitagdo das macromoléculas, e acidos fulvicos (AF) soluveis
em agua em qualquer condicao de pH. A fracado insoluvel, por sua vez,
representa a matéria organica intimamente ligada a fragdo mineral do solo,
sendo denominada como humina (Hu) (Kononova, 1982; Thurman, 1985;
Stevenson, 1994; Mobed et al., 1996; Canellas et al., 2001). Sob o ponto de
vista da teoria supramolecular, os AH foram definidos como a fragéo soluvel

em base que apresenta quantidade relativa maior de grupos hidrofébicos.
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Com o abaixamento do pH, ocorre a formagao de ligagbes de hidrogénio
entre os componentes hidrofébicos até um valor no qual a supraestrutura
flocula. Ja os AF foram definidos como a fragdo soluvel que apresenta
quantidade relativa grande de grupamentos funcionais hidrofilicos com
elevada densidade de carga permitindo que permanegam soluveis em
qualquer valor de pH (Piccolo, 2002).

As principais fontes utilizadas para extracdo de SH para uso comercial
incluem carvdes de baixa qualidade para produzir energia, como a leonardita
(Aguirre et al., 2009), o lignito (Valero et al., 2018) e a turfa (Silva et al.,
2011). Além dos carvdes de baixa qualidade as SH também podem ser
extraidas naturalmente do solo (Baldotto et al.,, 2011a), de compostos
organicos feitos de humus de minhoca (vermicompostos) (Atiyeh et al., 2002;
Arancon et al.,, 2003; Garcia et al., 2012; 2014; Canellas et al., 2013),
esterco bovino (Arancon et al., 2003), lixo urbano e de lodo de esgoto
(Canellas et al., 2000; Jindo et al., 2012), entre outros.

Apos a extracdo, o uso da suspensdao de SH soluveis em baixas
concentracbes pode oferecer inUmeros estimulos para a promocao de
crescimento da planta, atuando direta ou indiretamente (Nardi et al., 2002;
Canellas e Olivares, 2014; Canellas et al., 2015b). Os efeitos indiretos estao
ligados a alteragdes nas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo,
influenciando na dindmica de solubilizagdo e absorcido de nutrientes,
aumentando a capacidade de troca catibnica e retendo umidade,
promovendo assim alteragdes na fisiologia vegetal, favoraveis as plantas
(Pinton et al.,1999; Chen et al., 2003; Canellas et al., 2011). Os estimulos
diretos agem nos processos metabdlicos e fisioldgicos das plantas,
modificando a arquitetura radicular pela inducdo da formacdo de raizes
laterais e pelos radiculares, ativando o metabolismo secundario, induzindo a
atividade das bombas de prétons que impulsiona a energizagdo dos
transportadores secundarios de ion e atuam na regulacdo de diversas
enzimas e na modulagdo de diferentes genes envolvidos no metabolismo
vegetal (Facanha et al., 2002; Zandonadi et al., 2007; Rosa et al., 2009;
Trevisan et al., 2010, Dobbss et al., 2010; Canellas et al., 2015Db).
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Quando associadas a bactérias diazotroficas endofiticas, as SH podem
estimular a atividade microbiana, proporcionando o aumento da populagao
de bactérias introduzidas nas plantas. Isso ocorre pelo estimulo de atragao
gerado pela maior produgao de substancias organicas exsudadas pelas
raizes, favorecendo a colonizagédo do hospedeiro (Nardi et al., 2016; Olivares
et al.,, 2017). Além disso, existem evidéncias de que as SH podem atuar
como uma primeira camada protetora dos microrganismos (Tomaszewski et
al., 2011; Shehata et al., 2014; Tong et al., 2020). A caracteristica estrutural
da SH, formada por um agregado de milhares de compostos unidos em
arranjo supramolecular de ligagdes de natureza fraca, faz com que, quando
em suspensao, os componentes hidrofébicos da mistura heterogénea sao
espontaneamente agrupados e separados da fase aquosa (Piccolo, 2002).
Ao reintegrar o extrato microbiano em suspensdo contendo SH, os
componentes da mistura heterogénea se reagrupam formando uma camada
de protegao primaria que pode conter as bactérias. Essa organizagao pode
proteger células bacterianas e moléculas orgénicas labeis contra a
degradagéao (Spaccini et al. 2000, 2002; Martinez-Balmori et al., 2013; Silva
et al., 2017; Olivares et al., 2017).

Ja a aplicagcdo de SH como aditivo na encapsulacdo proporciona um
ambiente mais poroso na capsula, faciltando a difusdo de oxigénio,
nutrientes e metabdlitos, que favorecem a multiplicacdo bacteriana no meio
encapsulado, assegurando alta viabilidade do inoculante imobilizado (Young
et al., 2006). Resultados analogos foram observados por Melo et al. (2016),
nos quais a adicédo de 1% de acidos humicos a formulagdo de estirpes de
Bacillus subtilis resultou na preservagao da viabilidade do microrganismo por
5 meses de armazenamento, proporcionando simultaneamente o estimulo
do crescimento de plantas de alface.A imobilizagcdo de Azospirillum
brasilense em microcapsulas de alginato com acidos humicos, assegurou
uma elevada taxa de sobrevivéncia e viabilidade ao longo de um periodo de
3 meses de armazenamento (Zago et al., 2019).

Nesse sentido, a utilizacdo de SH como aditivo na microencapsulacéo de
BPCV em alginato vai depender tanto da concentracdo como das
caracteristicas quimicas da fonte, além do tipo e espécie de microrganismo,

uma vez que podera tanto estimular como inibir o crescimento e a atividade
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microbiana de determinadas estirpes, tornando-se necessario maiores
estudos para entender os efeitos das diferentes concentragcées das SH sobre

o polimero e os microrganismos (Pukalchik et al., 2019).
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MATERIAL E METODOS

Crescimento bacteriano e preparo do inoculante

A bactéria selecionada para este estudo foi a Herbaspirillum seropedicae
estirpe RAM10, proveniente da Colecdo de Microrganismos do Laboratério
de Biologia Celular e Tecidual da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro - LBCT/UENF, gentilmente cedida pelo Prof. Fabio
Lopes Olivares. Esta estirpe, derivada de H. seropedicae ZA95, foi
originalmente isolada de plantas de arroz e apresenta em seu material
genético a insercdo transposicional do gene que codifica a Green
Fluorescence Protein (GFP) que confere fluorescéncia verde (Baldani et
al.,1986).

Com isso, frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio NB
suplementado com glicerol foram inoculados pela transferéncia direta de
uma algada da cultura estocada em meio NB sdlido. Os frascos foram entéo
colocados para incubacao a 30 £ 2°C e 180 rpm em agitador orbital até
atingir a fase exponencial de crescimento. Apds o crescimento, a suspensao
microbiana foi transferida para tubos Falcon de 50 mL onde foram
submetidas a centrifugacdo em uma centrifuga orbital Rotanta-460R
(Andreas Hettich GmbH & Co, Tuttlingen, Alemanha) a 5000 g por 10min a
25 + 2°C para separagao do meio de cultura das células microbianas (Hbs).
A Hbs foi entdo ressuspendida em solugbes contendo diferentes
concentracdes de substancias humicas (SH) (0, 50, 100 e 150 mg C L),
fornecidas pela DNAgro Biotechnology do Brasil (Sdo Paulo, Brasil), com pH
ajustado para 6,0, definindo assim os tratamentos Hbs-0, Hbs-50, Hbs-100 e
Hbs-150.
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Obtencao e caracterizagao das substancias humicas

As substancias humicas foram obtidas a partir de um produto comercial a
base de turfa fornecido pela DNAgro Biotechnology do Brasil (S&do Paulo,
Brasil). Este produto foi previamente caracterizado e suas informagdes
encontram-se descritas na Tabela 1.

O teor de carbono organico total (COT) foi determinado por combustao seca
utilizando um analisador Shimadzu TOC-L CSH/CSN com amostrador
automatico ASI-L (Shimadzu, Toquio, Japado), baseado no método de
combustdo de Dumas. Neste sistema, a amostra liquida foi injetada em um
forno de combustdo de alta temperatura (~680°C) sob uma atmosfera rica
em oxigénio, promovendo a oxidagdo completa de todos os compostos
contendo carbono a dioxido de carbono (CO;). Os gases resultantes
passaram por filtros de purificacdo para umidade e 6xidos de nitrogénio, e o
CO;, purificado foi posteriormente quantificado por um detector infravermelho
nao dispersivo (NDIR). As concentracbes de carbono foram calculadas a
partir de curvas de calibracdo preparadas com padroes de ftalato acido de
potassio. Para as medicbes de TOC, o produto comercial fonte de SH foi
diluido 1:1000 com agua ultrapura, sendo 15 mL utilizados para leitura. Agua
ultrapura, a mesma utilizada para a diluicdo da amostra, foi incluida como
branco analitico.

