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AVALIACAO DE ISOLADOS DE Bacillus spp. QUANTO A
SUA CAPACIDADE DE PROMOVER CRESCIMENTO EM
MUDAS DE TANGOR MURCOTT

Autor: LUCAS CAMPOS FERREIRA
Orientadora: Profa. Dra. KATIA CRISTINA KUPPER
Co-Orientador: Prof. Dr. FABRICIO ROSSI

RESUMO

A citricultura é atualmente uma das principais atividades agricolas no Brasil no
segmento da fruticultura. No entanto, diversos fatores podem influenciar nos
indices de produtividade da cultura, como a qualidade das mudas, sendo
imprescindiveis a sua boa formacdo e a sanidade. Dessa forma, é de grande
importancia a escolha de um porta-enxerto de qualidade, uma vez que este
exerce uma influéncia direta sobre as copas das plantas citricas. A utilizacéo
de microrganismos com potencial para promocdo de crescimento de plantas
pode representar uma nova perspectiva no manejo de culturas agricolas, tendo
em vista a influéncia que exercem na nutricdo e desenvolvimento da planta,
gerando, inclusive, menores impactos ambientais nos ecossistemas, muitas
vezes causados pelo uso abusivo de insumos agricolas. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar isolados de Bacillus spp. como agentes promotores
de crescimento de mudas de tangor Murcott enxertadas em diferentes porta-
enxertos de citros. Um total de 10 isolados foram avaliados in vitro quanto a:
producdo de acido indolacético (AlA), solubilizacdo de fosfato e fixacdo de
nitrogénio. Os testes in vivo consistiram em ensaios de avaliacdo dos isolados
bacterianos quanto ao crescimento em dois diferentes porta-enxertos: citrumelo
Swingle (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata) e limdo Cravo (Citrus limonia), que
apo6s 300 dias foram enxertados com tangor Murcott (C. sinensis x C.reticulata).
Avaliou-se a altura do porta-enxerto aos 60, 120, 240 e 300 dias apés a
semeadura e entdo, com 480 dias apés a semeadura (180 dias apos a
enxertia), foram avaliados a altura total da planta, altura a partir da enxertia,
comprimento da raiz, numero de folhas, massa de matéria fresa de raiz e parte
aérea e massa de matéria seca da parte aérea. Todos os isolados bacterianos

foram capazes de produzir AlA, solubilizar fosfato e fixar nitrogénio, sob



condicdes de laboratorio; o isolado de Bacillus spp. ACB-07 apresentou um
efeito positivo para o crescimento de mudas de tangor Murcott enxertadas em
citrumelo Swingle, enquanto que. o isolado ACB-08 apresentou potencial, como
agente promotor de crescimento, em mudas de tangor Murcott enxertadas em
Limdo Cravo; verificou-se que, a habilidade de um isolado bacteriano em
promover o crescimento de mudas de tangor Murcott depende, dentre outros
fatores, da variedade do porta-enxerto utilizado.

Palavras-chave: Acido indolacético, solubilizacdo de fosfato, fixacdo de

nitrogénio, liméo Cravo e citrumelo Swingle.



EVALUATION OF Bacillus spp. ISOLATES AND ITS ABILITY AS
GROWTH-PROMOTING AGENTS IN  MURCOTT TANGOR
SEEDLINGS

Author: LUCAS CAMPOS FERREIRA
Adviser: Prof. Dra. KATIA CRISTINA KUPPER
Co- Adviser: Prof. Dr. FABRICIO ROSSI

ABSTRACT

Citriculture is currently one of the main agricultural activities in Brazil in the fruit
growing segment. However, several factors can influence the crop's productivity
indices, such as the quality of the seedlings, and its good formation, vigor and
health are essential. Therefore, the choice of a quality rootstock is of great
importance, since it has a direct influence on the citrus plant aerial parts. The
use of microorganisms with potential to promote plant growth may represent a
new perspective in crop management, considering the influence they exert on
plant nutrition and health, even generating lower environmental impacts on
ecosystems. Therefore, the aim of the present study was to evaluate bacteria
as growth-promoting agents for Murcott tangor seedlings grafted onto different
citrus rootstocks. A total of 10 Bacillus spp. isolated were evaluated in vitro for:
indoleacetic acid (IAA) production, phosphate solubilization and nitrogen
fixation. The in vivo tests consisted of assays to evaluate bacterial isolates for
growth promotion on two different rootstocks: Swingle citrumelo (Citrus paradisi
x Poncirus trifoliata) and Rangpur lime (Citrus limonia), which after 300 days
were grafted with Murcott tangor (C. sinensis x C. reticulata). The parameters of
interest analyzed were the height of the rootstock at 60, 120, 240 and 300 days
after sowing and then, at 480 days after sowing (180 days after grafting), the
following were evaluated: the total height of the plant, graft height, root length,
number of leaves, root and aerial parts green mass and aerial parts dry mass.
The results showed that all bacterial isolates were able to produce AIA, to
solubilize phosphate, and to fix nitrogen; under laboratory condition; the Bacillus
spp. ACB-07 had a positive effect on the growth of Murcott tangor seedlings

grafted on Swingle citrumelo, while the isolate ACB-08 showed potential as a



Vi

growth promoter in Murcott tangor seedlings grafted on Rangpur lime, it was
found that the ability of a bacterial isolate to promote the growth of Murcott
tangor seedlings depends, among other factors, on the variety of rootstock
used.

Keywords: Indoleacetic Acid, Phosphate Solubilization, Nitrogen Fixation,

Rangpur Lime and Swingle citrumelo.



1 INTRODUCAO

A Citricultura € um dos mais importantes setores agricolas, sendo a
cultura cultivada em 135 paises, com destaque para o Brasil, considerado o
maior produtor e exportador mundial de suco de laranja (USDA, 2020).
Considerando a cadeia produtiva de mudas citricas, afim de atender a
demanda de pomares comerciais, 0 porta-enxerto é um componente
importante, pois desempenha forte influéncia no crescimento da copa, na
nutricdo e na tolerancia da planta aos estresses bioticos e abidticos (CASTLE,
2010;STOVER et al., 2016;ZHOU et al., 2014). Dentre os porta-enxertos, 0
citrumelo Swingle e limdo-Cravo sdo os mais comumente utilizados na
producdo de mudas (CASTLE, 2010). Dentre as variedades de copa,
amplamente utilizadas para producéo de frutas de mesa, destaca-se o tangor
Murcott (ABOBATTA, 2019).

Dada a importancia do periodo de formacdo das mudas nos viveiros, a
aplicacdo de microrganismos benéficos com potencial para promocao de
crescimento (GIASSI; KIRITANI; KUPPER, 2016); o controle biologico
(MOHAMMED; HUSSEIN; TOAMA, 2019) e a inducdo de resisténcia (DE
SOUZA et al, 2019), apresentam-se como uma forma de auxiliar no
desenvolvimento da planta, promovendo, além da diminuicdo da utilizacdo de
adubos minerais, o encurtamento da fase de crescimento das mudas. Tais
estratégias visam contribuir para uma citricultura mais sustentavel,
considerando que o abuso e uso indevido de fertilizantes minerais muitas vezes
S80 responsaveis por causarem problemas de saude publica e de poluicédo
ambiental (ZAHOOR et al., 2014).

A rizosfera consiste na regido do solo em que se encontra a maior
influéncia das raizes das plantas, além de tambem exercerem influéncia nas
caracteristicas biologicas e quimicas do solo. Segundo Raza et al. (2016), as
plantas possuem uma relacédo simbidtica com diversos microrganismos do solo
gue habitam a rizosfera, dentre esses estdo as rizobactérias promotoras de
crescimento (RPC), que possuem efeitos benéficos para a planta hospedeira.

Os mecanismos utilizados pelas RPC’s promoverem o crescimento de

culturas agricolas correspondem a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), a



sintese de hormbénios de crescimento de plantas (AIA, &cido giberélico,
citocininas e etileno), a producdo de sideroforos e solubilizacdo de minerais
como fésforo, potassio e zinco (HU et al., 2017). Dentre os géneros de
bactérias mais estudados, destacam-se: Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum e
Rhizobium (AHMAD; IQBAL; KHAN, 2008).

Dentro deste contexto, o presente estudo teve como objetivo, avaliar a
capacidade de dez isolados de Bacillus spp. em produzir AlA, fixar nitrogénio e
solubilizar fosfato, sob condi¢cdes de laboratério e, verificar o seu potencial
como agentes promotores de crescimento de mudas de tangor Murcott

enxertadas em citrumelo Swingle e limdo Cravo.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Agroecologia na agricultura e sociedade

Ha& um consenso nos ultimos anos que o sistema alimentar e agricola
industrial vigente, ndo estdo atendendo a demanda de questdes importantes,
gue incluem a diminuicdo das taxas de fome e desnutricdo, meios de
subsisténcia para o desenvolvimento rural e a diminuicdo do impacto
ambiental. Além disso, a partir das preocupacdes com a saude, decorrentes da
crises sanitarias, como é o caso da COVID-19, sdo esperados impactos de
curto, médio e longo prazo nos sistemas alimentares, assim como, na
seguranca alimentar e nutricional (HLPE, 2020; WEZEL et al., 2020). Somado a
isso, as mudancas climaticas, associadas ao aguecimento global, tornam a
agricultura industrial convencional cada vez mais arriscada. Mais de um bilhdo
de hectares do planeta estdo dedicados ao monocultivo de cereais e animais,
reduzindo perigosamente a diversidade genética presente nos sistemas
agricolas globais. Esses sistemas de monocultura intensiva de homogeneidade
ecolégica sao particularmente vulneraveis as mudancas climéticas, assim como
as pragas e doencas (NICHOLLS; ALTIERI, 2019).

A partir dessas demandas, a agroecologia tem se mostrado cada vez
mais essencial para um desenvolvimento sustentavel das atividades agricolas.
A agroecologia € um conceito dinamico que ganhou destague no discurso

cientifico, agricola e politico nos ultimos anos. Embora muito mais visivel nos



ultimos 20 anos, o primeiro uso do termo € datado do inicio do século XX,
consequentemente, seu significado, definicbes, interpretacbes e abordagens
também evoluiram (ERNESTO MENDEZ; BACON; COHEN, 2013; NICHOLLS;
ALTIERI, 2019). Hoje, a agroecologia est4d associada a um conjunto de
principios para a gestdo agricola e ecolégica dos sistemas agroalimentares,
bem como a alguns principios socioecondmicos, culturais e politicos mais
abrangentes. Estes Ultimos principios surgiram apenas recentemente na
literatura, decorrentes da atividade de movimentos sociais que usam a
agroecologia como base fundamental de seu trabalho (WEZEL et al., 2020).

