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RESUMO

As rizobactérias sdo microrganismos que colonizam a rizosfera e conferem efeitos
benéficos as plantas por diferentes mecanismos, como sintese de fitorménios,
solubilizagdo de minerais, fixacdo de nitrogénio e aumento da absorcéo de nutrientes.
O uso de inoculantes microbianos tem ganhado destaque nas ultimas décadas por
fortalecer o componente biolégico dos sistemas de producao, reduzir a dependéncia
de fertilizantes sintéticos e contribuir para a sustentabilidade agricola. Nesse contexto,
o presente trabalho teve como objetivo confirmar se uma bactéria isolada da rizosfera
de Tamboril apresenta caracteristicas de microrganismo promotor de crescimento
vegetal, além de avaliar seu crescimento em meio comercial e em meios alternativos
formulados a partir de produtos e subprodutos da melancia. A bactéria TB3 foi
caracterizada quanto a capacidade de solubilizacdo de fosfatos, fixacao biolégica de
nitrogénio e producao de acido indol-3-acético (AlA). Posteriormente, foram avaliadas
a cinética de crescimento microbiano em caldo nutriente e em meio alternativo a base
de suco de melancia, bem como a influéncia do pH, da concentracdo de acgucares
redutores totais e da temperatura sobre o crescimento celular e a producéao de AlA.
Também foram realizados cultivos com diferentes concentracfes de suco de melancia
e em meios formulados a partir da fracdo liquida e sdlida das cascas da fruta. Os
resultados indicaram que a TB3 apresenta caracteristicas funcionais compativeis com
microrganismos promotores de crescimento vegetal, além de crescimento satisfatorio
em meios alternativos formulados com suco e casca de melancia. A utilizacdo do
residuo de melancia mostrou-se viavel para o cultivo bacteriano, evidenciando
potencial para reducéo de custos e reaproveitamento de residuos agroindustriais. Os
ensaios com bioinoculantes demonstraram efeitos positivos no desenvolvimento
inicial de plantas, especialmente quando a aplicacdo ocorreu apés a germinacao.
Dessa forma, o estudo evidencia o potencial da bactéria TB3 para uso como
bioinoculante agricola associado a estratégias sustentaveis de valorizacdo de

residuos vegetais.

Palavras-chave: Rizobactérias; bioinoculantes; melancia.



ABSTRACT

Rhizobacteria are microorganisms that colonize the rhizosphere and provide beneficial
effects to plants through different mechanisms, such as phytohormone synthesis,
mineral solubilization, nitrogen fixation, and enhanced nutrient uptake. The use of
microbial inoculants has gained prominence in recent decades for strengthening the
biological component of production systems, reducing dependence on synthetic
fertilizers, and contributing to agricultural sustainability. In this context, the present
study aimed to confirm whether a bacterium isolated from the rhizosphere of Tamboril
exhibits characteristics of a plant growth—promoting microorganism, as well as to
evaluate its growth in a commercial medium and in alternative media formulated from
watermelon products and by-products. The TB3 bacterium was characterized
regarding its capacity for phosphate solubilization, biological nitrogen fixation, and
production of indole-3-acetic acid (IAA). Subsequently, microbial growth kinetics were
evaluated in nutrient broth and in an alternative medium based on watermelon juice,
as well as the influence of pH, total reducing sugar concentration, and temperature on
cell growth and IAA production. Cultivations were also performed with different
concentrations of watermelon juice and in media formulated from the liquid and solid
fractions of the fruit peel. The results indicated that TB3 presents functional
characteristics compatible with plant growth—promoting microorganisms, in addition to
satisfactory growth in alternative media formulated with watermelon juice and peel.
The use of watermelon residue proved to be viable for bacterial cultivation,
demonstrating potential for cost reduction and reuse of agro-industrial residues.
Bioinoculant assays showed positive effects on the initial development of plants,
especially when the application occurred after germination. Therefore, this study
highlights the potential of the TB3 bacterium for use as an agricultural bioinoculant

associated with sustainable strategies for the valorization of plant residues.

Keywords: Rhizobacteria; bioinoculants; watermelon.
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1. INTRODUCAO

As rizobactérias sdo um grupo de microrganismos que colonizam a rizosfera,
e estas conferem efeitos benéficos as plantas por uma variedade de mecanismos,
incluindo sintese de fitorménios, solubilizacdo de minerais, producéo de sideréforos,
aumento na absorcdo de nutrientes, area foliar etc. Além disso, esses
microrganismos também produzem enzimas antioxidantes a fim de proteger as
plantas contra estresses ambientais (FLORES-GALLEGOS; NAVA-REYNA, 2019).

O uso de inoculantes microbianos ganhou destaque nas Ultimas trés décadas.
Essa tecnologia fortalece o componente biolégico dos sistemas de producéo,
contribuindo para a saude do solo ao reduzir o uso de fertilizantes sintéticos, por
meio de introdugcdo de microrganismos benéficos. Esses estimulam o crescimento
vegetal em diferentes fases, promovendo a absor¢céo de nutrientes essenciais como
nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K) (OLIVEIRA-PAIVA, 2024).

Assim, os bioinsumos abrangem uma ampla variedade de produtos, como
biofertilizantes, bioestimulantes, promotores de crescimento vegetal, ingredientes
nutricionais, substancias bioativas, extratos vegetais e agentes biologicos de
controle de pragas. Ademais, na agricultura, seu uso tem se expandido
significativamente, possibilitando o aumento da produtividade por meio do manejo
integrado de doencas e da melhoria da resisténcia das plantas a estresses bioticos e
abidticos (PEREIRA, 2025).

De acordo com Pavinato et al. (2021), os microrganismos solubilizadores de
fosfato podem associar-se as raizes das plantas e disponibilizar formas menos
labeis de fosforo presentes no solo, contribuindo para a reducéo da necessidade de
fertilizantes minerais.

A melancia (Citrullus lanatus), pertencente a familia Cucurbitaceae, é uma
planta anual caracterizada por suas folhas amplas e frutos doces e suculentos, que
podem atingir até 90 kg. Além de seu valor alimentar, a melancia representa uma
cultura de destaque para os produtores rurais, devido ao manejo simples e ao baixo
custo de producdo em relacdo a outras hortalicas-fruto. Trata-se de uma espécie
relevante no cenario agricola brasileiro, principalmente por demandar intensa
utilizacdo de mao de obra no campo, 0 que, sob 0 aspecto socioecondémico, contribui
para a geracdo de renda, oferta de empregos e fixagdo do trabalhador rural
(Mandizvo et al., 2021).
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Destarte, o presente trabalho fez andlises para confirmar se uma bactéria
isolada da rizosfera de Tamboril apresentou caracteristicas de microrganismo
promotor de crescimento vegetal e avaliou-se o crescimento da mesma em meio

comercial e em meios alternativos produzidos a partir dos produtos e subprodutos da

melancia.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial da bactéria TB3, isolada da rizosfera de Enterolobium
contortisiliquum (Tamboril), como microrganismo promotor de crescimento vegetal,
examinar seu crescimento em meio comercial e em meios alternativos formulados a
partir da melancia, além de avaliar a utilizacdo do meio inoculado com TB3 como

bioinsumo.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Realizar repique de manutencdo em todos isolados da rizosfera do Tamboril;

- Realizar a caracterizacdo funcional da TB3 como microrganismo promotor de
crescimento vegetal a partir de analises de acido indol-3-acético, solubilizacdo de

fosfatos e fixacdo de nitrogénio;

- Caracterizar o suco de melancia quanto ao pH, solidos sollveis totais e agUcares
redutores;
- Comparar a cinética de crescimento da bactéria TB3 em meio comercial e em meio

alternativo formulado com suco de melancia;

- Avaliar a influéncia do pH, da temperatura e da concentracdo de acucares

redutores totais no crescimento celular e na producéo de AlA;

- Investigar o crescimento da bactéria TB3 em meios formulados a partir da fracao

liquida e sdlida da casca de melancia;

- Analisar o potencial do aproveitamento de residuos de melancia como substrato

alternativo para o cultivo de microrganismos promotores de crescimento vegetal;

- Analisar a viabilidade da utilizacdo dos meios alternativos formulados a partir de
residuos de melancia, inoculados com a bactéria TB3, como bioinsumo para cultivos

de milho e feijao.
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3. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
3.1. CAATINGA

O nome “Caatinga”, de origem indigena, significa “mata branca” (caa = mata;
tinga = branca, clara, aberta). Este bioma, exclusivo do Brasil, ocupa cerca de 844 a
969 mil km?, abrangendo partes de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranh&do, Pernambuco,
Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe e o norte de Minas Gerais (MMA,
2019). Apesar de abrigar grande parte do patrimdénio bioldgico exclusivo do pais,
40% da Caatinga ja esta degradada, 42% preservada e 8% do solo exposto é
vulnerdvel a desertificacdo, evidenciando o impacto do desmatamento
(DEMARTELAERE, 2022).

Figura 3.1 — Biomas presentes na Paraiba
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Fonte: Projeto MapBiomas Alerta, 2026 (Adaptado)

Na Caatinga, as interacfes entre plantas e animais incluem relacdes
mutualisticas, como polinizacdo, dispersdo de sementes e protecdo mutua entre
formigas e plantas, além de interacGes antagdnicas, como a herbivoria. O ambiente
do bioma é definido por uma combinacdo de fatores climaticos, geomorfolégicos,
hidrolégicos, pedoldgicos e botanicos. Por ser uma das vegetacdes mais sensiveis
as mudancas climéaticas, cerca de 94% da Caatinga apresenta risco moderado a alto
de desertificacdo (MELO, 2023).
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As espécies presentes na Caatinga formam a biota regional. Compreender
como essa biota se formou e se mantém ao longo do tempo é relevante para a
ciéncia e para aplicacBes préaticas, como a definicAo de areas prioritarias para
conservacao (ARAUJO, 2022).

A Caatinga € um dos ecossistemas mais modificados pelo homem no Brasil,
ficando atrds apenas da Mata Atlantica e do Cerrado. Abriga cerca de 1.000
espécies vegetais, das quais 318 sdo endémicas, e é considerada a area semiarida
mais rica em biodiversidade do mundo. Localizada na regido semiarida mais
populosa do planeta, cerca de 28 milhdes de pessoas dependem direta ou
indiretamente de seus recursos naturais. Segundo o Ministério do Meio Ambiente
(MMA), o bioma possui aproximadamente 932 variedades de plantas
(DEMARTELAERE, 2022).

A acentuada sazonalidade da Caatinga influencia o balango anual de carbono
ao estimular o crescimento das plantas e afetar a produtividade do ecossistema. No
bioma, fatores como altura da cobertura vegetal, densidade da vegetacéo,
abundancia ou escassez de espécies e predominancia de arvores ou arbustos, que
determinam diretamente a estrutura da vegetacdo, ndo dependem apenas da
disponibilidade de agua, mas resultam da interacdo entre o tipo de solo e as
condicBes hidricas (MENDES, 2025).

