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RESUMO

FERREIRA, FERNANDO CESAR. Potencial de Azospirillum brasilense como
condicionador de solo e promotor do crescimento do sorgo em campo. 2025. 126p.
Dissertagcdo (Mestrado em Meio Ambiente e Qualidade Ambiental) — Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia - MG.

Aumentar a produgdo agricola ¢ inevitavel para atender a crescente demanda por alimentos em
escala global. No entanto, o cendrio de mudangas climaticas aliado a a¢des antropogénicas
representa uma ameaga a seguranga alimentar. A adogao de praticas conservacionistas € gestao
eficiente das terras proporciona resiliéncia e manutengdo da saude do solo e servigos
ecossistémicos. Portanto, o emprego de microrganismos para a formulagdo de inoculantes
comerciais proporciona beneficios integradores capazes de impulsionar a produtividade
agricola aliado ao uso eficiente de fertilizantes quimicos ou sintéticos, considerado uma
estratégia sustentavel. O objetivo da pesquisa foi avaliar o potencial efeito da aplicagdo do
isolado Azospirillum brasilense para a fertilidade do solo, atividade microbiana e enzimatica e
produtividade de culturas no campo. Para isso, realizou-se uma revisdo de literatura sobre os
mecanismos ¢ efeitos na produgao vegetal da espécie bacteriana, além da investigagdo em dois
ensaios em campo com aplicacao de um isolado de A. brasilense em dois Latossolos Vermelhos
(textura média e argilosa) no bioma Cerrado brasileiro sob o cultivo do sorgo em campo. O
delineamento experimental usado foi em blocos casualizados com arranjo experimental (2 x 6),
composto por dois tratamentos: (i) A. brasilense CCT-7831 e (ii) controle (sem adi¢do de
isolado microbiano), e seis repeticdes. As analises estatisticas dos diferentes atributos foram
avaliadas por andlise de varidncia (ANOVA) (teste de Scott-Knott, p < 0.05). Foram analisados
a fertilidade do solo rizosférico, atividade microbiana e bioquimica pela respiragdo microbiana
do solo (RMS) e potenciais de arilsulfatase, B-glicosidase, fosfatase 4cida, hidrélise do diacetato
de fluoresceina (FDA), carbono da biomassa microbiana (CBM) e quociente metabolico
(qCO2). A inoculacdo com A. brasilense diminuiu o conteudo de S nos tecidos do sorgo em
solo de textura média. A aplicacdo de A. brasilense promoveu incremento na produtividade do
sorgo em solo argiloso. A aplicagcdo da cepa de A. brasilense reduziu o teor de P em solo
argiloso, no entanto, aumentou os teores de Cu, Fe e Zn em solo de textura média. A aplicagao
de A. brasilense diminuiu o CBM em solo de textura média, e a atividade da fosfatase acida em
solo de textura argilosa. A aplicacdo de A. brasilense apresentou correlacdo positiva com o
CBM, FDA e teores de S, K, e Cu do solo, enquanto foi correlacionado negativamente com as
enzimas arilsulfatase, B-glicosidase, fosfatase acida e teores de B, S, Cu, P, Mo, Fe e Ca.
Embora detectada a alteragdo de algumas varidveis com a aplicagdo de A. brasilense, ¢é
necessario monitorar os efeitos do uso de cepas selecionadas em inoculagdo e co-inoculagao
sob diferentes condi¢cdes de solo e variacdo sazonal para o desenvolvimento sustentavel de
praticas de gestdo ecologicamente corretas que minimizem a dependéncia pelo uso de
fertilizantes quimicos e pesticidas.

PALAVRAS-CHAVE: seguranca alimentar, saude do solo, servigos ecossistémicos, A.
brasilense, Cerrado brasileiro.
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ABSTRACT

FERREIRA, FERNANDO CESAR. Potential of Azospirillum brasilense as a soil conditioner
and growth promoter for sorghum under field conditions. 2025. 126p. Dissertation (Master

in Environment and Environmental Quality) - Federal University of Uberlandia, Uberlandia -
MG.

Increasing agricultural production is inevitable to meet the growing global demand for food.
However, the combination of climate change and anthropogenic pressures poses a serious threat
to food security. The adoption of conservation practices and efficient land management
enhances resilience and sustains soil health and ecosystem services. Therefore, the use of
microorganisms in the formulation of commercial inoculants offers integrative benefits capable
of improving agricultural productivity while promoting the efficient use of chemical fertilizers,
thus representing a sustainable strategy. This study aimed to evaluate the potential effects of
applying an Azospirillum brasilense isolate on soil fertility, microbial and enzymatic activities,
and crop productivity under field conditions. A literature review was conducted to summarize
the mechanisms and effects of this bacterial species on plant production. In addition, two field
experiments were carried out using an A. brasilense isolate applied to two Red Latosols
(medium- and clay-textured soils) within the Brazilian Cerrado biome under sorghum
cultivation. The experimental design consisted of randomized blocks in a 2 x 6 factorial
arrangement, including two treatments: (i) 4. brasilense CCT-7831 and (i1) a control (without
microbial inoculation), with six replicates. Statistical analyses were performed using analysis
of variance (ANOVA) followed by Scott—Knott’s test (p < 0.05). The evaluated parameters
included rhizospheric soil fertility, microbial and biochemical activity assessed through soil
microbial respiration (SMR), and the potential activities of arylsulfatase, B-glucosidase, acid
phosphatase, fluorescein diacetate (FDA) hydrolysis, microbial biomass carbon (MBC), and
the metabolic quotient (qCO:). Inoculation with A. brasilense reduced sulfur (S) content in
sorghum tissues grown in medium-textured soil. Conversely, A. brasilense application
enhanced sorghum yield in clay-textured soil. The inoculant decreased soil phosphorus (P)
content in clay soil but increased copper (Cu), iron (Fe), and zinc (Zn) levels in medium-
textured soil. Application of 4. brasilense reduced MBC in medium-textured soil and acid
phosphatase activity in clay soil. Inoculation showed positive correlations with MBC, FDA
activity, and soil concentrations of S, K, and Cu, while negative correlations were observed
with arylsulfatase, -glucosidase, acid phosphatase, and the contents of B, S, Cu, P, Mo, Fe,
and Ca. Although changes in certain variables were detected following the application of A.
brasilense, it is necessary to monitor the effects of selected strains used in inoculation and co-
inoculation under different soil conditions and seasonal variations to support the sustainable
development of environmentally sound management practices that minimize dependence on
chemical fertilizers and pesticides.

KEYWORDS: food security, soil health, ecosystem services, A. brasilense, Brazilian
Cerrado.
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CHAPTER 1

MECHANISMS, MODE OF ACTION, AND PERSPECTIVES OF AZOSPIRILLUM
BRASILENSE AS A PLANT GROWTH-PROMOTING RHIZOBACTERIUM (PGPR)
- A REVIEW

Resumo: Os solos sdo recursos essenciais para a manuten¢do da vida na Terra e para fungdes
ecologicas fundamentais, atuando, por exemplo, como sumidouros de carbono e contribuindo
para a mitigacdo dos efeitos de gases de efeito estufa. O uso intensivo de fertilizantes quimicos
e pesticidas proporcionou aumentos significativos na producao de alimentos em escala global;
entretanto, a exploracdo excessiva dos solos compromete a seguranga alimentar, contribui para
mudangas climaticas e promove a perda de biodiversidade e de servigos ecossistémicos. Nesse
contexto, microrganismos benéficos do solo desempenham papel crucial na regulacdo de
processos-chave, como decomposi¢do da matéria organica e ciclagem de nutrientes,
promovendo satde e resiliéncia do solo. Técnicas modernas, como metagendmica e
sequenciamento de alto rendimento, tém ampliado a compreensdo sobre a composi¢ao ¢ a
funcionalidade do microbioma do solo. Como alternativa ao uso extensivo de insumos
quimicos, ha esforcos continuos para selecionar agentes bioldgicos com potencial como
inoculantes comerciais na agricultura, visando sistemas produtivos mais eficientes e
ecologicamente sustentdveis. Entre eles, a bactéria gram-negativa Azospirillum brasilense se
destaca como uma das rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP) mais
estudadas, capaz de aumentar significativamente a produtividade em diversas culturas por meio
de multiplos mecanismos, incluindo controle de patdgenos, fixacdo bioldgica de nitrogénio,
sintese de reguladores vegetais e solubilizagdo de fosforo e potassio, conferindo maior
tolerancia a estresses abiodticos e bioticos. Esta revisdo tem como objetivo elucidar os principais
mecanismos diretos e indiretos, modos de acdo e vias de transdu¢do de sinais envolvidos na
associacao 4. brasilense-planta hospedeira, bem como suas interagdes com particulas do solo.
Além disso, discutimos perspectivas futuras sobre o uso de A. brasilense como ferramenta
biotecnoldgica para o desenvolvimento e comercializagdo de inoculantes no Brasil e seu
emprego nas principais culturas de interesse econdmico.

Palavras-chave: Fixagdo biologica de nitrogénio, rizobactérias promotoras do crescimento
vegetal (RPCP), biota do solo, rizosfera, bioinoculantes comerciais.



Abstract: Soils are essential resources for sustaining life on Earth and for fundamental
ecological functions, such as acting as carbon sinks and contributing to the mitigation of
greenhouse gas effects. The intensive use of chemical fertilizers and pesticides has significantly
increased global food production; however, excessive soil overuse threatens food security,
contributes to climate change, and promotes the loss of biodiversity and ecosystem services. In
this context, beneficial soil microorganisms play a crucial role in regulating key processes,
including organic matter decomposition and nutrient cycling, thereby enhancing soil health and
resilience. Modern techniques, such as metagenomics and high-throughput sequencing, have
expanded our understanding of soil microbiome composition and functionality. As an
alternative to extensive chemical inputs, continuous efforts focus on selecting biological agents
with potential as commercial inoculants in agriculture to promote more efficient and
environmentally sustainable production systems. Among these, the Gram-negative bacterium
Azospirillum brasilense stands out as one of the most studied plant growth-promoting
rhizobacteria (PGPR), capable of significantly increasing productivity across multiple crops
through diverse mechanisms, including pathogen suppression, biological nitrogen fixation,
synthesis of plant growth regulators, and phosphorus and potassium solubilization, thereby
enhancing tolerance to both abiotic and biotic stresses. This review aims to elucidate the main
direct and indirect mechanisms, modes of action, and signaling pathways involved in the 4.
brasilense—host plant association, as well as its interactions with soil particles. Furthermore, we
discuss future perspectives regarding the use of A. brasilense as a biotechnological tool for the
development and commercialization of inoculants in Brazil and its application in major
economically important crops.

Keywords: Biological nitrogen fixation, plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR), soil
biota, rhizosphere, commercial bioinoculants.



1 INTRODUCTION

The genus Azospirillum comprises a group of plant growth-promoting rhizobacteria
(PGPR) belonging to the family Azospirillaceae, order Rhodospirillales, and class
Alphaproteobacteria (Sun et al., 2025). Initially proposed by Beijerinck in the 1920s as
Spirillum lipoferum, it was later reclassified as Azospirillum by Tarrand et al. (1978), including
the species A. brasilense and A. lipoferum. To date, thirty-four species belonging to the genus
Azospirillum have been described (DSMZ, 2025), exhibiting a wide geographic distribution,
strategic diversity, and high adaptive potential (Cassan et al., 2020). Phylogenetic studies of the
Azospirillum genus are primarily based on 16S rRNA nucleotide sequences, and the genome
size varies among species, comprising six to seven replicons (Rivera et al., 2014).

Azospirillum strains have been reported in over 113 plant species, spanning nearly 35
botanical families, including 14 cereal species of global economic importance (Urrea-Valencia
et al., 2021). Due to its association with diverse plant species and adaptability to changing
environmental conditions, 4. brasilense can establish specific symbiotic, endophytic, or
associative relationships, enabling its survival across a wide range of environments (Cassan et
al., 2020). Within these symbiotic interactions, it plays a beneficial role by enhancing tolerance
to stress conditions such as salinity, heat, and water stress, thereby mitigating the deleterious
effects of abiotic and biotic factors on plant metabolism (Matsumura et al, 2015).
Consequently, understanding the host genes and signaling pathways involved in plant—
microorganism associations (Wiggins et al., 2022) may provide significant benefits for
agricultural production.

This potential has been harnessed in commercial crops. In Brazil, the 4. brasilense
strains Ab-V5 and Ab-V6 are widely used in the formulation of commercial inoculants,
providing significant benefits for plant development (Gavilanes et al., 2020). A. brasilense
induces changes in root morphology through its association with root cells, leading to inhibition
of primary root growth while increasing the number of lateral roots and root hairs (Hernadndez-
Esquivel et al., 2020; Spaepen et al., 2014). This microorganism and host association enhances
the contact surface, expanding the root system’s capacity for water and nutrient uptake.
Concurrently, rhizodeposits are formed, consisting of organic substrates that stimulate
microbial growth, such as root exudates and plant mucilage (Zboralski & Filion, 2020), thereby
creating a highly competitive habitat. Photosynthates exuded by plant roots serve as a crucial

source of labile carbon for microorganisms, promoting microbial growth and activity



(Wiesenbauer et al., 2025). Thus, A. brasilense represents a key agent for rhizosphere
engineering (Solanki et al., 2024).

As part of its metabolism, A. brasilense is capable of synthesizing secondary metabolites
and hydrolytic enzymes that participate in nutrient cycling and contribute to antimicrobial
biocontrol activity. These enzymes are fundamental components of ecosystem functioning,
catalyzing biochemical reactions for the degradation of organic compounds, mineralization, and
nutrient cycling (Lemanowicz et al., 2023). Examples include B-glucosidase (C cycle), urease
(N cycle), acid phosphatase (P cycle), and arylsulfatase (S cycle). In this context, enzymatic
activity has been reported as a valuable tool for assessing soil health, providing rapid insights
into modifications associated with environmental factors as well as land-use and management
practices (Daunoras et al., 2024), thereby contributing positively to more sustainable
agriculture.

This approach, focusing on microorganism and plant interactions, is critical for
understanding the soil microbiome and for developing management strategies to enhance plant
growth, improve soil health, and support ecosystem services. Thus, this review aims to present
the main aspects related to the mechanisms, modes of action, and regulatory pathways involved
in the association of A. brasilense with host plants, as well as its interactions with soil particles.
Furthermore, future perspectives are discussed regarding the commercial inoculant market in
Brazil, the adoption of this technology by farmers, and the main microbial genera used in the

production and commercialization of inoculants in the country.

2 AZOSPIRILLUM BRASILENSE: MECHANISMS OF ACTION

A. brasilense stands out for the multiple benefits derived from its association with host
plants. These include biological nitrogen fixation (BNF) from atmospheric N2, synthesis of
plant growth regulators (i.e., gibberellic acid, cytokinin, ethylene, indole-3-acetic acid),
phosphate and potassium solubilization, as well as the mitigation of abiotic and biotic stress
(Fukami et al., 2018a; Giri et al., 2025; Rosa et al., 2020; Omer et al., 2022; Gureeva & Gureev,
2023) (Figure 1). In general, these benefits can be classified as direct or indirect mechanisms.
Direct mechanisms are associated with plant growth promotion, whereas indirect mechanisms

act to reduce plant stress.



Figure 1 - Schematic representation of the mechanisms of action involved in the metabolism
of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR).
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Source: own authorship.

Note: The model illustrates the main mechanisms associated with the plant growth and development processes
induced by PGPRs through their interaction with host plants, including biological nitrogen fixation (BNF), the
synthesis of plant growth regulators (e.g., gibberellic acid, cytokinins, ethylene, and indole-3-acetic acid),
enhanced resilience to environmental stress factors, and the induction of systemic resistance.

2.1 DIRECT MECHANISMS

2.1.1 Biological Nitrogen Fixation (BNF)

Biological nitrogen fixation (BNF) is carried out by prokaryotic organisms known as
diazotrophs (Hu et al., 2024). This process is essential for sustaining life on Earth, as it
represents one of the main pathways for nitrogen input into biogeochemical cycles (Zheng et
al., 2019). Among diazotrophs, there is a great diversity of species that establish associations

with plants, enabling the efficient incorporation of atmospheric nitrogen into plant tissues
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(Renganathan et al., 2025). This incorporation occurs through the action of the nitrogenase
enzyme complex, which consists of two metalloprotein components: the iron (Fe) protein and
the molybdenum—iron (MoFe) protein (Moure et al., 2013). The activity of nitrogenase is
regulated by a post-translational mechanism involving the reversible ADP-ribosylation of the
Fe protein. Although this process has been extensively characterized in the alphaproteobacteria
Azospirillum brasilense and Rhodospirillum rubrum, but other bioinformatic studies indicate
that similar mechanisms occur in at least 25 bacterial genera (Huergo et al., 2012). The
reversible ADP-ribosylation of the Fe protein is catalyzed by the enzyme dinitrogenase
reductase ADP-ribosyltransferase (DraT), which uses NAD* as an ADP-ribose donor to modify
a conserved arginine residue (usually Argl01) in one of the Fe protein subunits (Lowery &
Ludden 1988). This modification inactivates the Fe protein, likely by blocking the binding site
between the Fe and MoFe proteins (Schindelin et al., 1997), thereby preventing their association
and, consequently, the electron transfer (Moure et al., 2013). The removal of the ADP-ribosyl
group is carried out by the enzyme dinitrogenase reductase—activating glycohydrolase (DraG),
thus reactivating the nitrogenase complex (Saari et al., 1984; Moure et al., 2013).