A acidez total (AT) foi determinada com hidréxido de bario por titulagao
potenciométrica, com base na liberagdo de ions H* a partir dos grupos
funcionais (COOH e OH). Para a determinagao da AT, 50 mg de substancia
humica foram extraidos pela adicdo de Ba(OH), 0,2 M a 20 mL, a mistura foi
agitada e titulada com HCI 0,5 M até que o pH da solugéo atingisse 8,4. A

AT foi calculada de acordo com a equacao (Schnitzer e Gupta, 1965):

[(Vp=Vs)XCx1000]
w

AT = (Eq. 1)
Em que: AT representa a acidez total expressa em mmol H” g'1, Vp 0 volume
do branco (mL), Vs o volume da amostra (mL), C a concentragédo do HCI

utilizado (mol L") e w a massa da substancia htimica (mg).
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Um ensaio de descoloragdo foi utilizado para avaliar a capacidade
antioxidante (CA), no qual a oxidagdo do ABTS com persulfato de potassio
gera um radical monocatidnico pré-formado de 2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS™) (Re et al., 1999). Esse radical
€ entdo reduzido na presencga das substancias humicas como antioxidantes
doadores de hidrogénio. Todos os extratos humicos foram ajustados para 50
mg C L' em pH 7,00.

Além disso, o substrato humico utilizado neste estudo, previamente seco por
liofilizagdo, foi analisado por espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de estado solido de Carbono-13 utilizando polarizagdo cruzada com
rotacdo no angulo magico (RMN 'C CP/MAS) conforme descrito
previamente por Aquino et al., 2019. O espectro de RMN *C CP/MAS da SH
usada no estudo é mostrado na Figura 2.

Tabela 1. Caracterizagcao de substancias humicas (SH) derivadas de turfa

fornecida como extrato humico comercial bruto pela DNAgro Biotechnology.

Fonte COoT AT CA
gL’ mmol g™ uM g
Turfa DNAgro 11,7 4,63 201
|'.
1
|
| |
'\
r, .-’.I_ b X n I .H'w.ll
Y LAYl t, EL T T .
W 1% 100 30 0 pem

Figura 2. Espectro de RMN *C CP/MAS de substancias hiimicas (SH) derivadas

de turfa fornecida como extrato humico comercial bruto pela DNAgro
Biotechnology.
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Método de encapsulagcao

A encapsulacdo da bactéria selecionada foi realizada pelo método de
gelificagdo i6nica relatado por Baldiviezo et al. (2023) com algumas
modificagdes. A suspensao da Hbs+SH, previamente preparada, foi
misturada na proporg¢ao de 1:2 (v:v), conforme Zago et al. (2019), a solugéo
de alginato de sédio (AlgNa) comercial a 1,5% da Sigma-Aldrich® (Merck,
Darmstadt, Alemanha), ou seja, a cada 2 mL de solugdo de AlgNa,
adicionou-se 1 mL da suspensao de Hbs+SH nas diferentes concentragdes.
Apo6s homogeneizagao da solugao, antes do encapsulamento, uma parte de
cada mistura foi separada e armazenada em potes plasticos esterilizados. O
restante foi gotejado numa solugdo de CaCl, 1,5% usando uma bomba
peristaltica BP-202 (Milan®, Colombo/PR, Brasil) com fluxo aproximado de
0,1 L h™". Ao término do gotejamento, as capsulas foram mantidas em
agitacdo por cerca de 20 minutos para sua completa solidificacdo e
homogeneizacdo do formato. Posteriormente, foram cuidadosamente
lavadas em agua ultrapura, removendo o excesso de CaCl,. As capsulas
lavadas foram colocadas em pratos de vidro a temperatura ambiente por 72h
para desidratacdo. Apds secagem, as amostras de cada tratamento foram
embaladas em potes plasticos esterilizados e armazenados em temperatura
ambiente (25 + 2°C).

Teste de eficiéncia de encapsulagao

A eficiéncia de encapsulagao das bactérias foi verificada pelo rendimento de
encapsulacéo (EY). Este rendimento indica o nivel de recuperacado de
bactérias viaveis nas capsulas apods o processo de encapsulacao, calculado

pela férmula proposta por Amine et al. (2014):
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EY = —esfere 5100 (Eq. 2)

Nsuspenséo

Em que: Nesrera © Nouspensio S80, respectivamente, o log de UFC da

contagem de células viaveis recuperadas das capsulas e o log da UFC na
suspensao celular inicialmente adicionada a mistura do biopolimero durante

a producao das capsulas, expressas como UFC ml™".

Para extragdo do microrganismo encapsulado, foi utilizado o método descrito
por He et al. (2015), com modificagdes. Resumidamente, dissolveu-se 0,5 g
das capsulas secas de cada tratamento em um tubo Falcon contendo 10 mL
de tampao fosfato de potassio (0,25M, pH 7,0 £+ 0,1). Os tubos foram
mantidos em incubadora SHAKER SL-222 (SOLAB®, Piracicaba/SP, Brasil)
em agitador orbital a 180 rpm por 24 horas a 30 + 2°C. Apds esse periodo,
para completa solubilizagdo, as capsulas foram maceradas em almofariz
adicionando-se mais 10 mL do tampao fosfato. Ao final da maceragao, o
material retornou aos tubos Falcon, os quais foram agitados por 1min em
vortex PHOENIX AP-56 (TECNAL®, Piracicaba/SP, Brasil). Para a
quantificacdo das bactérias diazotroficas associadas as esferas e na
suspensao celular inicialmente adicionada a mistura do biopolimero durante
a producao das capsulas, aliquotas de 1 mL de cada suspensio microbiana
foram transferidas para 9 mL de solugdo salina NaCl a 0,85% (107") e
submetidas a diluicdo seriada até 10™°.

A concentragcdo de bactérias diazotroficas foi determinada de acordo com
Dobereiner et al. (1995). Aliquotas de 100 pyL da cultura bacteriana das
diluicdes seriadas foram inoculadas em frascos contendo 5 mL de meio
semi-solido JNFb, em ftriplicata, e incubadas a 30°C por até sete dias. A
quantificacado foi realizada pelo Numero Mais Provavel (NMP) baseado na
presenca ou auséncia da pelicula aerotaxica conforme a tabela de
probabilidade de McCrady (Pochon e Tardieux, 1962).
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Estabilidade de sobrevivéncia das células bacterianas encapsuladas

As capsulas secas de cada tratamento foram colocadas em potes plasticos
esterilizados, lacrados e armazenados em temperatura ambiente por 9
meses. Ao longo desse periodo foram realizadas seis coletas do material
armazenado (15, 30, 60, 90, 180, 270 dias) para extracdo e contagem da
quantidade de microrganismo ainda presente no meio.

A extragdo das células bacterianas viaveis das capsulas foi realizada
conforme o método de He et al. (2015), descrito anteriormente. Em seguida,
para a quantificacdo das bactérias totais e das bactérias diazotroficas
associadas as capsulas (Hbs-0, Hbs-50, Hbs-100 e Hbs-150), aliquotas de 1
mL de cada suspensao microbiana foram transferidas para 9 mL de solugao
salina NaCl a 0,85% (10™") e submetidas a diluicdo seriada até 10°®.

A concentracdo de bactérias totais foi determinada pela contagem de
unidades formadoras de colénias (UFC). Para isso, 100 pyL da cultura
bacteriana das diluigbes seriadas foram semeadas com al¢a de Drigalski na
superficie do meio NB sdlido e as placas foram incubadas por 48h. Ja a
concentracdo de bactérias diazotroficas foi determinada de acordo com

Dobereiner et al. (1995), conforme descrito anteriormente.

Ensaio com plantas — avaliagao do crescimento de milho

O ensaio, realizado de 27 de fevereiro a 10 de abril de 2025, foi conduzido
em casa de vegetagdo (21°45'40.3"S 41°17'22.4"W) na Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes-RJ,
Brasil. Durante o experimento, a temperatura média da casa de vegetacao
foi de 32 £+ 3°C (dia) e 26 + 3°C (noite). As plantas foram expostas a
condicbes naturais de fotoperiodo e cultivadas em dois solos com
propriedades fisico-quimicas e texturas contrastantes (Tabela 2) coletados
na camada de 0-20 cm. Os vasos foram preenchidos com o volume de 2,8 L,

o que correspondeu a 3,5 kg vaso ™' de Argissolo Amarelo distrocoeso (Adx)
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e 2,4 kg vaso ' de Cambissolo Flavico distréfico (CXd), de acordo com
Sistema Brasileiro de Classificagdo de Solos (Santos et al., 2018), coletados
em Campos dos Goytacazes na regiao da Lagoa de Cima (21°44'29.7"S
41°32'02.3"W) e da Baixa Grande (21°56'45.7”S 41°11'12.7"W).

Tabela 2. Caracteristicas dos solos utilizados no cultivo do milho.