Baseado nesse conceito, de acordo com Sevilla Guzméan (2017), a
Agroecologia visa um manejo ecoldgico dos recursos naturais, através de um
enfoque holistico e mediante a aplicacdo de uma estratégia sistémica,
reconduzir o curso alterado da coevolugdo social e ecoldgica, através do
controle das forcas produtivas que blogueie seletivamente as formas
degradantes e exploradoras, da producdo e do consumo, causadores da atual
crise ecoldgica. Sendo de grande importancia a utilizacdo de estratégias
baseada na dimensdo local, através do conhecimento camponés,
potencializando a biodiversidade ecoldgica e sociocultural mediante o desenho
de sistemas alternativos de agricultura.

Dessa forma, os processos de transicdes agroecologicas nos permitem
levar a diversos tipos de agriculturas e arranjos determinados por elementos da
cultura local dos diferentes grupos sociais envolvidos e das variedades de
agroecossistemas, nos quais se esteja trabalhando. Sendo assim, as
condi¢cBes ecoldgicas influenciardo nas decisdes dos agricultores, da mesma
maneira que. os elementos da cultura local estardo presentes nos diferentes
manejos dos recursos haturais e de organizacdo social, mostrando assim uma
interacdo entre os diferentes meios. Estas acdes, por sua vez, contribuirdo (ou
nao) para o enfrentamento dos sistemas convencionais de plantio, circulacéo e
consumo (CAPORAL, 2020).

2.2 Citricultura

2.2.1 Importancia agricola, econdmica e social



Os frutos derivados do género Citrus e géneros relacionados (Fortunella,
Poncirus, Eremocitrus, e Microcitrus), pincipalmente, as laranjas doces (Citrus
sinensis L. Osbeck) e tangerinas (C. Reticulata Blanco), sdo amplamente
consumidos em todo o0 mundo como sucos ou, frutas in natura, fornecendo
importantes fontes de vitamina C e outros compostos ligados a sadude humana
(WU et al., 2014). Os centros de origem de grande parte das espécies desse
género provem da regido sul e sudeste asiatica, as quais experimentaram uma
complexa histéria de misturas e variacdes genéticas, conceitualmente
semelhante a outras arvores frutiferas, como maca e uva (CORNILLE et al.,
2011; CORNILLE et al. 2012; WU et al., 2018).

Devido a excelentes condi¢cdes edafoclimaticas, as plantas citricas foram
introduzidas no Brasil a partir do inicio do processo de colonizagdo e
espalharam-se entdo por todo o territorio nacional. Atualmente, a citricultura
esta presente em mais de trés mil municipios brasileiros. A combinacédo de uma
industria citrica competitiva estabelecida e uma producéo agricola desenvolvida
fez com que fosse possivel para o Brasil se tornar o maior produtor e
exportador mundial de suco de laranja (KALAKI; NEVES, 2017; USDA, 2020).

O estado de Sao Paulo apresenta-se como o0 maior produtor de laranja
do pais, alcancando na safra de 2019 a producéo de 13.650.000 de toneladas,
0 que corresponde a 79% da producao nacional (CONAB, 2020). Além da alta
produtividade, a citricultura registrou crescimento na geracdo de empregos nos
primeiros sete meses da safra 2020/2021. Entre o periodo de Julho de 2020 a
janeiro de 2021, a atividade gerou um total de 19.560 admissdes, sendo 17.050
no Estado de Sdo Paulo, o que representa 11,29% do total de 151.067 vagas
criadas pela Agricultura no Estado (CAGED, 2021).

2.2.2 Tangor Murcott

Assim como as demais espécies de citros, as diversas variedades de
tangerinas sdo originarias do sul e sudeste asiatico, que entédo, difundiram-se
amplamente pela China, onde provavelmente foram domesticadas. Toda a
extensa rede de parentesco entre tangerinas e laranja doce, com

caracteristicas desejaveis de frutos, sugere um complexo processo de
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domesticacdo que ainda permanece mal compreendido. As tangerinas fazem
parte de uma classe de frutas citricas que possuem tamanho pequeno, sao
facilmente descascadas e de alto valor comercial (WU et al., 2018).

A producéo global de tangerina para 2020/21 é estimada em um recorde
de 33,3 milhdes de toneladas, com crescimento esperado em quase todos 0s
mercados. A produgcdo e o consumo apresentaram tendéncia de alta nos
ultimos 20 anos, com base no crescimento da China, UE, Turquia e Estados
Unidos (USDA, 2020). O Brasil é o sexto maior produtor de tangerina,
alcancando a marca de 1.026.638 toneladas no ano de 2020, com tendéncia de
crescimento nos ultimos cinco anos, sendo a venda focada para o mercado
interno (IBGE 2021). O estado de Sao Paulo apresenta-se como maior produtor
também nesse segmento, sendo responsavel por 33% da produtividade
nacional. As principais variedades cultivadas séo a Ponkan e o Tangor Murcott,
0s quais representam 80% da area plantada, essa ultima cultivada em mais de
cinco mil hectares no estado (IBGE 2021).

Dentre as diversas variedades de plantas citricas cultivadas no Brasil, 0
tangor Murcott (C. sinensis x C. reticulata) merece destaque. O tangor Murcott
€ um hibrido de tangerina (Citrus reticulata Blanco) com laranja doce (Citrus
sinensis [L.] Osb.) pertencente a Familia Rutaceae e de parentais
desconhecidos. Originou-se em 1922, a partir de uma enxertia realizada pelo
viveirista Charles Murcott Smith, da onde provém sua denominacao
(ABOBATTA, 2019). Sua introducdo no Brasil ocorreu em 1948, através do
Instituto Agronémico (IAC), visando avaliar a sua capacidade como porta-
enxerto na presenca do virus da Tristeza do Citros. A partir da década de 60,
motivado pela maturacao tardia e a possibilidade de utilizacao pela industria, foi
despertado o interesse na sua producdo em larga escala (POMPEU JUNIOR,
2001).

As plantas de Murcott sdo moderadamente vigorosas, apresentam copa
com porte médio e os ramos com tendéncia de crescimento vertical. Possui
folhas lanceoladas, com tamanho de pequeno a médio. Flores completas, com
sacos embrionarios e grdos de pélen férteis. Os frutos sdo produzidos em
cachos na extremidade terminal e apresentam formato achatado nos polos,
tamanho de médio a grande (1130 a 200g), casca de espessura fina, lisa e

brilhante. Os frutos apresentam excelente qualidade para consumo in natura e
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possuem alta demanda, mesmo sendo mais dificeis de descascar do que as
tangerinas comuns. Possui a maturacdo dos frutos tardia, onde a colheita é
realizada de agosto a outubro, dependendo das condigdes de cultivo e de clima
(ABOBATTA, 2019). O destino do tangor ‘Murcott’, assim como grande parte
das outras tangerinas, € em sua maioria o mercado de frutas in natura, ficando
0 processamento apenas para industrias locais. Dessa forma, atributos de
gualidade, de acordo com a preferéncia do consumidor, sdo de extrema
importancia para uma boa comercializagcdo (PACHECO et al., 2016).

2.2.3 Producéo de mudas citricas e porta-enxertos

Na busca pelo sucesso econémico de uma cultura, produzir mudas bem
formadas e sadias € um papel fundamental. A sanidade das mudas deve ser
assegurada durante todo o processo, mantendo-as livres da presenca de
patdogenos, seja em area livre da doenca ou, pelo material propagativo
contaminado, evitando-se assim a morte precoce das plantas. Caso contrario,
podera ocorrer o aparecimento de epidemias, com consequente elevagao do
custo da producdo. A origem de patdgenos podem ser diversas: sementes,
estacas, vento, agua, ferramentas, plantas hospedeiras, substratos e solos,
plantas hospedeiras, operacdo (VENTURA et al.,, 2017). A partir deste
contexto, surgiram normas para garantir a qualidade e seguridade das mudas
e, consequentemente dos pomares, como a Portaria CDA — 17, de 05 de abril
de 2018, que apresenta todas as determinacdes necessarias para producéo de
mudas citricas sob ambiente protegido (DEFESA AGROPECUARIA ESTADO
DE SAO PAULO, 2021).

Os avancos tecnolégicos incorporados a producao de plantas citricas em
viveiros protegidos contribuiram para conter a disseminacdo do virus da
Tristeza do Citros, Clorose Variegada do Citros (CVC) e, mais recentemente o
Huanglongbing (HLB) ou Greening, e permitiram um sistema de producdo de
arvores de alta qualidade, principalmente, no estado de Sdo Paulo. A
possibilidade de controlar os fatores ambientais em ambientes controlados e o
manejo adequado de fertilizantes, fitossanidade e irrigacdo resultaram na

producdo de porta-enxertos e arvores enxertadas de excelente qualidade em
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menor tempo, em comparacdo ao campo tradicional e desprotegido
(CARVALHO et al., 2019).

ApOGs décadas de pesquisa, € possivel afirmar que a utilizacdo de porta-
enxertos foi crucial para o sucesso da citricultura, tanto para o manejo de
doencas quanto para produtividade. Por se tratar de uma espécie perene, é de
fundamental importancia a escolha do porta-enxerto que apresente genes de
resisténcia ou tolerancia as doencas do local do plantio, assim como as
condicdes climaticas (VENTURA et al., 2017).

Um porta-enxerto de qualidade, também fornece principalmente uma
reducdo no periodo juvenil da planta, agilizando seu tempo de producédo e no
vigor da arvore quando comparado com plantas ndo enxertadas; assim, as
arvores citricas propagadas com porta-enxerto combinado com copa livre de
patdgenos trazem um grau muito melhor de uniformidade e consisténcia para
um pomar (CASTLE, 2010). A absorcdo de nutrientes e agua pela planta,
dependendo da variedade do porta-enxerto, podera favorecer e influenciar no
conteudo mineral da folha e na eficiéncia de producdo dos frutos citricos
(ROZANE et al., 2009).

Com o surto do virus da tristeza do citros no final da década de 1930,
predominou-se a utilizacéo do limao Cravo (Citrus limonia Osbeck) como porta-
enxerto, o qual tem sido utilizado principalmente para produzir clones nucelares
de laranja doce sem a presenca do virus. Além dessa importante questao,
outras razdes para seu sucesso como porta-enxerto incluem: sua rusticidade,
resisténcia a seca e 0 vigor no viveiro e no campo, bem como a precocidade da
sua frutificacéo e elevada produtividade (POMPEU JUNIOR; BLUMER, 2014).