The signaling pathway responsible for regulating the activities of the DraT and DraG
enzymes in Azospirillum brasilense depends on signal transduction proteins of the PII family,
whose ability to interact with target proteins is determined by the structural conformation of a
flexible loop region known as the T-loop (Huergo ef al., 2012). In A. brasilense, two PII
proteins have been identified: GInB and GInZ. Under nitrogen-fixing conditions, GInB and
GInZ are fully uridylylated, and the nitrogenase remains active (Huergo ef al., 2012; Moure et
al., 2013). After an ammonium pulse, these proteins undergo deuridylylation, and nitrogenase
1s inactivated by ADP-ribosylation of the Fe protein (Huergo ef al., 2012; Moure et al., 2013).
In this process, GInB and GInZ interact, respectively, with DraT and DraG, regulating their
activities in opposite ways and resulting in the reversible covalent modification of nitrogenase
(Moure et al., 2013). Thus, both the presence of ammonium and anaerobiosis promote the
inactivation of the Fe protein by ADP-ribosylation, preventing its association with the MoFe
protein and, consequently, the electron transfer required for N> reduction (Moure et al., 2013).

Particularly, the ability of 4. brasilense to promote plant growth does not make it more
efficient in N> fixation when compared with Rhizobium sp. in association with legumes. Among
free-living diazotrophs, such as A. brasilense, and symbiotic ones, such as Rhizobium sp., the
latter shows higher efficiency in N: fixation (Imran et al., 2021). This efficiency is initially

mediated by the exudation of flavonoids and isoflavonoids by host plants, which leads to the



formation of root nodules (Dong & Song, 2020). In contrast, A. brasilense uses photosynthates
exuded by roots and decomposing organic matter in the soil as a carbon source. In this way, it
is able to fix N> and enhance plant development through multiple mechanisms, including the
synthesis of plant growth regulators and the uptake of essential nutrients (Soumare et al., 2020;
Pankievicz et al., 2019).

Biological nitrogen fixation (BNF) therefore represents an essential process for
maintaining life on Earth, ranking only after photosynthesis in ecological importance (Ladha et
al., 2022). The nitrogenase complex contributes to increasing the availability of N in the
environment, resulting from the diversity of plant-microorganism associations (Mus et al.,
2016). Although the increase in total plant N content through BNF in A. brasilense is relatively
low, the process is cumulative and promotes plant growth, especially when co-inoculated with
other microbial species (Galindo et al., 2022). This biotechnological strategy has been
associated with increased crop productivity and reduced use of nitrogen fertilizers, as
demonstrated in wheat (Boleta ef al., 2020), maize (Barbosa et al., 2022), rice (Thomas et al.,
2019), soybean (Barbosa et al., 2021), and common bean (Burdman et al., 1997).

2.1.2 Phosphate Solubilization

Phosphorus (P) is the second most limiting element for plant development, after
nitrogen, and plays a key role in biochemical and physiological processes, including ATP and
DNA synthesis, respiration, and photosynthesis (Pang et al., 2024). P is a fundamental
component of structural biomolecules, such as nucleic acids and phospholipids, as well as
energy molecules such as ATP (Bechtaoui ef al., 2021). Although it is one of the most abundant
elements in the lithosphere, it is predominantly found in insoluble forms, with low mobility and
a strong tendency to adsorb and precipitate with Fe-, Al-, or Ca-containing minerals (Mabagala
& Mng’ong’o, 2022). These processes increase P fixation in the soil and reduce its availability
to plants (Santoro et al., 2024). The soil microbiota also plays a crucial role in regulating
phosphorus (P) availability, as it can both compete with plants for this nutrient and increase its
supply through the mineralization of organic matter, the solubilization of minerals, and the
promotion of uptake via mycorrhizal associations (Khan et al., 2023).

Among the mechanisms involved in the solubilization of phosphate into soluble P forms
(orthophosphates: H.PO4~ and HPO4*"), the main one is the synthesis of low—molecular—weight

organic acids (Ludueiia ef al., 2018). Several organic acids, such as acetic, citric, oxalic, lactic,



gluconic, and 2-ketogluconic acids, increase phosphorus (P) availability in phosphate rocks
through two main mechanisms: the release of protons (H"), which acidifies the medium and
promotes the solubilization of insoluble P, and the complexation of metal cations, which forms
stable complexes and releases phosphorus in its soluble form (Banik & Dey, 1982; Fox et al.,
1990; Illmer & Schinner, 1995). As a result of these mechanisms, there is also a reduction in P
sorption due to competition for binding sites, especially those associated with Al, Fe, and Ca
(Menezes-Blackburn et al., 2016; Timofeeva et al., 2022b). Enzymes also regulate the
biological and biochemical mechanisms of phosphate mineralization, promoting the
replenishment of phosphate ions in the soil solution (Raguet et al., 2023). Alongside these
mechanisms, the use of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) as phosphate solubilizers
constitutes an environmentally friendly strategy to increase P availability and improve its
uptake by crops (Damo et al., 2024). Studies have shown that the application of A. brasilense
(Ab-V5 and Ab-V6), in association with P-Os doses, increased P use efficiency and enhanced
maize (Zea mays L.) productivity (Pereira et al, 2020). Thus, phosphate-solubilizing
microorganisms represent a promising alternative to improve phosphorus use efficiency, reduce

dependence on mineral fertilizers, and preserve the environmental quality of agricultural soils.

2.1.3 Potassium Solubilization

Potassium (K) is an essential macronutrient and a structural component of plants,
contributing to various metabolic processes in plants. It is generally the second most abundant
nutrient in plant tissues (Torabian et al., 2021) and the seventh most abundant element in the
Earth’s crust (Manning, 2010). Potassium participates in key regulatory mechanisms, including
plant growth and development, enzyme activation, resilience to biotic and abiotic stresses,
maintenance of turgor in guard cells of stomata, stomatal conductance, and photosynthesis
(Ragel et al., 2019; Xu et al., 2020). In soil, K occurs in four main forms: in solution (subject
to leaching), exchangeable, non-exchangeable, and mineral (structural), with the exchangeable
fraction serving as the primary source absorbed by plants (Ghosh et al., 2025). Although soil
contains between 2.1% and 2.3% K from the Earth’s crust (Han ez al., 2021), about 90% to 98%
is found in primary minerals, and only 1% to 2% is available in soluble form (Bell et al., 2021).

Azospirillum brasilense has the ability to solubilize insoluble forms of K, releasing it
from the structure of silicate minerals into soluble forms readily available to plants (Verma et

al., 2017). This process, which is sustainable and integrated into natural cycles, has a lower



environmental impact compared to the use of chemical fertilizers (Olaniyan et al., 2022).
Microbially mediated K solubilization can occur through acidolysis, chelation, ion-exchange
reactions, complexation, and the synthesis of organic acids and siderophores (Sattar et al.,
2019). Several genes are associated with organic acid production and K transport, contributing
to increased nutrient availability for plants (Xiong et al., 2022), although the specific genes
regulating the K solubilization pathway in A. brasilense have not yet been fully elucidated.
Microbial efficiency in K release depends, among other factors, on the physicochemical
properties of the minerals present in the soil (Setiawati & Mutmainnah, 2016). Therefore,
microbial potassium solubilization constitutes an efficient and ecologically sustainable route

for nutrient availability to commercial crops.

2.1.4 Siderophore Synthesis

Siderophores are low-molecular-weight organic molecules (<10 kDa) characterized by
functional groups such as catecholates, hydroxamates, salicylates, and carboxylates, with high
affinity for Fe(IIl) ions (Sah & Singh, 2015). They are synthesized by various microorganisms,
plants, and phytoplankton in response to iron limitation (Wilson et al., 2016). However, due to
its low solubility, the assimilation of this element is limited, making siderophores an effective
microbial strategy to capture chelated Fe(Ill) (Puja ef al., 2023). The high affinity of
siderophores for Fe allows the extraction of this nutrient from iron-binding proteins such as
ferritin, transferrin, and lactoferrin (Li et al., 2016). Siderophore biosynthesis in Gram-negative
bacteria is mediated by various enzymes, including nonribosomal peptide synthetase (NRPS),
polyketide synthase (PKS), and NRPS-independent siderophore (NIS) synthetases (Lamb,
2015). The transport of the Fe(Ill)-siderophore complex involves transmembrane proteins
TonB, ExbD, and ExbB (Ferguson & Deisenhofer, 2002). Subsequently, the ABC (ATP-
Binding Cassette) system uses energy derived from ATP hydrolysis to direct the complex to
the cytoplasm, where ferric iron (Fe*) is reduced to ferrous iron (Fe*") and released for
metabolic use (Cain & Smith, 2021).

In this context, Azospirillum brasilense is capable of synthesizing and secreting
catechol-type siderophores, known as spirillobactins, which regulate the bioavailability of
Fe(Ill) in the rhizosphere (Timofeeva et al., 2022a). Partial characterization of spirillobactin
revealed the presence of 2,3-dihydroxybenzoic acid (DHBA), ornithine, and serine (Bachhawat

& Ghosh, 1987), as well as salicylic acid, associated with its antifungal activity (Gureeva &



Gureev, 2023). Not all Azospirillum species functionally synthesize siderophores; however, A.
lipoferum has been characterized as exuding phenolic siderophores, salicylic acid, 3,5-
dihydroxybenzoic acid, and DHBA (Giri et al., 2025). In general, microbial siderophores
contribute to plant health by competing with pathogens for Fe acquisition, leading to oxidative
stress in these organisms (Rajapitamahuni et al., 2023). In a study on strawberry (Fragaria %
ananassa), the antifungal activity of two A. brasilense strains (REC2 and REC3) was
demonstrated in the biocontrol of anthracnose caused by Colletotrichum acutatum, and this
effect was mediated by the synthesis of catechol-type siderophores (Tortora et al., 2011).
Therefore, the ability of soil microbiota to synthesize siderophores represents an important
mechanism for microbial iron uptake, indirectly promoting plant health and protection against

pathogens.

2.1.5 ACC Deaminase Activity

The microorganism-plant interaction provides multiple benefits, including the synthesis
of the enzyme ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylate) deaminase, which is responsible for
the cleavage of ACC, the precursor of ethylene (Manter et al., 2023). Ethylene regulates the
growth of leaves, flowers, and fruits, as well as the senescence of vegetative organs (Igbal et
al., 2017). ACC deaminase present in higher plants catalyzes the conversion of ACC into a-
ketobutyrate (C4HsO3) and ammonia, thereby reducing ethylene levels in plant tissues (Orozco-
Mosqueda et al., 2020). This enzyme does not inhibit ethylene synthesis, instead, it regulates
its concentration in plants in response to various environmental stresses. Under such conditions,
the transcription of ACC synthase and ACC oxidase enzymes increases, temporarily elevating
ethylene levels and inducing defense strategies, such as senescence and leaf abscission (Khan
etal.,2024; Sade et al., 2018). In this way, ACC deaminase exuded by plant growth-promoting
rhizobacteria (PGPR) mitigates adverse effects of stress, favoring, for example, root elongation,
as observed in carnation cuttings treated with A. brasilense (Li et al., 2005), which potentially
increases tolerance to water and salt stresses (Singh et al., 2023). Studies also highlight the role
of ACC deaminase in the genus A4. brasilense in promoting plant growth and in pathogen
biocontrol, with positive effects reported in maize (Housh et al., 2021) and tomato
(Toklikishvili et al., 2010). Thus, microbial ACC deaminase modulates ethylene levels,

favoring plant growth and stress tolerance.
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2.1.6 Role of A. brasilense in Phytohormone Biosynthesis

The application of the genus Azospirillum brasilense in agriculture provides benefits
resulting from the plant—-microorganism—soil interaction. The association of A. brasilense with
the root system promotes morphological and physiological changes in plants (Zhao et al., 2023),
resulting from the modulation of phytohormonal homeostasis, which stimulates plant
metabolism to synthesize various phytohormones (Cecagno et al., 2015). These hormones play
essential roles by acting synergistically or antagonistically in response to environmental stimuli,
regulating signal transduction pathways and gene expression related to enzymatic activity
(Table 1).

The following section provides an overview of the characterization, composition,
biosynthesis, signaling pathways, and the role of some of the main plant regulators synthesized

after inoculation with 4. brasilense (Figure 2).

Figure 2 - Schematic representation of the processes regulated by the main phytohormones
synthesized by A. brasilense.
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Table 1 - Types of stress, enzymes, and genes involved in the biosynthesis of the main phytohormones by Azospirillum brasilense. (continue)

Hormones

Types of stress

Enzymes Genes

References

Gibberellic acid (GA)

Seed germination; stem and root
elongation; floral induction; leaf
expansion; leaf senescence;
flower and fruit growth;
tolerance to abiotic and biotic
stresses; interaction with other
phytohormones; and enhanced
stimulation of photosynthesis;

Colebrook et al.,
2014; Gao & Chu,
2020; Ritonga et al.,
2023;

Indole-3-acetic acid (IAA)

Plant growth and development;
modification of root
architecture; cell division and
expansion; tissue differentiation;
fruit development; tolerance to
abiotic and biotic stresses; water
and nutrient uptake; apical
dominance; senescence;
abscission; and flowering;

TAM; ipdC; iaD; iaaC;
iaaM; iaaH,

Aminotransferase;
indole-3-pyruvate
decarboxylase;
tryptophan-2-
monooxygenase;
indole-3-acetamide
hydrolase;

Bar & Okon, 1993;
Bunsangiam et al.,
2021; Etesami &
Glick, 2024;
Ganusova et al.,
2025; Mano &
Nemoto, 2012;

Cytokinins (CKs)

Plant growth and development;
seed germination; cell division
and differentiation; tolerance to
abiotic and biotic stresses; leaf
senescence; nutrient uptake;
apical dominance; phyllotaxy;
flower and fruit development;

IPT; tRNA-IPT; LOG; ipt; miaA; Logl; Log2,;

Akhtar et al., 2020;
Wu et al, 2021,
Frébortova &
Frébort, 2021;
Rodrigues, 2017;
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Table 1, Continue.

Ethylene (ET) Plant growth and development; ACS; ACO; SAM AzoEtrl; Faetrl; Faers Allen et al., 2019;
stimulation of germination; synthase; AMT; GGT; Faeind;, Factrl;, Faein Carlew et al., 2025;
regulation of biofilm formation; JARI; Faacsl; Faacol, Dubois et al., 2018;
phototaxis;  defense against Elias et al., 2018;
abiotic and biotic stressors; Van de Poel & Van
senescence of flowers and Der Straeten, 2014;

leaves; leaf and fruit abscission;
fruit and flower ripening;

Note: (ACS) - 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase; (ACO) - 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase; (SAM synthase) - S-adenosyl-L-methionine synthase;
(AMT) - ACC-N-Malonyl transferase; (GGT) - y-Glutamyl transpeptidase; (JAR1) - jasmonic acid resistant 1; (IPT) - phosphate-isopentenyltransferase; (tRNA-IPT) - tRNA
isopentenyltransferase; (LOG) - CK phosphoribohydrolase “Lonely guy”.
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2.1.6.1 Gibberellic Acid (GA)

Gibberellins (GAs) are compounds initially identified from filtrates of the pathogen
Gibberella fujikuroi (the causal agent of the Bakanae disease in rice) and belong to a family of
tetracyclic diterpenoid carboxylic acids, formed by an ent-gibberellane carbon skeleton
containing four to five rings (Hedden, 2020; Salazar-Cerezo et al., 2018). To date, more than
136 GAs have been identified, and in A. brasilense, GA: and GAs have been characterized
(Keswani et al., 2021). The synthesis of GAs begins with geranylgeranyl diphosphate (GGDP),
via isopentenyl diphosphate (IPP) and its isomer dimethylallyl diphosphate (DMAPP) (Hedden,
2020). The presence of multiple genes encoding enzymes in the biosynthetic pathway confers
high complexity to the gene expression of these phytohormones (Salazar-Cerezo et al., 2018).
GA production in bacteria follows the non-13-hydroxylation pathway, similar to that observed
in plants. Despite the identification of several genes involved in GA biosynthesis in bacteria,
further studies are needed to characterize the specific genes responsible for their synthesis in 4.
brasilense.

The modulation of gene expression in GA biosynthesis regulates various physiological
processes, such as seed germination (Vishal & Kumar, 2018), seedling emergence in rice (Wang
et al.,2021a), and chickpea under greenhouse drought conditions (Shariatmadari et al., 2017),
in addition to influencing productivity, mineral nutrition (Al-Harthi ef a/., 2021), and adaptation
to different environmental stressors (Colebrook et al., 2014). Studies have also correlated GA
synthesis promoted by Azospirillum sp. with increased nitrogen uptake in wheat (Triticum
aestivum L. emend. Thell) roots (Kucey, 1988) and with increased GAs levels in maize (Zea
mays L.) roots inoculated with Azospirillum sp. (Fulchieri et al., 1993). Therefore, gibberellins,
regardless of their plant or microbial origin, integrate complex hormonal networks that

coordinate plant growth and adaptation to different environmental conditions.

2.1.6.2 Indole-3-Acetic Acid (IAA)

Indole-3-acetic acid (IAA) was initially isolated from fungi and later from plants, being
recognized as one of the most important regulators of plant growth (Etesami & Glick, 2024).
IAA is a heterocyclic compound formed by a carboxymethyl group, belonging to the auxin
class, and is biosynthesized through both tryptophan (Trp)-dependent and Trp-independent

metabolic pathways in plants and in several species of microorganisms (Tang et al., 2023). In
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the Trp-dependent pathway, the main precursor is the amino acid L-tryptophan, whereas in the
Trp-independent pathway, indole-3-glycerol phosphate (IGP) is used as a precursor (Tillmann
et al.,2022). Although the Trp-independent pathway is more common in plants, it has also been
identified in various bacterial and fungal species, including A. brasilense, Aspergillus flavus,
Saccharomyces cerevisiae, and Cyanodermella asteris (Limtong & Koowadjanakul, 2012).
However, in Azospirillum brasilense, the main IAA biosynthetic route occurs via the Trp-
dependent pathway, mediated by the enzyme indole-3-pyruvate decarboxylase (IpdC)
(Ganusova et al., 2025).