C Org. MO Argila Silte Areia P
Solo pH 3 -1 -3
(gdm™) (9kg™) (mg dm™)
Adx 5,1 12,0 20,7 184 97 719 7,0
CXd 4,8 33,0 56,9 482 348 170 165
K* ca* Mg?* A% H+ Al Y, m
Solo 3
(mmol; dm™) %
Adx 1,0 13,6 7,5 1,8 26,9 46 7
CXd 2,3 96,3 27,0 3,9 97,5 59 3

pH determinado em &gua na proporcdo de 1:2,5 (p/v); P e K*: fosforo e potassio
disponivel determinado pelo extrator Mehlich-1; calcio trocavel (Ca®*), magnésio
trocavel (Mg?*) e aluminio (AI**) extraidos com solucdo de KCI 1 mol L™"; H + Al
determinado em extrator Acetato de Calcio 0,5 mol L' a pH 7,0; C Org.: carbono
organico extraido em solugdo de dicromato de potassio 0,0667 mol L™"; MO: Matéria
organica determinada pela equacao de Walkley Black (MO = C Org. x 1,724); Argila,
silte e areia determinados pelo método de Boyoucos. Todas as metodologias estao

descritas em detalhes em Teixeira et al. 2017.

A calagem foi realizada em ambos os solos visando neutralizar o AI** téxico,
elevar o pH para 5,8 — 6,5 e aumentar os teores de calcio e magnésio
trocavel utilizando calcario dolomitico (Omya Agrodol®, Cachoeiro de
Itapemirim/ES, Brasil) (CaO e MgO na propor¢ao de 4:1). Apds incorporagao
do calcario, as amostras de solo foram incubadas por 30 dias, mantendo-se
a umidade proxima a 70% da capacidade maxima de retencdo de agua do
solo (CMRA). No plantio do milho, foi fornecido aos solos 0,5 g kg™ de NPK
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10-10-10 (Fertilizantes Heringer, Paulinia/SP, Brasil), correspondendo a uma
taxa de aplicagdo de 100 kg ha™.

Apos a fertilizacdo de semeadura, foram aplicadas 0,148 g de capsulas kg™’
de solo das capsulas que estavam armazenadas por 180 dias,
proporcionando uma concentragdo estimada de bactérias de 10° UFC kg‘1
de solo do microrganismo encapsulado. Além disso, foram incluidos dois
tratamentos controles no experimento: nao inoculado (NI) e inoculado na
forma liquida (Hbs-Liq). O inoculante do tratamento Hbs-Lig foi preparado
conforme a metodologia descrita anteriormente na secgédo “Crescimento
bacteriano e preparo do inoculante”; resumidamente, apds a incubacdo em
agitador orbital e centrifugagao, as colénias microbianas foram ressuspensas
em agua autoclavada e aplicadas logo apdos o preparo diretamente no sulco
de plantio, com auxilio de uma pipeta, assegurando a mesma dose de
10° UFC kg™ de solo.

Apébs o preparo dos vasos, a umidade do solo foi mantida em cerca de 70%
CMRA. Cinco sementes de milho (Dekalb DKB 335 PRO 4, Bayer S.A., Séao
Paulo/SP, Brasil) foram semeadas por vaso, e, aos quatro dias apos
emergéncia, foi realizado o desbaste, mantendo-se uma planta de milho por
vaso. A fertilizacdo de cobertura foi realizada aos 21 dias apds o plantio,
utilizando 0,5 g kg™' de solo de NPK 10-10-10. O milho foi cultivado nos dois
solos por 40 dias.

Apos o cultivo do milho, as plantas foram coletadas, sendo separadas em
partes aéreas e raizes, assim como 0O solo aderido as raizes. Foram
realizadas as seguintes analises: (i) microscopia de fluorescéncia para
deteccdo da estirpe RAM10, (ii) confirmagdo molecular da presenca de
Herbaspirillum seropedicae, (iii) atividade das enzimas nitrato redutase e
malato desidrogenase e (iv) niveis de expressdo génica dos genes ZmNR
(Redutase do Nitrato), ZmNARZ2 (Assimilagdo de Nitrato Relacionada 2),
ZmNTR1.2 (Transportador de Nitrato 1.2), ZmMDH2 (Malato Desidrogenase
2) e ZMMHAZ2 (H*-ATPase 2) conforme descri¢ao abaixo.
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Microscopia eletronica de fluorescéncia

Segmentos radiculares com aproximadamente 5 mm de comprimento,
provenientes de todos os tratamentos previamente descritos, foram
seccionados transversalmente e montados em laminas histologicas
contendo agua destilada. As amostras foram cobertas com laminulas e
observadas em microscopio de fluorescéncia Olympus BX60 com filtro FitC

(excitagdo: 460-490 nm; emissdo: 510-550 nm).

Confirmagao molecular da presenga de Herbaspirillum seropedicae

O DNA total foi isolado das raizes de milho utilizando o kit DNeasy
PowerSoil Pro (Qiagen), conforme as instru¢des do fabricante. A
concentracdo e a pureza do DNA foram estimadas por espectrofotometria,
utilizando o NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). A
integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1%
(p/v), corado com brometo de etidio (0,5 ug/mL).

A quantificagao do DNA de Herbaspirillum seropedicae foi realizada por PCR
em tempo real (qPCR), utilizando o par de primers HERBAS1-F e
HERBAS1-R (Pereira et al., 2014). As reac¢des foram conduzidas em volume
final de 15 yL, contendo 7,5 pL de GoTag® gPCR Master Mix (Promega),
0,5 pL de cada primer (10 uM), 3 uL de agua ultrapura e 100 ng de DNA
extraido. Foram utilizadas placas de reagao oOptica MicroAmp de 48 pocos
(Applied Biosystems) e um sistema de PCR em tempo real StepOne (Applied
Biosystems). As condi¢gbes de amplificagao consistiram em: etapa inicial de 2
minutos a 50°C, seguida por desnaturacdo a 95°C por 10 minutos, e 40
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. A especificidade da
amplificagao foi verificada pela anélise da curva de melting dos produtos de
PCR, realizada com o software StepOne Real-Time PCR System (versao
2.3, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
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Para a construg¢ao da curva padrdo e consequente quantificacdo absoluta do
DNA genbmico, utilizou-se uma cultura pura de H. seropedicae estirpe
RAM10. A extracdo do DNA total foi realizada pelo método do CTAB 2%
(Wilson, 2001). O DNA obtido foi diluido em série decimal em agua ultrapura,
resultando em concentragdes finais variando de 1000 a 0,1 ng. O numero de
copias gendbmicas (m) foi calculado com base no tamanho do genoma da
estirpe SmR1 de H. seropedicae (5,51 Mbp), conforme descrito por Pedrosa

et al. (2011). A eficiéncia da amplificagao foi determinada pela equacéo:

E=(105 — 1) x 100 (Eq. 3)

Em que: E representa a eficiéncia da amplificacédo (%) e s é o coeficiente

angular da curva padrao.

Atividade enzimatica da nitrato redutase e malato desidrogenase

A atividade da enzima nitrato redutase foi realizada a partir da coleta de
folhas da terga parte de 4 plantas por tratamento. Os tecidos foliares foram
cortados em fragmentos (0,3 a 0,5 g), pesados e transferidos para seringas
contendo 5 mL da solugao de incubagao, composta por tampéao fosfato 0,05
M (pH 7,5), KNO3 (0,05 M) e 1% de propanol. As seringas foram submetidas
a vacuo (quatro vezes consecutivas) para infiltragdo do substrato, e
mantidas em repouso no escuro por 45 minutos. Apds a incubacao, foram
retiradas aliquotas de 1 mL da solugao de cada tratamento (em triplicata),
transferidas para tubos de ensaio, e adicionados 1 mL da solugdo de
sulfanilamida a 1% (preparada em HCI 3 M) e 1 mL da solugdo de N-naftil-
etileno-diamina a 0,02% para coloragdo dos nitritos liberados. A
quantificacdo de NO, foi realizada por espectrofotometria a 540 nm,
utilizando uma curva padrao de NaNO, (0 a 16 uM). A curva foi preparada a
partir de solucdo estoque de NO, 0,1 mM, com diluigdes apropriadas em
agua destilada, sulfanilamida e N-naftil-etileno-diamina. Os resultados foram
expressos em termos da concentracdo de NO, por grama de massa fresca
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gerados por hora (umol g”" h™ N-NO,"), conforme descrito por Majerowicz et
al. (2003).