3.2. TAMBORIL

Enterolobium contortisiliguum (Vell.) Morong (Fabaceae) conhecida, entre
outros nomes, como “tamboril’”, € uma planta que possui ampla distribuicao
geografica no Brasil, sendo facilmente encontrada na Mata Atlantica, Caatinga,
Cerrado (BEZERRA et al., 2021) e em outros paises latino-americanos (LORENZI,
2020).

Trata-se de uma arvore de natureza fibrosa, caracteristica que lhe confere
potencial para atuar como material adsorvente. E uma espécie de origem brasileira,
com ocorréncia registrada desde os estados do Para, Maranhao e Piaui até o Mato
Grosso do Sul e Rio Grande do Sul, abrangendo tanto florestas pluviais quanto
semideciduas (SILVA?, 2024).

Apesar da importancia faunistica, humana e ambiental, a espécie

Enterolobium contortisiliguum ainda possui escassas informacgfes na literatura, de
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acordo com estudos realizados por SILVIA? (2024) sabe-se que os frutos dessa
espécie tém grande variacdo nas dimensfes, enquanto as sementes evidenciam
menor variacao.

As sementes do Tamboril sdo notavelmente toxicas quando ingeridas e
podem causar envenenamento grave em animais. Essa toxicidade esta associada a
presenca de saponinas, lectinas e enterolobina (BARROS, 2023).

O Tamboril € encontrado nos biomas Mata Atlantica e Caatinga no Brasil e
apresenta elevada capacidade de brotacdo. Essa caracteristica, aliada a sua
tolerdncia a variacBes climaticas e a solos com baixa fertilidade, torna-a uma
espécie ideal para projetos de restauracdo de areas degradadas pela mineracéo
(ADEMILSON, 2021).

A familia Leguminosae € a terceira maior entre as Angiospermas,
destacando-se por sua importancia econémica, ecolégica e pela ampla diversidade
de espécies. Nessa familia estad incluida a Enterolobium contortisiliquum (Vell.)
Morong. Embora apresente partes toxicas, a exploracdo de novos extratos naturais
dessa espeécie pode oferecer diversos beneficios para a humanidade. (JESUS,
2024)

Figura 3.2 - Tamboril

Fonte: BRASIL ECOLOGICA (@brasilecologica), 2025

3.3. RIZOSFERA
O solo atua como um reservatorio que abriga inUmeras formas de vida, o
mesmo € essencial para a preservacdo e o desenvolvimento de ecossistemas

terrestres. A rizosfera é a regido com maior concentracdo microbiana, ela €
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localizada ao redor das raizes ou na interface entre as raizes das plantas e os
microrganismos do solo (GOMMIDES, 2023).

A rizosfera corresponde a regido do solo diretamente aderida e influenciada
pelas raizes das plantas, apresentando caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas
especificas. Essa regido constitui um ambiente ecolégico dinAmico, no qual ocorrem
intensas interagcdes entre o solo, as plantas e os microrganismos, favorecendo a

troca de nutrientes, agua e diferentes organismos (SCIENCEDIRECT, 2026).

Figura 3.3 — Rizosfera

Fonte: GOMES, 2026

O microbioma rizosférico pode induzir respostas de defesa nas plantas,
atuando como uma barreira inicial contra a infeccdo por patégenos do solo, essa
protecdo é essencial para manutencdo da saude vegetal e para a reducdo da
dependéncia de defensivos quimicos (RAIMAM, 2023). Na zona rizosférica ocorre
liberacdo de compostos quimicos que influenciam diretamente no crescimento e
desenvolvimento das plantas (GOMMIDES, 2023). A regido rizosférica fornece um
abrigo para a troca de componentes bioquimicos que estabelecem relacbes
interespécies entre as raizes e os microrganismos (UPADHYAY et al., 2022).

De modo geral, a composicdo do solo apresenta elevadas concentracdes de
oxidos de ferro e aluminio. Esses compostos, quando associados a valores de pH
acido, reduzem a disponibilidade de anions como fosfatos e sulfatos. Da mesma
forma, os cations também tém sua disponibilidade comprometida nessas condi¢fes
(RAIMAM, 2023). A absorcao de nutrientes, portanto, ocorre a partir dos elementos
disponiveis na solu¢édo do solo, que entram em contato com as raizes por meio dos
processos de difuséo, fluxo de massa e interceptacdo radicular, o que reforca a
importancia de mecanismos que favorecam o transporte eficiente desses nutrientes
até o sistema radicular (HERMANN-BANDERA, 2022).
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As raizes das plantas absorvem ions de forma seletiva e liberam compostos
gue modificam o pH do solo, influenciando a disponibilidade de nutrientes e a
atividade microbiana. A quantidade de carbono liberada para a rizosfera é
semelhante ou superior a utilizada na respiragcdo radicular. As plantas mantém uma
relacé@o estreita com os microrganismos do solo, considerado o maior reservatorio de
biodiversidade do planeta. Essa biodiversidade se concentra na rizosfera, dividida
em trés zonas: a endorizosfera (interior da raiz), o rizoplano (superficie da raiz) e a

ectorizosfera (regido externa proxima a raiz) (SILVA, 2022).

3.4. MICRORGANISMOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO
VEGETAL

No interior dos solos estdo presentes microrganismos que se distinguem em
niveis taxondémicos, genéticos e fenotipicos (GOMMIDES, 2023). A variedade de
microrganismos presentes no solo constitui um indicador sensivel a poluigéo e a
degradacédo ambiental, isto € a maioria das transformacdes quimicas que ocorrem
nesse meio sao reflexo da atividade microbiana (PARRALES, 2022).

As relacOes interespecificas estabelecidas entre plantas e microrganismos
podem ter efeitos negativos, neutros ou positivos. Destaca-se como efeito beneficio
as associacoes simbidticas com microrganismos diazotroficos e fungos micorrizicos
diante da capacidade de alteracdo da composicdo dos exsudatos radiculares,
modificando o ambiente quimico e biologico ao redor das raizes (RAIMAM, 2023).

Figura 3.4 — llustracdo do mecanismo de acdo dos microrganismos promotores de

crescimento vegetal
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Fonte: BUENO, 2025 (Adaptado)
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A abundéncia e a diversidade de microrganismos presentes na rizosfera,
gquando comparadas as do solo nao rizosférico, indicam que fatores como a
concentracdo de CO2, o teor de carbono organico, o nitrogénio total e o potassio
disponivel exercem grande influéncia sobre a estrutura das comunidades
bacterianas e fangicas (RAIMAM, 2023). Os microrganismos que habitam o solo
obtém energia e nutrientes a partir dos exsudatos liberados pelas raizes e da
matéria organica disponivel. Ademais, para que esses microrganismos mantenham-
se vivos é necessério o funcionamento ativos dessas raizes. Os microrganismos
promotores de crescimento de plantas estdo localizados na rizosfera e
desempenham papéis fundamentais como estimular o crescimento radicular, fixar
nitrogénio atmosférico, solubilizar fosfatos e produzir acidos organicos (PARRALES,
2022).

Figura 3.5 — Resumo do mecanismo de acdo dos microrganismos promotores de

crescimento vegetal
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Fonte: Silva, 2022
As bactérias conhecidas como diazotréficas sdo capazes de realizar fixacao
biolégica de oxigénio, contribuindo também na sintese de compostos que estimulam
o crescimento radicular, como o acido indol-acético (BASTOS, 2023).
Em sintese, os microrganismos fixadores de nitrogénio sendo eles de vida
livre ou associados a espécies vegetais, auxiliam na fixagdo de nitrogénio na qual o

nitrogénio atmosférico é transformado em am®énia, contribuindo para o crescimento e
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desenvolvimento de plantas e podendo afetar direta ou indiretamente a
produtividade das culturas (BOURSCHEIDT et al., 2019).

Outra caracteristica desejavel para microrganismos promotores de
crescimento vegetal é a capacidade de solubilizar fosfatos. Essa solubilizacdo pode
ocorrer por diferentes mecanismos, sendo a producéo de acidos organicos um dos
principais processos para tornar o fosforo disponivel para as plantas (ALMEIDA,
2025).

O fosforo se destaca por compor importantes biomoléculas, como &cidos
nucleicos, coenzimas, fosfolipideos e proteinas. No entanto, ele encontra-se
frequentemente indisponivel as plantas, tornando indispensavel a atuacdo de
microrganismos solubilizadores. (ALMEIDA,2025)

3.5. MEIOS DE CULTIVO ALTERNATIVO E RESIDUO DE MELANCIA

Os meios de cultivo sintético contém macronutrientes, como carbono,
oxigénio, hidrogénio, fosforo, calcio, nitrogénio, silicato, enxofre e potassio, e
micronutrientes, como ferro, cobre, molibdénio, zinco e manganés. Os
macronutrientes sdo essenciais, pois constituem as biomoléculas, membranas e o
meio intracelular, enquanto os micronutrientes atuam nas atividades metabdlicas das

enzimas presentes nas organelas celulares (MORAES, 2023).

A incorporacdo de materiais organicos na formulacdo de substratos nao
apenas melhora a fertilidade do solo, como também diminui a necessidade de
fertilizantes minerais convencionais, contribuindo para a reducdo dos custos de
producdo. Dessa forma, a utilizacdo parcial ou total de componentes organicos nos
substratos pode assegurar condicbes adequadas para o desenvolvimento das
plantas (BASTOS, 2023).

A caracterizacdo de meios de cultivo formados por residuos diversos se
mostra uma solucdo eficaz para diminuir os custos de producdo, diante do
investimento monetario em insumos sintéticos ser um grande impasse do cultivo de
microrganismos, a utilizacdo de residuos na formulacdo de meios de cultura é
minima, promovendo rentabilidade a producdo desses microrganismos
(VARANDAS, 2022).
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Existe uma pressao crescente para diminuir 0os subprodutos gerados por
processos industriais, promovendo sua reutilizacdo em processos secundarios
(CHIMINI, 2021). As caracteristicas desejadas para um substrato incluem baixo
custo, facil aquisicdo, contetdo nutricional adequado, pH apropriado, boa
capacidade de troca de cétions e auséncia de patégenos. No entanto, raramente um
substrato atende a todos esses critérios, o que reforca a importancia de avaliar sua
viabilidade antes do uso (VIEIRA, 2022).

A nivel global, estima-se que, entre 2017 e 2018, cerca de 42 milhGes de
toneladas de subprodutos de melancia, como cascas e sementes, foram gerados por
industrias de processamento de suco, produtores artesanais e restaurantes, durante
0 preparo e consumo da fruta (ZIA et al., 2021).