Devido a sua produtividade e maior resisténcia a seca, o limdo Cravo
continua como o mais utilizado porta-enxerto no Brasil. No entanto, devido ao
aparecimento da Morte Subita do Citros em certas plantas enxertadas em limao
Cravo, foi incentivado a utilizacdo do porta enxerto Citrumelo Swingle. A partir
de programas de melhoramento genético realizados pela Universidade da
Califérnia, surgiu o hibrido Citrumeleiro Swingle [C.paradisi Macfad. cv Duncan
x P. trifoliata] o qual foi testado nos anos 1940 e desde entdo utilizado como
porta-enxerto em variedades comerciais em varios paises (BASTOS;
FERREIRA; PASSOS, 2014). Foi introduzido no Brasil devido a sua resisténcia

a tristeza, a gomose, a morte subita, ao nematoide e ao frio, alé de propiciar
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para suas copas a producdo de frutos de boa qualidade, com altos teores de
acucares e rendimento de suco (BASTOS; FERREIRA; PASSOS, 2014,
POMPEU JUNIOR; BLUMER, 2014). Em 2015, a porcentagem de variedades
de porta-enxertos utilizados nos pomares paulistas era de 46,2% limoeiro
'‘Cravo’, 19,4% citrumelo 'Swingle', 4,6% tangerina 'Sunki' e 2,5% tangerina
'‘Cleopatra’. No entanto, essa distribuicdo tende a mudar ao longo do tempo,
com o uso de citrumelo ‘Swingle’ provavelmente superando o de liméo ‘Cravo’
em um futuro proximo. Em 2016, 50% dos cerca de 10,5 milh6es de mudas
produzidas nos viveiros paulistas foram enxertadas em citrumelo ‘Swingle’, com
apenas 33% enxertado em liméo ‘Cravo’ (CARVALHO et al., 2019).

2.3 Microbiologia do solo

O solo pode ser considerado um complexo sistema vivo, em que as
atividades que ali ocorrem, como a regulagem da qualidade da agua e do ar, o
ciclo e transformacéao dos elementos, sdo capazes de trazer beneficios a saude
e sobrevivéncia humana (SIQUEIRA et al., 1994). Nas areas onde o solo
encontra-se apto para cultivo, diferentes espécies de plantas podem ser
cultivadas, tornando-o um dos maiores reservatorios de biodiversidade do
planeta. Sendo assim, o solo € também um recurso basico para a producao de
alimentos para humanos e animais, além de diferentes materiais como fibras
téxteis, biocombustiveis, madeira e fibras para construcdo (RILLIG et al., 2018;
WALL et al., 2019).

Considerados atualmente como uma das mais importantes e essenciais
partes do sistema do solo, os organismos que o habitam possuem dentre as
mais diferentes funcdes atribuidas a estes, algumas amplamente conhecidas, a
capacidade de degradacdo de compostos organicos, e conseguinte, ciclagem
de nutrientes (MIRANSARI, 2013).

Cerca de 10*® espécies microbianas estdo presentes em 1 grama de
solo, incluindo algas, bactérias, fungos, protozodrios e virus, com destague a
biomassa bacteriana, que tende a ser a maior na maioria dos casos (SINGH et
al., 2020). Todos os microrganismos presentes no solo estdo envolvidos em

véarias atividades, incluindo fertilidade, ciclagem de nutrientes e decomposi¢ao
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de substancias inorganicas e organicas. Dessa forma, além das propriedades
guimicas e biolégicas, as propriedades fisicas do solo, incluindo estrutura,
aeracao, porosidade e permeacado de 4gua, sdo diretamente influenciadas pela
microbiota do solo (SINGH et al., 2020).

As bactérias e fungos representam juntos, cerca de 1 a 4% da matéria
organica do solo. No entanto, dadas as alteracdes que ocorrem em solos
cultivados, tende-se a encontrar maior massa de bactérias em solos cultivados,
enquanto a biomassa fungica domina em solos nao cultivados (DE VRIES et
al., 2006; SINGH et al., 2020; STRICKLAND; ROUSK, 2010).

A microbiota do solo é responsavel direta ou indiretamente por
processos microbiolégicos e bioquimicos diversos que exercem influéncia na
manutencao da sustentabilidade dos ecossistemas terrestres (SIQUEIRA et al.,
1994). Ainda segundo Siqueira e Frando (1988), as principais relacdes
biolégicas que ocorrem possuem decorréncias ecoldgicas e funcionais. A
interacdo entre microrganismos (competicdo, antibiose e predacdo) pode
influénciar na decomposicao e mineralizacdo da matéria organica. O equilibrio
entre esses tipos de interacdo pode determinar o equilibrio biolégico do solo e
também controlar ou evitar surtos de doencas. Ainda, a interacdo dos
microrganismos com a fauna do solo também interfere na decomposicao e na
ciclagem de nutrientes, favorecendo a ciclagem da matéria organica.

Na rizosfera, os microrganismos e as raizes tém uma relacao direta, em
gue a presenca ou, auséncia de microrganismos podem influenciar na
disponibilidade e absorcdo de nutrientes. Ainda, a presenca de microrganimos
na rizosfera tende a estimular a producdo de substancias reguladoras do
crescimento vegetal (ETESAMI; MAHESHWARI, 2018). Rela¢cdes simbidticas
mutualistas com as raizes (micorrizas e nodulacdes) também podem favorecer
a nutricdo e producdo das plantas, diminuindo a necessidade de insumos,
atuando na ciclagem de nutrientes e reduzindo danos causados por estresses
biéticos (pragas e doencas) e abidticos (MIRANSARI, 2013; RILLIG et al.,
2018). No entanto, a presenca de microrganismos no solo também pode levar a
uma relacdo patogénica e parasitica com as raizes, inviabilizando o cultivo nas
areas afetas. Sendo assim, préaticas que favorecem a diversidade e a atividade
de microrganismos deve ser estimuladas, gerando estabilidade e diversidade

nos ecossistemas (WALL et al., 2019).
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E sabido que a diversidade da vegetagdo natural contribui
significativamente para aumentar a biodiversidade do solo, enquanto que o0s
intensos monocultivos restringem as populagdes microbianas do solo,
causando a reducdo da biodiversidade (FERREIRA; STONE; MARTIN-
DIDONET, 2017). Nas ultimas décadas, 0 uso extensivo de agroquimicos levou
a deterioracdo do solo, uma das consequéncias mais graves da agricultura
tradicional (SINGH et al., 2020).

Antes da Revolucdo Industrial, as praticas agricolas dependiam
principalmente de recursos internos, isto é, havia reciclagem de matéria
organica e rotacdo de culturas com objetivo de fazer a manutencdo dos
nutrientes do solo, sem que houvesse prejuizos evidentes ao meio ambiente
(SINGH et al.,, 2020). No entanto, com a modernizacdo da agricultura, o

equilibrio natural entre meio ambiente e agricultura foi prejudicado.

O uso excessivo e a longo prazo de fertilizantes quimicos (N, P e K)
prejudicou e segue prejudicanto a microflora nativa do solo, sua textura e
produtividade, bem como atividades enzimaticas do solo, impactando também
na qualidade da saude humana (PANTANO et al., 2016; SINGH et al., 2020).

2.4 Bactérias promotoras de crescimento de plantas

Atualmente, cada vez mais, ha um crescimento da demanda por estudos
gue buscam investigar a diversidade de microrganismos no solo, tendo em
vista sua importancia e desempenho na manutencdo dos ecossistemas
(LOPES et al., 2021). O conhecimento e a manipulacdo do microbioma das
plantas surgiram como um recurso biotecnolégico que se alinha ao aumento da
sustentabilidade na agricultura, pois estes sao capazes de promover
crescimento vegetal e, além disso, servem como controle biolégico de pragas e
doencas e atuam protegendo a planta de estresse bidtico e abidtico (DE
SOUZA et al., 2019). Esses recursos biotecnolégicos surgem também como
alternativas para substituicdo, pelo menos parcial, de fertilizantes minerais

industrialmente processados (GLICK, 2012).
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A rizosfera é considerada uma regido de intensa atividade microbiana
provocada pelos exsudatos radiculares (OLIVEIRA; URQUIAGA; BALDANI,
2003). Sendo assim, este é o local considerado como o de intersecgdo entre
solo-planta, onde ocorrem as interagbes entre microrganismos, solos e planta.
Diversos fatores podem levar o microrganismo a se associar com as plantas,
dentre eles estdo a interagdo entre os genotipos do vegetal e do microrganismo
(OLIVEIRA; URQUIAGA; BALDANI, 2003).

A interacdo dos microrganismos pode-se dar por diferentes formas, de
forma que funcione coletivamente como um microbioma. Possuem a
capacidade de colonizar os trés compartimentos da raiz separadamente:
rizosfera, rizoplano e endosfera, além de todos os tecidos internos das plantas,
como a superficie das folhas (filosfera), as chamadas bactérias endofiticas
(HARDOIM et al., 2015). O efeito da interacdo planta-microrganismo pode ser
benéfico para a planta hospedeira, auxiliando no seu desenvolvimento, ou
tornar-se prejudicial quando o microrganismo parasita a planta levando a
diminuicAo do seu crescimento ou a morte. Em ambos o0s casos, €
extremamente importante compreender essa interacdo para estimular aqueles
gue auxiliam no desenvolvimento vegetal, bem como estabelecer formas de
controle dos fitopatégenos (HARDOIM et al., 2015; MEENA et al., 2016).

A inducédo de resisténcia pode ocorrer apos exposicdo da planta a um
agente indutor, que ativa mecanismos de defesa de forma generalizada (DE
SOUZA et al., 2019). O agente indutor pode ser um ativador quimico, extratos
de células de microrganismos ou microrganismos vivos. Nesse Ultimo caso,
guase sempre 0s agentes sdo classificados como (rizo)bactérias promotoras do
crescimento (BABALOLA; GLICK, 2012; GLICK, 2012). Existem casos
comprovados de que a inoculacdo de bacterias promotoras de crescimento a
rizosfera torna a parte aérea mais resistente a patdgenos. Além disso, a
comunidade microbiana pode auxiliar na tolerancia a alta salinidade e a seca
gue interferem no desenvolvimento e produtividade das plantas (GLICK, 2012;
HARDOIM et al., 2015).

2.4.1 Bacillus spp.
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O género Bacillus foi estabelecido em 1872 por Cohn e abrange mais de
200 espécies descritas e subespécies pertencentes ao filo Firmicutes. Sao
bactérias em formatos de bastonete, gram-positivas, aerébias ou,
facultativamente anaerébicas. Devido a sua ampla habilidade fisiol6gica e
capacidade de formar endosporos, espécies de Bacillus sédo resistentes a
condicbes ambientais adversas e onipresentes em uma ampla gama de
habitats, incluindo solo. Estas bactérias sdo predominantes no solo e na
rizosfera, onde compreendem até 95% das populacdes de bactérias Gram-
positivas (MILJAKOVIC; MARINKOVIC; BALESEVIC-TUBIC, 2020).