A atividade da enzima malato desidrogenase (NAD*-MDH, EC 1.1.1.37), que
participa do Ciclo de Krebs e da fixagdo de CO, em plantas, foi determinada
em tecidos foliares. Foram utilizados 200 mg de amostras frescas,
previamente maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas com 5 mL
de tampao de extragdo composto por Tris-HCI 100 mM (pH 7,8), MgCl, 20
mM, DTT 1 mM, EDTA 1 mM e PMSF 1 mM. O homogeneizado foi
centrifugado a 22.000 x g por 15 minutos a 4°C, e o sobrenadante obtido foi
utilizado como extrato enzimatico. A reagao enzimatica foi realizada em uma
mistura contendo 3 mL de tampao de reagao (Tris-HCI 100 mM, pH 7,8;
MgCl, 20 mM; EDTA 1 mM; NADH 0,1 mM; oxaloacetato 0,5 mM) e 200 pL
do extrato. A atividade da MDH foi avaliada pela oxidagdo do NADH, com
leitura da absorbancia a 340 nm em espectrofotdmetro, conforme descrito
por Bergmeyer (1974). A atividade enzimatica foi expressa em termos de
concentracdo de NADH oxidado por segundo por miligrama de proteina

(nmol s™" mg™ ptn), utilizando a equagao:

(AA340x%3,0xdf)

UEml ! =
(6,22xVe)

(Eq. 4)

Em que: UE representa a unidade enzimatica, 3,0 o volume total da reacgao,
df é o fator de diluicdo, 6,22 € o coeficiente de extingdo molar do NADH a
340 nm, e Ve é o volume de extrato enzimatico utilizado. A atividade

especifica foi obtida pela razdo entre a unidade enzimatica por mililitro.

Nivel de transcrigcao diferencial de genes com RT - qPCR

Extracdo de RNA e sintese de cDNA: O RNA foi extraido com trés réplicas
biolégicas independentes usando o reagente TRIzol™ (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) conforme descrito pelo fabricante. A
analise quantitativa (ng/pL), de pureza e integridade do RNA apropriadas

para RT-qPCR foi confirmada através do Nanodrop1000 (Thermo Scientific,
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Nanodrop Products, Wilmington, DE, EUA) e observada em gel de agarose
1,5%. Em seguida, o RNA foi transcrito reversamente para cDNA conforme
descrito por Silva et al. (2023) utilizando-se uma aliquota de1 ug de RNA
total com uso do kit de transcricdo reversa de cDNA (GoScript™ Reverse
Transcriptase) de alta capacidade seguindo as orientagdes do fabricante
(Promega, A5001). A RT-gPCR (PCR quantitativa de transcri¢gao reversa) foi
realizada no termociclador Step One Fast Real Timer PCR (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) fazendo uso do
SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). A reacdo de PCR foi
composta de SYBR Green PCR Master Mix, pares de iniciadores e cDNA
molde. Os ciclos foram realizados seguindo as seguintes condi¢des: 2
minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 20 segundos a 95°C e 30 segundos
a 58°C. Trés réplicas técnicas assim como trés sinteses independentes de
cDNA foram utilizadas em todos os ensaios da RT-gPCR. Os resultados
foram analisados estatisticamente com auxilio do software R. O nivel relativo
de transcrito dos genes de interesse foi normalizado utilizando o gene
endogeno tubulina alfa, através do método 2-AACT, conforme Livak e
Schmittgen (2001). Os iniciadores foram desenhados e validados por
ferramentas de bioinformatica, (Primer3Plus e NCBI Blast). Os dados
gerados em cada programa foram cruzados para definicdo dos iniciadores
com caracteristicas ideais. Os pares dos iniciadores selecionados foram
submetidos a verificagcdo de possiveis dimeros e dobramentos utilizando-se
o programa PrimerPremier. As sequéncias de iniciadores desenhados para
observar a expressao diferencial dos genes encontram-se descritas na
Tabela 3.
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Tabela 3. Iniciadores usados para os estudos de expressao génica conduzidos

neste trabalho na cutura do milho.

Gene Enzima/fungao Sequéncia de iniciadores pb
FW ACAGGGCTTGCCTTGTCTTT 20
Redutase do
ZmNR1 Nitrato
RV CGACGCGTTACTAGGGTCAA 20
Assimilagao de FW AGGAACTACCGTTTGGTGCT 20
ZmNAR?Z2 Nitrato
Relacionada 2 RV TCAAGGAACCTGAATTGACTCG 22
FW CCGGAGCATGTCTAAGTCTAC 21
Transportador de
ZmNTR1.2 Nitrato 1.2
' RV CTCTTCAGTAACTCCTTTGCCC 22
FW AGTCGTTGCGACAACTGATG 20
Malato
ZmMDH2 Desidrogenase 2
9 RV TTCCTTTCCATTCCCTCCTT 20
FW CTTCCCTGAACACAAGTACGAG 22
ZmMHA2 H*-ATPase 2
RV  ACACCATCTCCAGTCATACCA 21
Tubulina alfa FW CCGCACCATCCAGTTCGT 18
ZmTUB alfa (Controle
enddgeno) RV CTGGTAGTTGATTCCGCACTTG 22

FW = forward (sentido 5’-3’), RV = reverse (sentido 3’-5’) e pb = numero de pares de

base.

Analise Estatistica

Os dados coletados foram submetidos,

inicialmente, aos testes de

normalidade (Shapiro-Wilk), homocedasticidade (Bartlett), aditividade e

independéncia dos residuos para verificar se as premissas basicas da

andlise da variancia (ANOVA) foram satisfeitas. Satisfeitos os pressupostos,

os dados foram submetidos a ANOVA com teste F a 5% de probabilidade (p

< 0,05).
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O teste t de Student foi aplicado para comparar os niveis de transcrigao
diferencial dos genes avaliados entre os grupos controle e tratado com as
capsulas, e as demais médias foram comparadas pelo método da diferenca
minima significativa (LSD) de Fisher (p < 0,05).

Os resultados da estabilidade de sobrevivéncia das células bacterianas
encapsuladas foram submetidos a analise de regress&o. Para investigar a
relacido entre os dias de armazenamento e a concentracdo de bactérias
determinada pela contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) foi
ajustado um modelo de decaimento exponencial simples com trés
parametros, o qual melhor explica a dindmica de sobrevivéncia das bactérias

encapsuladas ao longo do periodo, de acordo com a equagao:

Y=y, +taeb* (Eq. 5)

Em que: y, é o valor assintdtico, a a amplitude inicial e b a taxa de

decaimento.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software R
(versdo 4.4.0; R Core Team, 2024) e do SigmaPlot 14.0 (Systat Software,
Inc., San Jose, CA, EUA).



43

RESULTADOS

Aspectos morfoldgicos e eficiéncia de encapsulagao

O processo de encapsulacao pelo método de gelificacdo ibnica, utilizado
para conter Herbaspirillum seropedicae estirpe RAM10, resultou na
formagdo de capsulas homogéneas, de formato esférico e com coloragéo
variando de branco-acinzentado (Figura 3A) no tratamento sem adi¢cdo de
SH, até tons de marrom-claro que se intensificaram a medida que a
concentracdo de SH foi aumentada (Figura 3B, 3C e 3D). Apds a secagem
em temperatura ambiente, as capsulas apresentaram formato irregular,
superficie enrugada e coloragao levemente amarelada na auséncia de SH
(Figura 3E), enquanto aquelas suplementadas com SH, de modo geral,
adquiriram tons marrom-escuro (Figura 3F, 3G e 3H). Nos tratamentos com
adicdo de SH, ndo foi observado acumulo de granulos oriundos da
deposicdo de SH ou qualquer outro componente da formulagdo, uma vez
que estes permaneceram em constante agitacdo durante o processo de
encapsulacéo.

O aumento da concentracdo de SH na formulacdo ndo promoveu diferencas
significativas no tamanho e no peso das capsulas, que apresentaram
diametro entre 2,9 +0,1 e 3,0 0,1 mm e peso variando entre 21,7 +0,6 e
23,3 1,2 mg, respectivamente (Tabela 4).

A eficiéncia de encapsulagéo (EY) de H. seropedicae estirpe RAM10 em
capsulas de AlgNa suplementadas com concentragbes crescentes de SH é
mostrada na Tabela 4. Foi observada a tendéncia de reducéo da EY inicial
com o aumento do conteudo de SH, passando de 92,1% no tratamento Hbs-
0 para 91,1% em Hbs-50, atingindo o menor valor em Hbs-100 (77,1%).
Entretanto, no tratamento Hbs-150 ocorreu uma ligeira recuperagao parcial
de EY, alcancando 89,4%.
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Figura 3. Caracteristicas visuais das capsulas de alginato contendo H. seropedicae estirpe RAM10 enriquecidas com
diferentes concentragdées de substincias humicas antes e apés a desidratagao. (A, E) Hbs-0, (B, F) Hbs-50, (C, G) Hbs-100,
(D, H) Hbs-150. Hbs-0, Hbs-50, Hbs-100 e Hbs-150 representam as capsulas enriquecidas com 0, 50, 100 e 150 mg de C L™" de

substancias humicas. As imagens foram obtidas com camera integrada de um smartphone (iPhone 15, Apple) sob

iluminacgao laboratorial.
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Tabela 4. Morfologia das capsulas de alginato enriquecidas com substancias
humicas obtidas e eficiéncia de encapsulacgao inicial (EY) de H. seropedicae
estirpe RAM10.

Tratamento Peso Diametro EY
(mg) (mm) (%)
Hbs-0 23,3 a 3,0a 92,1 a
Hbs-50 21,8 a 29a 91,1 a
Hbs-100 21,7 a 29a 771c
Hbs-150 22,0 a 3,0a 89,4 b

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas nao diferem pelo teste de
LSD (p < 0,05). Hbs-0, Hbs-50, Hbs-100 e Hbs-150 representam as capsulas de
alginato contendo H. seropedicae estirpe RAM10 enriquecidas com 0, 50, 100 e 150
mg C L™" de substancias humicas, respectivamente, (Hbs). Diametro determinado

pelo software ImageJ.