Diversos residuos agricolas e florestais podem ser utilizados na producéo de
substratos para hortalicas, mostrando-se eficientes na obtencdo de mudas de
qgualidade e apresentando excelentes resultados na produgdo orgéanica (LIMA,
2021).

Na busca por alternativas renovaveis para materiais sustentaveis, a
reutilizacao e valorizacéo de residuos é essencial para reduzir o impacto negativo da
atividade industrial dentro de uma economia circular. (Ricarte Rostirolla, 2023)

As cascas de melancia correspondem a aproximadamente 30% a 41% do
peso total da fruta, e, como residuo agricola de alta emisséo, representam uma
preocupacdo ambiental significativa. I1sso torna essencial compreender o potencial
sustentavel da casca, tanto do ponto de vista ecoldgico quanto econémico (LANG et
al., 2023; GUO et al., 2021).

3.6. SUSTENTABILIDADE AGRICOLA E BIOFERTILIZANTES

Desde os primoérdios da agricultura, os humanos tém utilizados varias formas
de substancias biogénicas e inorganicas para nutrir e proteger suas plantacfes e
aumentar o rendimento das mesmas. Os insumos bioldgicos sao obtidos a partir de
organismos vivos por técnicas de biotecnologia, como as plantas, animais,
microrganismos e sao utilizados para diversas finalidades (CHUI et al., 2023).

A melancia € uma fruta cujo percentual comestivel (polpa) € menor do que o
da maioria das frutas, com mais da metade do seu peso constituido por casca e

sementes, resultando em altos indices de desperdicio. O aproveitamento dessas
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partes contribui para uma melhor utilizagdo do fruto e ajuda a reduzir o desperdicio
(DE SOUZA SILVA, 2024).

Nas ultimas décadas, as atividades agricolas tém crescido substancialmente.
A geracdo global de residuos agricolas aumentou de cerca de 998 milhSes de
toneladas por ano para dezenas de bilhdes de toneladas anuais estimadas nos
altimos 50 anos (AWOGBEMI; KALLON, 2022; DUQUE-ACEVEDO et al., 2020).

Uma abordagem econbmica, ecolégica e sustentavel para o manejo de
residuos agricolas é transforma-los em produtos Uuteis. Estudos relevantes
demonstram o grande potencial das cascas de melancia para diversas aplicacoes,
incluindo tratamento de aguas residuais, producdo de biocombustiveis e
bioplasticos, desenvolvimento de alimentos funcionais e uso nas industrias
cosmetica e farmacéutica (DINIS, 2025).

Dentre as alternativas sustentaveis, destacam-se as bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP), apresentando uma das tecnologias mais
promissoras para alcancar a sustentabilidade dos sistemas agricolas. Elas
proporcionam beneficios como o estimulo do crescimento da parte aérea e das
raizes das plantas e o fortalecimento da protecdo enzimatica contra estresses
bidticos e abidticos (PORTO et al., 2022).

O consumo de fertilizantes minerais tem crescido globalmente, impactando os
precos dos alimentos. No Brasil, 0 uso excessivo de fertilizantes sollUveis representa
um problema, pois, sem a ado¢do de modelos agricolas mais sustentaveis, reservas
de rochas fosfatadas, por exemplo, podem se esgotar em menos de 100 anos
(COSTA, 2021).

Na agricultura organica, o uso de biofertilizantes € uma pratica comum devido
ao seu baixo custo e a possibilidade de producéo diretamente na propriedade. Esses
fertilizantes podem fornecer praticamente todos 0S nutrientes necessarios as
plantas, sendo sua composicdo influenciada pelo tipo de fermentacdo a que séo
submetidos (COSTA, 2021).

No Brasil, o uso de inoculantes microbianos, como biofertilizantes, tem
melhorado significativamente a producéo de alimentos, tecnologia que ja vem sendo
compartilhada com paises africanos. Além da agricultura, essas bactérias também

séo aplicadas na recuperacgao de solos contaminados, reflorestamento e protecéao de
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recursos hidricos, destacando a importancia de conservar a diversidade microbiana

dos solos tropicais para as futuras geracoes (GAYLARDE, 2025).
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4. METODOLOGIA
4.1. REPIQUE E MANUTENCAO DE MICRORGANISMOS

Ressalta-se que todos os microrganismos citados no presente trabalho foram
isolados de uma amostra do solo do Tamboril, essa coletada em 10 de janeiro de
2022, no municipio de Bananeiras-PB, (6° 44 '03.8 'S 35° 40' 27.1 ~W), as 9 horas
da manha.

Os microrganismos utilizados neste estudo foram isolados de acordo com a
metodologia proposta por KHAN (2017). O isolamento foi realizado por alunos em
pesquisas académicas desenvolvidas no ano de 2022, vinculadas ao Laboratério de
Bioengenharia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Foram realizadas analises preliminares em pesquisas de iniciacao cientifica
desenvolvidas no ano de 2022 no Laboratério de Bioengenharia da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), com o objetivo de avaliar a producéo de acido indol-3-
acético (AIA) e a capacidade de fixacdo de nitrogénio pelos isolados bacterianos.
Essas analises permitiram selecionar a bactéria com melhor desempenho para as
etapas subsequentes do estudo. Entre os isolados avaliados, a cepa TB3
apresentou os melhores resultados, sendo, portanto, selecionada para o presente
trabalho.

Por se tratar de uma atividade em continuidade, a cada 60 dias, foram
realizados os repiques de manutencdo de todos os microrganismos, esses ainda
nao identificados. Todos eles passaram por repique nos meios onde foram isolados

inicialmente: agar nutriente e agar batata dextrose.

4.2. CARACTERIZACAO FUNCIONAL DA BACTERIA TB3
4.2.1. Andlise de solubilizacéo de fosfatos
A bactéria TB3, pertencente a colecdo de microrganismos isolados da
rizosfera do Tamboril, foi selecionada para analise de solubilizacdo de fosfatos, em
gue foram realizados dois cultivos, variando a composicdo entre 2,5% e 5% de
fosfato através do Meio Gel (SYLVESTER-BRADLE et al., 1982). E tido como
resultado positivo o crescimento do microrganismo com formagéo de halo translicido

ao redor da col6nia.
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Para o preparo do meio de teste seguiu-se as composi¢cdes contidas na
Tabela 4. Ademais, antes da distribuicdo do meio em placas de petri as solucdes de
fosfato de sédio bibésico e cloreto de célcio foram acrescidas ao meio, ocasionando
a mudanca visual da coloracdo do mesmo, de translicido para esbranquicado e
opaco.

O microrganismo foi inoculado e permaneceu em estufa a 30°C durante 15

dias.
Tabela 4.1 - Composicao do Meio Gel
COMPONENTE PROPORCAO (5% DE PROPORGCAO (2,5% DE
FOSFATOS) FOSFATOS)
Agar 15 g/L 15 g/L
Cloreto de célcio 100 mL/L 50 mL/L
(Solucao 10%)
Extrato de levedura 0,5g/L 0,5¢g/L
Fosfato de sodio bibasico 50 mL/L 25 mL/L
(Solucao 10%)
Glicose 10 g/L 10 g/L

FONTE: SYLVESTER-BRADLE et al., 1982

4.2.2. Andlise de fixacdo de nitrogénio

Para avaliar a capacidade de fixar nitrogénio, utilizou-se o0 meio NFB
(Do6bereiner et al., 1995) para crescimento do microrganismo por um periodo de 14
dias, esses divididos entre 7 dias para inoculacdo (R1) e 7 para repique de
confirmacdo (R2). Em caso positivo de fixacdo, a bactéria deve apresentar
crescimento, mesmo que sutil, na placa contendo o repique de confirmacao (R2).

O meio NFB foi preparado a partir das composicfes apresentadas nas
Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4. Além disso, 0 mesmo foi devidamente autoclavado a 121°C
por 15 minutos. O microrganismo foi incubado em estufa a 30°C nos dois periodos.

Para a analise foram utilizados 20 mL de meio NFB por placa de petri.
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Tabela 4.2 - Composigédo do meio NFB

COMPONENTE PROPORCAO
Acido Malico 5g/L
Agar 20 g/L
Azul de bromotimol, 0,5% em 0,2 M de KOH 2 mL/L
Cloreto de célcio dihidratado, 1% P/V 2 mL/L
Cloreto de sédio, 10% P/V 1 mL/L
EDTA de ferro, 1,64% P/V 4 mL/L
Fosfato de sédio dibasico, 10% P/V 5 mL/L
Hidroxido de potéassio, 10% P/V 4,5 g/L
Solucéo de micronutrientes para meio de cultura 1 mL/L
Solucéo de vitaminas para meio de cultura 1 mL/L
Sulfato de magnésio hepta-hidratado, 10% P/V 2 mL/L

Fonte: Dobereiner et al., 1995 (Adaptado)

Tabela 4.3 - Composicéo da solucdo de micronutrientes

COMPONENTE PROPORCAO (para 200 mL)
Acido bérico 0,28 g
Molibdato de sodio 0,29
Sulfato de cobre 0,008 g
Sulfato de manganés 0,235¢g
Sulfato de zinco 0,024 g

Fonte: Protocolo da EMBRAPA, 1999

Tabela 4.4 - Composicéo da solucdo de vitaminas

COMPONENTE PROPORCAO (para 100 mL)
Biotina 10 mg
Piridoxina 20 mg

Fonte: Protocolo da EMBRAPA, 1999
4.2.3. Anédlise de producéo de AIA

Com o objetivo de avaliar a capacidade de producédo de AIA pela bactéria

TB3, foram preparadas duas culturas: uma composta por 70 mL de meio caldo
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nutriente e outra por 70 mL do mesmo meio suplementado com 2,1 mg de triptofano.
Ambos foram devidamente esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos.

ApOs esterilizagdo, inoculou-se uma alcada do microrganismo em cada
cultivo, que permaneceu em incubadora do tipo shaker durante periodo de
incubacdo de oito dias, com condicdes de 30 °C e 180 rpm. Posteriormente,
aliquotas de 2 mL foram coletadas e submetidas a centrifugacédo, em seguida 1,2 mL
do sobrenadante foi misturado a 0,8 mL do reagente de Salkowski para analise em
espectrofotometro, a 540 nm. Todo o procedimento experimental foi conduzido em
duplicata.

A conversao de absorbancia em concentracédo de AlA foi realizada conforme
a equacao 1.

AlIA(ug/mL) = 92,576xAbsorbancia (eq.1)

4.3. FORMULACAO DE MEIO ALTERNATIVO COM SUCO DE MELANCIA E
AVALIACAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO MICROBIANO

4.3.1. Caracterizacdo da melancia

Neste trabalho, o suco de melancia foi obtido a partir do fruto por meio do uso
de um liquidificador doméstico, seguido de peneiramento para a remocdo das
sementes. O mesmo foi acondicionado em garrafas plasticas e devidamente
refrigerado até o momento de sua utilizacdo. O suco foi caracterizado por meio de
analises de pH, acucares redutores totais, acucares redutores e solidos solluveis
totais.