IAA plays a central role in regulating numerous physiological processes in plants,
including changes in root architecture, lateral root formation, nutrient uptake, increased root
exudation, and greater tolerance to abiotic stresses (Etesami & Glick, 2024). In addition, it
participates in the interaction among different plant growth regulators and in the maintenance
of phytohormonal homeostasis (Cerboneschi ef al., 2016). In A. brasilense, the conversion of
indole-3-pyruvate (IPyA) into IAA by the action of the IpdC enzyme is one of the main
mechanisms explaining the effect of this bacterium on plant growth (Ganusova et al., 2025).
Consequently, the effects of 4. brasilense on IAA levels and the subsequent stimulation of plant
development have been widely demonstrated in different agronomically important crops,
including irrigated rice (Oryza sativa L.) with strain MZ208924 (Pham et al., 2022), pearl millet
(Pennisetum americanum L.) (Tien et al., 1979), maize (Zea mays L.) and soybean (Glycine
max L.) with strain Az39 (Cassan et al., 2009), as well as tomato (Solanum lycopersicum L.)
(Lobo et al., 2022). Thus, IAA synthesis by 4. brasilense contributes to plant-microorganism
interactions by integrating biochemical and physiological responses, thereby improving plant

growth and adaptation.

2.1.6.3 Cytokinins (CKs)

The plant hormone cytokinin was initially identified from autoclaved herring sperm
DNA and is classified into two major groups: isoprenoid CKs and aromatic CKs (Raspor et al.,
2020). The biosynthesis of CKs is catalyzed by the enzyme adenosine phosphate-
isopentenyltransferase (IPT), which promotes hydroxylation of the isopentenyl side chain
through the action of cytochrome P450 monooxygenase, a process encoded by the ipt gene

(Frébortova & Frébort, 2021). The CK signal transduction pathway is mediated by a two-
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component system (TCS), composed of an autophosphorylating receptor kinase and a
downstream response regulator (Powell & Heyl, 2023).

CKs play an essential role in regulating various physiological and morphological
processes associated with plant growth and development, including seed germination, apical
dominance, leaf senescence, cell division and differentiation, phyllotaxis, and tolerance to
biotic and abiotic stresses (Akhtar et al., 2020; Wu et al., 2021). Considering the broad role of
CKs in plant metabolism, rhizospheric microorganisms capable of modulating their levels, such
as Azospirillum brasilense, can significantly influence plant development and adaptation
(Zaheer et al., 2022; Abbasi et al., 2015; Méndez-Gomez et al., 2021). Thus, plant inoculation
with 4. brasilense has been associated with changes in CK production and signaling, thereby
inducing physiological and morphological responses that favor plant growth (Zaheer ef al.,
2022; Abbasi et al., 2015; Méndez-Gomez et al., 2021). These effects have been observed in
crops such as wheat (Triticum aestivum L.) (Zaheer et al., 2022), maize (Zea mays L.) (Abbasi
et al., 2015), and Arabidopsis thaliana (Méndez-Gémez et al., 2021).

Moreover, changes in CK levels are also associated with plant responses to abiotic
stresses such as drought, heat, and salinity, which impair growth and productivity. Heat stress,
in particular, affects the photosynthetic machinery by reducing intercellular CO: content (Zahra
et al., 2023). Studies have shown that inoculation with 4. brasilense can mitigate these effects
in crops such as soybean (Glycine max L.) (Bulegon et al., 2019) and tomato (Solanum
lycopersicum L.) (Romero et al., 2014), representing a promising strategy to enhance plant

resilience and maintain productivity under adverse conditions.

2.1.6.4 Ethylene (ET)

Ethylene (ET; C:Ha4) is an essential regulator present throughout all stages of the plant
developmental cycle (Igbal et al., 2017). Its biosynthesis is controlled at both transcriptional
and post-translational levels, being modulated endogenously and exogenously by the
expression of the gene encoding the amino acid 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC)
(Pattyn et al., 2020). ET synthesis occurs from methionine, which is converted into S-adenosyl-
L-methionine (SAM) and used as a precursor by the enzymes 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate synthase (ACS) and I1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase (ACO)
(Strzelczyk et al., 1994).
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ET acts as a central modulator of physiological and metabolic processes, responding to
biotic and abiotic stimuli that influence plant growth and development, seed germination,
senescence, and fruit ripening (Dubois ef al., 2018). It is also involved in biofilm formation and
phototaxis (Allen et al., 2019). In plant-microorganism interactions, Azospirillum brasilense
plays a relevant role by modulating the expression of genes involved in ET biosynthesis and
signaling. The AzoEtr] gene, identified in 4. brasilense, encodes a functional ethylene receptor,
demonstrating the bacterium’s active participation in this regulatory pathway (Carlew et al.,
2025). The effects of A. brasilense inoculation on ET biosynthesis and signaling, with
consequent influence on plant growth and adaptation, have been demonstrated in several crops,
including strawberry (Fragaria x ananassa) (Elias et al., 2018), tomato (Solanum lycopersicum
L.) (Ribaudo et al., 2006; Carlew et al., 2025), Arabidopsis thaliana (Carlew et al., 2025), and
rice (Oryza sativa L.) under salt stress conditions (Degon et al., 2023). By modulating ethylene
biosynthesis and signaling, 4. brasilense directly affects plant growth and adaptive responses

under diverse environmental conditions.

2.2 INDIRECT MECHANISMS

2.2.1 Antibiosis

Antibiosis is one of the main mechanisms of soil-borne pathogen biocontrol, involving
the release of antimicrobial secondary metabolites that inhibit the growth or activity of
phytopathogenic microorganisms (Bakr et al., 2025). The production of broad-spectrum
compounds, such as lipopeptides, bacteriocins, lytic enzymes, biosurfactants, Fe(Ill)-chelating
siderophores, and volatile organic compounds (VOCs), represents an important defense
mechanism for plants against soil pathogens (Bonaterra ef al., 2022). Several metabolites with
antimicrobial activity have been identified, including phenylacetic acid (PAA), surfactin, 2,4-
diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG), and catechol, produced by plant growth-promoting
rhizobacteria (PGPR) (Cook, 2019; Wang et al., 2021b; Grobelak & Hiller, 2017). Although
Azospirillum brasilense is not considered a classical biocontrol agent, studies have shown that
this species can exude compounds with antibiotic potential, such as PAA and catechol (Figure
3). PAA released by 4. brasilense can inhibit Fusarium oxysporum f. sp. matthiolae (Somers
et al., 2005), whereas catechol activity has been associated with the biocontrol of anthracnose

(Colletotrichum acutatum M11) in strawberry (Fragaria % ananassa) (Tortora et al., 2011).
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Figure 3 - Schematic representation of the antibiosis mechanism mediated by the synthesis of
phenylacetic acid (PAA) and catechol by Azospirillum brasilense.
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Note: The scheme illustrates the participation of 4. brasilense in the synthesis and release of antimicrobial
compounds with antifungal activity. Aromatic molecules such as catechol and phenylacetic acid (PAA), as well
as salicylic acid (SA) exuded by 4. brasilense, together with various root exudates, functionally contribute to a
chemical barrier that enhances plant defensive capacity due to their promotive role in the biocontrol of
phytopathogens. The model displays the generic structural composition for the catechol and PAA groups.

The acquisition of resistance by soil phytopathogens can be intensified by the continuous
and indiscriminate use of antibiotic-producing bacteria and the continued application of
pesticides, both of which impose selective pressure on the soil microbiota (Qiu ef al., 2022).
Conversely, when used in a controlled manner, rhizobacteria capable of synthesizing one or
more antibiotics can effectively contribute to pathogen biocontrol and mitigate the spread of
antimicrobial resistance associated with horizontal gene transfer (Larsson & Flach, 2021).
Several studies have demonstrated the involvement of Azospirillum brasilense in different
biocontrol systems. Strain Cd exhibited antagonistic activity against Pseudomonas syringae pv.

tomato, the causal agent of bacterial speck in tomato, whereas strains Sp7 and 94-3 were
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effective in controlling crown gall disease caused by Agrobacterium tumefaciens in grapevine
(Vitis vinifera) (Bashan & de-Bashan, 2002). Similarly, A. brasilense Sp245 was reported to
control Rhizoctonia spp. in Prunus cerasifera L. clone Mr.S 2/5, achieving nearly 100% plant
survival (Russo et al., 2008). Furthermore, strain Az39 was shown to participate in type VI
secretion system (T6SS)-dependent biocontrol against bacterial pathogens (Cassan et al., 2021).
Overall, these findings indicate that A. brasilense has an indirect yet meaningful impact on the
suppression of soil pathogens, reinforcing its potential as a strategic component in sustainable

biological management programs.

2.2.2 Induced Systemic Resistance (ISR)

Induced systemic resistance (ISR) is a natural plant defense mechanism characterized
by an overall increase in responsiveness to various biotic stressors (Kamle et al., 2020). This
primed defensive state is mediated by changes in the levels of plant growth regulators associated
with the signaling pathways of salicylic acid (SA)/ethylene (ET) and jasmonic acid (JA), which
are activated upon the nonspecific recognition of elicitor molecules produced by
microorganisms or pathogens (Kour et al., 2024). Among the microorganisms capable of
triggering this response, the genus Azospirillum stands out, as its association with plants has

been widely linked to the induction of defense mechanisms mediated by ISR (Table 2).
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Table 2 - Defense mechanisms and signaling pathways involved in the induction of systemic resistance (ISR) by Azospirillum brasilense.

PGPR Signaling Elicitor Defense Disease Pathogen Crops Reference
Pathways molecules | mechanisms
Azospirillum SA - - (BYDV) - Rhopalosiphu Wheat (Triticum Santos et al.,
brasilense Barley Yellow m padi L. aestivum L.) 2025;
Dwarf Virus
Azospirillum JA/ET --- Priming Rice blast Magnaporthe | Rice (Oryza sativa cv. Yasuda et al.,
sp. B510 oryzae Nipponbare) 2009;
Azospirillum JA/ET --- Priming, Charcoal rot | Macrophomina | Strawberry (Fragaria x | Viejobueno et
brasilense Enzimas phaseolina ananassa, Duch.) al.,2021;
antioxidante
s (POX,
PPO, PAL)
Azospirillum - --- - Crown gall | Agrobacterium Dicotyledonous Bakanchikova et
brasilense tumefaciens al., 1993;
Azospirillum - - Siderophore | Anthracnose | Colletotrichum | Strawberry (Fragariax | Tortora et al.,
brasilense Fe(III) acutatum ananassa, Duch.) 2011;
(Catechol)

Note: (SA) — Salicylic acid signalling pathway; (JA/ET) — Jasmonic acid/Ethylene signalling pathway; (POX) — peroxidase enzyme; (PPO) — polyphenol oxidase enzyme;
(PAL) — phenylalanine ammonia-lyase enzyme.
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In addition to activating specific defense mechanisms, ISR is often associated with
enhanced antioxidant capacity in plants. Biotic and abiotic stress can generate excessive
reactive oxygen species (ROS), such as superoxide radical (O:7), hydroxyl radical (OH"),
hydrogen peroxide (H202), and singlet oxygen ('O:), which cause oxidative damage to plant
tissues (Mishra ef al., 2023). To mitigate these effects, plants activate enzymatic antioxidant
systems, including ascorbate peroxidase (APX), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
and glutathione reductase (GR), which are responsible for ROS detoxification (Zandi &
Schnug, 2022). This response has been observed in wheat plants inoculated with A. brasilense
FP2, highlighting the bacterium’s role in alleviating oxidative stress (Camilios-Neto et al.,
2014).

Under biotic stress conditions, plants also increase the synthesis of defensive secondary
metabolites, which can be classified into five main groups: alkaloids, fatty acid- and polyketide-
derived compounds, enzyme cofactors, non-ribosomal polypeptides, and terpenoids/steroids
(Al-Khayri et al., 2023). Consistent with these mechanisms, A4. brasilense has also
demonstrated biocontrol effects against Harpophora maydis (late wilt disease — LWD) in maize
(Zea mays L.), even under biotic stress conditions, and contributed to the mitigation of
pathogen-induced oxidative stress (Elmeihy et al., 2025).

These findings reinforce the multifunctional role of 4. brasilense in inducing systemic
resistance and mitigating oxidative damage in different plant species, emphasizing its potential

as a biotechnological agent in sustainable strategies for managing biotic and abiotic stresses.

2.2.3 Lytic Enzymes

Lytic enzymes constitute an important indirect defense mechanism, as they structurally
degrade the cell walls of phytopathogens such as bacteria, fungi, and viruses (Khalil ef al.,
2022). Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) enhance this process by synthesizing
hydrolytic enzymes, including cellulase, chitinase, dehydrogenase, B-glucanase, lipase,
amylase, phosphatase, and protease (Hakim ef al., 2021). Among these bacteria, Azospirillum
brasilense produces protease, lipase, chitinase, cellulase, and pectinase, highlighting its
potential in pathogen biocontrol (Radif & Hassan, 2014). In addition to this species, several
other microbial strains also display antagonistic activity against a wide range of
phytopathogens, such as Sclerotium rolfsii, Aspergillus sp., Fusarium oxysporum,

Colletotrichum capsici, Sclerotinia sclerotiorum, Pythium ultimum, Verticillium sp.,
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Phytophthora sp., Rhizopus sp., and Rhizoctonia sp., among others (Sritongon et al., 2023;
Ajuna et al., 2023). Although A. brasilense is not classified as a highly effective biocontrol
agent, recent studies have demonstrated its antagonistic activity against different pathogens,
including Harpophora maydis (Elmeihy et al., 2025), Rhizoctonia solani (Jayaraj et al., 2004),
and Nigrospora oryzae (Ali et al., 2017).

2.2.4 Exopolysaccharide (EPS) Production

In response to various environmental stimuli, microorganisms exude high-molecular-
weight organic compounds, known as exopolysaccharides (EPS), which participate in multiple
physiological processes, especially under water-deficit or drought stress conditions (Panda et
al., 2020). These hydrated polymers, composed of proteins, lipids, nucleic acids, and humic
substances, facilitate microbial attachment to root surfaces, promoting the formation of biofilms
that prevent cellular desiccation and strengthen plant—microbe interactions (Carezzano et al.,
2023).

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are recognized for their ability to
synthesize and secrete EPS, which are essential for colonization and the stability of the root-
associated microbiota (Kaur & Dey, 2023). Within the genus Azospirillum, three main classes
of extracellular polysaccharides stand out: lipopolysaccharides (LPS), capsular polysaccharides
(CPS), and true exopolysaccharides (EPS), all of which participate in adhesion and
establishment in the rhizosphere (Volfson et al., 2013). In particular, A. brasilense has been
reported to produce EPS composed of glucose, galactose, fucose, rhamnose, mannose, xylose,
and arabinose, with this synthesis being associated with exo genes involved in the biosynthetic
pathway of these polymers (Fischer ef al., 2003).

Moreover, EPS play a fundamental role in enhancing plant tolerance to abiotic stresses
such as heat, drought, and salinity, by participating in processes including phytohormone
production, root nodule formation, siderophore synthesis, and soil structure maintenance (Costa
et al., 2018). These compounds also contribute to particle aggregation, water retention in the
rhizosphere, nutrient absorption, and contaminant bioremediation (Mandal et al., 2022).
Additionally, EPS can chelate sodium ions (Na*), thereby reducing their uptake and mitigating
the deleterious effects of salt stress on plants (Morcillo & Manzanera, 2021). Studies with 4.
brasilense have demonstrated its plant growth-promoting effects under both single and co-

inoculation, across different stress conditions, in crops such as tomato (Solanum lycopersicum)
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(Abdelmoteleb et al., 2021), barley (Hordeum vulgare) (Omar et al., 2009), and wheat
(Triticum aestivum) (Ilyas et al., 2020). Furthermore, A. brasilense Sp7 has shown the ability
to promote cell aggregation through EPS production (Bahat-Samet et al., 2004). Therefore, EPS
production by 4. brasilense represents an important adaptive mechanism capable of optimizing
root colonization, enhancing plant resilience to environmental stresses, and strengthening its

application in sustainable agricultural management strategies.

2.2.5 Cell-to-Cell Communication via Quorum Sensing (QS)

Quorum sensing (QS) is a mechanism of intra- and interspecific cell-to-cell
communication established among bacterial populations through small, diffusible signaling
molecules known as autoinducers (Armes & Buchan, 2021). In Gram-negative bacteria, these
autoinducers are typically represented by N-acyl homoserine lactone (AHL) molecules, whose
synthesis and accumulation depend on cell density and interactions with the plant host
(Hartmann, 2020). AHLs coordinate the gene expression of various physiological and
ecological processes, including biofilm formation, exopolysaccharide (EPS) synthesis, cell
motility, antimicrobial compound production, virulence factor expression, and
bioluminescence (Jung et al., 2017).

AHL production is classically controlled by the LuxIR system: the enzyme encoded by
luxI s responsible for AHL synthesis, whereas the luxR-type receptor mediates signal detection
and subsequent transcriptional regulation (Hartmann et al., 2021). In the rhizosphere, QS-
mediated communication can occur in three main directions: (I) signaling from the plant to
microorganisms; (II) inter- or intraspecific microbial signaling; and (III) signaling from
microorganisms to the plant (Singh ef al., 2022).