Sobrevivéncia das células bacterianas encapsuladas

A sobrevivéncia de células de Herbaspirillum seropedicae estirpe RAM10
encapsuladas em AlgNa suplementadas com diferentes concentragdes de
SH foi monitorada durante 270 dias de armazenamento a temperatura
ambiente (Figura 4). Todos os tratamentos iniciaram o armazenamento com
concentracdes semelhantes de células bacterianas viaveis (~10® UFC g7),
mas apresentaram padroes distintos de queda na sobrevivéncia das células
ao longo do tempo.

Nos tratamentos Hbs-0 e Hbs-50 (Figura 4), a perda de viabilidade ocorreu
de forma mais gradual, caracterizada por uma curva de decaimento
exponencial suave e consistente durante todo o periodo de avaliagdo. Em
contrapartida, Hbs-100 e Hbs-150 apresentaram uma queda abrupta da
sobrevivéncia nos primeiros 60 dias, saindo de 8,00 para 5,6 log UFC g™,
seguida por uma estabilizagdo a partir de aproximadamente 90 dias. Essa

diferenca de comportamento sugere que a presengca de SH em
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concentragdes intermediarias a elevadas pode comprometer a integridade
das células bacterianas e a estrutura da matriz polimérica em estagios
iniciais de armazenamento. Contudo, apds o periodo inicial critico de 60
dias, ocorre um equilibrio que permite a manutencao de uma fragao estavel
(57,5 a 76,9%) do total de células viaveis do inicio do encapsulamento
(Tabela 6).

O ajuste matematico das curvas de sobrevivéncia (Tabela 5) apresentou
elevado coeficiente de determinacdo (R®> > 0,91), evidenciando que os
modelos utilizados descrevem adequadamente a dindmica de sobrevivéncia
bacteriana nas diferentes formulagdes (p < 0,001). De maneira geral, ainda
que a taxa de decaimento da sobrevivéncia das bactérias tenha variado
entre os tratamentos, as formulagbes apresentaram, aos 270 dias, média de
sobrevivéncia de 4,15 + 0,5 log UFC g™, aproximadamente 10* UFC g, nao
apresentando diferengas significativas (Figura 4).

No presente estudo, a encapsulacdo de H. seropedicae estirpe RAM10 em
AlgNa suplementado com SH, apdés 270 dias, apresentou taxa de
sobrevivéncia variando de 48,0 a 58,2% (Tabela 6), com Hbs-150
apresentando a maior taxa, seguida por Hbs-0, Hbs-50 e Hbs-100. Esses
resultados evidenciam que, apesar do declinio progressivo da sobrevivéncia
bacteriana ao longo do tempo, todas as formulagdes avaliadas foram
capazes de preservar populagdes viaveis de H. seropedicae estirpe RAM10
por até 270 dias, demonstrando o potencial de eficacia do encapsulamento
como uma estratégia promissora para ampliar a estabilidade e sobrevivéncia

de inoculantes microbianos.
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Figura 4. Modelagem matematica das curvas de estabilidade de sobrevivéncia
ao armazenamento prolongado de H. seropedicae estirpe RAM10 (Hbs)

encapsulada em alginato enriquecido com 0, 50, 100 e 150 mg C L™ de

substancias humicas, respectivamente. UFC: unidade formadora de coldnias.

Tabela 5. Analise de regressao da variavel estabilidade de sobrevivéncia em
funcdo dos dias de armazenamento das capsulas de acordo com os

tratamentos avaliados.

Modelo de R2 P dos coeficientes
Tratamentos = o P

regressao (%) Yo a b
Hbs-0 Yaooieg 039928 987 <0,0001** <0,0001 <0,0001 0,0036
Hbs-50 Yoo 041233 947 00012 00035 00018 0,0498
Hbs-100 Yaosing 0 IO aa7 0.0013 <0,0001 0,005 0,0124
Hbs-150 Yoo THT9 917 0.0031 00001 0,0012 0,0283

** significativo a 1%. Hbs-0, Hbs-50, Hbs-100 e Hbs-150 representam as capsulas
de alginato contendo H. seropedicae estirpe RAM10 enriquecidas com 0, 50, 100 e

150 mg C L™" de substancias himicas, respectivamente.
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Tabela 6. Eficiéncia de encapsulacao (EY) de H. seropedicae estirpe RAM10 em
capsulas de alginato enriquecido com substancia humica ao longo do periodo

de armazenamento.

EY (%)
Tratamentos

15 30 60 90 180 270

Hbs-0 92+0,69a 87+0,65a 77+0,58a 700,53 b 62+0,47a 52+0,39b
Hbs-50 91+0,59ab 81+0,52b 73x0,47b 730,47 a 60+0,39b 490,31 ¢
Hbs-100 77+0,32 ¢ 70+0,29c 58+0,24 d 61+0,25 ¢ 51+0,21¢  48+0,20 ¢
Hbs-150 89+0,55 b 70+0,43¢c 680,41c 58+0,35d 48+0,29d 58+0,36 a

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas n&o diferem pelo teste de
LSD (p < 0,05). Hbs-0, Hbs-50, Hbs-100 e Hbs-150 representam as capsulas de
alginato contendo H. seropedicae estirpe RAM10 enriquecidas com 0, 50, 100 e 150

mg C L™" de substancias humicas, respectivamente.

Detecgcdao da estirpe RAM10 por microscopia de fluorescéncia em raizes e

quantificagcao molecular de H. seropedicae

ApoOs a inoculagdo no solo das capsulas de alginato com 180 dias de
armazenamento o milho foi cultivado por 40 dias. Apds esse periodo,
segmentos de raizes foram obtidos para a observagdo da presenca da
estirpe RAM10 por microscopia de fluorescéncia.

Com a observacado das imagens coletadas pelo microscépio em diferentes
regides anatdbmicas do material vegetal tratado com as capsulas contendo a
bactéria, a intensidade de fluorescéncia da RAM10 foi facilmente distinguida
da autofluorescéncia das células das raizes e os resultados encontram-se
descritos nas Figuras 6, 7, 8 e 9.

De modo geral, a colonizagdo bacteriana pela RAM10 foi intensa e
predominou em regides meristematicas (Figuras 7E, 7F), na base dos pelos
radiculares e das raizes laterais (Figuras 6E, 6F, 7A, 7B, 8C, 8D, 8E, 8F, 9C,
9D), nas jungdes das paredes celulares epidérmicas (Figuras 7E, 7F, 9E, 9F)

e em cavidades formadas a partir da ruptura de células epidérmicas
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decorrente da emergéncia das raizes laterais, constituindo uma abertura
natural por meio da qual ocorre a penetracdo passiva e a colonizagao
endofitica (Figuras 6C, 6D, 9A e 9B). Na Figura 7C e 7D, observa-se a
colonizagcdo predominante nas regides de emergéncia de raizes laterais, a
qual resultou na infeccao endofitica do feixe vascular da raiz.

O rendimento total da bactéria H. seropedicae associadas as raizes de
plantulas de milho, estimado por meio da quantificagdo molecular via PCR
em tempo real, foi semelhante entre os tratamentos. Nao foram observadas
diferencas significativas entre a comunidade bacteriana nativa presente no
controle (NI) e as plantas inoculadas com a estirpe RAM10, tanto na forma
encapsulada (Hbs-0, Hbs-50, Hbs-100 e Hbs-150) quanto como inoculante

liquido (Hbs-Lig), em ambos os solos (Figura 5).
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Figura 5. Valores de quantificagao de bactérias (expressos como logqo)
associados as raizes de milho cultivado em solos contrastantes submetido aos
tratamentos: plantas nao inoculadas (NI); capsulas de alginato contendo H.
seropedicae estirpe RAM10 enriquecidas com 0, 50, 100 e 150 mg C L™ de
substancias humicas (Hbs-0, Hbs-50, Hbs-100 e Hbs-150, respectivamente), e
inoculagao direta com estirpe RAM10 (Hbs-Liq). Quantificagao molecular de H.
seropedicae via PCR em tempo real (n=4). As barras representam a média * o

erro-padrao.
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Figura 6. Microscopia de fluorescéncia (A, C, E) e microscopia de campo claro
(B, D, F) da interagao entre H. seropedicae estirpe RAM10 e raizes de plantas
de milho cultivadas em Argissolo Amarelo distrocoeso (Adx) submetido aos
tratamentos: (A, B) plantas nao inoculadas (Nl); (C, D) capsulas de alginato
contendo H. seropedicae estirpe RAM10 sem adi¢cao de substancias humicas
(Hbs-0); (E, F) capsulas de alginato contendo H. seropedicae estirpe RAM10
enriquecidas com 50 mg C L™ de substancias humicas (Hbs-50). (C, D)
Infecgao bacteriana por meio da cavidade (setas) resultante da ruptura de
células epidérmicas durante a emergéncia de raizes laterais (asterisco). (E, F)
Colonizagao predominante das regidoes de emergéncia de raizes laterais