Dentre as bactérias promotoras de crescimento, linhagens de Bacillus spp.
se destacam por ja terem sido reportadas como promotoras de crescimento de
variadas culturas. Foi relatado que B. pumilus quando inoculado na semente de
alface (Lactuca sativa) causou um incremento da biomassa aérea e no teor de
fosforo (DE ARAUJO, 2008). B. subtilis e B. megaterium, quando inoculados
em solo para cultivo de aveia (Avena sativa L.) promoveram incremento no
crescimento e na sua qualidade nutricional (LOPES et al., 2021). B. subtilis
guando inoculado nas folhas de milho (Zea mays L.) causou incremento da
altura e da produtividade (OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA, 2017). Além
disso, linhagens de Bacillus ja foram reportadas para utilizacdo em
biofertilizantes, biopesticidas, biofungicidas e destaca-se por ser uma bactéria
produtora de enddsporos, fator que facilita o seu manuseio e aplicacdo, além
de possibilitar a mistura com outras linhagens bacterianas (BETTIOL et al.,
2012; MEENA et al., 2016).

Como bioestimulantes, os microrganismos podem modular a sintese de
fitohorménios, alterando o metabolismo vegetal, de modo que a planta se
adapte a condicbes ambientais (MEENA et al., 2016). As bactérias do género
Bacillus, por agirem como aceleradores de crescimento mitigam o estresse
causado pelo meio ambiente através da producdo de auxina (AlA), citocinina,
giberilina, acido abscisico (ABA), ACC deaminase, brassinoesterbdides e
estrigolactonas (BETTIOL et al., 2012). Outro fator importante é o efeito que
uma maior producdo de ACC-deaminase pode causar. Quando este composto

ocorre em maiores concentracdes, ha reducdo de etileno, consequentemente,
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diminuindo os efeitos do etileno no vegetal, como senescéncia e clorose foliar
(DE SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015).

Produtos biol6gicos a base de microrganismos sdo frequentemente
estudados como produtos multifuncionais (FERNANDEZ et al., 2019), pois
além de serem empregados para promoc¢do de crescimento, também podem
promover o controle de fitopatégenos. Estudos com B. subtilis isolados de
Citrus sinensis foram realizados por Singh e Deverall (1984) e por Kupper e
Gimenes-Fernandes (2002) para utilizacdo deste microrganismo no combate a
fungos da mesma cultura. Visto que outras espécies de Bacillus também foram
empregadas em outros estudos para controle de doencas em citros, este
género de bactérias é promissor para desenvolvimento e comercializacdo de
produtos de biocontrole (CHEN et al., 2020).

2.5 Mecanismos bacterianos ligados a promoc¢éao de crescimento vegetal

Os microrganismos promotores de crescimento, incluindo bactérias do
género Bacillus, atuam por mecanismos diretos ou, indiretos de promocao do
crescimento vegetal. Os mecanismos de acao direta desses microrganismos
incluem a fixacao bioldgica de nitrogénio, sintese de sideréforos, producdo de
fitormbnios, solubilizacdo de fésforo e aceleracdo dos processos de
mineralizacdo (OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA, 2017).

Para os mecanismos de acéo indireta incluem a inducdo de resisténcia
sistémica nos vegetais, producdo de sideréforos, diminuicdo de fatores de
estresse como o etileno enddégeno, producdo de antibidticos e antagonismo a
fitopatdgenos, entre outros fatores. Alguns microrganismos possuem a
capacidade de realizar diversos destes mecanismos, sendo que sua acdo em
particular poderd ocorrer por diferentes modos de acdo durante o ciclo da
planta, e seu impacto no crescimento da planta, ird depender das propriedades
fisico-quimico-bioldgicas do solo onde esta se desenvolve, o que reforca que
estudos amplos devem ser realizados (GOMES et al., 2016; OLIVEIRA;
URQUIAGA; BALDANI, 2003).

2.5.1 AIA
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A auxina é um grupo heterogéneo de molécula sinalizadora de &cido
carboxilico responsavel por regular os varios processos fisioldégicos das
plantas. Ela é sintetizada nas partes aéreas (apice do caule) e transportada
para as partes subaéreas e raizes (PARK et al., 2017). O &cido indolacético
(AlA), pertencente a classe das auxinas, € uma potente molécula de
sinalizacdo, essencial para interagdes planta-microrganismo e atua diretamente
no crescimento da planta (MATSUDA et al., 2018). A maioria das rizobactérias
€ capaz de produzir e sintetizar AIA. O AIA produzido pelas bactérias altera o
nivel de auxina da planta para niveis ideais ou supra-ideais e melhora o
crescimento da planta diretamente, sendo crucial para seu desenvolvimento
(IQBAL; WAGI; AHMED, 2018).

A producdo de acido fitohormonio indol-3-acético (AIA) por bactérias
endofiticas € uma das principais contribuigbes para as plantas (WAGI; AHMED,
2019). Estima-se que cerca de 80% das bactérias rizosféricas possuam
capacidade de sintese de AIA (SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS,
2007). Esta capacidade € observada tanto em bactérias patogénicas como
Pantoea agglomerans, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes
e Pseudomonas syringae, quanto em RPCP’s como Bacillus, Azotobacter,
Pseudomonas, Azospirillum (WAGI; AHMED, 2019).

A promocédo de crescimento da planta por meio deste horménio deve-se,
principalmente, pelo seu estimulo para a divisdo celular bem como
diferenciacdo de células e tecidos a formacdo, gerando aumento de raizes
laterais, contribuindo entdo para um ganho na absorcao de agua, nutrientes e
na geracdo de exsudatos radiculares (DUCA et al., 2014). Esse estimulo ao
sistema radicular contribui para uma maior colonizacdo bacteriana,

amplificando o efeito de inoculacéo.

Um Unico organismo bacteriano pode produzir AIA por diferentes rotas
biossintéticas, como a via do indol-3-acetamida (IAM), a via do indol-3-piruvato
(IpyA), a via do indol-3-acetonitrila (IAN), a via da cadeia lateral do triptofano-
oxidase e as vias da triptamina que foram relatadas por Spaepen et al. (2007),
sendo o triptofano, exsudato natural das raizes das plantas, identificado como o
principal precursor das vias de biossintese de AIA em bactérias, contribuindo
na interacao planta-microrganismo (BLAKE; CHRISTENSEN; KOVACS, 2021).
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2.5.2 Solubilizacao de fosfato

O fosforo € um dos mais importantes nutrientes exigidos pelas plantas e
guando utilizado em quantidades adequadas auxilia a um crescimento e
desenvolvimento considerado 6timo. Ele estd presente em quase todos os
principais processos metabdlicos, incluindo transferéncia de energia,
transmissao de sinal, respiracdo, biossintese macromolecular e fotossintese
(ANAND; KUMARI; MALLICK, 2016). Apesar de estar presente em grande
parte dos solos cultivaveis, em ambiente tropical e subtropical, a maior parte
encontra-se em uma forma insolavel, ndo assimilavél pela planta (MILLER et
al., 2010) e, consequentemente elevando a necessidade de aplicacdo de
fésforo nas lavouras. Porém, a maior proporcdo do fésforo presente em
fertilizantes minerais torna-se inacessivel no solo, devido a formacéo de fortes
ligacbes entre as moléculas de fésforo com calcio e magnésio, em solos
alcalinos e, com ferro e aluminio, em solos &acidos (SHARMA; KUMAR;
TRIPATHI, 2011). Aplicacdes em excesso de fertilizantes fosfatados também
ocasionam problemas ambientais, principalmente, por lixiviagdo e eroséo
(ZENG; WU; WEN, 2016). Nos ultimos anos, os microrganismos solubilizadores
de fosfato tém se apresentado como uma abordagem alternativa aos
fertilizantes fosfatados minerais, principalmente, algumas bactérias como os
Bacillus (ALMONEAFY et al., 2014).

Diversos estudos tém sido conduzidos com o objetivo de selecionar
bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico (BATISTA et al., 2017; WANG et
al.,, 2020). Relatos na literatura mostram que as bactérias promotoras de
crescimento tém capacidade de produzir enzimas (fosfatases acidas) e acidos
organicos que sdo capazes de disponinilizar o fosforo pouco soluvél que estéo
ligados a compostos como Fe e Al ou a matéria organica (OLANREWAJU;
GLICK; BABALOLA, 2017), visando a promocao de crescimento de plantas e a
dindmica desse nutriente no solo ( BATISTA et al., 2017; MILLER et al., 2010).

2.5.3 Fixacao de nitrogénio
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Entre os quatro elementos essenciais mais abundantes nos organismos
Vivos, 0 nitrogénio possui um papel de destaque. Toda forma de vida no
planeta necessita de nitrogénio, sendo esse um elemento essencial na a
formacdo de biomoléculas, com destaque para proteinas e seus derivados
(enzimas, peptideos e aminoacidos) e &cidos nucléicos (DNA e RNA)
(FALKOWSKI, 1997; SANTI; BOGUSZ; FRANCHE, 2013). O desenvolvimento
da biomassa vegetal e a produtividade de muitos ecossistemas séo limitados
pela disponibilidade de nitrogénio, pois esse elemento é um fator vital no
crescimento de plantas (ANDREOTE; PEREIRA E SILVA, 2017; ELSER et al.,
2007).

Embora o nitrogénio molecular (N2) seja um recurso ilimitado, constituindo
cerca de 80% da atmosfera, esta ndo é uma forma util para as plantas
(ANDREOTE; PEREIRA E SILVA, 2017), enquanto que nos solos esta
presente na forma organica, sendo encontrado na matéria organica, e
inorganica, assumindo diferentes formas. No entanto, apenas alguns
procariontes sdo capazes de utilizar o nitrogénio atmosférico através de um
processo conhecido como Fixacao Biologica de Nitrogénio, sendo responsavel
por contribuir contribuir em até 65% de todo o nitrogénio acumulado pelas
plantas (ELSER et al., 2007).

Este processo € promovido biologicamente por meio de uma pequena
parcela de procariotos que possuem a enzima nitrogenase, denominados
fixadores de nitrogénio (diazotréoficos) (SANTI; BOGUSZ; FRANCHE, 2013).
Esse complexo enzimatico é capaz de romper a tripla ligacdo existente na
molécula de N atmosférico em condi¢cdes normais de temperatura e pressao,
convertendo o N2 atmosférico em NH3 (aménia) que pode, entdo, tornar-se
disponivel para plantas (SARITA et al.,, 2008). Do grupo das bactérias
promotoras de crescimento, assim como nos demais mecanismos de promocao
de crescimento, podemos destacar os Bacillus, Azotobacter, Azospirillum e
Rhizobium (GIASSI; KIRITANI; KUPPER, 2016; ZAHOOR et al., 2014).

Em escala global, a demanda por N ha muito tempo supera as quantidades
consumidas de fosforo e potassio em cenarios de producéo agricola. A alta

exigéncia de nitrogénio pelas plantas cultivadas, sua mobilidade e dinamica

22



complexa sem efeitos residuais das adubacdes, faz dele o nutriente mais
limitante em paisagens agricolas e naturais, tornando a adubacao nitrogenada
uma das mais dificeis e consequentemente uma das mais estudadas
(ZAHOOR et al., 2014).

