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Caracterizacao de Bacillus spp para promocao de crescimento e efeito na
germinacao de sementes de alface e cebola
Characterization of Bacillus spp for growth promotion and effect on germination of
lettuce and onion seeds
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Resumo: Rizobactérias se caracterizam por apresentarem mecanismos de promogao de
crescimento vegetal e tem sido bastante estudadas quanto ao potencial de uso em sistemas
organicos de produgdo. Este estudo teve por objetivos caracterizar trés isolados de Bacillus
spp quanto a capacidade de produzir de acido indol acético (AlA), sideréforos e de solubilizar
fosfato, bem como avaliar efeito na germinagdo de sementes de alface e cebola. Todos os
isolados produziram AIA, porém apenas o isolado TCR1 foi capaz de produzir sider6foros e
solubilizar fosfato. O efeito positivo da inoculagao das sementes, somente foi observado para
a massa fresca de raiz de cebola, que foi superior ao controle. Nao foram constatadas
diferengas significativas para os demais parametros analisados.
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Introducao

O Brasil ocupa a 12° posi¢cdo no mundo e a terceira na América Latina, em extensao
de area destinada a agricultura organica e as hortaligcas lideram entre os alimentos
mais consumidos no pais neste segmento (MAPA, 2019). Um dos desafios
enfrentados para garantir a producéo, esta relacionado com os insumos destinados
ao sistema organico, entre os quais os biofertilizantes, que irdo garantir a nutricdo
equilibrada das plantas e um bom desempenho produtivo.

Nas ultimas décadas, pesquisas para a selecdo e identificacdo bactérias promotoras
de crescimento vegetal, com potencial de uso como biofertilizantes, tém crescido no
mundo todo. Essas bactérias se caracterizam por apresentarem mecanismos de
producdo de compostos inddlicos e enzimas como a ACC-deaminase, solubilizagao
de fosfatos, producdo de sideréforos, fixacdo de nitrogénio, aumento da
permeabilidade das raizes, estimulo a absorcdo de nutrientes e processos de
protecdo contra patdbgenos que promovem o desenvolvimento das plantas e
contribuem para o aumento da produtividade (SOUZA et al., 2015).
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O género Bacillus € um dos grupos taxonémicos que tem se destacado por apresentar
mecanismos de promocao de crescimento vegetal e com grande potencial de uso em
biofertilizantes, por ser mais tolerante a condi¢des abibticas extremas, como variacoes
bruscas de temperatura e pH, além da capacidade de competicdo com outros
microrganismos (BENEDUZI, et al., 2008). Estirpes de diferentes espécies desse
género vém sendo estudadas na germinacdao de sementes e producado de mudas de
diversas hortaligas, visando a produc¢ao organica (FLORENTINO et al., 2017 ).

Este estudo teve por objetivos caracterizar trés isolados de Bacillus spp quanto a
capacidade de produzir de acido indol acético (AlA), sideréforos e de solubilizar
fosfato. O efeito na germinacéao foi analisado através da inoculagédo dos isolados em
sementes de alface e cebola.

Material e Métodos

Os trés isolados utilizados neste estudo foram obtidos da rizosfera de plantas de
tomate cultivadas no municipio de Caxias do Sul, RS e selecionados por terem
mostrado grande efeito antagonista sobre isolados de Fusarium spp em estudos
anteriores (SILVA et al.,, 2016). A analise dos parametros morfol6gicos, tintoriais,
fisiologicos, bioquimicos e de caracteres coloniais, indicou que essas as bactérias
pertencem ao género Bacillus ou correlatos e fazem parte da cole¢do do Laboratério
de Fitopatologia do Departamento de Diagnostico e Pesquisa Agropecuaria
(SEAPDR-RS).

Avaliacao da Producao de acido indol acético, sideroforos e capacidade de
solubilizar fosfato:

A andlise da produgao de compostos inddlicos (Cls) foram realizados de acordo com
o método proposto por GLICKMANN & DESSAUX (1995). Os dados submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e de comparagdo de médias (p=.<0,1), utilizando o
programa Assistat 7.7 Beta.

A deteccéo de sidero6foros nos isolados foi realizada pelo método colorimétrico do CAS
(Chrome Azurol- S) de acordo com SILVA-STENICO et al.(2005), que detecta a
producao de sideréforo independentemente da sua estrutura quimica. Os resultados
foram analisados pela observacdo visual da coloragédo, tendo sido considerados
positivos para a producdo de sideréforo os isolados que alteraram sua coloracao de
azul para laranja.