O pH foi determinado utilizando um pHmetro de bancada, enquanto os solidos
soluveis totais foram avaliados em refratdmetro de bancada.

Com o objetivo de quantificar a concentracdo de acUcares redutores totais, foi
empregado o método do DNS (INSTITUTO ADOLFO LUTZ. 2008). Para isso, no
inicio e ao final de cada cultivo, foram coletados 1 mL de amostra e adicionados 1
mL de acido cloridrico 2N. Em seguida, as amostras foram aquecidas em banho-
maria por 5 minutos a 100 °C e posteriormente resfriadas em banho de gelo. Apés o
resfriamento, foram adicionados 2 mL de hidroxido de sédio 2N.

Da amostra final, retiraram-se 0,5 mL, os quais foram adicionados a 0,5 mL
do reagente DNS e, novamente, submetidos ao aquecimento em banho-maria por 5

minutos, seguido de resfriamento. Por fim, foram adicionados 4 mL de agua
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destilada, e a amostra foi submetida a leitura de absorbancia a 540 nm. O branco foi
determinado utilizando 4gua destilada em substituicdo a amostra do meio, e a curva
empregada para a conversdo da absorbancia em concentracdo € apresentada na
Equacao 1. Ademais, para a determinacdo dos agucares redutores, a metodologia
adotada é a mesma, entretanto, iniciando-se na etapa em que se misturam 0,5 mL

de amostra, neste caso a 0,1 °Brix, com 0,5 mL de reagente DNS.

y(mg /mL) = (1,4826xAbsorbancia + 0,0116)xdiluicao (eq. 2)

4.3.2. Meio de cultura sintético X alternativo

Preparou-se 500 mL de meio liquido comercial caldo nutriente,
exclusivamente para fins comparativos, de modo a servir como meio sintético de
referéncia para a avaliacdo do crescimento da bactéria TB3 em relacdo ao meio
alternativo. O preparo foi realizado conforme as especificacdes do fabricante. Em
seguida, foram retiradas duas aliquotas de 200 mL do meio previamente preparado
e transferidas para frascos de erlenmeyer de 500 mL.

O meio alternativo empregado foi preparado adicionando-se a um frasco de
erlenmeyer 76 mL de suco de melancia puro, 424 mL de agua destilada e 0,5 g de
extrato de levedura, com o pH do meio ajustado para 7 por meio da adicdo de
hidroxido de sddio a 10%. A autoclavagem ocorreu a 100 °C durante 5 minutos para
nao prejudicar os agucares presentes na composicao.

Para a inoculacdo de ambos, foram retiradas trés alcadas de uma cultura
crescida da bactéria e as mesmas foram inseridas nos frascos. Os cultivos foram
mantidos em incubadora shaker com temperatura controlada a 30 °C por 26 horas,
sob agitacao de 180 rpm.

4.3.3. Avaliacao cinética

A cada duas horas, amostras foram coletadas para a determinacdo da
absorbancia, pH e sdlidos sollveis totais (°Brix), com o0 objetivo de acompanhar o

crescimento da TB3 nos meios.

Para a leitura dos sélidos soluveis totais (°Brix), utilizou-se um refratbmetro
digital de bancada ABBE. As amostras foram previamente centrifugadas a 10.000

rpm por 5 minutos, sendo analisado apenas o sobrenadante.
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A turbidimetria das culturas foi determinada em espectrofotdmetro a 600 nm

(STEVENSON, 2016), o ponto de referéncia foi determinado com 4gua destilada.

Para a determinacdo do peso seco (LI, 2010), aguardou-se que as culturas
atingissem 26 horas de cultivo. Em seguida, para cada meio, cinco microtubos de 2
mL foram identificados, secos em estufa por 4 horas a 80 °C, resfriados em
dessecador por 40 minutos até atingirem massa constante e, entdo, pesados em
balanca analitica. ApOs esse procedimento, foram adicionados 2 mL do cultivo em
cada microtubo, e as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado, e os microtubos retornaram a estufa por 24 horas a 80
°C. Ao final, os mesmos foram levados ao dessecador por 40 minutos para posterior
pesagem. A biomassa final presente no cultivo foi determinada por diferenca de
massa.

A contagem celular (MILES, 1938) foi realizada por meio de plagueamento.
Ao final do cultivo, foi retirada uma amostra de 1 mL, a qual foi submetida a diluicbes
seriadas até atingir as diluicdes de 107° a 107®. Dessas diluigbes, foram retirados 0,1
mL para inoculacdo em placas de Petri contendo meio agar nutriente, as quais foram
mantidas em incubadora a 30 °C por 24 horas.

Para a analise de acido indol-3-acético (adaptado de GORDON, 1951) apos
26 horas de cultivo, utilizou-se o reagente de Salkowski. Inicialmente, retiraram-se 2
mL de cada cultura, as quais foram centrifugadas a 6.000 rpm por 3 minutos. Em
seguida, 1,2 mL do sobrenadante foi coletado e adicionado a 0,8 mL do reagente de
Salkowski. As amostras finais permaneceram por 30 minutos na auséncia de luz, a
fim de evitar a oxidacédo da solucao, e posteriormente foram submetidas a leitura de

absorbancia, realizada a 540 nm. Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

4.4. AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE ART, PH E
TEMPERATURA NO CRESCIMENTO E PRODUCAO DE AIA
PELA TB3

Optou-se pela utilizacdo de um planejamento fatorial para avaliar a influéncia
das condi¢cBes de cultivo sobre o desenvolvimento do microrganismo. Esse tipo de
planejamento experimental possibilita analisar simultaneamente os efeitos das

variaveis independentes e suas interagdes.
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Foram realizados 11 cultivos com duragéo de 48 horas, sob condi¢cdes de pH
variando entre 5 e 7, concentragdo de acucares redutores totais entre 1 e 5 g/L e
temperatura variando de 27 a 37 °C.

Tabela 4.5 — Matriz experimental

EXPERIMENTO[ ART(g/L) | pH |[TEMPERATURA (°C)
| 1 5 27
I 5 5 27
I 1 7 27
IV 5 7 27
Y, 1 5 37

Vi 5 5 37
VI 1 7 37
Vil 5 7 37
IX 3 6 32
X 3 6 32
XI 3 6 32

Fonte: Autor, 2025

Antecedendo os cultivos, um pré-inoculo de 24 horas foi preparado e, a partir
dele,12 mL de cultura ativa foram transferidos para 108 mL de cada um dos 11
cultivos preparados. Todos os ensaios foram conduzidos em frascos de erlenmeyer.

Ao final de cada experimento, ap0s 48 horas, foram avaliados peso seco
celular, contagem de células viaveis por plagueamento e producédo de acido indol-3-
acético (AlA).

Para a andlise estatistica no software Statistica, foi considerada apenas a
variavel resposta referente a producdo de AIA, uma vez que as demais variaveis
analisadas nao apresentaram resultados estatisticamente relevantes dentro das
condicBes experimentais avaliadas.

A autoclavagem e as analises de peso seco, contagem celular, acUcares
redutores totais e quantificacdo de AIA foram realizadas conforme metodologias

previamente descritas.

32



Os ajustes de pH foram realizados com soluc¢des de HCI 10% ou NaOH 10%,
com monitoramento em pHmetro de bancada.

As proporcdes dos cultivos foram definidas com base nos sélidos solaveis
totais (6,6 °Brix) e na concentracao de ART do suco puro (79,79 mg/mL), conforme

as seguintes composicoes:

e 1 mg/mL: 2 mL de suco puro + 118 mL de agua destilada + 0,1 g de extrato
de levedura

e 3 mg/mL: 5 mL de suco puro + 115 mL de agua destilada + 0,1 g de extrato
de levedura

e 5 mg/mL: 8 mL de suco puro + 112 mL de agua destilada + 0,1 g de extrato

de levedura

Por fim, os dados obtidos foram analisados no software Statistica, a fim de

avaliar a influéncia de cada variavel sobre o cultivo.

45. CRESCIMENTO BACTERIANO COM VARIACAO DA
CONCENTRACAO DE ACUCARES NO SUCO

Com base nos resultados obtidos, a melhor condi¢cdo de pH e temperatura foi
adotada para avaliar variacbes mais intensas de ART. Inicialmente, o suco de
melancia foi centrifugado a 10.000 rpm durante 5 minutos a fim de minimizar os
residuos solidos presentes. Em seguida, foram preparados dois meios de 200 mL

em frascos de erlenmeyer, contendo:

e 100 mL de suco centrifugado + 100 mL de agua destilada + 0,2 g de extrato de
levedura;

e 200 mL de suco centrifugado + 0,2 g de extrato de levedura.

Para fins comparativos, também foi preparado um meio contendo apenas 5
mg/mL de ART preparado do mesmo modo descrito no tépico 4.4.

Todos os meios foram autoclavados nas mesmas condicfes, preservando os
acucares presentes. Em seguida, de maneira analoga ao previamente descrito, 0
microrganismo foi inoculado por meio de um pré-indculo. A partir dele, 12 mL foram
inseridos em cada cultivo e os mesmos foram conduzidos por 72 horas sob agitagéo

de 180 rpm e temperatura de 27 °C. Todo o processo foi realizado em duplicata.
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Durante o periodo de cultivo, foram coletadas aliquotas de 2 mL em intervalos
regulares para as analises de pH, sélidos soluveis totais (°Brix), acucares redutores
totais, turbidimetria e biomassa seca.

4.6. AVALIACAO DO CRESCIMENTO BACTERIANO EM MEIOS A
BASE DE CASCA DE MELANCIA

Para o preparo dos meios, inicialmente a polpa da melancia foi separada das
cascas e as mesmas foram raladas em ralador doméstico. Posteriormente, o residuo
gerado foi levado para um liquidificador residencial e para cada 150 g de cascas
foram adicionados 100 mL de agua filtrada, por fim, o liquido gerado passou por
peneira de 0,8 a 1,5 mm de abertura, a fim de reter os solidos.

Ademais, a fracdo solida das cascas que nédo foi convertida em suco foi

separada para ser utilizada como meio sélido.

A fracdo liquida foi caracterizada quanto ao pH, acUcares redutores totais e
sélidos soluveis totais (°Brix). Em sintese, a partir das cascas de melancia foram
gerados trés tipos de meio de cultivo. Os meios continham:

() 120 mL da fracdo liquida gerada, com adicdo de 0,1 g de extrato de
levedura e ajuste de pH com NaOH 10% para faixa neutra;

(I 60 mL da fracdo liquida gerada com acréscimo de 60 mL de agua
destilada, com adicédo de 0,1 g de extrato de levedura e ajuste de pH com NaOH
10% para faixa neutra;

(111) 50 g da fracao sdlida gerada.