As interacbes entre raizes de plantas e microorganismos do solo sdo
onipresentes em Varios niveis troficos e sdo um componente essencial da
funcdo do ecossistema (RICHARDSON et al., 2009). A simbiose de algumas
bactérias com plantas da familia botanica Leguminosae (Fabaceae) foram as
pioneiras em estudos e compde um grupo numeroso de espécies de
importancia econdémica e ecolégica (DESBROSSES; STOUGAARD, 2011;
SANTI; BOGUSZ; FRANCHE, 2013). A inoculacdo de arroz e trigo com
bactérias endofiticas tem mostrado resultados em ganhos significativos de
producdo e economia no uso de fertilizantes, chegando a acumular 20 a 30%
do nitrogénio existente na parte aérea por esse processo (DE LIMA CANUTO
et al., 2003).

A inoculacdo por rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
fixadoras de nitrogénio biolégico na cultura fornece uma abordagem integrada
para gerenciamento de doencas, atividade de promocdo de crescimento e

manutencao do nivel de nitrogénio em solo agricola.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos

Foram utilizados dez isolados de Bacillus spp. (ACB-01, ACB-07, ACB-08,
ACB-18, ACB-26, ACB-42, ACB-53, ACB-57, ACB-64 e ACB-AP3), todos
pertencentes a Colecdo de Microrganismos do Laboratério de Fitopatologia e
Controle Biolégico do Centro Avancado de Pesquisa de Citros Sylvio
Moreira/lAC — Cordeiropolis, SP.

3.2 Acdo dos isolados de Bacillus spp. como agentes promotores de
crescimento in vitro

3.2.1 Producdo de &cido indolacético (AlA)
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Para verificar a producdo de AIA, os isolados bacterianos foram,
inicialmente, cultivados em frascos de Erlenmeyer com capacidade para 100 ml
contendo 50 mL do meio TSB 10% (15 g de triptona; 5 g de peptona de soja; 1
g de tritofano; 8 g NaCl; 1000 mL de &gua deionizada; pH 7,0). Cada frasco
recebeu 1 mL de suspencédo bacteriana (1,0x107 células/mL) e, em seguida, as
culturas foram mantidas sob agitacdo constante a 150 rpm durante 72 h 28°C.
ApOs a incubacgdo, uma aliquota de 2 mL de cada cultura foi submetida a
centrifugacdo a 4000 rpm durante 15 minutos. Posteriormente, 1,5 mL do
sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL de reagente de Salkowski (7,5 mL de
FeCI3 0,5 M; 150 mL de H2SO4 concentrado; 250 mL de agua destilada)
(PATTEN; GLICK, 2002). Apdés 20 minutos de reacdo fez-se a leitura em
espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 530 nm (ASGHAR et al., 2002).
Um meio sem a adicdo da suspensdo da bactéria foi utilizado como
testemunha.

Para a determinacédo da concentracdo de AlA, foi preparada uma curva
de calibracdo com diferentes concentracdes definidas de AIA comercial (0, 2, 4,
10, 16 yg mL-1). Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado com

11 tratamentos e trés repeticoes.

3.2.2 Solubilizacéo de fosfato

Para a avaliacdo de bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico foi
utilizada a metodologia descrita por Verma et al. (2001) e Rodriguez et al.
(2000). As bactérias foram cultivadas em meio contendo fosfato insolavel com
algumas modificacées (10 g de glicose; 5 g de NH4CI; 1 g de NaCl; 1 g de
MgS04.7H20; 4 g de CaHPO4; 15 g de agar e pH 7,2; 1000 mL de agua
deionizada). Para o cultivo das bactérias no meio, uma al¢cada de cada bactéria
foi retirada de col6nia ativa e transferida para pontos marcados no meio contido
em placa de Petri, sendo as culturas incubadas em estufa BOD a 28°C e
fotoperiodo 12/12h. A avaliacéo foi determinada pela presenca de um halo em
torno da coldnia, indicando a solubilizacdo do fosfato, sendo os isolados
avaliados apés 10 dias.

A medida do didametro (2) do halo de solubilizagéo, percebido como uma
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area translucida ao redor da colénia foi mensurada com a utilizacdo de um
paquimetro digital. A partir da obtencdo da medida foi definido o indice de
solubilizacédo de fosfato (IS) de cada isolado por meio da férmula: IS = g Halo
(mm) / @ Colbnia (mm), descrito por Hara e Oliveira (2004). De acordo com
Silva Filho e Vidor (2000), a solubilizacdo foi classificada como baixa
solubilizag&o (IS < 2), média solubilizagdo (2 = IS < 3) e alta solubilizagédo (IS >
3). Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 10 tratamentos e

trés repeticoes.

3.2.3 Fixacdao bioldgica de nitrogénio

Para avaliar a fixacao biologica de N, as bactérias foram cultivadas em
tubos de ensaio de 20x70 mm, contendo 10 mL de meio de cultura FBN
(fixacao biolégica de N) semissolido [5 g de acido malico; 0,5 g de K2HPO4;
0,2 g de MgS04.7H20; 0,1 g de NaCl; 0,01 g de CaCl2.2H20; 4 mL de Fe.
EDTA (solucéo 1,64%); 2 mL por litro de azul de bromotimol (0,5%); 2 mL por
litro de solucdo de micronutrientes (0,2 g de Na2MoO4.2H20; 0,235 g de
MnS04.H20; 0,28 g de H3BO3; 0,008 g de CuS04.5H20; 1000 mL de agua
deionizada); 1,75 g por litro de &gar; pH 6,8] (DOBEREINER; BALDANI;
BALDANI, 1995). Cada tubo recebeu 0,5 mL de suspenséao da bactéria (1 x 107
células/mL). Como controle, foi utilizado meio de cultura sem os isolados
microbianos. As culturas foram entdo incubadas em estufa BOD a 28°C por
sete dias (KUSS et al.,, 2007). Da cultura (meio + conteudo celular) foram
vertidos 10 mL em tubos, para digestdo pelo método semi-micro Kjeldahl
(MALAVOLTA et al., 1997).

Para digestao, foram adicionados a cada tubo com as células lisadas 0,7
g de mistura de digestdo (100 g de Na2S0O4; 10 g de CuS04.5H20; 1 g de
selénio em po; 1 mL de H202 e 2 mL de H2S0O4, nesta ordem). Os tubos foram
aquecidos em bloco digestor por 2 horas a 180°C e a temperatura entéo
elevada para 360°C e, mantida até que a mistura apresentasse a cor verde-
palha. Ao atingir a cor, aguardou-se que a temperatura da mistura reduzisse a

aproximadamente 40°C, para se completar o volume com agua destilada para
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10 mL. Em seguida, foi realizada a destilacdo com NaOH e a titulacdo das
solucdes, para quantificagéo do nitrogénio total (Nt) (MALAVOLTA et al., 1997).
O célculo do Nt fixado foi apresentado em miligramas por litro de meio. Foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 10 tratamentos e trés

repeticoes.

Os dados obtidos na etapa in vitro para avaliacdo da acdo dos isolados de
Bacillus spp. como agentes promotores de crescimento (item 3.2.1, 3.2.2 e
3.2.3) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo as médias
comparadas pelo teste Tukey a 5% probabilidade, utilizando o software
estatistico AgroEstat (BARBOSA; MALDONADO, 2015).

3.3 Avaliacdo das bactérias para promocao de crescimento de

mudas de tangor Murcott em diferentes porta-enxertos

Os ensaios foram realizados em casa de vegetacdo, com fotoperiodo
natural e temperatura média variando ao longo do ano entre 11 a 30° C. As
sementes de lim&o cravo e citrumelo Swingle e as borbulhas de Murcott foram
obtidas do setor de borbulhas do Centro Avancado de Pesquisa de Citros
Sylvio Moreira/IAC — Cordeiropolis, SP.

As mudas de cada porta-enxerto foram produzidas em tubetes de 50
cm3, utilizando substrato vegetal ‘Plantmax’, mantido sem esterilizacdo e
constituido de mesmo lote. A irrigacdo foi realizada de forma manual, a fim de
se manter a capacidade de campo durante todo o desenvolvimento do projeto.
Durante a conducdo do experimento, as plantas receberam duas solucfes
nutritivas as quais foram intercaladas a cada quinze dias, sendo: solugcao 1:
nitrato de ambnia 0,4 g; nitrato de calcio 1,0 g; sulfato de zinco 0,006 g; sulfato
de manganés 0,008 g; sulfato de cobre 0,008 g; sulfato de ferro 0,03 g; 1000 ml
de &gua. Solucdo 2: nitrato de aménia 0,45 g; fosfato monoamdnico 0,1 g;
nitrato de potassio 0,51 g; sulfato de magnésio 0,83 g; sulfato de zinco 0,012 g;
sulfato de ferro 0,03 g; 1000 ml de agua.

Cada um dos dez isolados bacterianos estudado foi cultivado em placa

de Petri contendo meio batata-dextrose-agar (BDA), incubado em estufa para
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BOD a 27°C, com fotoperiodo de 12/12h, por 48 horas. Posteriormente, foram
adicionados 15 mL de &gua destilada e estéril em cada placa de Petri contendo
a cultura bacteriana, para raspagem da colGnia por meio de uma alca de
platina. Obtida a suspensao bacteriana, fez-se o ajuste, com auxilio da camara
de Neubauer, para uma concentracdo de 1 x 107 células/mL.

Os tubetes referentes a cada porta-enxerto receberam 5 mL de
suspensao (1x107 células/mL) de cada isolado bacteriano, sendo aplicados no
entorno do colo do caule, em trés diferentes momentos, na semeadura, 60 e
120 dias ap6s a semeadura. Como testemunha, foram utilizadas plantas
tratadas com agua no lugar da suspenséao bacteriana.

Ap6s 120 dias da semeadura, as mudas foram transplantadas para
sacolas com 3 L do mesmo substrato sem esterilizacdo. Quando as mudas
estavam com 180 dias, 240 dias e 300 dias, ap0s a semeadura, as mesmas
foram tratadas com 50mL de suspencéao bacteriana (1x107 células/mL) de cada
tratamento, sendo dessa vez aplicado a cerca de 3 cm do entorno do caule. Foi
avaliada a altura do porta-enxerto aos 60, 120, 240 e 300 dias apés a
semeadura.

Com 300 dias apd6s a semeadura, foi realizada a enxertia das mudas
com o Tangor Murcott através da técnica de borbulhia do “T” invertido e, entéo
aplicado da mesma forma os isolados bacterianos, aos 360, 390, 420 e 450
dias ap6s a semeadura. Com 480 dias, os parametros de promocdo de
crescimento avaliados foram: altura total, altura da planta a partir da enxertia,
comprimento da raiz, numero de folhas, massa de matéria fresca da raiz e
parte aérea e massa de matéria seca da parte aérea.