In the case of Azospirillum brasilense, genomic analyses have revealed that strains Ab-
V5 and Ab-V6 possess copies of the /uxR gene but not /ux/, suggesting an incomplete quorum-
sensing (QS) system (Fukami et al., 2018b). However, in the co-inoculation of A. brasilense
and Bradyrhizobium japonicum in soybean, QS mechanisms are involved in nodulation and
plant growth (Dos Santos Lima Fagotti ef al., 2019). Therefore, studies suggest that even in the
absence of /uxI, some bacteria can detect QS signals produced by other species, adjusting their
physiological and ecological processes in response to rhizospheric environmental conditions

(Subramoni et al., 2009).
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3 INTERACTIONS WITH SOIL PARTICLES

Greater stability of soil structure and aggregate formation can be achieved due to the
presence of humic acids and bacterial exudates such as exopolysaccharides (EPS) (Rashid et
al., 2016), as well as through the association between EPS and inorganic colloids in the

generation of biofilms (Cao ef al., 2011) (Figure 4).

Figure 4 - Schematic representation of biofilm formation and EPS matrix in the adhesion of
bacterial cells to soil particles.
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Note: The model illustrates the general mechanism of interaction between bacterial cells and soil aggregates. The
adhesion of bacterial species to soil particles leads to the formation of biofilms, whose matrix is composed of
exopolysaccharides (EPS), proteins, polar flagellin, and extracellular DNA (eDNA).
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These compounds play essential roles in the soil environment, not only regulating plant
growth and tolerance to environmental stresses but also promoting bacterial attachment to soil
particles (Du et al., 2021). Several studies support the role of EPS in the formation and stability
of soil aggregates (Musa ef al., 2024; Chowaniec et al., 2025). Consequently, the formation of
(micro)aggregates provides a range of benefits to soil structure, resulting in greater soil health
and resilience (Zheng et al., 2023). Thus, EPS directly and indirectly influence multiple
physicochemical and biological parameters, such as pore distribution, aeration, water
infiltration and retention, nutrient cycling, erosion control, increased soil organic matter (SOM)
content, and carbon sequestration (Costa et al., 2018).

In addition, the electrochemical properties of soil particles, such as specific surface area
(SSA) and surface charge density, directly affect bacterial cell adsorption (Zheng et al., 2021).
This adsorption is a key step in biofilm formation, which mediates interactions between
microorganisms and mineral surfaces. Within this dynamic, the soil organic matter and mineral
content act as key predictors of organo—mineral associations and aggregate formation, due to
the strong physicochemical sorption among their components (Guhra et al., 2022). This
process, in turn, promotes both bacterial adhesion and SOM stabilization (Afsar ef al., 2020).

Microbial attachment to solid surfaces, whether minerals or plant roots, occurs through
multiple stages, from initial adhesion to cellular dispersion (Muhammad et al., 2020). Each
stage depends on factors such as surface charge and fluid dynamics, which influence microbial
physiology and modulate biofilm structure. The incorporation of microbial cells into the biofilm
matrix provides structural and protective functions, particularly resistance to desiccation,
oxidative stress, and fluctuations in water potential (Shelud'ko et al, 2025).
In A. brasilense, the biofilm matrix is composed predominantly of EPS, the major outer
membrane protein (OmaA), polar flagellin, and extracellular DNA (eDNA) (Viruega-Gongora
et al.,2020; Wang et al., 2017; Jijon-Moreno ef al., 2019), reinforcing the multifunctional role

of these components in bacterium—soil-plant interactions.

4 FUTURE PERSPECTIVES IN THE FORMULATION ON COMMERCIAL
INOCULANTS IN BRAZIL

The use of microorganisms such as Azospirillum brasilense represents a promising

biotechnological strategy for sustainable agriculture, providing an alternative to the intensive
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use of synthetic fertilizers and pesticides. In Brazil, pioneering research conducted by Johanna
Dobereiner in the 1970s and 1980s identified the potential of the genus Azospirillum in
biological nitrogen fixation in association with grasses and other economically important crops
(Fukami et al., 2018b). This knowledge drove the development of commercial inoculants, with
the first product launched in 2009 containing the Ab-V5 and Ab-V6 strains for maize and wheat,
followed by co-inoculation with Bradyrhizobium spp. in soybean in 2013 (Prando ef al., 2024).
Since then, the application of these bioinoculants has demonstrated significant productivity
gains and widespread acceptance among farmers (Telles et al., 2023).

The positive effects of inoculation with 4. brasilense have been reported across multiple
crops, including sugarcane, maize, soybean, and common bean, as well as in consortia with
other microorganisms, highlighting its ability to enhance plant tolerance to biotic and abiotic
stresses, promote nutrient solubilization, and stimulate the production of plant growth
regulators (Scudeletti et al., 2023; Cura et al., 2017; Deak et al., 2025; Messias et al., 2024;
Gavilanes et al., 2020).

At a global scale, the microbial inoculant market has expanded significantly, reaching
USD 9.21 billion in 2022, reaching USD 11.45 billion by 2026 (Salomon et al., 2022). In Brazil,
the commercialization of inoculants based on Bradyrhizobium spp. accounts for approximately
77% of the total market, followed by Azospirillum sp. and Pseudomonas sp., which together
represent 21% of the national market (ANPII, 2025), emphasizing the economic relevance of
these bioinputs.

The use of omics approaches (genomics, transcriptomics, metabolomics, and
proteomics) enables the identification of genes, metabolic pathways, and signaling compounds
that optimize the selection of resilient strains adapted to diverse edaphoclimatic conditions.
Furthermore, novel formulation strategies, such as encapsulation in natural polymers, the use
of biochar-based carriers, and nanoporous materials, aim to enhance microbial viability,
prolong release, and improve interactions with roots and soil particles (Florencio et al., 2022;
Janior et al., 2022; Jiménez-Arias et al., 2023). These advancements are expected to increase
inoculant efficiency, stability, and predictability, consolidating A. brasilense as a key

component of sustainable agriculture in Brazil and worldwide.
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CAPITULO 2

INOCULACAO COM Azospirillum brasilense APLICADO EM SOLOS DO CERRADO
MODIFICA ATRIBUTOS BIOQUIMICOS E DE FERTILIDADE E AUMENTA A
NUTRICAO E PRODUTIVIDADE DO SORGO

Resumo: O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) ¢ um dos principais cereais cultivados no
mundo, especialmente na Asia e na Africa. Com o aumento da populagio mundial e projecdes
para atingir 9,8 bilhdes de pessoas até 2050, a cultura do sorgo se destaca contra a inseguranga
alimentar e mudancas climaticas, particularmente pela maior resiliéncia a seca e elevado valor
nutricional. No entanto, o modelo de producao baseado em praticas agricolas convencionais e
uso intensivo de fertilizantes e pesticidas conduz ao feedback negativo da perda de
biodiversidade e servigos ecossistémicos. Por outro lado, o emprego de rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (RPCP) ¢ uma alternativa ao uso sistematico de insumos
sintéticos ou minerados, € pode compor praticas conservacionistas que garantem manutencao
ou ganho de produtividade de forma mais sustentavel. O uso da RPCP Azospirillum brasilense
tem o potencial de melhorar o ambiente solo nas condigdes de solos tropicais intemperizados,
com impacto também na bioquimica do solo. Nesse contexto, dois experimentos foram
conduzidos com o sorgo granifero a campo em dois LATOSSOLOS VERMELHOS (um de
textura média e outro argilosa) no bioma Cerrado brasileiro. Em cada um dos solos, dois
tratamentos foram estabelecidos: (i) aplicagdo do isolado microbiano 4. brasilense cepa CCT-
7831 e (i1) tratamento controle. O delineamento foi em blocos casualizados, com seis repeti¢des.
Durante o estagio de florescimento do sorgo, amostras de solos associadas as raizes foram
coletadas para analise do perfil metabdlico e de fertilidade, e ao final do ciclo produtivo foram
coletados os penddes para avaliagdo da produtividade da cultura. A biomassa ¢ bioquimica
microbiana foram mensuradas pela respiracao microbiana do solo (RMS), carbono da biomassa
microbiana (CBM), quociente metabolico (qCO»), atividade das enzimas arilsulfatase, B-
glicosidase, fosfatase 4cida, e da hidrdlise do diacetato de fluoresceina (FDA). O Latossolo
Vermelho argiloso apresentou maior atividade enziméatica. No entanto, em ambos os solos, a
inoculagdo de A. brasilense nao induziu respostas significativas para os parametros microbianos
do solo e de fertilidade. Por outro lado, observou-se maior produtividade do sorgo na aplicagao
do isolado de 4. brasilense em Latossolo Vermelho de textura argilosa. Dessa forma, apesar de
ndo se detectar a causa da maior produtividade, o isolado de 4. brasilense CCT-7831 promoveu
rendimento superior no solo argiloso. Essas informacdes indicam a necessidade de
aprofundamento na investigagdo das complexas associagdes microrganismo-planta no
microbioma do solo, objetivando o uso de inoculantes microbianos para uma agricultura mais
sustentavel, com menor impacto ao ambiente pela reducdo do uso de insumos sintéticos ou
minerados.

Palavras-chave: Inseguranca alimentar, Mudancas climaticas, RPCP, A. brasilense, Inoculantes
comerciais.
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Abstract: Sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench) is one of the major cereal crops cultivated
worldwide, particularly in Asia and Africa. With the global population projected to reach 9.8
billion by 2050, sorghum has become a strategic crop for addressing food insecurity and climate
change due to its strong drought tolerance and high nutritional value. However, the production
model based on conventional agricultural practices and the intensive use of fertilizers and
pesticides leads to the negative feedback of biodiversity loss and the degradation of ecosystem
services. Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) offer a sustainable alternative to the
routine use of synthetic or mined fertilizers, supporting conservation-oriented management
practices capable of maintaining or improving crop productivity. Among these microorganisms,
Azospirillum brasilense has shown particular promise for enhancing soil conditions in highly
weathered tropical soils and influencing key biochemical processes. To investigate these
effects, two field experiments were conducted with grain sorghum in two Red Oxisols of
contrasting textures (medium and clayey) in the Brazilian Cerrado biome. Each soil received
two treatments: (i) inoculation with A. brasilense strain CCT-7831 and (ii) a non-inoculated
control. The experiments followed a randomized complete block design with six replicates.
During the flowering stage, rhizosphere soil samples were collected for metabolic profiling and
fertility analyses, and at the end of the crop cycle, panicles were harvested for yield assessment.
Microbial biomass and biochemical activity were quantified through soil microbial respiration
(SMR), microbial biomass carbon (MBC), metabolic quotient (qCO:), and the activities of
arylsulfatase, B-glucosidase, acid phosphatase, and fluorescein diacetate (FDA) hydrolytic
activity. The clayey Red Oxisol displayed higher overall enzymatic activity. In both soils,
however, inoculation with 4. brasilense did not produce significant changes in microbial or
fertility parameters. Nevertheless, sorghum yield increased in the clayey Red Oxisol following
inoculation. Although the mechanisms driving this response remain unclear, the CCT-7831
isolate enhanced crop productivity under clay-rich soil conditions. These findings reinforce the
need for further investigation into microorganism—plant interactions within the soil microbiome
to optimize the use of microbial inoculants in sustainable agriculture and reduce environmental
impacts associated with dependence on synthetic or mined inputs.

Keywords: food insecurity, climate change, PGPR, A. brasilense, microbial inoculants.
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1 INTRODUCAO

Um dos maiores desafios da sociedade humana ¢ garantir a seguranga alimentar de forma
sustentavel em um cendrio de crescimento demografico, marcado por impactos antropogénicos
no clima (Fagbemi et al., 2023; Mirzabaev et al., 2023), na perda de biodiversidade e uso
intensivo dos solos (Springmann et al., 2018). A producdo de alimentos deve crescer para
atender 9,8 bilhdes de pessoas em 2050 (Kopittke et al., 2019). Com o aumento da populacao
mundial, a crescente demanda por fontes de fibras, biocombustiveis e alimentos tem levado a
enorme pressao e esgotamento dos recursos naturais, com a reducao do potencial produtivo e
menor disponibilidade de terras agricultaveis. Atividades como desmatamento, mineracao,
conversao de areas naturais para agricultura e pecudria, s3o impulsionadores chaves da perda
de fertilidade natural dos solos (Mgelwa et al., 2025), bem como, relacionado as mudancas
climaticas caracterizado pelo incremento na concentracao atmosférica de gases de efeito estufa
(GEE) (Huo & Peng, 2023; Shivanna, 2022; Chowdhuri & Pal, 2025).

Neste cenario, o Cerrado brasileiro ocupa posi¢cdo de destaque como uma das ultimas
fronteiras responsavel por uma parcela significativa da produ¢do mundial de graos (Da Silva et
al., 2024; Da Conceigdo Bispo et al., 2024). O bioma Cerrado foi profundamente marcado por
transformagdes e desafios agrondmicos e edafoclimaticos que o moldaram como importante
polo global da producdo de alimentos (Salatino & Faria Salatino, 2023). Considerado um
hotspot de biodiversidade devido sua ampla diversidade fitofisiondmica e elevada
heterogeneidade espacial compde um mosaico de formagdes campestres, arbustivas e arboreas
(Rodrigues et al., 2022) na presenca de solos acidos com baixa fertilidade natural e elevada
saturacao por aluminio (De Oliveira et al., 2023). Esses atributos edéaficos, associados a praticas
convencionais de manejo, podem intensificar a perda de fertilidade, elevando os riscos de
compactagdo e erosdo (Gomes et al., 2019). Um importante ponto de discussdo que tem sido
negligenciado ¢ o papel crucial dos solos para o fornecimento de alimentos e matérias-primas,
considerado base essencial para a seguranga alimentar (Rojas et al., 2016).

Diversos estudos destacam a importancia na ado¢do de praticas de manejo sustentaveis,
como plantio direto e manejo do microbioma reportados como mecanismos chaves do
funcionamento e satide dos solos (Topa et al., 2025). Nesse contexto, as rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (PGPR) tém emergido como alternativa sustentavel ao
uso sistematico de fertilizantes quimicos e pesticidas pelo efeito sinérgico que exercem ao

potencializar o desenvolvimento vegetal sob condi¢des desafiadoras dos solos tropicais (De
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Andrade et al., 2023; Khoso et al., 2024; Basu et al., 2021). Varios trabalhos enfatizam a
eficacia de inoculantes microbianos, como Azospirillum brasilense, sendo fortemente
condicionado por propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do solo, como textura, contetido de
argila, MOS (Vinhal-Freitas et al., 2017), o que ird determinar sua sobrevivéncia, colonizagao
e expressao funcional na rizosfera (Bashan et al., 1995). Por exemplo, a literatura aponta que
respostas a inoculagdes com RPCP podem variar substancialmente a depender do tipo de solo,
o que reflete em diferengas no modo de adsor¢do bacteriana, competicdo por nicho ecoldgico e
na dindmica de nutrientes essenciais (Sun et al., 2026). Fatores estes que merecem investigagao
no contexto dos diferentes tipos de solos no Cerrado brasileiro como meta para maximizar os
beneficios agrondmicos e ecoldgicos desses bioinsumos.

Diante disso, o sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), pertencente a familia Poaceae,
destaca-se como um dos cereais mais cultivados do mundo (Khalifa & Eltahir, 2023; Espitia-
Herndndez et al., 2022), além de exercer papel preponderante contra a inseguranca alimentar e
nutricional, servindo como alimento basico em paises em desenvolvimento no Sul da Asia e da
Africa (Liaqat et al., 2024). O sorgo possui alto valor energético, rico em fibras, proteinas,
carboidratos, ndo contém gliten, sendo usado na producdo de racdo, forragem e biomassa
(biocombustiveis) (Hossain ef al., 2022; Mareya et al., 2019).

A cultura do sorgo ¢ caracterizada por apresentar maior tolerancia ao estresse hidrico e
salino, desenvolvendo-se sob condi¢des de elevada temperatura (Zheng et al., 2023), com
adaptacdo a regides de clima tropical semiérido e temperado seco (Griebel ef al., 2019; Khaton
et al., 2016), além de maior eficiéncia no uso de N e produ¢do de biomassa (Tu et al., 2023).
Portanto, a biomassa celuldsica do sorgo ¢ usada como fonte para a geragdo de bioenergia
(Mullet et al., 2014), em comparagdo a outras culturas devido ao melhor balango energético,
cujo destino ¢ a producdo de etanol de primeira e segunda geracdo (Tang et al., 2018).
Programas de melhoramento genético com a cultura do sorgo tem possibilitado o langamento
de cultivares melhoradas, que aliado ao manejo sustentdvel e uso eficiente de insumos agricolas
pode proporcionar maior produtividade e tolerancia a estressores ambientais, como aumento na
producao de bioenergia (Liu ef al., 2024).

A adogdo de praticas de manejo mais sustentaveis e que estimulem a produtividade dos
agroecossistemas ¢ imprescindivel (Sharma et al., 2024a; De Corato et al., 2024; Meier et al.,
2015). Desse modo, o sinergismo caracterizado pelo uso de in6culos microbianos na agricultura
associados a gestao eficiente dos recursos do solo ¢ fundamental para o estabelecimento de

sistemas agricolas mais resilientes, produtivos e sustentaveis, alinhado a reducdo na
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dependéncia de insumos sintéticos e estabilizacdo de carbono organico do solo (Kiprotich et
al., 2025). Dentre eles, os microrganismos promotores do crescimento de plantas (MPCP),
constituidos por grupos especificos de bactérias e fungos, interagem e influenciam o
metabolismo vegetal, participando de processos regulatorios de micorrizas arbusculares (MA)
(Barbosa et al., 2022; Alves et al., 2021), competi¢ao e adaptacdo microbiana na rizosfera (Li
et al., 2021a; Pérez-de-Luque et al., 2017), modulacdo da expressdo génica e comunicagao
celular via quorum sensing (QS) (Rodriguez ef al., 2020).