Todos 0s meios passaram por processos de esterilizacdo a 100 °C durante 5
minutos, em autoclave com valvula aberta para que o0s aclUcares presentes nao
fossem prejudicados.

Antes de inocular a TB3, foi realizado um pré-inéculo com tempo de
incubacdo de 24 h, em condicbes de 180 rpm, 27 °C e meio comercial caldo
nutriente, com a finalidade de reativar a cultura bacteriana. A quantidade de caldo
com bactéria ativa adicionada a cada cultivo foi de 12 mL para os meios liquidos e 5

mL para o meio sdélido.
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O experimento manteve-se durante 48 horas, os meios (I) e (ll) foram levados
a incubadora shaker a 27 °C e 180 rpm, enquanto o (lll) permaneceu na incubadora
sem agitacdo com a mesma temperatura.

Para (I) e (Il) foram coletadas amostras para analises de peso seco, solidos
sollveis totais (°Brix), pH e acucares redutores totais durante todo o periodo, com
intuito de acompanhar o crescimento gradual da TB3, e ao final do experimento
foram realizadas contagens em placas de petri. Para (lIl), o crescimento foi avaliado

visualmente, observando-se a capacidade de desenvolvimento do microrganismo.
4.7. PRODUCAO E AVALIACAO DOS BIOINOCULANTES

Inicialmente, procedeu-se a preparacdo dos meios e a inoculacdo, seguindo a
mesma metodologia previamente descrita. A partir dos meios com bactéria ativa

estabeleceram-se os seguintes bioinoculantes:

(1) Meio (I) com bactéria ativa apés 48 horas de crescimento (120 mL da

fracao liquida gerada + 0,19 de extrato de levedura);

(2) Meio (II) com bactéria ativa ap6s 48 horas de crescimento (60 mL da fracéo

liguida gerada com acréscimo de 60 mL de agua destilada + 0,1g de extrato de levedura);

(S) 20 g do meio (lll) com bactéria ativa apdés 48 horas de crescimento + 200

mL de agua destilada estéril.

Foi realizado um ensaio inicial em copos plasticos de 150 mL com 0,50 g de
algoddo em cada um. Para o ensaio, duas sementes de milho foram testadas:
(a) Milho Crioulo;

(b) Milho Hibrido tratado com fungicida (0,25% de Thiram).

A fim de minimizar os fungicidas presentes na parte de exterior das sementes,
as mesmas passaram por trés lavagens consecutivas com agua e sabao neutro. Em
seguida, as sementes (a) e (b) passaram por lavagens rapidas em alcool 70%,
solucdo de hipoclorito de sédio a 1% e agua destilada visando minimizar

microrganismos e sujidades ja presentes.
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Com a finalidade de comparar os resultados obtidos, foi estabelecido um

tratamento controle (C), no qual se realizou apenas a irrigagdo com agua destilada.

O ensaio ocorreu de modo que as sementes foram dispostas nos copos com
algoddo do assim como apresentado na figura 4.1 e os dias de irrigacdo e 0s
volumes aplicados estdo apresentados na Tabela 4.5. Todos os volumes aplicados
foram inoculagfes diretas as sementes. A temperatura foi mantida em condi¢cbes de

ambiente, sem exposicao direta a luz solar.

Figura 4.1 - Ensaio em algodao

Legenda: : ——
1 - Meio (I) com bactéria ativa
. Milho Hibrido 2 - Meio (Il) com bactéria ativa
S - 20 g do meio (lll) com bactéria ativa + 200mL
‘ Milho Crioulo de dgua destilada
C - Controle

Fonte: Autor, 2026

Tabela 4.6 - Volumes de irrigacéo

DIA VOLUME APLICADO
1 (tempo Oh) 5mL
2 3 mL
3 3 mL
4 0 mL
5 2 mL
6 0 mL
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Fonte: Autor, 2026

4.8. AVALIACAO DO BIOINOCULANTE EM VASOS COM
SUBSTRATO COMERCIAL

A partir dos resultados obtidos na se¢éo anterior, procedeu-se a selecdo do
melhor tratamento para repeticdo, 0S Nnovos ensaios ocorreram em vasos de 150 mL
de volume e com 30 g de substrato comercial para jardinagem. Considerando que
uma maior carga microbiana poderia favorecer a competicAo com a semente e
comprometer a germinacgao, foi escolhido o substrato (S) formulado a partir de 20 g
do meio (Ill) com bactéria ativa apds 48 horas de crescimento + 200 mL de agua
destilada estéril e manteve-se o controle (C) com irrigacdo apenas de agua
destilada. Nessa etapa, sementes de feijao foram adicionadas, em funcdo do rapido
crescimento e da diferenca de espécie em relacdo ao material principal.

Figura 4.2 - Visualizacao do vaso de 150 mL utilizado no ensaio.

Fonte: Autor, 2026

Além disso, a aplicacdo do bioinoculante foi realizada somente apds a
emergéncia das plantulas, pois essa estratégia apresentou melhor desempenho nos

ensaios anteriores.
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Figura 4.3 - Sementes utilizadas no cultivo em substrato comercial

Milho Hibrido Milho Crioulo Feijao

Fonte: Autor, 2026
O ensaio foi conduzido com as sementes dispostas nos vasos contendo

substrato, conforme ilustrado na Figura 4.4.

Figura 4.4 - Ensaio com substrato comercial

Legenda:
. Milho Hibrido

. Milho Crioulo
. Feijdo

Fonte: Autor, 2026.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. REPIQUE E MANUTENCAO DE MICRORGANISMOS

Todos 0s microrganismos sobreviveram em condi¢cdes laboratoriais durante
toda a vigéncia, nas figuras 5.1 e 5.2 abaixo estdo apresentadas fotos dos
microrganismos apds o repique. E importante citar que 0s microrganismos
denominados de “TB32” e “TB33” foram isolados de um plaquemento a partir de
uma cultura com suco de melancia e a TB31 ou TB3, realizada na vigéncia anterior
dessa pesquisa. Por ndo ter conhecimento se ocorreu uma contaminacdo ou uma
mutacao para resistir as condi¢cdes do suco, essas também foram isoladas em agar

nutriente.

Figura 5.1 — Repique dos microrganismos isolados do Tamboril no meio agar batata

dextrose e agar nutriente (TB32 e TB33)

FONTE: Autor, 2025.

Figura 5.2 - Repique dos microrganismos isolados do Tamboril no meio agar

nutriente

FONTE: Autor, 2024.
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5.2. CARACTERIZACCAO FUNCIONAL DA BACTERIA TB3
5.2.1. Analise de solubilizacéo de fosfato
Quando o microrganismo rizosférico é capaz de solubilizar fosfatos, ele
torna o fésforo do solo disponivel, essencial para energia, crescimento e
metabolismo vegetal.
A bactéria TB3, foi capaz de solubilizar fosfatos, seu crescimento em

halos foi uniforme e constante, assim como exposto na figura 5.3.

Figura 5.3 - Solubilizagéo de fosfatos da TB3

FONTE: Autor, 2024.

Figura 5.4 - Solubilizacdo de fosfatos da TB3 com zoom

FONTE: Autor, 2024.

5.2.2. Analise de fixac&o de nitrogénio

A bactéria TB3 demonstrou capacidade de fixagdo de nitrogénio, evidenciada
pelo crescimento observado no meio R2 durante o repique de confirmacéo. Contudo,
esse crescimento foi bastante sutil, sugerindo uma atividade fixadora discreta ou

uma adaptacéao limitada as condi¢des do meio, conforme ilustrado na figura abaixo.

Figura 5.5 - Fixac&o de nitrogénio da TB3
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FONTE: Autor, 2024.

5.2.3. Anédlise de producéao de acido indol-3-acético (AlA)

E importante saber que sdo considerados niveis de baixa producdo de AlA
guando < 1 g/mL, para média producdo a faixa € 1-10g/mL, a alta producdo esta
situada no intervalo de 11-50 g/mL e se situada em valores > 51 g/mL € considerada
elevada producgéo. (KAVAMURA et al, 2013)

Tabela 5.1 - Valores de producéo de acido indol-3-acético pela TB3

Sem triptofano Com triptofano
AlA (pg/mL) 6,48 9,44
AIA (ug/mL) (duplicata) 6,94 9,07

FONTE: Autor, 2024

Os valores de producéo de acido indol-3-acético encontrados foram situados
na faixa de média producdo, provavelmente ocasionados pelo tempo em que a
bactéria foi retirada do solo, fazendo com que a mesma abandone algumas

caracteristicas para continuar sobrevivendo em condi¢des laboratoriais.

53. FORMULACAO DE MEIO ALTERNATIVO COM SUCO DE
MELANCIA E AVALIACAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO
MICROBIANO

5.3.1. Caracterizacdo da melancia

O pH inicial do suco foi de 5,37, °Brix de 6,6, acUcares redutores de 24,97 g/L

e acucares redutores totais de 79,79 g/L.
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5.3.2. Meio de cultura sintético X alternativo

As fotografias apresentadas na Figura 5.6 mostram o aspecto final dos meios
apos o preparo.
Figura 5.6 - Aspecto visual dos meios

Melancia Caldo nutriente

FONTE: Autor, 2025
5.3.3. Avaliacdao cinética

Para o cultivo em meio comercial no tempo igual a 0O horas, o valor de
absorbancia inicial média foi de 0, sélidos soluveis totais (°Brix) mantendo-se
praticamente constante durante todo o experimento e pH 7,07. O fim da fase
exponencial de crescimento microbiano € marcada pelo tempo de 8 horas e pelos
valores de absorbancia de 1,0095 e pH igual a 6,2. Ao fim do cultivo, com 33 horas,
os valores de absorbancia foram de 1,459 e pH 7,8. Os valores de concentracdo no
fim do cultivo foram de 1,29 g/L ou 7,8x108 UFC/mL.
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Figura 5.7 - Gréfico de crescimento da TB3 em meio comercial
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FONTE: Autor, 2025

No tempo igual a 0 horas, o valor de absorbancia inicial média foi de 0,5875,
sélidos soluveis totais (°Brix) igual a 1,2 e pH 7. O fim da fase exponencial de
crescimento microbiano € marcada pelo tempo de 8 horas e pelos valores de
absorbancia de 1,358, solidos soluveis totais (°Brix) de 0,9 e pH igual a 5,2. Ao fim
do cultivo, com 30 horas, os valores de absorbancia foram de 1,91, solidos soluveis
totais (°Brix) igual a 0,6 e pH 7,5. Os valores de concentracdo no fim do cultivo foram
respectivamente  1,72x10*2 UFC/mL ou 1,78 g¢/L. Denotando um bom
desenvolvimento e crescimento no meio alternativo feito através do suco de

melancia.
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Figura 5.8 - Gréfico de crescimento da TB3 em meio alternativo
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FONTE: Autor, 2024

O meio alternativo a base de suco de melancia apresentou maior eficiéncia no

crescimento bacteriano quando comparado ao caldo nutriente. Ademais, os valores

de absorbancia atingiram niveis mais elevados ao longo do tempo, indicando maior

biomassa microbiana. Além disso, 0 crescimento aumentou gradativamente por um

periodo mais prolongado, sugerindo melhor disponibilidade de nutrientes e maior

adequacao do meio de melancia para o desenvolvimento da bactéria.