O crescimento dos porta-enxertos e das mudas de tangor Murcott foram
avaliados em esquema fatorial, com dois fatores, sendo o fator A os isolados
bacterianos mais a testemunha e o fator B 0s porta-enxertos, em um
delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes por tratamento,
sendo cada repeticdo constituida por uma planta. Os dados obtidos foram
submetidos a analise da variancia (ANOVA) respeitando o esquema fatorial,
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade por
meio do software estatistico AgroEstat (BARBOSA E MALDONADO, 2015).
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4. RESULTADOS

4.1 Acéo dos isolados de Bacillus spp. como agentes promotores de

crescimento in vitro

4.1.1 Producdao de acido indolacético (AlA)

Todos os isolados bacterianos avaliados foram capazes de produzir AIA

(Figura 1). Dentre estes isolados, o ACB-42 foi o que apresentou maior

producdo (118 mg/Kg), ndo diferindo estatisticamente dos isolados ACB-53 e
ACB-08, com 113 e 111mg/Kg, respectivamente. O ACB-07 foi o que

apresentou menor valor (40 mg/Kg) , ndo diferindo estatisticamente do ACB-57

(55 mg/Kg).
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Figura 1- Producé@o de acido indolacético (AIA) por diferentes isolados de Bacillus

spp. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade.
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4.1.2 Solubilizacao de fosfato

Todos os isolados bacterianos avaliados apresentaram capacidade de
solubilizar fosfato em condi¢ées de laboratério, sendo que, os isolados ACB-53
e ACB-57 foram os que apresentaram maior indice de solubilizagdo (I1S=1,77 e
1,60, respectivamente), diferindo estatisticamente apenas do ACB-26 com
I1S=1,24 (Figuras 2 e 3). Destaca-se que, todos os isolados de Bacillus spp.
apresentaram um baixo indice de solubilizacdo (<2), seguindo os critérios de
classificacao de Silva Filho e Vidor (2000).
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Figura 2 — indice de solubilizag&o de fosfato (IS= Diametro do halo (mm) / Didmetro
da colbénia (mm)) por diferentes isolados de Bacillus spp. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



Figura 3 — Solubilizacéo de fosfato pelos isolados ACB-53 (A), ACB-57 (B) e ACB-26
(©).

4.1.3 Fixagao de nitrogénio

Quanto a capacidade de fixar nitrogénio, todos os isolados de Bacillus
spp. estudados promoveram a fixacdo de nitrogénio, com valores de producao
de nitrogénio total variando entre 15 (ACB-64) e 34 mg/L (ACB-01). Os isolados
ACB-18, ACB-57 e ACB-AP3 néo diferiram estatisticamente do valor observado
para ACB-01 (Figura 4).
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Figura 4 — Fixagcdo de nitrogénio, avaliada pela quantificagdo do nitrogénio total
(mg/L), por diferentes isolados de Bacillus spp. Médias seguidas pela mesma letra

nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.2 Avaliagdo de Bacillus spp. como agentes promotores de

crescimento de mudas de tangor Murcott

Os dados apresentados na Tabela 1 e ilustrados nas Figuras 5 e 6
mostram o efeito de diferentes isolados de Bacillus spp. na altura de plantas
dos dois porta-enxertos utilizados para a producdo de mudas de tangor
Murcott, avaliados aos 60, 120, 240 e 300 dias apés a semeadura. Verifica-se
gue aos 240 dias, com excecédo dos isolados ACB-18, ACB-53 e ACB-AP3, 0s
demais favoreceram o crescimento das plantas de citrumelo Swingle, diferindo
estatisticamente da testemunha. Aos 300 dias os melhores resultados foram
obtidos com o isolado ACB-07 que, com excec¢ao do ACB-57, diferenciou-se de
todos os demais isolados.

Para o porta-enxerto limdo Cravo, ndo houve diferenca estatistica entre
os tratamentos e a testemunha, em todos os peridos avaliados. De maneira
geral, quando se comparam as alturas dos dois porta-enxertos, independente
dos tratamentos, as plantas de citrumelo Swingle apresentaram as maiores

alturas (Tabela 1, Figuras 5 e 6).

Tabela 1. Altura da parte aérea da planta de citrumelo Swingle e lim&o cravo, ap6s 60, 120, 240

e 300 dias da semeadura, sob influéncia de isolados bacterianos. Sw: Swingle; Cr: liméao Cravo.
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Altura (cm)
Trat. 60 dias 120 dias 240 dias 300 dias
Sw Cr Sw Cr Sw Cr Sw Cr
Testemunha |3,50 bA® 516 aA |4,66 bA  7,00aA |[25,00 bA 27,66 aA |37,00 cA 31,33 aA
ACB-01 6,50 abA 3,16 aB |8,50 abA 3,83 aB |45,33 aA 34,66 aB |52,66 bcA 35,66 aB
ACB-07 5,33 abA 4,66 aA |6,00abA 7,33aA [49,00aA 40,66aA |77,00aA 41,66 aB
ACB-08 5,83 abA 3,83aA |7,16 abA 5,16 aA |46,33 aA 33,00 aB |53,00 bcA 48,66 aA
ACB-18 7,00 abA 5,00 aA | 7,66 abA 5,00 aA |25,00 bA 28,66 aA |37,33CcA 35,66 aA
ACB-26 5,83 abA 3,33aB |6,83abA 4,66 aA |42,66 aA 32,16 aB | 54,66 bcA 40,66 aB
ACB-42 7,16 abA 5,00 aA |8,16 abA 7,50 aA |42,00 aA 39,66 aA | 54,00 bcA 42,66 aA
ACB-53 8,16 aA 3,66 aB |8,66 abA 4,66 aB |36,33 abA 32,16 aA |49,00 bcA 33,33aB
ACB-57 7,16 abA 4,66 aB |8,00 abA 5,00aB (49,16 aA 31,83aB |60,33abA 38,66 aB
ACB-64 8,00 aA 450aB |9,33aA 6,16 aB (46,00 aA 28,00 aB |56,00 bcA 32,00 aB
ACB-AP3 7,83 aA 4,00aB |8,16 abA 4,83aB (38,66 abA 27,66aB |54,66 bcA 36,66 aB
CV% 25,06 25,53 14,17 16,36

@ Médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha e maitscula na coluna ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probalidade.
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Figura 5 — Avaliacdo de Bacillus spp. para promocao de crescimento do porta-enxerto

citrumelo Swingle.

Figura 6 — Avaliacdo de Bacillus spp. para promogé&o de crescimento do porta-enxerto

limao Cravo.

Apés a enxertia, ao se avaliar a altura total das plantas de tangor Murcott
enxertadas sobre citrumelo Swingle, verifica-se que o ACB-07 (24,6 cm) foi o
gue apresentou o melhor resultado, nédo diferindo do tratamento com ACB-AP3
(23 cm) e ambos diferindo da testemunha (17 cm) . Quando se avalia a altura
total das plantas de Tangor Murcott enxertadas sobre limdo Cravo, o0s
tratamentos que favoreceram o crescimento corresponderam aos ACBs: 08
(29,5 cm); 01 (28 cm); 42 (27 cm); 07 (24 cm); 53 (24 cm) e 57 (24 cm), que

nao diferriram entre si e diferiram estatisticamente do tratamento testemunha.



Ao se comparar as mudas de tangor Murcott em relacdo aos porta-enxertos,
observa-se que houve mais tratamentos que favoreceram o crescimento das
mudas, quando enxertadas em limao Cravo (Tabela 2).

Quando se avalia apenas a altura da planta, a partir da enxertia, ACB-07
foi 0 que proporcionou maior crescimento da planta, com uma valor médio de
14 cm, diferindo da testemunha (6,7 cm), quando tangor Murcott foi enxertada
sobre o porta-enxerto citrumelo Swingle. Enquanto que, os ACBs: 01, 08 e 42
favoreceram ao aumento da altura (a apartir da enxertia) quando as plantas
foram enxertas sobre limdo Cravo, com valores médios de 19, 20 e 17 cm,
respectivamente, enquanto que a altura média das plantas do tratamento
testemunha foi de 11 cm (Tabela 2).

De um modo geral, comparando os resultados entre 0s porta-enxertos,
para os parametros altura total e altura a partir da enxertia, as mudas
enxertadas em Lim&o Cravo apresentaram os melhores crescimentos.

Para o parametro comprimento de raiz avaliado (Tabela 2), os resultados
mostraram que ACB-07 proporcionou um valor médio de comprimento de raiz
em torno de 48 cm, diferindo da testemunha (36 cm), quando as plantas foram
enxertas em citrumelo Swuingle, enquanto que, os ACBs 08 e 26
proporcionaram 0S maiores comprimentos de raizes, 50 e 49 cm,
respectivamente, diferindo da testemunha (35 cm) em plantas de tangor
Murcott enxertadas sobre limdo Cravo. Quanto ao numero de folhas, ndo houve
diferenca estatistica entre os tratamentos e a testemunha, independente do
porta-enxerto em que as plantas de tangor Murcott foram enxertadas.

Os tratamentos com os isolados ACB-07 e ACB-26 proporcionaram os
maiores valores (3,389 e 3,069, respectivamente) de massa de matéria fresca
da parte aérea diferindo estatisticamente do tratamento testemunha (2,23g), de
plantas de tangor Murcott enxertadas em citreumelo Swingle, enquanto que,
um aumento desse mesmo parametro avaliado foi obtido com o ACB-08 para
as plantas enxertadas em limdo Cravo. Quando se avaliou a massa de matéria
fresca da raiz nas plantas de tangor Murcott enxertadas sobre citrumelo
Swuingle ou limédo Cravo, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos
(Tabela 3).
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Tabela 2. Altura total, altura da muda a partir da enxertia, comprimento da raiz e nimero de

folhas das plantas de tangor Murcott enxertadas sobre citrumelo Swingle e liméo Cravo, sob

influéncia de isolados de Bacillus spp.

Altura Total
(porta enxerto+enxerto)

Altura da muda a partir
da enxertia

Raiz

N° Folhas

Trat.