O emprego de A4. brasilense ¢ devidamente reconhecido por seus multiplos mecanismos
aliados a uma producdo mais sustentavel e ecologicamente correta, com menor impacto
ambiental, ganhos em produtividade e reducao dos custos de producao (Scudeletti ef al., 2023;
Gureeva & Gureev, 2023). Diversos sdo os beneficios da associagcdo de A. brasilense com a
planta hospedeira, como fixa¢do biologica de N (FBN) (Guo et al., 2023), solubiliza¢dao de
fosforo e potassio (Brucker ef al., 2020; Nath et al., 2017), tolerancia a estresses abioticos e
bioticos (Koza et al., 2022) e aumento da resisténcia sistémica induzida (ISR) em plantas (Yu
et al., 2022). No entanto, a compreensdo dos mecanismos que modulam as complexas
interagdes dos microrganismos no sistema solo-planta ¢ insuficiente para se propor praticas
agricolas sustentaveis.

De modo geral, o uso de inoculantes microbianos representa uma estratégia promissora
em alternativa ao uso de agroquimicos (Papin et al., 2024). Portanto, nossa hipotese concentra-
se no uso do isolado microbiano A. brasilense como estimulante da atividade bioldgica,
fertilidade do solo, resultando em melhor nutri¢do e produgdo vegetal com a cultura do sorgo a
campo, o que corrobora com diversos trabalhos em associagdo A. brasilense-planta hospedeira
por impulsionar modificagdes na arquitetura das raizes (Hernadndez-Esquivel et al., 2020) e
maior resiliéncia sob condigdes de estresse hidrico (Cohen ef al., 2015). Nosso objetivo foi
avaliar a aplicag@o de A. brasilense na atividade microbiana e enzimatica, nutricdo do sorgo e
produtividade em duas classes texturais de Latossolos Vermelhos Distroficos tipicos (ensaios

LVdt) no bioma cerrado brasileiro sob o cultivo do sorgo em campo.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 ENSAIOS DE CAMPO

Os experimentos foram conduzidos na fazenda experimental da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU), Campus Gléria, localizada no municipio de Uberlandia (18° 58' 19" S,
48° 12' 22" W), mesorregido do Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba, estado de Minas Gerais,
Brasil (Figura 5). O clima da regido ¢ do tipo Aw (classificagdo K&ppen), tropical imido com
estacao chuvosa no verdo e periodo seco no inverno (Novais, 2021), caracterizado por uma
estacdo seca (abril-setembro) e uma estagdo chuvosa (outubro-margo) com altimetria de 865 m.
As médias anuais de temperatura e precipitagdo para 2024 foram de 22,3 °C e 1342 mm para o

municipio de Uberlandia — MG.

Figura 5 - Localizacdo fazenda experimental, campus Gléria (UFU) em Uberlandia, MG,
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Fonte: autoria propria.

Dois ensaios com a cultura do sorgo foram implementados na fazenda experimental

(UFU) em pontos pertencentes a diferentes classes texturais. Cada local conta com diferente
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histérico de uso. A conducao dos ensaios e a repeti¢ao foram mantidos em ambos os locais com
o intuito de avaliar o efeito da aplicacdo do isolado microbiano A. brasilense em solos
pertencentes a diferentes classes texturais, testando a repetibilidade dos efeitos sob diferentes
condig¢des edafoclimaticas. O primeiro local com solo de textura média foi usado para o plantio
de milho forrageiro para silagem nos ultimos 3 anos. O segundo local em solo de textura
argilosa tem sido usado para o plantio de culturas anuais (soja e sorgo).

Em cada ensaio foram avaliados dois tratamentos: (1) um controle sem aplicacdo de
isolado microbiano; (2) Azospirillum brasilense CCT-7831. O delineamento experimental
conduzido em ambos os ensaios foi em blocos casualizados (DBC) referente aos tratamentos
com e sem isolado microbiano, e seis repeticdes. Os ensaios foram conduzidos em campo em
épocas diferentes. O primeiro ensaio foi conduzido em solo de textura média (franco-argilo-
arenoso) com semeadura em 19/03/2024 e colheita de graos em 22/08/2024, enquanto que o
segundo ensaio em solo de textura argilosa com semeadura no dia 30/11/2024 e colheita de
graos em 07/03/2025.

Em cada darea, foram estabelecidas 12 unidades experimentais. Cada unidade
experimental foi composta por cinco linhas de 5 metros, com espagamento de 0.5 m entre linhas
e 0.25 m de borda nas linhas laterais em ambos os lados da parcela, o que contabilizou 2.5 m
de largura e resultou em uma area de 12.5 m? (Figura 6). Apenas as trés linhas centrais de cada
parcela foram consideradas para efeito de avaliacdo, sendo as linhas laterais de ambos os lados
da parcela consideradas como bordadura. A area formada pelas 12 unidades experimentais foi
de 150 m?, sendo a 4rea Util constituida apenas pelas linhas consideradas para avaliagio de 90
m?, e a area total do experimento de 252 m?. O espagamento de 1 m foi mantido no interior da

area entre as unidades experimentais e 0.5 m de bordadura ao redor da drea em todos os sentidos.
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Figura 6 - Configuragao experimental de campo para os diferentes experimentos em latossolo
de textura média e argilosa.
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Fonte: autoria propria.

A adubacao foi realizada por meio da aplicagdo de 15 g/m linear de superfosfato simples
no sulco de semeadura no experimento conduzido em solo de textura média (equivalente a 300
Kg de P,Os por ha). Nao houve necessidade de adubacio no experimento conduzido em solo
de textura argilosa. A semeadura do sorgo foi conduzida manualmente em sistema de plantio
direto (SPD), utilizando sementes do hibrido de sorgo granifero PIONEER® 50A60, de ciclo
precoce (Corteva Agriscience), com espagcamento entre plantas de 0.09 m em solo de textura
média, mantendo um estande de 223.512 plantas ha™ e de 0.05 m entre plantas em solo de
textura argilosa, com estande de 402.201 plantas ha™, primeiro e segundo ensaios,
respectivamente.

O manejo da irrigagao foi conduzido por aspersdo durante o primeiro experimento no
periodo de maio a agosto. Nao houve necessidade de irrigagdao durante a realizagdo do segundo
experimento. Os dados de precipitagdo didria e temperatura durante a condugao do primeiro e
segundo ensaios sdo mostrados na Figura 7 (INMET, 2025). A precipitacdo total no periodo de
conducao do primeiro ensaio foi de 110,4 mm, enquanto no periodo do segundo ensaio foi de

541,0 mm.
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Figura 7 - Precipitagdo didria (mm) e temperatura média do ar (°C) durante as épocas de
cultivo do sorgo em Uberlandia, MG, Brasil.
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Fonte: autoria propria.

Com relagdo ao controle fitossanitario de lagartas nas folhas de sorgo foram utilizados
os inseticidas DECIS® 25 CE (Agro Bayer) e ENGEO PLENO® S (Syngenta Nantong Crop
Protection Co., Ltd.), aos 38 e 41 dias apos a semeadura do sorgo conforme recomendagdo
técnica do fabricante em solo de textura argilosa, respectivamente. Apds desenvolvimento
inicial das paniculas (estagio vegetativo), como medida de protecao contra o ataque de passaros,
as mesmas foram envolvidas com sacos de papel. O controle de ervas daninhas nas éareas

experimentais durante a realizagdao dos experimentos foi conduzido por poda manual.
2.2 CARACTERIZACAO E FERTILIDADE DOS SOLOS

No periodo que antecede o plantio do sorgo foi coletada uma amostra simples de solo a
profundidade de 0-20 cm no ponto médio, ao lado da linha central de cada unidade experimental
com o auxilio de trado holandés, o que totalizou 12 amostras simples e homogeneizadas, de
forma, a constituir uma amostra composta para analise de fertilidade (Tabela 3). Os solos sao

caracterizados como Latossolos Vermelhos Distroficos tipicos (LVdt) (Santos et al., 2018).

60



Tabela 3 - Atributos fisico-quimicos em Latossolo Vermelho Distréfico tipico (LVdt) de textura média e argilosa a profundidade
de 0-20 cm.

Classe Textural Areia  Silte  Argila pH (H.0) P_Meh-1 K* S Ca** Mg>* H+ Al
g Kg™ (1:2.5) mg Kg™ Cmolc Kg™
LVdt — textura média 690.00 60.00 250.00 6.20 56.89 22.00 11.61 4.16 1.26 2.10
LVdt — textura 290.00 160.00 550.00 5.94 3446  105.14 27.62 4.11 2.03 2.59
argilosa
COS MOS SB CTC A% B Cu Fe Mn Zn
gKg Cmolc Kg™ (%) mg Kg™'
LVdt — texturamédia 18.30 31.60 5.47 7.57 72.26 034 21.54 17339 50.74 13.82
LVdt — textura 1470 25,50  6.40 8.99 71.20 0.36 2.15 34.65 1.96 2.93
argilosa

Fonte: autoria propria.

Nota: COS (Carbono organico do solo), MOS (Matéria organica do solo), pH H,O (pH em 4gua), P Meh-1 (Fésforo), K* (Potéssio), S (Enxofre), Ca*
(Calcio), Mg?* (Magnésio), H + Al (Acidez potencial), SB (Soma de bases), CTC (Capacidade de troca de cations), V (%) (Satura¢do por bases), B
(Boro), Cu (Cobre), Fe (Ferro), Mn (Manganés), Zn (Zinco).
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2.3 AMOSTRAGEM DE SOLO E PLANTAS DE SORGO

Amostras de solo da regido da rizosfera e parte aérea (caule, folhas e paniculas) de
plantas de sorgo foram coletadas aos 43 dias ap6s a semeadura no solo de textura média e aos
67 dias no solo de textura argilosa. Duas plantas foram coletadas, estabelecendo como critério
a sexta planta contado, a partir, da extremidade de ambos os lados da linha central em todas as
unidades experimentais, o que totalizou 24 plantas por area. Em cada ponto, os detritos na
superficie do solo foram removidos e um transecto foi feito ao redor da planta coletada, ¢ a
mesma cuidadosamente extraida, mantendo-se atengdo a integridade das raizes. O solo ndo
rizosférico aderido as raizes foi removido, agitando-se a planta cuidadosamente a mao. O solo
rizosférico foi coletado dentro dos 3-5 mm aderido as raizes. Apos amostragem, o solo foi seco
ao ar (TFSA) até peso constante e peneirado (2 mm). Entdo, as amostras de solo rizosférico
foram ensacadas e armazenadas no refrigerador a 4 °C para posterior determinacdo da atividade
microbiana e enzimatica. A parte aérea foi usada para determinar o teor de nutrientes das plantas

de sorgo.

2.4 APLICACAO DE ISOLADOS MICROBIANOS

O tratamento com o isolado microbiano foi aplicado no solo como suspensao de esporos,
com o auxilio de pulverizador manual, na etapa de semeadura, no sulco de plantio, antes e apds
a semeadura do sorgo. Frasco do isolado microbiano 4. brasilense CCT-7831 foi fornecido pela
empresa H.T.M. Comércio e Laboratorios de Corretivos do Solo Ltda. O niimero de esporos da
suspensado de A. brasilense foi determinado, por meio, de dilui¢do seriada, e posterior contagem
do numero de unidades formadoras de colonias (UFC). Todo o material utilizado no preparo do
indculo, incluindo as sementes foram esterilizados em solucao de hipoclorito de sodio (NaClO
1%) por 3 min (Lopez & Sword, 2015), e posterior, enxdgue por trés vezes em agua destilada
e secagem em papel filtro por 30 min. Em cada tratamento foi usado material exclusivo, a fim
de evitar contaminagao cruzada.

A contagem de UFCs (UFC mL™) foi determinada ap6s diluicdo em série, inoculacdo e
crescimento microbiano em meio de cultura apropriado para crescimento bacteriano (523),
apresentando a seguinte densidade de esporos: 1,0 x 10° UFC mL™! de 4. brasilense. O contetido
do frasco com o isolado foi diluido em 500 mL de dgua destilada em liquidificador por 5 s,

obtendo-se uma mistura homogénea. A partir desta dilui¢do, pipetou-se 5 mL que foi diluido
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em agua destilada para formar 7,5 L de solu¢do. Em cada sulco de semeadura foram aplicados
0,05 L de suspensdo por metro linear, o que totalizou 0,25 L por sulco, 1,25 L por unidade
experimental e 7,5 L (6 repeticdes) no tratamento com a cepa de A. brasilense a 3 cm de
profundidade. O procedimento foi realizado em duplicata, antes e apos a introducao das
sementes nos sulcos de semeadura. Assim, foram aplicados 15 L de solu¢ao no tratamento com
A. brasilense a campo, o que resultou na introdugdo de 0,03826 x 10? propigulos de A.

brasilense por metro linear.

2.5 RENDIMENTO DE GRAOS E TEOR DE NUTRIENTES DAS FOLHAS DE SORGO

Ao final do ciclo produtivo, o metro linear das paniculas pertencentes a porgao
intermediaria nas trés linhas centrais usadas para critério de avaliagdo, o que totalizou 3 m
lineares por parcela foram usadas para estimar o rendimento de grdos do sorgo, conforme
descrito por Tardin et al., (2013). Os teores de macronutrientes N, P, K, Ca, Mg, S (g Kg™), e
micronutrientes B, Cu, Fe, Mn, Zn, Mo (mg Kg™) da parte aérea (caule, folhas e paniculas) do
sorgo foram determinados, de acordo, com Silva (2009), apds processo de secagem em estufa
do material a temperatura de 60-65 °C até atingir massa constante e moidas em moinho tipo

Willey.

2.6 ANALISE QUIMICA DO SOLO DA RIZOSFERA

Os teores de COS e MOS foram determinados por espectroscopia de infravermelho
proximo (NIR — Near-infrared). O P e K* foram extraidos por Mehlich-1 (HCI 0.05 mol L™ e
H2S04 0.0125 mol L™) e estimados por espectrofotometria (P) e espectrofotometria de chama
(K™), de acordo, com Teixeira et al. (2017). O Ca?*, Mg?* e AI** trocaveis extraidos em cloreto
de potéssio (KCIl 1 M) foram estimados por espectrometria de absor¢ao atdmica (Teixeira et
al.,2017). O S extraido por acetato de amonio (0.5 N) e 4cido acético (0.25 N) foi determinado
por espectrometria de emissao otica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), de acordo
com Bardsley & Lancaster (1965). O H + Al em solu¢do SMP foi determinado de acordo com
Raij & Quaggio (1983). O B extraido com Mehlich-1 foi determinado por (ICP-OES) de acordo
com Teixeira et al. (2017). O Cu, Fe, Mn e Zn extraidos em solucdo DTPA foram determinados

por (ICP-OES), de acordo, com Teixeira ef al. (2017). O pH em agua foi determinado de acordo
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com Teixeira et al. (2017). A capacidade de troca de cations (CTC) foi estimada a partir da

soma dos valores obtidos para o Ca*", Mg?", K* e H + Al

2.7 ATIVIDADE MICROBIANA E BIOQUIMICA DO SOLO

2.7.1 Respiracao Microbiana do Solo (RMS)

A RMS foi estimada por quantificacao do didéxido de carbono (CO2) no processo de
respiracdo microbiana, conforme método adaptado de Anderson (1982). A RMS foi
quantificada em ensaios com determinagdo ao 3, 7, 14 e 21 dias de incubagdo do solo em potes
de vidro no escuro. As amostras permaneceram pré-incubadas por uma semana em BOD para
aclimatacdo da microbiota, sendo posteriormente adicionado hidréxido de sédio e contagem do
tempo para titulacao das mesmas. Além das amostras de solo, foram inseridas provas em branco
a temperatura de 25 °C.

Para calcular a RMS nas amostras de solo foi utilizada a seguinte equagado (Eq. 1):

Vg — V) xMcx M
RMS(ug C — CO, . g~* solo seco) = <( B ) ch)

Mg x 2

(1)

RMS = respiragdo microbiana do solo; Vz = volume de HCI gasto para titular o excedente de
NaOH da prova em branco (mL); V, = volume de HCI gasto para titular o excedente de NaOH
da amostra (mL); Mc = massa atomica do atomo de C (12); My = molaridade da solugdo de
HCI (0,5 mol.L'"); M, = massa seca da amostra de solo (g); 2 = fator de proporcionalidade de

massa na reagao entre o C liberado na forma de CO; e o consumo de NaOH;
2.7.2 Carbono da Biomassa Microbiana (CBM)

O CBM foi estimado por modificagdo do método irradiagao-extracao (IE) descrito por
Ferreira et al. (1999). No procedimento foram pesadas as seis réplicas em duplicatas para cada
tratamento, de forma a compor as amostras irradiadas e ndo irradiadas. As amostras irradiadas
foram conduzidas em forno microondas da marca LG por periodo de 120 s sob poténcia de 1,35
Kw. A extragdo do C das amostras foi realizada com solucao de sulfato de potassio (K2SO4 0,5

M), relagdo solo:extrator de 1:5, seguido de agitagdo em agitador orbital Shaker por periodo de
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30 min a 180 rpm. As amostras decantaram por 2 h e uma aliquota do liquido sobrenadante foi
extraida para tubos Falcon de 50 mL para posterior analise. O extrato foi centrifugado a 7.000
rpm por 5 min. Na etapa de digestdo foi utilizado 2 mL para amostras irradiadas e 3 mL para
amostras nao irradiadas. O teor de C da biomassa foi estimado por espectrofotometria de
absor¢ao molecular em comprimento de onda de 540 nm.