Percebe-se também um aumento na producdo de AIA, principalmente no

cultivo 1ll, quando comparado ao encontrado no topico 5.2.3. ao utilizar triptofano,

mostrando a viabilidade de preterir meios comerciais frente a meios alternativos.

5.4. AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE ART, PH

E

TEMPERATURA NO CRESCIMENTO E PRODUCAO DE AIA

PELA TB3

Na tabela 6 estdo dispostas as condi¢des utilizadas em cada experimento e

seus resultados de biomassa seca por volume e producao de acido indol-3-acético.
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Tabela 5.2 - Condi¢des experimentais, AIA e concentracdo de biomassa

bacteriana
EXPERIMENTO| ART (g/L) | pH | TEMPERATURA (°C) | AIA (ug/mL) |Concentragéo (g/mL)
| 1 5 27 4,9065 0,95
[l 5 5 27 3,7030 11
11 1 7 27 11,8497 0,45
v 5 7 27 8,7021 1,4
Vv 1 5 37 6,5729 0,7
Vi 5 5 37 1,6663 0,95
VII 1 7 37 8,0541 0,25
VIII 5 7 37 1,4812 0,85
IX 3 6 32 5,1842 1,55
X 3 6 32 6,5729 0,85
XI 3 6 32 7,6838 1,8

FONTE: Autor, 2025.

Quanto a producédo de AIA, os cultivos lll, IV e VII apresentaram 0s maiores
valores, corroborando a adequacdo do meio basico para o cultivo. Ja no que se
refere a concentracao celular, os cultivos 1V, IX e XlI apresentaram os valores mais
elevados, indicando que a TB3 apresenta melhor desenvolvimento em pH 7
associado a menores concentracdes de acucares.

Nas Figuras 5.9, 5.10 e 5.11 sdo apresentados os resultados referentes as
contagens de coldnias, sendo observado que os cultivos 1ll, IV e VII apresentaram
0S maiores numeros de colonias, o que reforca a preferéncia da bactéria por
ambientes de carater basico para seu desenvolvimento. Além disso, como a
variacdo na concentracdo de aclUcares nao foi expressiva, a andlise desse
parametro indica que o microrganismo € capaz de se desenvolver em concentracdes
iguais ou superiores a 5 mg/mL, evidenciado pelo elevado namero de coldnias

observadas. Em relacédo a temperatura, o melhor desempenho foi verificado a 27 °C.
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Figura 5.9 - Contagem dos cultivos | a IV

FONTE: Autor, 2025

Figura 5.10 - Contagem dos cultivos V a VI

FONTE: Autor, 2025.
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Figura 5.11 - Contagem dos cultivos IX a XI

FONTE: Autor, 2025.

E importante salientar que um comportamento inesperado ocorreu com a TB3
nos cultivos do ponto central. Nos cultivos centrais, a bactéria cresceu em
aglomerados, dificultando o plaqueamento para a contagem e as medi¢cdes de peso
seco. Em especial, no cultivo IX foram encontrados os maiores aglomerados.

Figura 5.12 - Crescimento no cultivo IX

FONTE: Autor, 2025.

Os resultados obtidos por meio do software Statistica demonstram a influéncia
das variaveis temperatura (TEMP), pH (PH), aclcares redutores totais (ART) e suas
interacdes na variavel resposta producdo de AlA, conforme apresentado na Figura
5.13.
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Figura 5.13 - Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados com p=0,05 para a varidve

AlA.
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FONTE: Autor, 2025.

Na figura 5.14 sdo expostos os estimadores dos efeitos dos fatores e

interacdes na resposta AlA.

Figura 5.14 - Estimadores dos efeitos para o AIA

DV: AlA

aaaaaa

Std.Emr. t(4) p 95.% | +95.% | Coeffl | Std.Err 96.% | +95.%
i i i i

FONTE: Autor, 2025.

Existe uma interac&o negativa significativa entre ART e pH, ou seja, quando

ambos aumentam, a producao de AlA cai.

Na figura 5.15 abaixo sdo mostrados os coeficientes de regressao.



Figura 5.15 - Coeficientes de regresséo para o AlA

Regr. Coeficients; Var.:AlA; R-sqr=,95848; Adj:.89621 (iZA3)

27*(3-0) design; M5 Residual=,99317704

O\ AlA

Regressn | Std.Err. t(4) P -30,% +90,%
Factor Coeff. Cnflimt |CnfLimt
Mean/Interc. | -26.95641 1463489 -1,84192 0,139287 -58,1557 4,24299
(1ART 0,6132] 0,15544| 394490 0016890, 02813 0,94458
(2)PH 6,5393 234110 279327 0049148 1,56485 11,63022
(3 TEMP 04131 044117 0,93641 0402076 -0,5274 1,35364
1by 2 -0,0665| 0,01760| -3,77960) 0,019443  -0,1041| -0,02901
1 by 3 -0,0089| 0,00352| -2 53069 0,064617, -0,0164| -0,00140
2 by 3 -0,0903 0,07042 -1,28178 0,269174 -0,2404 0,05986

FONTE: Autor, 2025.

A partir dos coeficientes de regressao obtidos no planejamento fatorial, foi
possivel ajustar um modelo matematico para descrever a producdo de AIA em

funcado das variaveis estudadas (ART, pH e temperatura).

AIA = —26,9564 + 0,6132(ART) + 6,5393(pH) + 0,4131(TEMP) —
0,0665(ART * pH) — 0,0089(ART * TEMP) — 0,0903(pH * TEMP) (eq. 3)

A figura 5.15 mostra que a producédo de AIA é mais favorecida por maiores
valores de pH (mais basico) e por ART, sendo que a interacdo entre ART e pH tem

efeito negativo.

Na figura 5.16 € denotado o grafico de superficie ajustada, onde € mostrado
gue a maior producdo de AIA (regido vermelha escura) para ART fixo em 1 g/L

ocorre quando:
- O pH esta mais proximo da neutralidade (em torno de 6,5)

- A temperatura estd mais baixa (por volta de 27 °C)
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Figura 5.16 - Gréfico de superficie ajustada com base em dados experimentais

2O oo =

FONTE: Autor, 2025.

5.5. CRESCIMENTO BACTERIANO EM FUNCAO DA VARIACAO DA
CONCENTRACAO DE ACUCARES NO SUCO

Na figura 5.17 é possivel analisar o aspecto visual do suco de melancia puro
ap06s a centrifugacdo, ha clara evidéncia de diminuicdo das particulas solidas

presentes no mesmo.

Figura 5.17 - Suco centrifugado X suco puro

FONTE: Autor, 2025

Nas andlises de consumo de acgucares redutores totais, apresentadas na

figura 5.18, observa-se, conforme esperado, uma diminui¢cdo dos valores ao longo
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do tempo, evidenciando o consumo desses compostos pelos microrganismos.

Ressalta-se que os dados apresentados correspondem aos valores médios obtidos

nas duplicatas.

Figura 5.18 - Gréafico de consumo de ART por tempo

Consumo de agticares redutores totais por cultivo

80
3 .\\\\\;  J
\% 60 N— e = =»=5 de ART
g 50
=]
= 40 =#=50% de suco
5]
= 30 — o
= ——
S 20 =®-100% de suco
@ 10
2 N
S 0
E\. 0 12 24 36 48 60 72 84

Tempo (horas)

FONTE: Autor, 2025.

Pode-se observar, por meio da figura 5.19, que todos os cultivos

apresentaram crescimento significativo em termos de turbidez, indicando que o

microrganismo possui capacidade de desenvolvimento em diferentes concentracdes

de acucares. Contudo, ndo foi observada a completa auséncia de particulas no

Suco.

51



Figura 5.19 - Gréfico de crescimento bacteriano por turbidimetria

Crescimento bacteriano por turbidimetria

1,8
1,6
1,4

v / — =45 de ART

50% de suco

=ie=100% de suco

0,8
0,6
0,4
0,2

Absorbancia

0 20 40 60 80
Tempo (horas)

FONTE: Autor, 2025.

Nas analises de consumo de solidos soluveis totais, apresentadas na figura
5.20, verifica-se, de maneira geral, uma reducédo dos valores ao longo do tempo, 0
gue reforca o0 consumo dos acucares presentes no meio para o crescimento

microbiano.

Figura 5.20 - Grafico de consumo de solidos sollveis totais por tempo

Consumo de solidos solaveis totais por cultivo

8
~ 7
B
a6
<
o
S 4
2 3 ~-50% de suco
]
Z 2
2 4 100% de suco
2]
:.g 0 w > = —
50 12 24 36 48 60 72 84

Tempo (horas)

FONTE: Autor, 2025
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Os resultados de pH demonstraram que, de forma geral, os cultivos

permaneceram na faixa entre 5 e 6 durante todo o experimento.

Nas andlises de contagem celular, destacaram-se os cultivos com 50% de suco
e com ART 5, evidenciando possivel ocorréncia de inibicdo por substrato no cultivo
contendo 100% de suco, diante do n&o crescimento bacteriano nas diluicées de 10-1°
e 10! Embora a bactéria demonstre capacidade de crescimento, esse
desenvolvimento pode ter sido limitado por efeitos inibitérios. Além disso, como o
ensaio foi conduzido em duplicata. As contagens estéo apresentadas na figura 5.21.

Figura 5.21 - Contagem em placa de petri

ART S 50% de suco 100% de suco

FONTE: Autor, 2025

5.6. AVALIACAO DO CRESCIMENTO BACTERIANO EM MEIOS A
BASE DE CASCA DE MELANCIA

Na figura 5.22 abaixo estdo os meios (l), (Il) e (lll) antes da inoculacdo bacteriana.
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Figura 5.22 - Aspecto visual dos meios a base de casca de melancia

|
(h (1) (1)

Fonte: Autor, 2026.
Na tabela abaixo estdo descritos valores de pH obtidos ao longo do tempo.

Tabela 5.3 - Variacao do pH por tempo

Tempo (horas) 0] (1 (1)
0 7,8 7,0 5,5
2 5,6 6,1
4 5,88 5,94
6 6,2 6,0
24 5,62 6,62
48 6,59 7,04

Fonte: Autor, 2026.

Para evitar contaminagfes, 0 meio sdlido ndo sofreu ajustes de pH e leituras

ao decorrer do tempo.