(cm)

(cm)

(cm)

Sw

Cr

Sw

Cr

Sw

Cr

Sw

Cr

Testemunha

ACB-01®@
ACB-07
ACB-08
ACB-18
ACB-26
ACB-42
ACB-53
ACB-57
ACB-64
ACB-AP3

16,83 cdA®

18,80 abcdB

24,60 aA
22,20 abcB
13,73 dB
22,66 abcA
22,40 abcB
18,00 bcdB
18,20 bcdB
21,86 abcA
22,86 abA

16,33 cA
27,83 abA
24,00 abA
29,50 aA
23,16 bA
22,16 bcA
26,90 abA
24,00 abA
23,83 abA
23,36 bA
22,00 bcA

6,70 bcB
8,03 bcB
14,20 aA
11,50 abB
4,46 cB
12,36 abA
12,03 abB
7,10 bcB
8,03 bcB
11,20 abB
12,36 abA

11,16 dA
18,86 abA
12,93 cdA
20,33 aA
13,83 bcdA
12,53 cdA
17,46 abcA
13,66 bcdA
13,66 bcdA

14,86 abcdA

13,33 bcdA

36,36 abA
41,00 abA
48,36 aA

43,50 abA
32,13 bB

40,50 abB
44,83 abA
45,33 abA
40,66 abA
44,50 abA
38,33 abA

34,6 bA
43,66 abA
38,00 abB
50,33 aA
42,00 abA
49,33 aA
34,16 bB
39,50 abA
31,33 bB
38,00 abA
40,50 abA

5,75 aA
6,50 aA
9,75 aA
6,25 aB
6,00 aB
7,25 aA
7,00 aB
6,00 aA
6,00 aB
7,00 aA
8,00 aA

7,50 abA
8,50 abA
7,00 bB

9,00 abA
9,50 abA
8,25 abA
11,50 aA
7,75 abA
8,75 abA
7,25 bA

8,75 abA

CV%

9,77

16,92

11,93

20,91

@) Médias seguidas pela mesma letra minGcula na linha e mailscula na coluna néo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probalidade.

Tabela 3. Massa de matéria fresca da parte aérea e raiz e massa de matéria seca da parte

aérea das plantas de tangor Murcott enxertadas sobre citrumelo Swingle e liméo

Cravo, sob influéncia de isolados de Bacillus spp.

Trat.

Massa de matéria fresca (g)

Massa de matéria
seca (q)

Parte aérea*

Raiz*

Total*

Parte aérea

Sw

Cr

Sw

Cr

Sw Cr

Sw

Cr

Testemunha
ACB-01
ACB-07
ACB-08
ACB-18
ACB-26
ACB-42
ACB-53
ACB-57
ACB-64
ACB-AP3

2,23 cdA®
2,84 abcA
3,38 aA
2,80 abcdB
2,04 dB
3,06 abA
2,72 abcdA
2,37 bcdA
2,48 bcdA
2,75 abcdA
2,87 abcA

2,42 bA
3,00 abA
2,72 abA
3,29 aA
2,68 abA
2,47 bB
3,10 abA
2,72 abA
2,80 abA
2,52 bA
2,63 abA

4,38 abcA
4,96 abA
5,44 aA
4,45 abcA
2,72 cB
4,41 abcA
4,07 abcA
3,20 bcA
3,65 abcA
4 .81 abcA
4 47 abcA

4,11 aA
4,31 aA
5,01 aA
4,51 aA
4,57 aA
3,45 aA
4,36 aA
3,98 aA
4,35 aA
3,47 aB
3,77 aA

3,94 cA 4,74 aA
5,68 abA |5,21 aA
6,37 aA 5,88 aA
5,24 abcA |5,55 aA
3,34 cB 5,25 aA
5,33 abcA [4,19 aA
4,85 acbA [5,31 aA
3,93 bcA (4,78 aA
4,36 abcA [5,13 aA
5,51 abA [4,24 aB
5,28 abcA |4,54 aA

1,83 bA
1,89 bA
2,48 abA
2,06 bA
1,96 bA
2,07 bA
2,25 abA
1,97 bA
2,02 bA
2,12 bA
1,90 bA

1,99 aA
2,06 aA
2,22 aA
1,91 aA
1,83 aB
1,62 aB
2,12 aA
1,89 aB
1,98 aA
1,76 aA
1,89 aA

CV%

10,46

17,98

14,96

11,63

@ Médias seguidas pela mesma letra mintcula na linha e mailscula na coluna ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probalidade. *Dados transformados vx + 0,5



5 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo mostraram que todos os
isolados de Bacillus spp. foram capazes de produzir acido indolacético (AlA),
sendo as maiores quantidades obtidas pelos isolados ACB-42, ACB-53 e ACB-
08 (118, 113 e 111mg/Kg, respectivamente). Dados similares foram obtidos por
Leoncio e Botelho (2017), que ao estudarem o potencial de diferentes espécies
de bactérias como indutoras de crescimento vegetal de alho (Allium sativum),
verificaram que grande parte (82%) dos isolados foi capaz de sintetizar AlA.
Bhutani et al. (2018) relataram que bactérias do género Bacillus spp.
produziram AIA, sob condi¢cbes de laboratério e, Giassi et al. (2016)
encontraram resultados positivos para a producdo desse hormbnio por
diferentes espécies de bactérias, inclusive por Bacillus spp..

E importante observar que os isolados ACB-08 e ACB-42 apresentaram
as maiores produgdes de AIA e promoveram maiores alturas em mudas de
tangor Murcott enxertadas em limdo Cravo. Moreira e Araujo (2013) ao
estudarem possiveis agentes promotores de crescimento de Eucalyptus
urograndis verificaram que isolados de Bacillus spp. foram grandes produtores
de auxinas. No entanto, embora esse hormonio tenha a capacidade de induzir
a promocao de crescimento de plantas, varios fatores fisiologicos podem afetar
sua sintese, quando em contato com a raiz da planta (WAGI; AHMED, 2019).
Para Pilet (1979), a resposta do horménio depende do estagio de
desenvolvimento da raiz, a qual pode influenciar na composicdo e na
guantidade dos exsudatos liberados pela mesma. Para Araujo e Guerreiro
(2010), a capacidade de microrganismos em produzir grandes quantidades de
AlA in vitro, ndo é, necessariamente, o fator primordial para que o crescimento
de plantas ocorra, uma vez que, o efeito benéfico depende, também, da
concentracdo presente. Segundo os autores, baixas concentracdes de AIA
podem até estimular o crescimento de raizes, enquanto que, altas
concentragfes podem apresentar um efeito inibitério no crescimento das
plantas. Um exemplo, apresentado neste estudo, diz respeito, ao ACB-07, em
plantas de citrumelo Swingle, que possivelmente por produzir baixa
concentragéo de AlA tenha provocado um maior desenvolvimento da planta.

Os resultados obtidos na etapa realizada in vitro, em que foi avaliada a
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capacidade dos isolados de Bacillus spp. em produzir AlA, solubilizar P e fixar
N, também, ajuda a compreender o potencial dos isolados de Bacillus para
promocgéo de crescimento de mudas de Murcott. No entanto, nem sempre 0s
isolados qua apresentram tracos de promocado de crescimento in vitro
apresentaram potencial como promotores de crescimento de plantas sob
condicbes de casa-de-vegetacdo. Um exemplo, é o isolado ACB-53 que
apresentou maior producdo de AIA, maior indice de solubilizagdo de fosfato e
maior fixacdo de itrogénio, porém, quando em condi¢cdes de casa-de-
vegetacao, ndo teve um bom desempenho na promocao de crescimento de
plantas de tangor Murcott. Resultado semelhante foi obtido por Rodrigues et al.
(2016), segundo os autores um isolado de Klebsiella sp. (KRC 2.2) promoveu o
maior crescimento de plantas de milho, porém, os parametros de crescimento
avaliados in vitro ndo apresentaram os melhores resultados. Por outro lado,
Grobelak (2015), verificou que alguns dos microrganismos testados, que
produziram altos valores de AIA in vitro, também, promoveram os maiores
crescimento em plantas de milho. Segundo esses autores, a solubilizacdo de
fosfato, também, variou entre 0sS microrganismos que aumentaram o0
crescimento das plantas.

De acordo com Giassi et al. (2016), os isolados de Bacillus spp. BM16 e
CPMO4 foram capazes de promover maior crescimento do porta-enxerto
citrumelo Swingle, quando comparado com os porta-enxertos limdo Cravo e
tangerina Sunki. Neste aspecto, diversas pesquisas tém demonstrado que as
interacdes entre planta e microrganismos dependem de acdes especificas, que
podem resultar em modulacdes na fisiologia e morfologia das plantas
(PHILIPPOT et al., 2013), assim como, os exsudatos produzidos pelas raizes
podem ter grande influéncia na microbiota da rizosfera (KAWASAKI et al.,
2016).

Apés realizar a enxertia, utilizando duas variedades de porta-enxertos
para a producdo de mudas de tangor Murcott, foi possivel observar uma nova
dindmica na relacdo planta — microrganismo. Embora possa ocorrer uma
incompatibilidade entre o porta-enxerto citrumelo Swingle e a copa de tangor
Murcott, tal fato n&o afetou a realizagdo das avaliagbes. Essa relagéo
apresenta diversas possibilidades de interagao e fatores que podem influenciar

no desenvolvimento da planta. As diferentes espécies de microrganismos
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presentes na rizosfera, o tipo de solo, disponibilidade de nutrientes, podem
influir tanto positiva quanto negativamente. Em estudo realizado em diferentes
periodos com soja e alfafa, verificou-se grandes diferengcas nos seus
rizomicrobiomas, demonstrando que os estagios vegetativos podem influenciar
nas espécies de microrganismos que irdo interagir com a planta (XIAO et al.,
2017).

As mudas enxertadas sobre limdo Cravo e tratadas com ACB-08,
apresentaram as maiores alturas e comprimento de raizes, mostrando que
esse isolado tem potencial como agente promotor de crescimento de plantas
de tangor Murcott, assim como o ACB-07 que apresentou um efeito positivo
para o crescimento de mudas de tangor Murcott,quando enxertadas em
citrumelo Swingle e de acordo com a maioria dos parametros avaliados (altura
total; altura a partir da enxertia; comprimento da raiz e massa verde da parte
aérea). No entanto, o isolado ACB-07 apresentou o pior indice para producéo
de AIA in vitro. Estudo desenvolvido por Grobelak et al. (2015) ndo corrobora
com os resultados obtidos neste trabalho, em que os autores avaliaram a
capacidade de isolados de bactérias em promover crescimento em plantas de
Brassica napus e Festuca ovinia e, verificaram que os maiores valores de
comprimento do broto foram proporcionados por plantas tratadas com isolados
de Bacillus, assim como interacdes semelhantes foram observadas para o
comprimento das raizes. O efeito do alongamento da raiz e do caule em
comparacao com os controles foi o resultado da producéo de AIA pelas cepas
especificadas, as quais apresentaram os maiores valores deste fito horménio.

A concentracdo de AIA ainda apresenta resultados e consequéncias
variadas. Araujo e Guerreiro (2010) apresentaram resultados em que O0sS
isolados de Bacillus utilizados que mais produziram AlA, ndo foram capazes de
promover crescimento em plantas de Zea mays. A partir desses estudos, é
importante ressaltar que a producdo de AIA, pelas bactérias promotoras de
crescimento de plantas, € regulada por varios fatores, como as espécies
bacterianas, cepas, concentracdo do precursor, componentes do meio, estagio
de crescimento, entre outros (JASIM et al., 2014).