Para calcular a concentrag@o de C presente nas amostras de solo foi utilizada a seguinte
equagdo (Eq. 2):

Csolol - Csolo NI

C — BMS (ug de C . g~ solo seco) = ( ©
c

)

2)

C — BMS = carbono da biomassa microbiana do solo; Cs,;, ; = carbono extraido da amostra de
solo irradiado (pg de C . g! s0l0); Cyo10 n7 = carbono extraido da amostra de solo ndo irradiado

(ug de C . g'! solo); K, = fator de corregdo de mineraliza¢io do C (0,33);
2.7.3 Quociente Metabdlico (qCO2)

O quociente metabolico (qCO») foi estimado conforme Anderson & Domsch (1993).

Para calcular o qCO> foram utilizadas as seguintes equacdes (Egs. 3, 4 e 5):

, RMS
T — RMS(1)(ug C — CO,.g~ 1 solo seco .dia™!) = (7)

(3)
) T —RMS(1)
T — RMS(2)(ug C — CO,.g™ 1 solo seco.h™1) = (T)
4)
CO,(1g C — CO, g1 C — BMS . h1) = (— 1 MS(2)
(5)

qCO0, = quociente metabdlico (5); RMS = respiracdo microbiana do solo (ug C-CO2 . g! solo
seco) (3); T — RMS(1) = taxa de respira¢dao microbiana do solo pordia (3); T — RMS(2) =taxa
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de respiragcdo microbiana do solo por hora (4); C — BMS = carbono da biomassa microbiana

(ug C . g'! solo seco) (5);

2.7.4 Atividade Enzimética

Como parte das analises, a atividade de trés enzimas: arilsulfatase, B-glucosidase e
fosfatase acida foram avaliadas para amostras de solo da regido da rizosfera. Para cada enzima,
as concentracdes finais dos produtos da hidrélise enzimatica foram mensuradas por
espectrofotometria de absor¢cao molecular, e comparados por meio de regressao linear obtida a
partir da curva de calibragao padrao do teor de p-nitrofenol.

A atividade da arilsulfatase foi estimada pelo método descrito por Tabatabai & Bremner
(1970). As amostras de 1 g de solo, foram adicionadas solugdo tampéo acetato de sodio (pH
5,8) e substrato sintético p-nitrofenil sulfato de potassio PNS (50 mM). Enquanto que para a
atividade da B-glicosidase foi usado o método descrito por Tabatabai (1994). As mostras de 1
g de solo, foram adicionadas solu¢do tampao universal modificado (MUB) (pH 6,0) e substrato
sintético p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo (PNG) (50 mM). Ja& para a atividade da fosfatase
acida responsavel por catalisar a rea¢do de hidrélise do P-organico (Po) foi determinada por
modificacdo do método proposto por Tabatabai & Bremner (1969), adaptado de Ferreira ef al.
(2016). Em amostras de 1 g de solo foi adicionado solugdo tampao de acetato de sodio 0,5 M
(pH 6,5) e substrato sintético p-nitrofenil fosfato dissddico (pNPP) (7,5 mM) diluido no tampao.
Para ambas analises, as amostras foram agitadas em agitador tipo vortex e incubadas em banho-

maria por 1 h a 37 °C, e posterior leitura em comprimento de onda de 410 nm.
2.7.5 Atividade de Hidrolise do Diacetato de Fluoresceina (FDA)

A atividade de hidrélise do FDA foi estimada de acordo com Green (2006). As amostras
de 1 g de solo, foram adicionadas solucdo tampao de fosfato de potassio pH 7,6 (60 mM) e

solucdo estoque de FDA. As amostras foram agitadas no vortex e incubadas em banho-maria

por 1 h a 30 °C, e posterior leitura em comprimento de onda de 490 nm.
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2.8 ANALISE ESTATISTICA

A homogeneidade da variancia foi determinada pelo teste de Oneill-Mathews e a
normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk (p < 0,05). A normalizagao dos dados foi
verificada para todas as variaveis e transformadas quando necessario para minimizar o desvio.
Para o teor de nutrientes no sorgo, a normalizagao foi obtida por transformacao do Fe por log(x).
Em relagdo aos atributos do solo rizosférico e atividade enzimatica, a normalizagdo do Mn, Zn
e B-glucosidase foi obtida por (x*°).

A analise de variancia (ANOVA) foi empregada para avaliar os efeitos principais em
cada nivel do fator tratamento (fonte de variacdo), na atividade microbiana e enzimatica,
caracterizagdo quimica do solo da rizosfera, produtividade e teor de nutrientes no sorgo (p <
0,05) para cada classe textural dos solos avaliados no experimento. A RMS cumulativa no
periodo de 21 dias de incubagdo, 0 CBM e o qCO,, foram utilizados para avaliar a resposta
microbiana nos diferentes locais de realizacdo dos experimentos, com determinacdo do desvio
padrdo por periodo e comparagdo de médias entre os tratamentos seguido de ANOVA. A
atividade enzimatica, atividade de hidrdlise de FDA, atributos quimicos da rizosfera e teor de
nutrientes no sorgo foram avaliados por comparacdo das médias para os diferentes tratamentos
seguido do desvio padrao (teste de Scott-Knott, p < 0,05) em delineamento em blocos
casualizados (DBC). Ja a produtividade do sorgo foi avaliada por comparac¢ao das medianas
seguidas dos intervalos interquartilicos (IQR) entre os diferentes tratamentos pelo teste nao
paramétrico de Friedman (p > 0,05).

A andlise de componentes principais (ACP) foi realizada para determinar a relagdo dos
parametros de solo, planta, microbianos e enzimaticos apos normalizagdo dos dados, com
intuito de reduzir a dimensionalidade do conjunto original de variaveis, agrupando-as em
componentes principais (CP) (Jolliffe & Cadima, 2016). A ACP busca eliminar a variancia
redundante, pois evita a multicolinearidade entre as varidveis originais por transformagao linear
em um novo conjunto de fatores ortogonais. Para indicar discriminacdo entre tratamentos no
solo argiloso, foram selecionadas 23 variaveis que apresentaram mais de 10% de diferenga
numérica na média entre os tratamentos, a saber: P, K, Ca, Mg, CTC, Cu, Fe, Mn, Zn, CBM,
atividades das quatro enzimas no solo, e P, Ca, S, B, Cu, Fe, Mo na folha, e produtividade do
sorgo.

O coeficiente de correlacao de Pearson (r) foi estimado para avaliar possiveis relagdes

lineares semelhantes associadas aos tratamentos para os experimentos conduzidos em solos
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com diferentes classes texturais. Desse modo, a estatistica descritiva ¢ correlacao de Pearson
(r) foi conduzida no software RStudio 2025.05.0+496 (R Development Core Team, Build 496).
A ACP foi realizada no software Canoco (Versao 4.5). O grafico de produtividade foi elaborado
com o auxilio do software Sigmaplot 15.0 (Build 15.0.0.13), enquanto o mapa com a

localizagao dos experimentos foi elaborado no software QGIS 3.40.7 Bratislava.

3 RESULTADOS

3.1 TEOR DE NUTRIENTES DO SORGO

A aplicagdo de 4. brasilense CCT-7831 ocasionou redu¢do aproximada de 18,05% para
o teor de S, em comparacdo ao tratamento controle em solo de textura média (teste de Scott-
Knott, p < 0,05) (Tabela 4). Os teores de Cu, Fe, Mn e Zn apresentaram valores abaixo do
intervalo de referéncia para o ensaio conduzido em solo de textura média (Martinez et al., 1999;
Boaretto et al., 2009). As concentracdes de N e Ca apresentaram mais altas para o ensaio
conduzido em solo de textura média, enquanto que o K, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn e Mo tiveram

concentragdes mais elevadas para o experimento avaliado em solo argiloso.

Tabela 4 - Teor de nutrientes das plantas de sorgo para os diferentes tratamentos em
Latossolo Vermelho Distrofico tipico (LVdt) de textura média e argilosa.

. Textura Média Textura Argilosa
Nutrientes
A. brasilense Controle A. brasilense Controle
N (gKg"h) 26.60 +3.09 (a) 25.29+£3.55(a) 23.37+1.94 (a) 23.93+6.16(a)
P (gKgh 2.06+£046(a) 2.11+0.29(a) 2.52+0.33(a) 3.10+0.55(a)
K (gKg) 1599+ 1.70 (a) 15.40+£0.96 (a) 16.92+£3.56(a) 17.78 +2.20 (a)
Ca(gKg™h) 6.39+148(a) 6.48+1.39(a) 293+0.31(a) 3.38+0.44(a)
Mg (g Kg™) 1.58+0.37(a) 1.72+£0.22(a) 4.45+037(a) 4.48+0.32(a)
S (gKgh) 1.18+0.17(b) 1.44%+0.19(a) 1.10£0.05(a) 1.24+0.18 (a)
B (mg dm™) 433+£0.66(a) 447+049(a) 447+139(a) 7.00+5.18 (a)
Cu (mg dm™) 0.62+0.09(a) 0.56+0.15(a) 698+0.79(a) 7.87+0.88(a)
Fe (mg dm™) 405+1.96(a) 5.62+2.81(a) 158.17+46.12 322.17 +£133.99
(a) * (a)*
Mn (mg dm)  0.29+0.08(a) 0.32+0.07 (a) 19.50+4.23 (a) 18.50 =4.85 (a)
Zn (mg dm™) 1.60+0.32(a) 1.73£0.70 (a) 19.15+£2.65(a) 20.30+3.57 (a)
Mo (mgdm™)  0.05+0.03(a) 0.06+0.04(a) 1.40+1.68(a) 3.33+2.32(a)

Fonte: autoria propria.
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Nota: Médias + Desvio padrdo (n = 6). Letras minusculas mostram as diferengas entre as médias para cada
nutriente entre os tratamentos dentro de cada classe textural. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. A normalidade dos dados foi avaliada por ANOVA e pelo teste de Scott-Knott (p
< 0,05). * Dados ndo normalizados foram transformados por log(x). N (Nitrogénio), P (Fosforo), K
(Potéssio), Ca (Calcio), Mg (Magnésio), S (Enxofre), B (Boro), Cu (Cobre), Fe (Ferro), Mn (Manganés),
Zn (Zinco), Mo (Molibdénio).

3.2 ANALISE DE PRODUTIVIDADE DO SORGO

As caracteristicas de produtividade do sorgo granifero PIONEER® 50A60 foram
mensuradas ao final do ciclo produtivo da cultura. A massa fresca dos graos (g), a massa
corrigida a 13% de umidade (g) e a produtividade dos grios de sorgo (t ha!') ndo variaram
significativamente para os diferentes ensaios (textura média e argilosa) conduzidos em
Latossolos do cerrado brasileiro nos tratamentos com e sem isolado microbiano (teste de

Friedman, p > 0,05) (Figura 8).

Figura 8 - Produtividade dos grios de sorgo (t ha') para os diferentes tratamentos em
Latossolo Vermelho Distrofico tipico (LVdt) de textura média e argilosa.
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Fonte: autoria propria.

Nota: As barras de erro indicam o intervalo interquartil para cada tratamento. Letras minusculas mostram as
diferengas nas medianas entre os tratamentos dentro de cada classe textural. Valores seguidos pela mesma letra
nao diferem estatisticamente entre si (teste de Friedman, p > 0,05). (A) e (D): Massa fresca dos graos (g); (B) e
(E): Massa corrigida a 13% (g); (C) e (F): Produtividade (t ha). (A), (B) € (C): Ensaio em solo de textura média;
(D), (E) e (F): Ensaio em solo de textura argilosa.
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3.3 VARIAVEIS QUIMICAS DO SOLO DA RIZOSFERA

A aplicacdo de A. brasilense resultou no aumento do teor de Cu, Fe e Zn em solo de
textura média (teste de Scott-Knott, p < 0,05) (Tabela 5). A aplicacao de 4. brasilense diferiu
do tratamento controle com redu¢do aproximada de 33,96% no teor de P em solo de textura
argilosa. Nao houve diferenca entre os tratamentos para o teor de Cu, Fe e Zn em solo de textura
argilosa, como para o P em solo de textura média. Para os demais elementos ndo houve

diferenca entre os tratamentos independentemente do tipo de solo.
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Tabela 5 - Variaveis quimicas dos solos da regido da rizosfera para os diferentes tratamentos em Latossolo Vermelho Distréfico tipico (LVdt) de textura
média e argilosa.

Classe Tratamento pH HO (1:2.5) N (gKg™) P (mg Kg™) K" (mg Kg™) Ca* (cmole  Mg?" (cmolcKg™) S (mg Kg™) H*+ A" (cmol
Textural Kg™) Kg™)
Média Controle 6,3+0,3 (a) 1,2+0,2 (a) 66,5 +10,0 (a) 108,3 £28,1 (a) 4,3+0,4 (a) 1,2+0,3 (a) 3,0£3,6(a) 2,4+£0,4 (a)
A, brasilense 6,3+0,2 (a) 1,6 £0,5 (a) 80,3+ 13,8 (a) 143,0 £ 25,9 (a) 3,5+0,7 (a) 1,1 £0,2 (a) 5,2+6,1 (a) 2,4+0,3 (a)
Argilosa Controle 6,2+0,3 (a) 1,1£0,3 (a) 24,3+9,2 (a) 45,4 £ 17,6 (a) 43+2,1(a) 1,3+0,3 (a) 49+0,6 (a) 2,0+0,2 (a)
A, brasilense 6,1 £0,3 (a) 1,2+0,8 (a) 16,0 £+ 8,0 (b) 53,0+ 5,6 (a) 3,2+£0,3 (a) 1,1 £0,1 (a) 7,8 £7,0 (a) 2,1+0,3 (a)
CTC (cmol. Kg™ COS (g Kg™) MOS (g Kg™) B (mg Kg™) Cu (mg Kg™) Fe (mg Kg™) Mn (mg Kg™) Zn (mg Kg™)
Média Controle 8,2+0,6 (a) 1,2=+0,1 (a) 2,0£0,2 (a) 0,4+0,3 (a) 0,5 +0,3 (b) 34,0 £5,5(b) 21,3+£9,0 (a) 6,4+1,7 (b)
A, brasilense 7,4+0,6 (a) 1,404 (a) 2,4+0,6 (a) 0,2+0,1 (a) 1,0 £0,3 (a) 73,2 + 18,4 (a) 19,6 + 3,8 (a) 9,8+ 1,4 (a)
Argilosa  Controle 7,7+2,3 (a) 1,2+0,1 (a) 2,2+0,2 (a) 0,4+0,1 (a) 0,4+0,2 (a) 31,6 £11,3 (a) 25+€30(@)* 28+4,7(a)*
A, brasilense 6,5+0,3 (a) 1,3+0,2 (a) 2,2+0,3 (a) 0,4+0,1 (a) 0,5+0,1 (a) 35,5+£4,0(a) 1,2+02(@)* 08+0,1(a)*

Fonte: autoria propria.

Nota: Médias + Desvio padrdo (n = 6). Letras mintisculas mostram as diferengas entre as médias em cada atributo quimico entre os tratamentos dentro de cada classe textural. Valores
seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. A normalidade dos dados foi avaliada por ANOVA e pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). * Dados ndo normalizados
foram transformados por (x°). pH H>O (pH em 4gua), P (Fosforo), K* (Potassio), Ca>" (Calcio), Mg?" (Magnésio), H" + AI3* (Acidez potencial), CTC (Capacidade de troca de cations),
COS (Carbono organico do solo), MOS (Matéria orgénica do solo), S (Enxofre), B (Boro), Cu (Cobre), Fe (Ferro), Mn (Manganés), Zn (Zinco).
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3.4 VARIAVEIS MICROBIANAS E BIOQUIMICAS

Diversos indicadores de qualidade do solo (QS) (RMS, CBM, qCO., Arilsulfatase, -

glucosidase, fosfatase 4cida e hidrolise de FDA) foram mensurados (teste de Scott-Knott, p <

0,05) (Tabela 6). A aplicagao de 4. brasilense diferiu do tratamento controle com redugao

aproximada de 34,60% para o CBM em solo de textura média e 10,95% para fosfatase acida

em solo argiloso. Nao houve diferenga entre os tratamentos avaliados para fosfatase acida em

solo de textura média e CBM em solo argiloso. A RMS, qCOa,, arilsulfatase, B-glucosidase e

FDA nao diferiram entre os tratamentos avaliados independentemente do tipo de solo. A

aplicagdo de A. brasilense resultou em maior valor para o qCO, B-glucosidase, fosfatase acida

e FDA em solo de textura média, enquanto houve incremento no valor de RMS, CBM ¢ FDA

para solo argiloso.

Tabela 6 - Atividade microbiana e enzimatica de solos da regido da rizosfera para os diferentes
tratamentos em Latossolo Vermelho Distréfico tipico (LVdt) de textura média e argilosa.