A partir da metodologia descrita, sdo apresentados a seguir os resultados

obtidos para analises de sélidos soluveis totais (°Brix) e agucares redutores totais.
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Figura 5.23 - Variacdo dos solidos solUveis totais com o tempo

Sélidos solaveis totais (° Brix)

2,0

1.5

1.0

05

0.0

o]
o
o
o
- o}
o a
&}
o a
2 - 6 24 48

Tempo (horas)

® 100% de suco (1)
@ 50% de suco (Il)

Fonte: Autor, 2026.

Figura 5.24 - Variacao dos acucares redutores totais com o tempo

ART (mg/mL)
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® 100% de suco (1)
@® 50% de suco (II)

Fonte: Autor, 2026.
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Conforme o esperado, os meios apresentaram reducao de acucares redutores
totais e solidos solluveis totais com o decorrer do experimento, reforcando o
consumo dos mesmos em prol do crescimento microbiano.

O comportamento descrito anteriormente pode ser confirmado através dos

resultados da contagem com dilui¢cdes seriadas apresentadas abaixo.

Figura 5.25 - Contagem em placa de petri para os meios () e (I1)

Fonte: Autor, 2026.

Observa-se um crescimento excessivo de colonias nas placas, principalmente
no cultivo (I1), impossibilitando a contagem, o que indica que a amostra poderia ter
sido submetida a diluicdes mais elevadas, ou seja, a bactéria se desenvolveu bem
diante das condic¢des aplicadas.

Os valores de biomassa seca apresentaram certa inconsisténcia, uma vez
gue, embora tenha ocorrido o consumo de acucares redutores totais e de solidos
soluveis totais, algumas particulas da casca da melancia ndo foram consumidas, o
gue interferiu na determinacdo da mesma. Esse comportamento pode ser
visualizado na figura 5.26.

Figura 5.26 - Particulas ndo consumidas pela TB3

Fonte: Autor, 2026.
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Apesar das variagbes apresentadas anteriormente, os resultados permitem

identificar um aumento do crescimento microbiano a partir de 6 h de cultivo para o

cultivo (I1).
Tabela 5.4 - Variacao de biomassa por tempo
Tempo (horas) 0] (1
0 0,0076 g 0,0041 g
4 0,0041 g 0,0032 g
6 0,0045 g 0,001 g
24 0,006 g 0,0021 g
48 0,0086 g 0,0046 g

Fonte: Autor, 2026.

Para o meio sélido, foi acompanhado o crescimento visual da colbnia,

ademais, apds 48 h o desenvolvimento tornou-se mais evidente.

Figura 5.27 - Aspecto visual do meio (I11)

- — o i - S — —

24 P;)ras 48 Foras

Fonte: Autor, 2026.

Diante dos resultados obtidos no planejamento experimental, sabe-se que a
TB3 tem crescimento favorecido em pH neutro, como o cultivo (lll) apresentou pH

inicial acido, presumiu-se que ele apresentou o pior desenvolvimento bacteriano
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diante da comparacao com os cultivos (I) e (ll). Observou-se que o cultivo (Il)

apresentou desempenho superior quanto ao crescimento microbiano.

como o tratamento controle, estéo dispostos na figura 5.28.

5.7.

PRODUGCAO E AVALIACAO DOS BIOINOCULANTES

Os meios utilizados para irrigacéo, empregados como bioinoculantes, assim

Figura 5.28 - Aspecto visual dos tratamentos utilizados

(1)

Fonte: Autor, 2026.

Tabela 5.5 - Sementes germinadas por dia

Dia Milho Milho Milho Milho Milho Milho
Hibrido (I) | Crioulo (1) | Hibrido (II) | Crioulo (II) | Hibrido (S) | Crioulo (S)
2 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
3 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
5 0/4 2/4 1/4 1/4 2/4 1/4
6 0/4 2/4 1/4 1/4 2/4 1/4

Fonte: Autor, 2026.
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Tabela 5.6 - Sementes germinadas no controle por dia

Dia | Milho Hibrido (C) | Milho Crioulo (C)
2 0/4 0/4
3 0/4 0/4
4 0/4 0/4
5 3/4 2/4
6 3/4 2/4

Fonte: Autor, 2026.

Das sementes germinadas foram medidos, nos dois dias de crescimento, 0
tamanho aproximado do caule que emergiu, a fim de comparar seu

desenvolvimento.

Para as sementes de milho hibrido crescidas com inoculacéo do tipo (I) ndo
houve crescimento diante do meio ter mais teor de acglcares e alta carga microbiana,

isto €, concentracéo inibitoria.

Para o (II) ndo houve inibicdo total, entretanto, sua concentracdo ainda é
bastante concentrada. Nessa etapa destaca-se o crescimento radicular encontrado

na amostra.

Figura 5.29 - Amostra 1 crescida em inoculante tipo (II)

Fonte: Autor, 2026
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Tabela 5.7 - Crescimento do milho hibrido com o bioinoculante (1)

Amostra 1

Dia5 |2,0cm

Dia6 |2,5cm

Fonte: Autor, 2026.

Nas sementes hibridas crescidas em (S), duas amostras se desenvolveram, a

amostra 1 permaneceu estagnada, enquanto a amostra 2 se desenvolveu bem.

Tabela 5.8 - Crescimento do milho hibrido com o bioinoculante (S)

Amostra 1 2
Dia 5 0,2cm 0,5cm
Dia 6 0,2cm 2,0cm

Fonte: Autor, 2026

Precedendo a analise do crescimento do milho hibrido no controle, é

importante salientar que a amostra 3 recebeu no dia 5, por engano, 2 mL de

bioinoculante (S). Diante do seu expansivo crescimento no dia 6, surge a

possibilidade de ser mais viavel inserir o bioinoculante apdés a semente emergir,

evitando competicdo por nutrientes entre a semente e 0 microrganismo. Também

destacou-se o crescimento radicular da amostra 3.
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Figura 5.30 - Amostra que recebeu inoculante (S) por engano

Amostra 2 Amostra 3

Fonte: Autor, 2026

Tabela 5.9 - Crescimento do milho hibrido com o controle (C)

Amostra 1 2 3
Dia 5 0,2cm 0,5cm 1,0 cm
Dia 6 1,0 cm 3,5cm 5,0cm

Fonte: Autor, 2026

Diferente do hibrido, o milho crioulo apresentou maior tolerancia ao estresse
microbiano e maior rusticidade fisiolégica quando exposto ao inoculante microbiano
(0.

Tabela 5.10 - Crescimento do milho crioulo com o bioinoculante (1)

Amostra 1 2

Dia5 |0,2cm|1,0cm

Dia6 |0,2cm|1,5cm

Fonte: Autor, 2026
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Para o (ll), o milho crioulo ndo apresentou vantagens significativas se
comparado ao (l). Entretanto, também apresentou germinagdo pontual e

crescimento moderado.

Tabela 5.11 - Crescimento do milho crioulo com o bioinoculante (ll)

Amostra 1

Dia5 |1,0cm

Dia6 |1,5cm

Fonte: Autor, 2026

Para (S), o crescimento observado foi muito superior ao controle (C),

indicando forte resposta positiva ao bioinoculante sdlido.

Tabela 5.12 - Crescimento do milho crioulo com o bioinoculante (S)

Amostra 1

Diab5 |2,5cm

Dia6 |4,0cm

Fonte: Autor, 2026

Tabela 5.13 - Crescimento do milho crioulo com o controle (C)

Amostra 1 2

Dia5 |0,1cm|0,2cm

Dia6 |0,5cm|0,5cm

Fonte: Autor, 2026

Diante das tabelas apresentadas o milho hibrido mostrou-se mais sensivel ao

inoculante microbiano concentrado e a alta taxa de microrganismos presentes no
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mesmo, entretanto, apresentou 6timas respostas quando o mesmo foi inserido apos

a germinacao das sementes.

O milho crioulo foi mais tolerante e respondeu fortemente ao inoculante
microbiano (S). A aplicagdo direta na semente inibiu boa parte das germinagoes,
porém, as sementes crescidas com inoculacdo microbiana apresentaram

crescimento superior as sementes crescidas no controle (C).

Partindo do pressuposto supracitado, o0 meio (S) que possui pH acido inicial e
diluicdo apresentou menor quantidade microbiana em sua composicdo e sera

utilizado nas etapas subsequentes do presente trabalho.

5.8. AVALIACAO DO BIOINOCULANTE EM VASOS COM
SUBSTRATO COMERCIAL

Na tabela 5.5 estdo a quantidade de sementes crescidas por dia e por
espécie, ademais, os dias de irrigacdo e os volumes aplicados estdo apresentados
na Tabela 5.14. No dia 6, quando a maior parte das sementes germinaram, foram
inseridos 3 mL do bioinoculante (S) e 2 mL de agua destilada nos cultivos e 5 mL de

agua destilada nos controles.

Tabela 5.14 - Volumes de irrigacéo

Dia Milho Hibrido e Crioulo | Feijao

1 (tempo 0Oh) 5mL 5mL
2 3 mL 3 mL

3 2 mL 2 mL

4 5 mL 8 mL

5 5 mL 5 mL

6 5SmL 5 mL

7 5 mL 5 mL
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8 2 mL 2 mL
9 5 mL 5 mL
10 0 mL 0 mL
11 0 mL 0 mL
12 8 mL 8 mL
13 5 mL 5 mL
Fonte: Autor, 2026
Tabela 5.15 - Germinacao por dia
Espécie | Milho Hibrido | Milho Crioulo Feijao
Dia 4 2/10 1/10 0/10
Dia 5 8/10 5/10 1/10
Dia 6 9/10 7/10 4/10

Fonte: Autor, 2026

Nos casos em que ndo houve emergéncia das sementes de milho crioulo e
feijdo até o sétimo dia, estas foram substituidas, mantendo-se o0 substrato
previamente inoculado com o bioinoculante, isto €, duas amostras de milho crioulo e
guatro amostras de feijdo foram substituidas, essas distribuidas entre os controles e
os tratamentos. Esse procedimento teve como objetivo avaliar o efeito da presenca
prévia da bactéria no solo sobre a germinacdo e o desenvolvimento inicial das
plantas, independentemente da aplicacdo direta do bioinoculante a semente e

comparando com os controles deles que também sofreram troca.