Embora ainda necessite de mais pesquisas, estudos apontam que as
interacdes entre as raizes das plantas e o AlA bacteriano podem ocorrer devido

a estimulagdo direta do alongamento ou divisdo celular da planta e
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indiretamente por influenciar a atividade da enzima Aminociclopropano-
carboxilato (ACC) desaminase bacteriana. A ACC desaminase hidrolisa o ACC
exsudado pela planta, o qual é o precursor imediato do fito hormonio etileno,
evitando assim a inibicdo do crescimento da planta pelo nivel de etileno
produzido (ACHARD et al., 2006). Apesar da sua relativa abundancia, diversos
estudos apontam que em organismos do mesmo género e espécie a sua
distribuicdo ndo é uniforme, ou seja, algumas estirpes possuem e outras ndo
(BLAHA et al., 2006; OROZCO-MOSQUEDA,; GLICK; SANTOYO, 2020). Esse
fator pode estar diretamente relacionado com os diferentes resultados de
promocgéo de crescimento obtidos quando se relaciona o AlA produzido in vitro
e 0s resultados obtidos in vivo.

A importancia do fésforo para o desenvolvimento de plantas é
amplamente conhecido. No entanto, esse nutriente geralmente ndo esta
biologicamente disponivel, uma vez que as raizes produzem uma quantidade
muito baixa da enzima fitase, responsavel pela decomposicdo do fosfato, que
torna o fosforo disponivel para a planta (ALORI; GLICK; BABALOLA, 2017).
Em solos acidos ou basicos, o fésforo disponivel, geralmente é reduzido nas
raizes das plantas, devido a forte ligacdo do elemento com célcio e magnésio.
No entanto, certas enzimas, que sao secretadas por isolados bacterianos no
solo, podem quebrar essa ligacdo, através da acidificacdo das células
microbianas em seus arredores, liberando os ions de fosfato e,
consequentemente, ajudando na disponibilidade do fosforo para as plantas
(OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA, 2017; SOLANKI; KUNDU; NEHRA,
2018). Embora todos os isolados bacterianos testados, neste estudo,
apresentassem capacidade de solubilizar fosfato, somente ACB-53 foi capaz
de atingir um indice de solubilizacdo proximo de 2, ainda assim, um indice
considerado baixo de acordo com os critérios de classificacdo adotados por
Silva Filho e Vidor (2000). Os resultados obtidos neste estudo corroboram com
Giassi et al. (2016), que relataram a baixa solubilizacao de fosfato por isolados
de Bacillus spp.

Dentre os isolados que apresentaram maior solubilizacdo de fosfato,
ACB-53 e ACB-57, nenhum apresentou crescimento de muda, tdo pouco
demonstrou maior crescimento do enxerto. Embora estudos apontem a

capacidade de bactérias do solo em solubilizar e mineralizar fosfato, inluindo
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Pseudomonas spp, Agrobacterium spp. e varias espécies de Bacillus
(BABALOLA; GLICK, 2012; GIASSI; KIRITANI; KUPPER, 2016), os fungos do
solo sdo capazes de distrubuir-se em distancias maiores mais facilmente do
gue as bactérias e podem ser mais importantes para a solubilizacao de fosfato
inorganico em solos, devido a sua capacidade em produzir e secretar mais
acidos, como glucdnico, citrico, latico, 2-cetoglucdnico, oxalico, &cido tartarico e
acético, do que as bactérias (SHARMA et al., 2013).

A fixacdo bioldégica do nitrogénio é realizada por varios grupos de
microrganismos que Sao capazes de absorver o0 nitrogénio elementar da
atmosfera, através da producdo da enzima nitrogenase, a qual catalisa e
converte o dinitrogénio molecular (N2) em amdnia (NH3), que é posteriormente
capturado pelas raizes das plantas e assimilado em aminoacidos (MUS et al.,
2016). Diversas espeécies de Bacillus, como B. cereus, B. circulans, B. firmus,
B. pumilus, B. licheniformis, B. megaterium, B. subterraneous, B. aquimaris, B.
vietnamensis e B. aerophilus sdo conhecidos por fixar nitrogénio atmosférico
(DING et al., 2015; YOUSUF et al., 2017).

Em estudo desenvolvido por Yousuf et al. (2017), 18 variedades de
Bacillus foram avaliados quanto a sua capacidade em fixar nitrogénio. Assim,
como em nosso estudo, todos os isolados foram capazes de fixar nitrogénio,
com uma grande variagcdo de um para o outro. Essa variacdo e a inibicdo da
taxa de fixacdo de nitrogénio entre diferentes cepas de bactérias podem ser
influenciadas por varios fatores fisicos como luz, temperatura e variacfes
sazonais (BASKAR; PRABAKARAN, 2015).

Segundo He et al. (2019), ao avaliarem diferentes espécies de Bacillus e
sua capacidade de fixar nitrogénio, verificaram grande variagdo em termos de
producdo de nitrogénio fixado pela bactéria, como ocorreu no respectivo
estudo. Nos estudos de Giassi et al. (2016) foi verificado variacdes na resposta
da fixacdo do nitrogénio pelas diferentes espécies de bactérias avaliadas.

Os isolados ACB-01, ACB-18, ACB-57, ACB-AP3, quanto a sua
capacidade em fixar nitrogénio in vitro, apresentaram os melhores resultados.
No entanto, ao comparar sua capacidade em promover crescimento da muda
de Murcott e fixar nitrogénio, os resultados foram diversos. Embora algumas
espécies de Bacillus tenham a capacidade de fixar nitrogénio e promover o

crescimento de biomassa (MADHAIYAN et al., 2011), outras podem apresentar
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baixa fixacdo de nitrogénio em condicdes de laboratério e promover
crescimento em campo (GIASSI; KIRITANI; KUPPER, 2016). Muitas bactérias
associadas a plantas sdao bem conhecidas por sua capacidade de conferir a
promoc¢éo do crescimento das e aumentar a resisténcia a varias doencas, bem
como a estresses abiodticos. No entanto, ainda é necessario conferir e
pesquisar esses efeitos benéficos quando aplicados no campo, o que muitas
vezes se diferenciam devido a colonizacao insuficiente de rizo e / ou endosfera
(COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010).

Giassi et al. (2016) observou que a promocao de crescimento das
plantas citricas pelos diferentes microrganismos avaliados, dependeu do
genodtipo da planta. Dessa forma, diferentes microrganismos obtiveram
diferentes resultados a depender do porta-enxerto tratado. Em nosso estudo,
as plantas e isolados se comportaram da mesma forma. Os isolados ACB-01 e
ACB-08 foram capazes de promover o crescimento de Murcott sobre Limé&o
Cravo. Enquanto que, as plantas enxertadas sobre Swingle, os melhores
resultados foram obtidos com o tratamento ACB-07 e ACB-AP3.

A interacdo entre plantas e microrganismos, como observamos no
presente trabalho, possui diversos fatores que podem implicar em seu sucesso
ou fracasso. O processo de enxertia, também pode interferir positiva ou
negativamente nessa associacdo. Em estudo desenvolvido por Padro et al.
(2021), foi avaliado o efeito do B. subtilis nas atividades de enzimas
antioxidantes na enxertia de tomate, e notou-se que a aplicacdo in vivo desta
cepa na enxertia de tomateiro, mostrou um relevante efeito da atividade
enzimatica e do nivel de fendis totais imediatamente apds a enxertia, bem
como nas demais etapas do periodo de recuperacdo do enxerto quando o
estresse oxidativo pode estar associado a reconexdo do tecido vascular. Além
disso, observou-se que a capacidade da bactéria de diminuir ou aumentar a
atividade enzimatica e o nivel de fendis totais nas plantas, também, depende
da combinacao do enxerto compatibilidade do enxerto.

Diversos autores apontam que a colonizacdo dos microrganismos na
rizosfera e as associacfes entre plantas e bactérias podem envolver interacdes
especificas (ZHANG et al.,, 2018) e que as diferentes composi¢cdes dos
exsudatos de raizes podem influenciar essa interacdo (VIVES-PERIS et al.,

7

2018). A liberacdo de exsudatos pelas raizes é altamente influenciada por
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vérios fatores biodticos e abidticos no ambiente, o que pode levar a uma
mudanca significativa na microbiota da rizosfera (KAWASAKI et al., 2016). Os
compostos liberados pelas plantas através de suas raizes constituem-se
principalmente de carbono, nitrogénio e acgulcares, além de fitos hormbénios e
aminoacidos que podem ser atrativos ou deletérios aos microrganismos ali
presentes (KAWASAKI et al., 2016; MOE, 2013). Existem poucas informacdes
sobre a colonizacdo de bactérias e interagdo com exsudatos na rizosfera de
diferentes gendétipos de plantas citricas, no entanto Vives-Peris et al. (2018)
apontaram que exsudatos de raizes de plantas citricas podem moldar o
crescimento das rizobactérias sob condi¢des de estresse abidtico, e a partir da
selecdo de espécies com potencial para essa interacdo, obter microrganismos
com maior potencial para promocdo de crescimento. Outro componente
presente nos exsudatos radiculares que varia muito entre espécies de plantas é
o triptofano, o qual tem sido identificado como o principal precursor da
biossintese de AIA em bactérias. Segundo Spaepen et al. (2007), essa
interacdo entre os exudatos de cada porta-enxerto com cada espécie de
bactéria podem explicar a variacdo nos resultados obtidos.

Mais estudos envolvendo a relagéo entre a producédo de AlA e fixacado de
nitrogénio por bactérias do género Bacillus spp. devem ser realizados, uma vez
gue, no presente estudo os isolados que mais produziram AIA foram os que
menos fixaram nitrogénio e vice-versa. Além disso, devido aos diferentes
processos envolvidos na interagcdo planta-microrganismos, novos estudos
devem ser realizados, principalmente, no que se refere a preferéncia dos
microrganismos por determinados exsudatos de plantas, de modo que possa
auxiliar na selecdo de espécies bacterianas, como agentes promotores de

crescimento de plantas.

6 CONCLUSOES
Pelos resultados obtidos neste trabalho, concluiu-se que:
a) Todos os isolados bacterianos avaliados foram capazes de produzir AlA, solubilizar

fostato e fixar nitrogénio, sob condi¢es de laboratorio;

b) O isolado de Bacillus spp. ACB-07 favoreceu o crescimento de mudas de
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tangor Murcott enxertadas em citrumelo Swingle;

c) Bacillus spp. ACB-08 apresentou potencial, como agente promotor de
crescimento, em mudas de tangor Murcott enxertadas em Limao Cravo;

d) A habilidade de um isolado bacteriano em promover o crescimento de
mudas de tangor Murcott depende, dentre outros fatores, da variedade do

porta-enxerto tilizado.
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