Variaveis Classe Controle A. brasilense
Textural
RMS (ug C-COz g™! solo seco) ™ 660,1 £ 78,9 (a) 574,1 £ 69,2 (a)
TA 524,1 £48,5 (a) 549,3 £173,1 (a)
CBM (ug C g! solo seco) ™ 294,0 + 78,4 (a) 192,3 +£ 23,6 (b)
TA 278,1 + 55,8 (a) 320,9 + 55,9 (a)
qCO: (ug C-CO2 ug! CBM h™) ™ 4,7+ 1,3 (a) 6,0+ 0,9 (a)
TA 3,9+ 1,0 (a) 3,6 £1,8(a)
Arilsulfatase (pg p-nitrofenol g’! ™ 76,3 +£13,4 (a) 76,3 £ 18,2 (a)
solo seco h™) TA 3574+ 97,8 (a) 253,0 39,2 (a)
B-glicosidase (ug p-nitrofenol g! ™ 140,8 + 34,5 (a) 151,2 £38,7 (a)
solo seco h™) TA * 6158+ 17,8 (a) 556,7 + 72,6 (a)
Fosfatase acida (ug p-nitrofenol g ™ 279,5+ 11,8 (a) 285,3+6,4 (a)
! solo seco h™) TA 586,8 + 48,9 (a) 522,5 + 51,8 (b)
FDA (ug fluoresceina g! solo seco ™ 305,4 + 23,0 (a) 317,7+ 32,4 (a)
b TA 589,6 = 33,1 (a) 593,9 + 49,3 (a)

Fonte: autoria propria.

Nota: Médias + Desvio padrdo (n = 6). Letras mintsculas mostram as diferencas entre as médias para cada variavel
microbiana e enzimatica entre os tratamentos dentro de cada classe textural. Valores seguidos pela mesma letra
ndo diferem estatisticamente entre si. A normalidade dos dados foi avaliada por ANOVA e pelo teste de Scott-
Knott (p <0,05). * Dados nio normalizados foram transformados por (x*3). RMS (Respira¢do microbiana do solo),
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CBM (Carbono da biomassa microbiana), qCO- (Quociente metabolico), FDA (Atividade de hidrélise do diacetato
de fluoresceina), TM (Textura média), TA (Textura argilosa).

3.5 AVALIACAO DA PRODUTIVIDADE POR ATRIBUTOS DO SOLO, VARIAVEIS
MICROBIANAS E ENZIMATICAS E NUTRIENTES DA PLANTA DE SORGO

3.5.1 Anélise de Componentes Principais (ACP)

Devido ao nimero grande de varidveis que podem ser afetadas com a aplicagdo do
isolado de 4. brasilense, o0 uso da ACP auxilia na compreensdo dos fenomenos observados ¢
indica o conjunto de condi¢des moldadas pelos tratamentos. Pela ACP, foi possivel atestar que
a aplicagao de A. brasilense diferencia as condi¢des de fertilidade, bioquimica do solo, nutrigao
de planta e produtividade (Figuras 9(A) e (B)). Em solo argiloso, os dois primeiros componentes
principais foram responsaveis por explicar 54,0% da variancia total (CP1: 37,1% e CP2: 16,9%)
(Figura 9(A)). A aplicagcdo de A. brasilense no solo de textura argilosa foi positivamente
correlacionada com a hidrélise de FDA, CBM, e nutrientes do solo (S, K e Cu), e negativamente
correlacionada com os indicadores de atividade enzimatica arilsulfatase, B-glicosidase,
fosfatase acida e nutrientes da planta de sorgo (P, Ca, S, B, Cu, Fe e Mo), o que demonstra uma

contribuicdo significativa para o segundo componente principal (PC2).
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Figura 9(A) - Analise de componentes principais (ACP) dos atributos de solo e planta
associados a produtividade do sorgo em Latossolo Vermelho Distrofico tipico (LVdt) de textura
argilosa.
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Fonte: autoria propria.

Nota: Biplot da analise de componentes principais (ACP), mostrando variaveis do solo e da planta de sorgo
cultivado em Latossolo Vermelho textura argilosa sob aplicacdo de Azospirillum brasilense (simbolos vermelhos)
e tratamento controle (simbolos amarelos). A elipse vermelha destaca varidveis positivamente associadas a
aplicagdo de 4. brasilense e negativamente associadas ao tratamento controle, enquanto a elipse amarela destaca
variaveis positivamente associadas ao tratamento controle e negativamente associadas a aplicacdo de 4. brasilense.
A produtividade do sorgo ¢ destacada com uma elipse tracejada vermelha. CTC (Capacidade de troca cationica),
CBM (Carbono da biomassa microbiana), FDA (Atividade de hidrdlise do diacetato de fluoresceina).

Em solo de textura média, os componentes principais foram responsaveis por explicar
47,5% da variancia total (CP1: 30,7% e CP2: 16,8%) (Figura 9(B)). A aplicacao de A4.
brasilense foi positivamente correlacionada com o qCOz, B-glicosidase, fosfatase acida, FDA,
acidez potencial, MOS, nutrientes do solo (N, P, K, S, Cu, Fe e Zn), na planta (K, Cu), e
negativamente correlacionada com pH, CTC, RMS, CBM, arilsulfatase, Ca ¢ Mg do solo e
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nutrientes na planta (S, B, Fe), o que demonstra uma contribui¢do significativa para o primeiro

componente principal (PC1).

Figura 9(B) - Analise de componentes principais (ACP) dos atributos de solo e planta
associados a produtividade do sorgo em Latossolo Vermelho Distréfico tipico (LVdt) de textura
média.
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Fonte: autoria propria.

Nota: Biplot da analise de componentes principais (ACP), mostrando variaveis do solo e da planta de sorgo
cultivado em Latossolo franco-argilo-arenoso sob aplicacdo de Azospirillum brasilense (simbolos vermelhos) e
tratamento controle (simbolos amarelos). A elipse vermelha destaca variaveis positivamente associadas a aplicago
de A. brasilense e negativamente associadas ao tratamento controle, enquanto a elipse amarela destaca variaveis
positivamente associadas ao tratamento controle e negativamente associadas a aplicacdo de A. brasilense. CTC
(Capacidade de troca cationica), CBM (Carbono da biomassa microbiana), MOS (Matéria organica do solo), FDA
(Atividade de hidrélise do diacetato de fluoresceina), qCO, (Quociente metabdlico).
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3.5.2 Coeficiente de Correlagao de Pearson

A andlise de correlagdo de Pearson revelou associacdes significativas entre os
indicadores quimicos de fertilidade do solo e nutrientes do sorgo (p < 0,05) (Tabela 7). O P foi
positivamente correlacionado com Ca e Zn para solo argiloso e negativamente correlacionado
com 0os mesmos parametros para solo de textura média. Quanto ao Cu, este parametro exibiu
correlagdo positiva com o Fe para ambos os solos, assim como, correlagdo positiva com o Zn
para solo de textura média e correlagdo negativa para solo de textura argilosa. O Ca mostrou
forte correlacdo positiva significativa com a CTC (r = 0,99, r = 0,92; p < 0,05) para ambos os
solos. O K foi positivamente correlacionado com o Ca para solo argiloso e negativamente
correlacionado para solo de textura média, enquanto o P foi positivamente correlacionado com
a CTC em ambos os solos. No entanto, a CTC apresentou forte correlacdo negativa com o Fe e
positiva com o Zn para solo argiloso e positiva com o Fe e negativa com o Zn para solo de
textura média. J4 o Fe foi negativamente correlacionado com o Zn para ambos os solos, ao
passo que o teor de P na planta foi positivamente correlacionado com o Ca na planta para os

dois solos.

Tabela 7 - Coeficientes de Correlagdo de Pearson para atributos de solo e planta em
experimentos com Latossolos Vermelhos de textura média e argilosa.

Parametro 1 Parametro 2 r (Textura argilosa) r (Textura média)

P do solo Ca do solo 0,65 -0,59
P do solo Zn do solo 0,65 -0,71
P do solo CTC 0,68 0,80
K do solo Ca do solo 0,71 -0,63
Ca do solo CTC 0,99 0,92
Cu do solo Fe do solo 0,68 0,76
Cu do solo Zn do solo -0,67 0,82
CTC Fe do solo -0,82 0,91
CTC Zn do solo 0,98 -0,62
Fe do solo Zn do solo -0,89 -0,63

P da planta Ca da planta 0,68 0,69

Fonte: autoria propria.
Nota: Correlagao significativa no nivel p < 0,05.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo, investigou-se o impacto da aplicacdo de isolado de Azospirillum
brasilense em solos com diferentes texturas (argilosa e média), revelando respostas distintas
quanto a dindmica de nutrientes, atividade microbiana e desempenho do sorgo granifero a
campo no Cerrado brasileiro. Como os efeitos sdo de natureza multifatorial, com dificuldades
de se atestar as respostas via analise isolada de cada variavel, aplicou-se a técnica de analise de
componentes principais (ACP). A estatistica multivariada permite uma visao integrada e global
do comportamento das muitas varidveis, permitindo melhor compreensao dos fenomenos
observados.

No Latossolo Vermelho de textura argilosa, de acordo com as cargas fatoriais da ACP,
a aplicacao do isolado microbiano resultou em correlagdes positivas mais elevadas com o
carbono da biomassa microbiana e teores de enxofre, potassio € cobre no solo, e correlagdes
negativas para com a concentragdo de nutrientes nos tecidos vegetais e nas atividades
enzimaticas (Figura 9(A)). Ja para solo de textura média, a aplica¢do de 4. brasilense resultou
em correlagdes positivas com o teor de matéria organica, nutrientes essenciais e atividade de
hidrélise da FDA, enquanto negativas envolveram reducao de CTC, pH e certos nutrientes no
solo e na planta (Figura 9(B)). Portanto, o uso do isolado de 4. brasilense em ensaio com solo
argiloso foi principalmente influenciado por variaveis de solo, enquanto em ensaio com solo de
textura média foi notavelmente influenciado por caracteristicas de solo e de planta. Os efeitos
coincidentes entre os solos argiloso e de textura média demonstram o aumento de N, K, S, COS,
Cu e Fe no solo e a reducao de P, Ca, Mg, S, B, Fe, Zn e Mo na planta, evidenciando a
complexidade e especificidade das interagcdes entre microrganismos e ambientes edaficos.

Os padrdes contrastantes de acimulo e deple¢do de nutrientes apontam para o uso de
indicadores como ferramenta de avaliagdo da intensidade e do estado funcional da atividade
microbiana do solo. Assim, a FDA ¢ um parametro sensivel ligado a taxa de decomposi¢ao de
CO, normalmente, reportada como substituta da atividade enzimatica total (Comer-Warner et
al., 2019). A FDA ndo apenas esta ligada a liberacdo de N, P e S, o que reflete solos
biologicamente mais ativos, mas correlaciona fortemente com a biomassa microbiana e
incremento no rendimento do sorgo sob diferentes manejos, como observado por Zornoza et al.
(2009). No entanto, em solo de textura média, a ACP mostra que houve discrimina¢do dos

tratamentos ao longo do eixo 1 (CP1: 30,7%) (Figura 9(B)). Desse modo, a forte correlagdo de
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A. brasilense com os atributos edaficos, como textura moldado por interagdes complexas
enfatiza seu papel relevante ao moldar a taxa de rotatividade da MOS, relacdo C/N, qualidade
do substrato organico e disponibilidade de nutrientes a curto prazo, o que interfere diretamente
na capacidade de estabilizagdo da MOS (Angst et al., 2021; Zachary et al., 2023).

Nesse contexto, as limitagdes hidricas emergem como fator modulador central das
respostas preditoras observadas. Em nossos resultados, o menor rendimento observado com o
sorgo (Sorghum bicolor) nos diferentes tratamentos avaliados em solo de textura média pode
ser atribuido a reduzida precipitagao ocorrida no periodo de desenvolvimento da cultura. Além
disso, a irregularidade na distribuicao sazonal de chuvas com declinio na taxa de precipitagao
pode limitar o desenvolvimento e produtividade do sorgo, notadamente no estagio inicial de
desenvolvimento da panicula, pré e pds-antese (Devnarain et al., 2016), como visto em nossos
resultados durante a estacdo seca (Figura 8(C)), o que corrobora com resultados de outros
autores (Makuchete et al., 2024; Eggen et al., 2019). Embora apresente maior resiliéncia ao
estresse hidrico, em comparago a outras culturas de graos, o sorgo a depender da severidade
da seca, estagio fenologico e material genético pode desencadear alteragdes morfofisioldgicas,
como reducdo da condutincia estomadtica e da taxa de transpiracdo, com impacto negativo para
o enchimento de graos, forma¢ao de forragem e biomassa (Souza et al., 2021; Tovignan et al.,
2023). Assim, fatores edafoclimaticos, genéticos e socioecondmicos sao tidos como preditores
chaves a influenciar significativamente em seu rendimento (Mundia ef al., 2019). Todavia, altos
coeficientes de variagdo (CV) foram registrados para as varidveis massa fresca dos graos, massa
corrigida a 13% e produtividade, indicando a maior variabilidade dentro e ndo entre os fatores,
o que pode ser atribuido ao reduzido tamanho da amostra.

Assim, o coeficiente de correlagdo de Pearson mostrou caracteristicas distintivas para os
diferentes experimentos avaliados, no entanto, fortemente correlacionados pelos seguintes
atributos de solo: P, K, Ca, Cu, Fe, Zn e CTC. Esses resultados corroboram com a PCA e
evidencia o papel central da atividade biologica na regulagdo da disponibilidade de elementos
essenciais para com o desenvolvimento do sorgo a campo. Em nosso experimento foi
demonstrado uma forte correlagdao positiva significativa entre o P e CTC (r = 0,68; r = 0,80)
(Tabela 7). A sor¢ao do P esta relacionada a varios mecanismos, como mineralogia, MOS, grau
de humificacdo, minerais de argila e 6xidos de Fe/Al (Yang et al., 2024; Debicka et al., 2023),
os dois ultimos constituem a fracdo mais reativa dos solos. No entanto, o PCZ pode explicar
grande parte dos fendomenos de superficie, como a adsor¢ao do P a fase mineral. Os coeficientes

de correlacdo revelaram uma correlagdo positiva significativa entre o Cu e o Fe (r = 0,68), o
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que pode ser explicado pela sor¢ao com a MOS e 6xidos hidratados de Fe, Al e Mn na formagao
de complexos organicos-minerais refratarios de menor solubilidade e mobilidade via adsor¢ao
ou coprecipitagao (Li ef al., 2023; Formentini et al., 2022; Seda et al., 2016), o que reduz suas
perdas por lixiviagao.

Em contraste, ha correlagdes negativas do P para com o Zn no solo (r = -0,71). A
natureza antagdnica dessa associagdo pode ser devida a variagdes no pH, onde o P compete
com o Zn, levando a formacao de complexos insoliveis um com o outro por adsor¢do a 6xidos
de ferro e aluminio, o que limita sua disponibilidade as plantas (Zhang et al., 2021). O potencial
efeito do Fe na CTC pode ocorrer por dissolu¢ao redutiva varidvel na presenca de particulas
organominerais estaveis ou revestimentos de 6xidos de Fe (Favre et al., 2006). Os 6xidos de Fe
aumentam a carga positiva do solo devido seu elevado PCZ, o que pode contrabalancar
parcialmente as cargas negativas na superficie dos minerais, alterando a carga superficial e CTC
efetiva (Ketrot et al., 2013). Cabe ressaltar o papel chave da mineralogia e textura aliados a
praticas de gestao do solo na disponibilidade de nutrientes e correlagdes entre os mesmos em
ambientes intemperizados, como demonstrado por Rosolem & Calonego (2013) e Geremu et
al. (2021).

Cabe ressaltar que a avaliacdo nutricional do sorgo no estigio de florescimento
demonstrou redugdo significativa para o teor de S em inoculacdo com 4. brasilense em solo de
textura média (Tabela 4). O incremento de S rizosférico resultante da aplicacdo de 4. brasilense
(Tabela 5), ndo necessariamente implica no efeito aprimorado da solubilizagdo de S no solo,
sendo o processo altamente dependente de fatores, como propriedades de solo, condi¢des
ambientais, atividade microbiana e gendtipo das plantas (Gahan & Schmalenberger, 2014;
Ranadev et al., 2023; Kertesz & Mirleau, 2004). Em nossos resultados, a reducao do teor de S
nos tecidos do sorgo para solo de textura média pode ser explicada pela competigao por recursos
de espaco (nichos ecologicos) e nutrientes com a microbiota nativa induzida por A. brasilense.
De fato, a sintese aprimorada de fitohormdnios exsudados por A. brasilense, particularmente
auxinas ¢ capaz de moldar a arquitetura radicular, elevando a taxa de rizodeposi¢do (Zhao et
al., 2023), o que constitui em importante fonte de C e nutrientes aos microrganismos
heterotréficos (Chauhan et al, 2023). No entanto, o efeito de ativagdo decorrente da
decomposi¢ao microbiana de residuos pobres em enxofre com ampla relagdo C:S pode conduzir
a imobilizagdo liquida de S nos tecidos microbianos (Shahsavani & Gholami, 2009), o que
intensifica a competi¢do entre plantas e microrganismos € limita a aquisicao de S pelas plantas

(Kertesz & Mirleau, 2004).
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Notadamente, o fator textural afeta profundamente um conjunto de processos ecoldgicos
do solo, como aera¢do, armazenamento de dgua e dindmica de nutrientes (Wang et al., 2025;
Vinhal-Freitas et al., 2017), em que a maior demanda metabolica por ions sulfato (S-SO4*)
associada a alta mobilidade de S em solos com menor teor de argila, o torna mais suscetivel a
perdas por lixiviacao (Sharma et al., 2024b) e dessulfurizagdo na forma de H>S (Heinze et al.,
2021). Desse modo, o menor contetdo de S percebido para ambos os ensaios, notadamente em
solo de textura média (Tabela 5) com concentragdo inferior ao limite critico (LC) (< 10 mg Kg~
1) (Chaudhary et al., 2023) interfere negativamente no funcionamento da enzima nitrogenase
com prejuizo a fixacao biologica de N> (Siegl et al., 2024), como na absor¢ao de nutrientes
devido sua interrelacdo com os elementos N-Mg-K, alterando a eficiéncia de uso do nitrogénio
(EUN) (Mustafa et al., 2022). O S ¢ componente estrutural de aminoacidos (cisteina e
metionina), precursores de compostos antioxidantes (Métayer et al., 2008), cuja estequiometria
N:S constitui pardmetro responsivo para o fornecimento de S as plantas (Kulczycki ef al., 2023).
Particularmente, uma das possiveis causas da deficiéncia de S nas plantas tém sido atribuida a
redu¢do na taxa de emissao atmosférica de H»S ocorrida nas ultimas décadas (Ma et al., 2021).