Antes e depois da inoculagdo, o caule emergido das plantulas foi medido e os
resultados estéo dispostos nas tabelas 5.16, 5.17, 5.18, 5.19, 5.20 e 5.21.
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Tabela 5.16 - Altura das plantulas de milho hibrido no tratamento (S)

Amostra | Dia 6 (cm) | Dia 7 (cm) | Dia 8 (cm) | Dia 9 (cm)
1 3,0 6,5 7,5 9,3
2 0,3 1,5 5,0 7,0
3 5,2 9,2 12,5 14,5
4 3,6 8,6 11,5 15,5
5 2,0 5,2 7,2 12,0

Tabela 5.17 - Altura das plantulas de milho hibrido no controle (C)

Fonte: Autor, 2026

Amostra | Dia 6 (cm) | Dia 7 (cm) | Dia 8 (cm) | Dia 9 (cm)
1 1,8 6,0 12,0 14,7
2 0 0 1,0 4,1
3 5,2 8,7 10,2 17,0
4 3,7 6,6 10,1 12,0
5 1,4 2,0 2,5 2,5

Tabela 5.18 - Altura das plantulas de milho crioulo no tratamento (S)

Fonte: Autor, 2026

Amostra | Dia 6 (cm) | Dia 7 (cm) | Dia 8 (cm) | Dia 9 (cm)
1 0 0 0 0
2 0 0 0,5 2,0




3 1,2 3,0 6,6 7,8
4 2,2 5,0 7,9 10,0
5 1,5 4,0 7.4 8,1

Tabela 5.19 - Altura das plantulas de milho crioulo no controle (C)

Fonte: Autor, 2026

Amostra | Dia 6 (cm) | Dia 7 (cm) | Dia 8 (cm) | Dia 9 (cm)
1 0 0 0 0
2 2,0 54 10,0 11,5
3 3,5 7,8 11,5 15,3
4 2,0 3,3 6,4 6,5
5 0,5 1,5 3,0 4,0

Tabela 5.20 - Altura das plantulas de feijao no tratamento (S)

Fonte: Autor, 2026

Amostra | Dia 6 (cm) | Dia 7 (cm) | Dia 8 (cm) | Dia 9 (cm)
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 1,0 4,5 16,0 22,2
4 0,2 0,3 0,4 1,0
5 1,5 6,5 215 28,0

Fonte: Autor, 2026
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Tabela 5.21 - Altura das plantulas de feijao no controle (C)

Amostra | Dia 6 (cm) | Dia 7 (cm) | Dia 8 (cm) | Dia 9 (cm)
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 1,0
4 0,6 2,0 4,0 8,5
5 3,3 7,0 12,0 15,7

Fonte: Autor, 2026

Para as plantulas de milho hibrido, apds 24h da aplicacdo do bioinoculante foi
possivel perceber que 4/5 das amostras apresentaram inicio de formacéo foliar
enquanto no controle do mesmo apenas 1/5 das amostras possuiu emergéncia de
folhas, isto €, amostras com bioinoculante apresentam um maior desenvolvimento
fisioloégico e metabolismo mais ativo e organizado, fato que justifica a aceleracdo da
transicdo da fase de plantula para a fase vegetativa.

Para o milho crioulo, nas primeiras 24h de inoculacdo apenas 1/5 das
amostras do controle foi capaz de emergir folhas, entretanto, ela possuia um
tamanho superior as demais sementes quando o inoculante microbiano foi
adicionado, ou seja, as demais amostras ainda ndo tinham atingido o limiar
fisiol6égico necessario para formacao de folhas

As plantulas de feijdo que emergiram apoés a inoculacdo apresentaram maior
crescimento quando comparadas as do controle, evidenciando um efeito positivo
inicial do bioinoculante.

Figura 5.31 - Formacdo foliar das plantulas de milho
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Fonte: Autor, 2026

Figura 5.32 - Emergéncia das plantulas de feijao

Dia 6 Dia 7
: ‘

S (© () (©)

Fonte: Autor, 2026

Para os dias 8 e 9, o crescimento em altura das plantulas tornou-se mais
evidente e consistente. As amostras cultivadas em solo previamente inoculado

apresentaram maior altura, com folhas mais alongadas e melhor desenvolvimento da
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parte aérea. Esse padrdo foi observado de forma continua entre os dois dias,
indicando manutencéo do crescimento apos a resposta inicial a inoculagéo.

Nos controles, o crescimento também ocorreu, porém de forma mais lenta e
irregular, com maior variacdo entre individuos e menor ganho medio de altura.
Enquanto algumas plantulas alcangaram alturas comparaveis, outras permaneceram
com desenvolvimento reduzido, resultando em menor uniformidade do conjunto.

Ao analisar separadamente as sementes, nota-se que as amostras de milho
hibrido apresentaram formacéao foliar maior e mais organizada do que a encontrada
nos controles. Para o milho crioulo, ele apresentou crescimento mais uniforme para
0S vasos com tratamento. Por fim, para o feijdo, as sementes emergidas que
continham bactéria apresentaram formacgéo foliar, caracteristica ndo encontrada nos
controles dele.

A diferenca entre os tratamentos foi especialmente nitida nesse periodo de
inicio da formacé&o foliar, quando o efeito do solo inoculado se consolidou
visualmente e nas medicOes de altura.

Figura 5.33 - Avaliacdo do crescimento das plantulas

Fonte: Autor, 2026

No 10° e 11° dias de experimento nao foi realizada irrigacdo, em decorréncia
do aparecimento de manchas escuras em algumas folhas, tanto nos controles
guanto nos tratamentos. Esse fendbmeno pode estar associado a hipoxia no solo,
possivelmente causada pela elevada retencdo de agua pelo substrato ao longo do

experimento.
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Ressalta-se que essas lesbes tendem a ser irreversiveis nos tecidos ja
afetados. Entretanto, foi verificado o desenvolvimento de novas folhas com aspecto
saudavel, indicando que as plantas mantiveram sua capacidade de crescimento
apos o ajuste das condi¢cbes de irrigacdo, sugerindo recuperacdo fisiolégica do
estresse previamente sofrido.

Figura 5.34 - Manchas nas folhas

Fonte: Autor, 2026

Apoés passarem por estresse hidrico associado a falta de irrigacéo, observou-
se que as formacbes foliares presentes nos cultivos, se retrairam. Quando a
irrigacdo do dia 13 foi realizada, nas primeiras trés horas ja foi possivel perceber
uma recuperacdo mais eficaz nas sementes de feijdo que possuiam a TB3 em seu
solo. Nos demais cultivos, também se destacaram o0s substratos com bactéria

inoculada.

Figura 5.35 - Retracao foliar da semente de feijao em tratamento (S)

Fonte: Autor, 2026

Também foi possivel observar que todos os cultivos que continham bactéria
foram capazes de se reestabelecerem ap0s a irrigagéao, isto €, os caules e as folhas
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gue apresentavam tombamento inicial reestabeleceram-se rapidamente, esse

comportamento que néo foi observado uniformemente nos controles (C).

Figura 5.36 - Retracéo foliar dos cultivos com milho hibrido e crioulo

Dia 13

Fonte: Autor, 2026

Na imagem 5.37 pode-se observar o crescimento radicular no décimo quarto
dia.
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Figura 5.37 - Crescimento radicular

(S)
Milho Hibrido Milho Crioulo

Fonte: Autor, 2026

Para o milho hibrido, no controle (C) o sistema radicular € mais simples e curto,
com menor volume total de raizes, embora a diferenca seja menos evidente é
possivel observar no tratamento (S) um maior nimero de raizes secundarias, com

maior numero de ramificacdes e distribuicdo radicular.

Para o milho crioulo, em (C) as raizes sdo mais curtas e concentradas, com
menor numero de raizes laterais, denotando um sistema mais aberto, em (S) é
possivel observar um aumento da densidade radicular, com mais raizes laterais e

raiz principal mais curta, entretanto, muito ramificada.
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Para o feijao, o controle obteve raizes mais longas com pouca ramificacdo e
sistema radicular mais fino e fragil, nos sistemas com tratamento (S) as raizes

ramificadas sédo mais densas com melhor formacao de raizes laterais.

O efeito observado do bioinoculante indica um favorecimento em ramificacéo e
volume, ndo em comprimento. Ademais, crescimentos que se destacaram em
arquitetura do sistema radicular ap6s uso do bioinoculante foram as culturas milho

crioulo e o feijao.

Para as amostras que foram substituidas no dia 7, as sementes de feijao ndo
apresentaram crescimento, provavelmente ocasionado por falhas na irrigagéo.
Entretanto, as sementes substituidas de milho crioulo apresentaram diferencas
visiveis quando comparadas. Ao inserir a semente em um solo contendo a TB3
ocorreu a presenca de raizes mais encorpadas, raizes laterais finas, saindo da
regido proxima a semente e, visualmente, o conjunto radicular € mais “espalhado”.
Para a semente que foi adicionada a um substrato contendo previamente apenas
agua destilada ha predominio de poucas raizes principais com menor emissao de
raizes laterais e raizes menos encorpadas. Esse aspecto € apresentado na figura
5.38.

Figura 5.38 - Crescimento radicular

Fonte: Autor, 2026

Considerando plantulas de milho hibrido com 7 dias de crescimento, o cultivo em

solo previamente colonizado por microrganismos apresentou sistema radicular mais
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robusto, com maior espessura das raizes, indicando melhor estabelecimento inicial

quando comparado ao cultivo em solo contendo apenas agua.
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6. CONCLUSAO

O repique de manutencdo dos isolados da rizosfera do tamboril permitiu a
preservacdo e viabilidade das culturas bacterianas ao longo do trabalho,
possibilitando a selecdo e caracterizacdo funcional da bactéria TB3 como
microrganismo promotor de crescimento vegetal. A TB3 demonstrou capacidade de
solubilizar fosfatos, fixar nitrogénio e produzir acido indol-3-acético (AlA), indicando
potencial para favorecer a disponibilidade de nutrientes e o desenvolvimento vegetal.
A comparacdo da cinética de crescimento demonstrou que o meio a base de suco
de melancia apresentou desempenho superior ao caldo nutriente, evidenciado por
maiores valores de absorbéncia e maior producdo de biomassa. A avaliagdo dos
fatores experimentais indicou que o crescimento celular foi favorecido em pH neutro,
menores concentracdes de aclUcares e temperaturas mais baixas, enquanto a
producéo de AIA apresentou aumento em condi¢bes de pH mais basico e reducao
com elevacéo da concentracao de acucares e da temperatura.

Os ensaios realizados com meios formulados a partir da fracdo liquida e solida
da casca de melancia também evidenciaram crescimento microbiano, demonstrando
a viabilidade do aproveitamento desse residuo como substrato alternativo para
cultivo da bactéria TB3. Nos testes de aplicacdo como bioinsumo, verificou-se que o
uso do bioinoculante contribuiu para o desenvolvimento fisiolégico das plantas, com
maior ramificacdo radicular, maior volume do sistema radicular e maior resisténcia
ao estresse hidrico, especialmente em milho crioulo e feijdo. Dessa forma, o0s
resultados indicam que a TB3 possui potencial para utilizagdo como bioinoculante
agricola, e que meios alternativos formulados a partir de suco e casca de melancia
representam uma alternativa sustentavel para o cultivo de microrganismos

promotores de crescimento vegetal.
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