(setas).
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Figura 7. Microscopia de fluorescéncia (A, C, E) e microscopia de campo claro
(B, D, F) da interagao entre H. seropedicae estirpe RAM10 e raizes de plantas
de milho cultivadas em Argissolo Amarelo distrocoeso (Adx) submetido aos
tratamentos: (A, B) capsulas de alginato contendo H. seropedicae estirpe
RAM10 enriquecidas com 100 mg C L™ de substancias humicas (Hbs-100); (C,
D) capsulas de alginato contendo H. seropedicae estirpe RAM10 enriquecidas
com 150 mg C L™ de substancias humicas (Hbs-150); (E, F) inoculagido direta
com estirpe RAM10 (Hbs-Liq). (A, B, C, D) Colonizagdo predominante nas
regioes de emergéncia de raizes laterais (setas) resultando na infecgao
endofitica do feixe vascular (asterisco). (E, F) Colonizagdo na zona
meristematica de raizes laterais (seta) e nas jungoées das paredes das células

epidérmicas (asteriscos).
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Figura 8. Microscopia de fluorescéncia (A, C, E) e microscopia de campo claro
(B, D, F) da interagao entre H. seropedicae estirpe RAM10 e raizes de plantas
de milho cultivadas em Cambissolo Fluvico distréfico (CXd) submetido aos
tratamentos: (A, B) plantas nao inoculadas (NI); (C, D) capsulas de alginato
contendo H. seropedicae estirpe RAM10 sem adi¢cao de substancias humicas
(Hbs-0); (E, F) capsulas de alginato contendo H. seropedicae estirpe RAM10
enriquecidas com 50 mg C L™ de substancias humicas (Hbs-50). (C, D, E, F)
Colonizacao preferencial nas regioes de emergéncia de raizes laterais (setas) e

nas jungoes das paredes das células epidérmicas (asteriscos).
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Figura 9. Microscopia de fluorescéncia (A, C, E) e microscopia de campo claro
(B, D, F) da interagao entre H. seropedicae estirpe RAM10 e raizes de plantas
de milho cultivadas em Cambissolo Fluvico distréfico (CXd) submetido aos
tratamentos: (A, B) capsulas de alginato contendo H. seropedicae estirpe
RAM10 enriquecidas com 100 mg C L™ de substancias humicas (Hbs-100); (C,
D) capsulas de alginato contendo H. seropedicae estirpe RAM10 enriquecidas
com 150 mg C L™ de substancias humicas (Hbs-150); (E, F) inoculacio direta
com estirpe RAM10 (Hbs-Liq). (A, B) Infec¢ao bacteriana por meio da cavidade
(setas) resultante da ruptura de células epidérmicas durante a emergéncia de
raizes laterais (asterisco). (C, D) Colonizagdo preferencial nas regides de

emergéncia de raizes laterais (setas). (E, F) Bactérias colonizando
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preferencialmente as jungcoes das paredes das células epidérmicas

(asteriscos) e as extremidades dos pelos radiculares (setas).

Parametros biomeétricos e atividade enzimatica da nitrato redutase e da malato

desidrogenase

Apos 40 dias de cultivo, as plantulas de milho cultivadas nos solos
inoculados com as capsulas de alginato e com inoculante liquido n&o
apresentaram alteragdes significativas no diametro do colmo (DC), altura de
planta (AP) e massa fresca do sistema radicular (MFSR),
independentemente do tipo de solo (Tabela 7). O DC apresentou média
geral de 15,6 £ 0,20 mm (Adx) e 14,4 £ 0,12 mm (CXd), a AP de 118,1
2,18 cm (Adx) e 111,3 £ 1,42 cm (CXd) e a MFSR de 38,1 £+ 1,61 g (Adx) e
36,8 £ 1,43 g (CXd). Ja a massa fresca da parte aérea (MFPA) nas plantas
cultivadas no solo CXd e o comprimento do sistema radicular (CSR) em
ambos os solos apresentaram diferencas estatisticas relevantes entre os
tratamentos.

No solo CXd, plantas tratadas com o inoculante liquido (Hbs-Liq)
apresentaram maior acumulo de MFPA (162,3 £ 7,00 g) em comparagao aos
demais tratamentos, que oscilaram entre 132,0 + 6,56 e 142,0 + 4,65 g. O
mesmo resultado é observado para o CSR no solo Adx, onde as plantas
tratadas com Hbs-Liq apresentaram comprimento de raiz significativamente
maior (77,3 + 2,84 cm). Por outro lado, no solo CXd o comprimento do
sistema radicular nas plantas ndo inoculadas (NI) foi significativamente
menor do que nas plantas inoculadas com H. seropedicae estirpe RAM10
encapsuladas (Hbs-0, Hbs-50, Hbs-100 e Hbs-150) ou como inoculante
liquido (Hbs-Lig). O aumento no CSR na média geral dos demais
tratamentos foi de aproximadamente 28% frente ao controle NI (75,8 + 4,41
cm vs 59,3 £ 5,02 cm). Em ambos os solos, a superioridade no CSR né&o se
refletiu no aumento da massa fresca do sistema radicular (MFSR).

Ao final do ensaio, segmentos foliares foram coletados e as atividades da

nitrato redutase (NR) e malato desidrogenase (MDH) foram analisados. A
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aplicacao das capsulas contendo H. seropedicae estirpe RAM10 enriquecida
com substancias humicas, promoveu significativamente a atividade da NR e
MDH em ambos os solos. Os resultados s&do mostrados na Figura 10.

No solo Adx, a atividade na NR nas plantas nao inoculadas foi de 0,06 pmol
g’ h" N-NO,". A inoculagdo com Hbs-150 e Hbs-Liq promoveu as maiores
atividades da enzima, atingindo 0,16 e 0,15 umol g' h” N-NO,
correspondendo a aumentos de 2,7 e 2,5 vezes em relagao ao controle,
enquanto Hbs-50 e Hbs-100 aumentaram 1,8 vezes e Hbs-0 1,5 vezes. No
solo CXd, por outro lado, a maior atividade da NR foi observada em plantas
inoculagcdo com as capsulas Hbs-50 e Hbs-100 em relacdo aos demais
tratamento, partindo de 0,14 pmol g h™ N-NO,™ no controle NI para 0,21 e
0,20 pmol g h™' N-NOy’, respectivamente. Nos demais inoculantes (Hbs-0,
Hbs-150 e Hbs-Liq) a atividade permaneceu proxima a do controle (Figura
10a).
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10. Resposta da atividade enzimatica da nitrato redutase (a) e malato

desidrogenase (b) em folhas de milho cultivado em solos contrastantes

submetido aos tratamentos: plantas nao inoculadas (NI); capsulas de alginato

contendo H. seropedicae estirpe RAM10 enriquecidas com 0, 50, 100 e 150 mg

c L™

de substancias hdamicas (Hbs-0, Hbs-50, Hbs-100 e Hbs-150,

respectivamente), e inoculacdo direta com estirpe RAM10 (Hbs-Liq). Barras

com erro-padriao seguidas pela mesma letra maidscula ou minuscula nao

diferem entre si, respectivamente para o Argissolo Amarelo distrocoeso (Adx)

e para
0,05).

o Cambissolo Fluvico distréfico (CXd), conforme o teste de LSD (p <
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Tabela 7. Parametros biométricos de desenvolvimento do milho em resposta a

aplicacao das capsulas.

DC (mm) AP (cm) MFPA (g) CSR (cm) MFSR (g)
Tratamento
Argissolo Amarelo distrocoeso (Adx)
NI 15,6 0,18  120,3 £3,45 153,5 £7,24 64,3 +429B 32,5 +1,66
Hbs-0 15,5+0,70 116,8 +5,68 155,3 +6,98 57,5+296B 34,5548
Hbs-50 15,8 +0,65 116,8 +8,50 160,0 £2,27 61,0 +367B 42,8 +1,75
Hbs-100 15,7 0,39  121,3 +3,38 168,5 +4,50 57,0 +3,08B 44,3 +3,47
Hbs-150 15,7 0,55 113,8 £5,60 147,8 1,49 64,5 +429B 41,5 +4,44
Hbs-Liq 15,2 +0,63 120,0 6,82 159,0 16,65 77,3 +284A 33,0 £2,04
Cambissolo Fluvico distréfico (CXd)
NI 14,1 +0,41  107,0 +1,47 132,016,56b. 59,3 +502b 31,0 5,49
Hbs-0 14,110,335 114,0+4,76 139,81651b 70,524,19ab 37,0 £2,74
Hbs-50 14,3 +0,06 110,0 +3,74 142,0465b 80,3 +579a  37,520,29
Hbs-100 14,6 +0,23 112,5+4,01 137,51568b  79,56,09a 41,8 2,29
Hbs-150 14,9 +0,35 109,8 +4,48 138,31509b 79,8 +3,09a 38,3 +3,94
Hbs-Liq 14,4 027 1145210 162,3+7,00a 68,8+290ab 35,3 3,84

DC: didametro de colmo foi determinado utilizando paquimetro digital de agco 150

mm/6” (Starrett®, I1tu/SP, Brasil); AP e CSR: altura de planta e comprimento do

sistema radicular mensurados com fita métrica de 5 m x 25 mm (Fertak Tools,

Serra/ES, Brasil); MFPA e MFSR: massa fresca da parte aérea e do sistema

radicular foram obtidos por meio de balanca eletrénica digital (Wellmix®, Sao

Paulo/SP, Brasil). Todos os resultados sdo apresentados como média acompanhada

do erro-padrao. Médias com erro-padrdao seguidas pela mesma letra maiuscula ou

minuscula, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si, respectivamente para o

Argissolo Amarelo distrocoeso (Adx) e para o Cambissolo Fluvico distréfico (CXd),

conforme o teste de LSD (p < 0,05).