A avaliacdo da capacidade de bactérias em solubilizar fosfato inorganico (CaHPO4)
in vitro, foi realizada segundo metodologia descrita por SANTOS et al. (2012). A
analise foi qualitativa, sendo considerado a formacao de halo translucido a partir de 2
mm ao redor das colbnias, resultado positivo para solubilizagdo fosfato. O experimento
foi realizado em ftriplicata.
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Efeito dos isolados sobre a germinacao de sementes de hortalicas: para este
experimento foram selecionados trés isolados que produziram &cido indol acético
Sementes de cebola e alface foram inoculadas com uma suspensdo dos isolados
TS38, TS41 e TCR1, preparada conforme metodologia proposta por MARIANO et
al.(2000), ajustada para ODep0=0,9. Como tratamento controle, as sementes foram
inoculadas com agua. As condicdes experimentais e a avaliagdo da germinacao de
sementes foram realizadas de acordo com as Regras para Analise de Sementes
(BRASIL, 2009). O delineamento experimental foi completamente casualizado e os
dados submetidos a analise de variancia (ANOVA) e de comparacao de médias
(p=.<0,1), utilizando o programa Assistat 7.7 Beta.

Identificacao por PCR: A identificagdo dos isolados TS38, TS41 e TCR1 foi realizada
através da analise das sequéncias parciais do 16S rRNA e gyr B, que foram
comparadas com as sequéncias de estirpes tipo de Bacillus da base de dados do
EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/).

Resultados e Discussao

Os isolados TCR1, TS41 e TS38, produziram 5,64 pg/ml, 10,17 ug/ml e 13,91 ug/mi
de AlA, respectivamente (Tabela 1). Em relacao a solubilizacao de fosfato e producao
de sidero6foros, apenas o isolado TCR1 foi positivo para estas caracteristicas, nas
condicoes experimentais realizadas (Tabela1). ZHAO, et al.(2015) caracterizaram 48
estirpes endofiticas de Bacillus e Paenibacillus, das quais somente 6 foi capaz de
produzir sideréforos. Desta forma, o baixo indice constatado para essas
caracteristicas, entre os 35 isolados analisados nessa pesquisa, corrobora com o0s
resultados obtidos por outros autores.

Quanto ao efeito dos isolados TS38, TS41 e TCR1 sobre a germinagao de sementes
de cebola e alface, ndo houve interacao significativa da inoculagao das sementes para
cebola e, para a alface, o controle foi igual ou superior aos tratamentos com os
isolados. Considerando a massa fresca da parte area, ndo houve interagédo
significativa entre os isolados e as espécies de hortalicas, sendo que o controle foi
superior aos tratamentos. Em relagdo a massa fresca de raiz, o efeito do tratamento
das sementes de cebola com isolados foi superior ao controle (Tabela 1).
HARTHMANN et al. (2009) também observaram que a microbiolizagcdo de
rizobactérias em sementes de cebola pode promover respostas significativas. Porém,
em nosso estudo, nesse mesmo parametro para a alface, o controle foi superior aos
tratamentos com as bactérias. Os demais parametros, massa seca de raiz e de parte
aérea, ndo foram significativos.

A andlise genética dos isolados TS38, TS41 e TCR1 indicou que esses isolados
pertencem ao grupo taxondmico dos Bacillus. O isolado TS38 teve homologia de
100% com B. megaterium e o TS38 99,7% com B. amyloliquefaciens. Nao foi possivel
identificar o isolado TS41 em nivel de espécie através das seqlencias analisadas.
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Tabela 1. Producéao de acido indol acético (AlA), siderdforos (S), solubilizagao de fosfato (SF)
e efeito de isolados de Bacillus spp sobre a produgdo de massa fresca de raiz (MFR) de
cebola.

Isolado Identificacao AlApgml S SF MFR
TCR1 Bacillus megaterium 5,64 c + + 252,9 a
TS38 Bacillus amyloliquefaciens 13,91 a - - 248,2 a
TS41 Bacillus sp 10,17 b - - 180,3 ab

Controle Agua 102,7 b

*Médias seguidas da mesma letra nao diferem estatisticamente entre si

Conclusoes

Todos os isolados de Bacillus spp analisados apresentam pelo menos um mecanismo
relacionado a capacidade de promocao de crescimento vegetal. Considerando os
parametros avaliados, os isolados TCR1, TS38 e TS41 nao promoveram efeito
significativo sobre a germinacao de sementes e crescimento de alface e cebola.
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