Relativamente, os teores de micronutrientes cationicos (Cu, Fe, Mn e Zn) dos tecidos do
sorgo encontram-se abaixo do intervalo de referéncia para ambos os tratamentos (Martinez et
al., 1999; Boaretto et al., 2009) em ensaio com solo de textura média (Tabela 4). As
concentragdes destes elementos fora da faixa de suficiéncia para o sorgo estdo de acordo com
a menor disponibilidade no solo. Além disso, o baixo nivel de micronutrientes extraiveis (Cu,
Fe, Mn e Zn) nos tecidos do sorgo pode ser atribuido a deficiéncia aguda destes elementos no
solo em funcdo de fatores como, menor teor de MO, elevado pH do solo, a textura e ao estresse
hidrico (Kumar et al., 2016; Langridge, 2022). Assim, a disponibilidade de micronutrientes
essenciais € governada fundamentalmente por propriedades fisico-quimicas responsaveis por
moldar a dindmica de sor¢do, dessor¢do, transporte e lixiviacdo desses elementos
(Korzeniowska et al., 2025), cuja fracdo imediatamente disponivel a absor¢ado radicular ¢ ainda
mais limitada em solos com menor teor de argila ou MO (Moreno-Jiménez et al., 2019).
Portanto, praticas de manejo como, calagem e fertilizacao continuos tendem a elevar o pH do
solo, que associado a fatores edaficos como, textura, menor superficie especifica e CTC reduz
significativamente a disponibilidade de micronutrientes pela formagao de hidroxidos, 6xidos
ou carbonatos pouco soluveis (Moreira et al., 2017; Gunnarsson et al., 2022).

Portanto, nossos resultados mostraram interacao significativa para os teores de Cu, Fe e

Zn com A. brasilense em solo de textura média (Tabela 5). O 4. brasilense é devidamente
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caracterizado por estimular o desenvolvimento vegetal através de multiplos mecanismos, o que
aumenta a aquisi¢do de nutrientes e a satide geral das plantas (Mancilla-Alvarez et al., 2025).
No entanto, o menor conteido observado para com os micronutrientes metalicos em solo
rizosférico, em comparagao ao periodo pré-semeadura (Tabela 3) pode ser devida a agao
indireta impulsionada por 4. brasilense ao modificar a arquitetura radicular (Silva et al., 2022),
como de efeitos nas propriedades edaficas. Além disso, os mecanismos relacionados as formas
extraiveis (DTPA) para estes micronutrientes sdo moldados, principalmente, pelo equilibrio
entre reagdes de precipitagdo, dissolucao, complexagdo e adsorcdo a superficies mineral e
organica do solo (Fageria et al., 2002). Desse modo, a reatividade de partigdes interfaciais
destes elementos com os componentes do solo ¢ governada por interagdes complexas que
afetam significativamente sua mobilidade, especiacdo e biodisponibilidade decorrente de
alteracdes na carga superficial, superficie especifica e grupos funcionais ativos (Li et al.,
2022a). Assim, os resultados vistos para os diferentes tratamentos em solo de textura média
podem ser devidos a adogdo de praticas de manejo integradas as propriedades fisico-quimicas
do solo na presenca do reduzido déficit hidrico ocorrido durante o ciclo de desenvolvimento do
sorgo.

A calagem, assim como, a fertilizagdo sdo praticas agricolas constantes no manejo de
solos do Cerrado pelos beneficios que proporcionam ao neutralizar a toxidez e melhorar a
disponibilidade de nutrientes essenciais as plantas (Junior et al., 2020; Enesi et al., 2023), além
dos beneficios nas propriedades fisico-quimica e bioldgica dos solos. No entanto, a aplicacao
de altas taxas de calcario pode levar a redug@o na disponibilidade de micronutrientes extraiveis
(Cu*, Fe** e Zn*") (Moreira et al., 2024). Neste contexto, o aumento no valor do pH induz a
formacgdo de precipitados insoluveis decorrente da maior reatividade a superficies minerais, o
que reduz sua fracdo trocadvel (Naeem et al., 2023; Regasa et al., 2025). Assim, o
comportamento observado no tratamento com o isolado microbiano pode ser justificado pela
possivel saturacdo dos sitios de adsor¢do. A alta afinidade do Cu aos componentes do solo leva
a formacdo de complexos organometalicos com as fragdes htimicas estaveis e adsor¢do
especifica a oxidos de Fe e Al (Darweesh et al., 2022). Em condi¢des de pH alcalino, a
solubilidade do zinco (Zn) diminui drasticamente devido a forte sor¢do a carbonatos ¢ aos
coloides do solo (Singh & Sharma, 2019; De Francisco et al., 2024), enquanto que o ferro (Fe)
reduz severamente sua solubilidade no solo, onde predominam formas quelatadas (Fe*")

(Saleem et al., 2023; Bhat et al., 2024; Colombo et al., 2014).
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No entanto, a cepa de 4. brasilense ¢ funcionalmente capaz de aumentar a solubilidade
do Fe, como visto em ensaio com solo de textura média por diversos mecanismos (Tabela 4).
Uma das estratégias adotadas consiste na sintese de sider6foros para quelacao do ion Fe(IIl) em
ambientes de menor disponibilidade por Fe (Timofeeva et al., 2022). Dentre as especificidades,
o complexo Fe-sider6foro € caracterizado por sua atividade antifingica a varios patdégenos de
plantas, como demonstrado por Tortora et al. (2011) com A. brasilense no biocontrole de
Colletotrichum acutatum, assim como, no controle de Alternaria, Bipolaris € Fusarium (Lopez-
Reyes et al., 2017). Outro mecanismo usado por A. brasilense para recuperar Fe consiste em
uma cascata de sinaliza¢ao que leva a acidificacdo da regiao no entorno da raiz pela extrusao
da bomba de protons H* -ATPase da membrana plasmatica, alterando a solubilidade do ion
Fe(III) insoluvel para Fe(Il) de maior solubilidade (Marastoni et al., 2019; Pii et al., 2016).
Portanto, uma abordagem holistica dos mecanismos de regulacdo presentes nos processos de
especiagdo, mobilidade e disponibilidade de nutrientes as plantas no microbioma do solo se faz
necessaria.

Embora notadamente conhecido por sua resiliéncia a seca, em comparagdo a outras
culturas de grdos, o sorgo necessita de 450-650 mm de 4dgua durante seu ciclo de
desenvolvimento para o maximo rendimento, a depender do estidgio de desenvolvimento,
genotipo e condigdes ambientais (Assefa et al., 2010). O estresse hidrico observado durante o
ciclo de desenvolvimento do sorgo em solo de textura média (Figura 7) tem relagdo negativa
com a disponibilidade de metais, moldado por mecanismos indiretos sobre as propriedades do
solo. Assim, o menor teor de d4gua pode afetar profundamente as propriedades fisico-quimicas
do solo (Zhang et al., 2024). Diversos fatores sdo responsaveis por regular a disponibilidade de
nutrientes no solo, tal como pH, teor de MOS, temperatura, textura e umidade (Hasheminasab
et al.,2023). Assim, a maior limitac¢do hidrica ocasiona a redu¢do da MOS e eleva o pH do solo
(Deng et al., 2021; Schérer et al., 2025), o que afeta a solubilidade de microelementos no solo,
particularmente o Zn (Moreno-Jiménez et al., 2019). Portanto, a seca pode ocasionar efeitos
prejudiciais ao alterar a estrutura funcional, diversidade e atividade microbiana do solo, quanto
o transporte de nutrientes no solo até as raizes (De Silva ef al., 2025; Bista et al., 2018), com
prejuizo para o crescimento das culturas.

Notadamente, o A. brasilense é caracterizado por alterar a arquitetura das raizes, levando
a formacao de um sistema radicular denso e superficial, o que facilita a aquisi¢do de nutrientes
com menor mobilidade, como o P (Zhao et al., 2023). Mesmo sob condicdes de estresse, 0 A.

brasilense ¢ capaz de solubilizar fosfatos e aumentar sua biodisponibilidade as plantas (Bargaz
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et al., 2021). No entanto, o menor incremento de P nos tecidos do sorgo (Tabela 4), e
consequente reducdo na atividade da fosfatase 4cida (Tabela 6) com o isolado microbiano pode
ser devido a forte sor¢do do fésforo inorganico (Pi) aos coloides do solo, assim como a
imobilizacao de P nos tecidos microbianos induzida pela atividade de A. brasilense. A reduzida
taxa de difusdo no solo associada a alta reatividade a fragao mineral aumenta a adsor¢ao de
fosfato a silicatos de argila 1:1 e oxihidroxidos de Fe/Al (Rodrigues et al., 2016; Hasan et al.,
2016). Além do mais, praticas conservacionistas, como plantio direto (PD) em sistemas
agricolas ¢ fator crucial para a entrada e estabilizagdo de COS (Han et al., 2025), como
percebido em nossos resultados (Tabela 3). A adicao de matéria organica fornece aporte de CO
ao solo, cuja necessidade por carbono impulsiona a alocagdo para biomassa microbiana (Tao et
al., 2023). Entretanto, a baixa disponibilidade de P leva a microbiota a competir com as plantas
por sua aquisi¢cdo na presenca de transportadores especificos de fosfato (Zhang ef al., 2022;
Cheng et al., 2023).

Contudo, a estrutura e diversidade microbiana ¢ fundamental para o estabelecimento do
fluxo de matéria e energia e regulagdo da fertilidade do solo (Chen et al., 2024). Nesse sentido,
o CBM ¢ indispensavel para a transformacgao e ciclagem da matéria organica nos ecossistemas,
refletindo o estado bioldgico do solo associado a dindmica de nutrientes e C organico (CO) (Wu
et al., 2024; Patoine ef al., 2022). Alteragdes nas praticas de manejo e tipo de cobertura vegetal
podem influenciar significativamente a entrada, qualidade e quantidade de C disponivel, bem
como o sequestro e estabilizagdo de COS visto em ambos os solos (Tabela 3). Desse modo,
diversos fatores sdo responsaveis por determinar a estabilizagdo de CO, como associagdes com
organominerais (Xue et al., 2022; Kirschbaum et al., 2020), influéncia de minerais filossilicatos
e oxidos de ferro (Calero et al., 2023), com impacto nas propriedades fisico-quimicas e
biologicas do solo em curto espaco de tempo (Li ef al., 2021b; Gu et al., 2019). No entanto,
fatores como clima, topografia e textura do solo sdo impulsionadores chaves da perda e
redistribuicdo do COS (Li ef al., 2022b). Solos de textura mais grosseira condicionam menor
protecado fisica e rapida renovacdo de substratos facilmente decomponiveis (Kpemoua et al.,
2022). Assim, o aporte de material organico residual associado ao menor revolvimento do solo
pode condicionar o incremento de C organico (Ball et al., 2025), como observado com A.
brasilense (Table 5) em solo de textura média.

Contudo, o 4. brasilense reportado como uma colonizadora prolifica de raizes de
gramineas pode estabelecer relagdes interespecificas e induzir a alteracdes morfologicas nas

raizes (Housh et al, 2021; Dardanelli et al, 2008). Tais modificacdes no microbioma

83



rizosférico induzido por A. brasilense pode favorecer a agdo de taxons copiotréficos
(estrategistas r) que apresentam menor desempenho, em comparagdo aos estrategistas k pela
eficiéncia de uso de C (EUC) (Yaghoubi Khanghahi et al., 2025; Gao et al., 2025; Lynch, 1984).
Portanto, a diminui¢do do CBM percebido em nossos resultados com A. brasilense (Tabela 6),
pode ser justificado pela intensa competicdo com a microbiota nativa por espaco € nutrientes
na rizosfera (Pedrinho et al., 2024), alterando o funcionamento e estrutura da comunidade
microbiana. Assim, o efeito de ativacdo nao necessariamente se traduz em maior acimulo de
biomassa microbiana, uma vez que o C assimilado pode ser rapidamente respirado ou
direcionado para as plantas (Panchal et al., 2022). Consequentemente, o efeito de priming
rizosférico pode levar tanto a facilitagdo quanto a competi¢ao por nutrientes entre plantas e
microrganismos (Favaro et al., 2025). Entretanto, estudos sugerem que apds um periodo de
perturbagao inicial, as comunidades bacterianas nativas se recuperem (Pedrinho et al., 2024).

Nesse contexto, o potencial efeito da atividade enzimatica como indicador
bioquimico/bioloégico da qualidade do solo (QS) o caracteriza como importante discriminante
por sua sensibilidade a fatores de estresse ambiental e antropogénico (Piotrowska-Dhugosz et
al., 2021), influenciada por pardmetros, como vegetagdo, praticas agricolas, pH, umidade,
temperatura, estabilidade dos agregados, disponibilidade de substrato (Kotroczo et al., 2014;
Daunoras et al., 2024). Devida a acdo dos microrganismos, a atividade enzimdtica exerce papel
preponderante na dinAmica da MOS (Khan et al., 2018), armazenamento de COS (Capek et al.,
2019), influenciando a dindmica do ciclo clima-(C) (Crowther ef al., 2016), além de processos,
como humificag@o e renovagdo de nutrientes. Varios mecanismos podem influenciar a atividade
enzimatica, como variagdo sazonal decorrente de modificacdes na taxa de precipitagdo.

A menor atividade da fosfatase acida percebida com A. brasilense em solo argiloso
(Tabela 6) pode estar relacionada a competi¢do por nutrientes, limitacdo por recursos, reducao
da populacdo microbiana, inativacdo de enzimas e producdo de compostos inibitdrios (Luo et
al., 2025) dentro do complexo ecossistema do solo. Diversos parametros podem incidir sobre a
atividade da fosfatase acida, por meio da relacdo N e P adicionados, conteudo de MOS,
composi¢do de comunidades microbianas, profundidade, sucessdo ecologica, incéndio e
desmatamento (Margalef et al., 2017). Redugdes na atividade da fosfatase acida pode ser
estabelecido a uma condi¢do limite por N e P, como a restri¢ao na disponibilidade de 4gua no
solo (Gou et al., 2024; Waring et al., 2014). O maior estimulo a presen¢a de substratos de P
organico ao P disponivel devido a sor¢do de (Pi) estabilizado a fracdo mineral do solo cria um

reservatorio de P legado, que em razdo do acoplamento entre os ciclos de N e P pode alterar a
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expressao de genes relacionados a atividade da fosfatase (Margalef et al., 2021; Janes-Bassett
et al., 2022). Da mesma forma, a umidade do solo ¢ fator chave para a regulacdo da
disponibilidade de P com reflexo direto na atividade microbiana. Nossos resultados para a
atividade da fosfatase acida em condigdes de solos tropicais corrobora com o de outros autores

(Baligar et al., 1999; Carneiro et al., 2004).

5 CONCLUSAO

Os efeitos da aplicacdo do isolado microbiano foram distintos ou dependentes da
condicdo edafica, diferindo entre o solo de textura argilosa e arenosa.

Em Latossolo Vermelho de textura argilosa, o uso do isolado de Azospirillum brasilense
foi associado a maior produtividade de sorgo, C da biomassa microbiana, e teores de S, K, Cu
no solo, mas com diminui¢do de concentragcdo de nutrientes no tecido vegetal e de atividades
enzimaticas no solo.

Em solo de textura média, a aplicacdo de isolado de 4. brasilense aumentou os teores de
Cu, Fe e Zn, mas diminuiu o contetido de S nos tecidos do sorgo ¢ o C da biomassa microbiana.
De forma geral, o uso do isolado microbiano no solo de textura média foi associado
positivamente aos teores de matéria organica, N, P, K, Cu, Fe, Zn, atividade de FDA e qCO>
no solo, e teores na planta de K e Cu; e negativamente associado a C da biomassa microbiana,
CTC, teores de Ca, Mg, pH no solo, e teores na planta de S, B e Fe.

Os estimulos coincidentes do tratamento bioldgico nos dois solos foram os maiores
teores de K e Cu no solo, e diminui¢do dos teores na planta de S, B e Fe, quando indicados pela
analise de componentes principais (ACP).

Para certificagdo desses resultados e entendimento dos mecanismos que levam aos
fendmenos observados, sdo necessarios mais estudos em outros locais, com variagao de doses
do produto, investigagdo da comunidade microbiana via tecnologias Omicas, e de variaveis
fisico-quimicas de nutriente, matéria organica e mineralogia do solo. Visando melhor
aproveitamento dos efeitos benéficos de insumos biologicos, € importante também a
colaboragdo entre centros de pesquisa e indUstria para o estabelecimento de novas cultivares e
linhagens que melhor estimulem o efeito rizosférico, além da investigacdo de formulagdes com
consorcio de inoculantes microbianos, utilizando tecnologias de aplicagdo como associagao a
nanoparticulas. Ressalta-se que o manejo bioldgico associado a gestao eficiente no uso da terra,

com praticas conservacionistas, possibilita minimizar a dependéncia no uso de fertilizantes
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sintéticos ou minerados, buscando a sustentabilidade agricola-ambiental e a seguranga

alimentar.
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