Na atividade da MDH, no solo Adx, o maior aumento foi observado nas

plantas inoculadas com as capsulas Hbs-50 (74,4 nmol s mg” ptn) em

comparagao ao controle NI (52,2 nmol s mg’ ptn). Os demais tratamentos

(Hbs-0, Hbs-100, Hbs-150 e Hbs-Liq) apresentaram valores intermediarios,
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variando de 62,8 a 71,1 nmol s mg™ ptn, ndo diferindo estatisticamente
entre si. Por outro lado, no solo CXd, o aumento promovido na atividade da
MDH pela inoculagao das capsulas nao apresentou diferencas significativas
entre os tratamentos, apenas em relagao ao controle NI que obteve a menor
média (40,8 nmol s mg™' ptn) enquanto no solo tratado a atividade variou de
66,4 a 75,6 nmol s mg™' ptn, aumento expressivo de 62,7% a 85,3% (Figura
10b).

Nivel de transcricao diferencial dos genes avaliados

Os genes ZmNR (Redutase do Nitrato), ZmNAR2 (Assimilacdo de Nitrato
Relacionada 2), ZmNTR1.2 (Transportador de Nitrato 1.2), ZmMDH2 (Malato
Desidrogenase 2) e ZmMHAZ2 (H*-ATPase 2) foram utilizados para verificar a
resposta genética do metabolismo de plantulas de milho inoculadas com
Hbs-0, Hbs-50, Hbs-100, Hbs-150 e Hbs-Lig, e sua expressao relativa &
demonstrada na Figura 11.

A analise dos niveis de transcricdo diferencial dos genes por RT-gPCR
evidencia que a inoculagao de plantulas de milho com H. seropedicae estirpe
RAM10 encapsuladas em alginato, em associacdo ou nao a substancias
humicas, promoveu o aumento no acumulo de transcritos nas folhas das
plantas avaliadas, com respostas distintas entre o Argissolo Amarelo
distrocoeso (Adx) e o Cambissolo Fluvico distréfico (CXd).

Os genes ZmNR, ZmNAR2 e ZmNRT1.2 estao diretamente relacionados aos
processos de assimilagdo do nitrogénio. Na figura 11, € observado que, no
solo Adx, apenas o gene ZmNR em plantas inoculadas com Hbs-50
apresentou aumento significativo (p < 0,05) no nivel de transcrigdo dos
genes em relagao ao controle nao inoculado (NI). Ja no solo CXd, o nivel de
transcricdo permaneceu significativamente (p < 0,05) maior do que o
controle NI em Hbs-100 e Hbs-Liq para o gene ZmNR e Hbs-0 para o gene
ZmNAR2.
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Figura 11. Transcricao diferencial dos genes ZmNR (Redutase do Nitrato),
ZmNAR2 (Assimilagcao de Nitrato Relacionada 2), ZmNTR1.2 (Transportador de
Nitrato 1.2), ZmMDH2 (Malato Desidrogenase 2) e ZmMHA2 (H*-ATPase 2),
avaliada por RT-qPCR em folhas de milho cultivado em solos contrastantes
submetido aos tratamentos: plantas ndo inoculadas (controle); capsulas de
alginato contendo H. seropedicae estirpe RAM10 enriquecidas com 0, 50, 100 e
150 mg C L™ de substancias humicas (Hbs-0, Hbs-50, Hbs-100 e Hbs-150), e
inoculagao direta com estirpe RAM10 (Hbs-Liq). A expressao foi normalizada
em relacdo ao tratamento NI (NI=1). Barras com erro-padrao da média,
seguidas por * e ** apresentam diferengas significativas em p < 0,05 e p < 0,01,
respectivamente pelo teste t de Student. Argissolo Amarelo distrocoeso (Adx)

e Cambissolo Fluvico distréfico (CXd).
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O gene ZmMDH2, responsavel por codificar a enzima malato desidrogenase,
que integra o ciclo do acido tricarboxilico (TCA), apresentou forte indugao
nos niveis de transcricdo do gene no solo Adx inoculado com Hbs-50
(p<0,01). Ja no solo CXd, o aumento foi menor sendo significativamente
maior que o controle NI em Hbs-50 (p < 0,05) e Hbs-Liq (p < 0,01).

Por fim, o gene ZmMHA?2, que codifica a bomba de prétons da membrana
plasmatica, apresentou a resposta mais expressiva frente aos tratamentos,
quando comparado aos demais genes avaliados. No solo CXd, todos os
tratamentos promoveram aumento significativo (p < 0,05 e p < 0,01) no nivel
de transcricao do gene ZmMHAZ2, com o tratamento Hbs-Liq apresentando o
maior nivel de expressao, aproximadamente 3,0 vezes maior que o controle
NI. No solo Adx, entretanto, a inibigdo do gene ZmMHAZ foi observada em
Hbs-100 e Hbs-150, enquanto Hbs-50 apresentou aumento significativo (p <
0,01) nos niveis de transcricdo do gene, de aproximadamente 4 vezes em

relagao ao controle NI.
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DISCUSSAO

O uso combinado de substancias humicas (SH) e bactérias promotoras do
crescimento vegetal (BPCV) como um veiculo transportador para promover a
aptiddo do microrganismo no continuo solo-rizosfera-planta ainda € pouco
explorado. O objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevivéncia durante o
tempo de armazenamento de uma bactéria diazotrofica endofitica, isto €, de
vida obrigatéria no interior do hospedeiro. Para aumentar a sobrevivéncia, foi
realizada a encapsulagédo de H. seropedicae estirpe RAM10 em alginato de
sédio enriquecido com SH. As capsulas de alginato podem preservar as
bactérias e liberar células viaveis no solo por mais tempo, uma vez que a
meia-vida da bactéria encapsulada no interior do alginato € de 14 anos, de
acordo com Bashan e Gonzalez (1999).

Neste estudo, foi utilizada a técnica de encapsulagcao por gelificacédo idnica,
um método de aplicagao simples e rapido, que permite a formacao imediata
das capsulas. Foram obtidos encapsulados homogéneos, com tamanho
aproximado de 3 mm, formato esférico e com coloragéo variando de branco-
acinzentado até tons de marrom-claro, de acordo com o aumento da
concentracdo de SH. Apds a secagem, as capsulas apresentaram formato
irregular, superficie enrugada, coloragao variando de levemente amarelada a
marrom-escuro e eficiéncia de encapsulamento (EY) superior a 77% (Figura
3; Tabela 4). De modo geral, as EY obtidas foram superiores as relatadas
anteriormente (Zago et al., 2019), estando dentro da faixa recomendada de
10" a 10° UFC g (Malusa e Vassilev, 2014). O encapsulamento ocorre em
milissegundos apos a matriz ser gotejada sobre uma solugdo endurecedora
de cloreto de calcio, quando os ions de Ca®" reagem com o AlgNa,
originando uma rede tridimensional rigida de hidrogéis (Chan et al., 2011;
Vemmer e Patel, 2013; Wu et al., 2014; Berninger et al., 2015). A forma e o
tamanho das capsulas obtidas podem estar atribuidos ao fato de que a
adicdo de SH a formulagcdo nao alterou a viscosidade da solucdao de
gotejamento, como observado anteriormente por He et al. (2015) e Rohman
et al. (2020), uma vez que suas caracteristicas morfolégicas dependem

diretamente de fatores como a composicao e a viscosidade da formulacéao, a
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concentragdo e a velocidade de agitagdo da solugdo de cloreto de calcio, o
didmetro e a vaz&o no bico de gotejamento e a distancia do bico ao banho
de gelificagdo (Ouwerx et al. 1998; Blandino et al., 1999; Gouin, 2004; Shima
et al., 2006). Tais parametros foram padronizados e adequadamente
ajustados a metodologia empregada.

Os resultados revelaram que, apesar do declinio progressivo da
sobrevivéncia bacteriana ao longo do tempo, todas as formulag¢des avaliadas
foram capazes de preservar populacdes viaveis de H. seropedicae estirpe
RAM10 a uma concentracdo média de 10* UFC g aos 270 dias. Com isso,
as capsulas de AlgNa enriquecidas com SH preservaram a sobrevivéncia
dos microrganismos encapsulados a uma taxa de eficiéncia variando entre
48% e 58% aos 270 dias de armazenamento. Yu et al. (2010), ao estudar a
microencapsulagdo de bactérias gram-negativas pelo método de secagem
por atomizagédo, encontraram taxa de sobrevivéncia de bactérias dentro do
alginato variando entre 57,8% e 84,6% aos 180 dias, resultados convergem
com os obtidos neste estudo, uma vez que, neste mesmo intervalo, a taxa
de sobrevivéncia encontrada variou entre 48% e 62%.

Em contraposi¢cdo aos resultados de sobrevivéncia obtidos neste estudo,
Young et al. (2006) e Mousa et al. (2024) relataram que, ao encapsular
bactérias do género Bacillus spp em capsulas de AlgNa suplementadas com
SH, observou-se minima perda de sobrevivéncia celular apés cinco meses
de armazenamento, evidenciando maior estabilidade desse sistema. Essa
perda minima pode estar ligada a capacidade das bactérias deste género
em formar estruturas de sobrevivéncia (enddsporos), que lhes conferem
maior sobrevivéncia natural. Por outro lado, Zago et al. (2019), ao avaliar a
encapsulacdo de Azospirilum brasilense AbV5 em formulacoes
semelhantes, observaram que, apos 90 dias, a concentracdo de células
viaveis foi reduzida para cerca de 10° UFC g™, resultado que corrobora as
tendéncias de sobrevivéncia de H. seropedicae estirpe RAM10 registradas
pela formulacdo utilizada na producdo das capsulas neste estudo, uma vez
que aos 90 dias a concentragdo de células viaveis encontradas no

encapsulado atingiu valores similares.
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Por meio de técnicas de microscopia de fluorescéncia, foi verificada a
viabilidade da bactéria H. seropedicae estirpe RAM10 encapsulada por 180
dias em alginato enriquecido com SH, comparando-a com a colinizagédo das
raizes de milho de um inoculante recém-preparado em laboratorio. A partir
da observacdo das imagens, constatou-se que as capsulas preservaram a
viabilidade da estirpe RAM10 encapsulada, visto que, sua capacidade de
fluorescéncia foi facilmente distinguida, equiparando-se ao inoculante
recentemente preparado. A colonizagao bacteriana pela RAM10 foi intensa e
predominou em regides meristematicas, na base dos pelos radiculares e
raizes laterais, em junc¢des das paredes celulares epidérmicas e em
cavidades formadas a partir da ruptura de células epidérmicas decorrente da
emergéncia das raizes laterais, resultando na penetracdo passiva e
colonizagdo endofitica do feixe vascular da raiz. Tais regides sé&o
amplamente descritas na literatura como sitios preferenciais de infec¢cao por
H. seropedicae em associagdo com plantas da familia Poaceae (James e
Olivares, 1997; James et al., 2002; Roncato-Maccari et al., 2003; Monteiro et
al., 2008). Essa preferéncia pode ser explicada pela presenca de elevados
teores de pectina e calcio, que favorecem a adesao bacteriana, uma vez que
ions Ca?* formam uma pelicula positiva sobre a superficie da raiz, facilitando
o contato com bactérias carregadas negativamente (Baldotto et al., 2011b).

A expressao relativa de ZmMHAZ2 nas plantas de milho tratadas com as
capsulas apresentou transcricdo aumentada em todos os tratamentos
avaliados, chegando a valores até quatro vezes superiores em plantas
tratadas com capsulas de AlgNa enriquecidas com 50 mg C L. O gene
ZmMHA?2 é responsavel por codificar a sintese da enzima H*-ATPase, que
desempenha um papel central no metabolismo vegetal, uma vez que sua
atividade gera um gradiente eletroquimico nas membranas celulares
necessario para a translocacgao de ions, sendo fundamental para a absorcao
de macro e micronutrientes, fornecendo forgca motriz para a absorcéao e
efluxo de ions e metabdlitos através da membrana plasmatica (Sze, 1985;
James e Olivares, 1998; Quaggiotti et al., 2004). As SH podem favorecer o
aumento da atividade da H*-ATPase da membrana plasmatica, modulando
um ambiente elétrico celular que promove maior eficiéncia na translocagcao

de nutrientes, decorrente da capacidade de otimizar a atividade da H*-
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ATPase, contribuindo para regular o pH do apoplasto e, assim, afetar a
absorcao de nutrientes (Zandonadi et al., 2016). Com isso, a estimulagao do
bombeamento de H' para o exterior da membrana plasmatica promovida
pela inoculagédo das capsulas cria um ambiente eletroquimico que favorece a
absorcdo de nitrato para o interior da célula, visto que sua translocagao
ocorre por simporte (2H": 1NO3’) (Nardi et al., 2009).

Além disso, verificou-se um aumento expressivo na transcricdo do gene
ZmMDH?2 nas plantas tratadas com capsulas, enriquecidas ou ndo com SH,
resultando em maior atividade da enzima malato desidrogenase (MDH).
Essa enzima catalisa a formacdo de malato no metabolismo via ciclo do
acido tricarboxilico (TCA), que atua como fonte de carbono e energia para a
reducado de N, a amdnia pela fixacdo biolégica e na subsequente conversao
do malato em oxaloacetato permitindo que a continuidade do TCA (Prell e
Poole, 2006).

Por fim, evidenciou-se que as capsulas contendo H. seropedicae estirpe
RAM10, suplementadas ou ndo com SH, favoreceram a colonizagao
bacteriana das raizes de milho, exercendo efeito positivo sobre o
metabolismo das plantulas, mesmo apdés 180 dias de armazenamento,
demonstrando o potencial de preservagao da sobrevivéncia e viabilidade
celular promovidas pela encapsulagao em alginato. Contudo, esse efeito nao
se refletiu no desempenho biométrico das plantas de milho, ndo sendo
observadas diferengas significativas nos parametros avaliados. Tal resultado
pode ser atribuido ao ambiente de crescimento limitado pelos vasos ou a
adubacdo de plantio e cobertura rica em N, fatores que possivelmente
limitaram a funcdo bioestimuladora e promotora de crescimento do

inoculante.
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CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstraram que a técnica de encapsulamento
por gelificagdo i6nica, com a concentragdo de alginato de sédio a 1,5%
enriquecido com substancias humicas, apresentou alta eficiéncia de
encapsulacéo inicial variando de 77% a 92%, gerando capsulas
homogéneas capazes de sustentar a viabilidade celular de H. seropedicae
estirpe RAM10 por 270 dias.

O estudo evidenciou que, mesmo com as maiores perdas iniciais da
sobrevivéncia bacteriana ao longo do tempo, apdés 90 dias a densidade
populacional microbiana estabilizou em aproximadamente 5,6 log UFC g™ de
capsula (3,6 x 10° UFC g”) em todos os tratamentos avaliados e, aos 270
dias de armazenamento, a taxa de sobrevivéncia bacteriana variou de 48,0%
a 58,2%, com Hbs-150 apresentando a maior taxa, seguida por Hbs-0, Hbs-
50 e Hbs-100.

A microscopia otica de fluorescéncia das raizes de milho inoculadas via solo
com capsulas armazenadas por 180 dias revelou que as substancias
himicas foram eficientes em melhorar a viabilidade celular da estirpe
RAM10 durante o armazenamento, sendo possivel observar o aumento da
intensidade de fluorescéncia emitida pela RAM10 com o aumento da
concentracdo de SH adicionada a formulacdo, o que favoreceu a
colonizacédo de regides que sao amplamente descritas na literatura como
sitios preferenciais de infeccado por H. seropedicae em associagdo com
plantas da familia Poaceae. Entretanto, ndo foi observado por RT-PCR
aumento da comunidade bacteriana colonizando as raizes das plantas
inoculadas com as capsulas contendo a estirpe RAM10, em relacdo a
comunidade microbiana nativa de H. seropecicae no controle ndo inoculado
(NI).

De maneira geral, nenhum dos tratamentos apresentou diferengas
significativas nos parametros biométricos avaliados apos 40 dias de cultivo
do milho, com excegao do comprimento do sistema radicular, em ambos os
solos avaliados, e da massa fresca da parte aérea, para o Cambissolo

Flavico distréfico. Além disso, o milho apresentou alteracbes metabdlicas
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significativas nos niveis de transcricdo dos diferentes genes avaliados, em
especial o gene de codificacdo da H*-ATPase, e na promogéo da atividade
das enzimas nitrato redutase e malato desidrogenase, de maneira distinta
entre os solos.

Esses resultados indicam que a combinacdo de BPCV com SH na
encapsulacdo apresenta grande potencial para aumentar a sobrevivéncia
microbiana imobilizada, preservando sua viabilidade, evidenciando ainda o
papel da SH como um bioestimulante vegetal, mesmo em pequenas
concentracdes, o que favorece a adaptacdo microbiana ao ambiente

competitivo onde sera aplicada.
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