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Bacillus spp. COMO PROMOTORES DE CRESCIMENTO NA CULTURA DO
ALGODAO

RESUMO - O uso continuo de fertilizantes minerais na agricultura promove o excesso de
nutrientes como fosforo, nitrogénio e potassio o que ocasiona danos ao ecossistema e
leva a alteragdo da microbiota do solo. Além disso, existe uma baixa eficiéncia das
plantas em absorver e utilizar esses nutrientes 0 que gera perdas da adubacdo mineral.
Neste sentido o uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) € uma
alternativa promissora para melhorar a eficiéncia das plantas na utilizacdo dos
fertilizantes minerais. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de dez
isolados Bacillus (oito isolados de Bacillus subtilis, um isolado de Bacillus velezensis e
um isolado de Bacillus amyloliquefaciens) quanto a sua capacidade de promocédo de
crescimento na cultura de algoddo em condicbes de vaso em casa de vegetacdo. O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com 11 tratamentos
e cinco repeticdes. Os parametros avaliados foram altura da planta, massa seca da parte
aérea e raiz, teores de clorofila nas folhas, nitrogénio e fésforo na planta e no solo. A
massa seca total (parte aérea e raiz) foi maior nos isolados 248 e 290 (B. subtilis), e
maiores valores de altura das plantas foram obtidos para o isolado 248. O teor de clorofila
nas folhas foi superior nas plantas inoculadas com o isolado 290, indicando que o mesmo
foi capaz de aumentar a atividade fotossintética das plantas de algoddo. Os teores de
nitrogénio na parte aérea e na raiz foram superiores nos tratamentos com os isolados
248 e 290, o que indica que houve estabelecimento dessas bactérias na rizosfera
melhorando a disponibilidade e absorcéo de nitrogénio pela planta. O teor de fosforo na
raiz foi maior em plantas que receberam o isolado 001 (B. amyloliquefaciens) o que indica
gue esse isolado favorece a absorcéo de fosforo pela planta. O isolado 248 apresentou
maior quantidade de fésforo soltvel disponivel no solo o que demostra que B. subtilis
atua positivamente na solubilizacdo do fosforo. A analise molecular do DNA ribossomal
16S de isolados obtidos do reisolamento a partir do solo e raiz das plantas do algodao
confirmam a identidade das linhagens utilizadas. Finalmente, os isolados 248 e 290 de
B. subtilis ttm a capacidade de aumentar os teores de clorofila e nitrogénio nas plantas,
altura e matéria seca, e também solubilizam fésforo, o que os torna agentes potencias
para uso como bioinoculantes nas plantas de algodéo.

Palavras chaves: BPCP, fixacdo de nitrogénio, solubilizacéo de fésforo, teor de clorofila,
massa seca, altura, eficiéncia de adubacao



iv
Bacillus spp. AS PLANT GROWTH PROMOTING BACTERIA IN COTTON CULTURE

ABSTRACT - The continuous use of mineral fertilizers in agriculture promotes the excess
of nutrients as phosphorus, nitrogen and potassium in the ecosystems which causes
damages and leads to the instability of the soil microbiota. Moreover, a low efficiency of
the plants to absorb and use these nutrients causes losses of the mineral fertilization, but
the use of plant growth promoting bacteria (PGPB) is a promising alternative to improve
plant efficiency in the use of mineral fertilizers implying in the reduction of its application
on the crops. This work aimed to evaluate the potential of ten Bacillus strains (eight of B.
subtilis, one of B. velezensis and one of B. amyloliquefaciens) about their capacity to
promote growth of cotton seedlings on greenhouse conditions. The experiment was
carried out in a completely randomized design with 11 treatments and five replicates. The
parameters evaluated were plant height, dry matter of aerial part and root, chlorophyll
content in leaves, nitrogen and phosphorus in the plant and soil. The total dry matter
(aerial part and root) was higher to the isolates 248 and 290 of B. subtilis, and higher
values of plant height were obtained for the isolate 248. The chlorophyll content in leaves
was higher in plants inoculated with the isolate 290 what indicates that this isolate was
able to increase the photosynthetic activity of cotton seedlings. The nitrogen content in
the aerial part and roots was higher at the treatments with the isolates 248 and 290
indicating that the bacteria were established in the rhizosphere improving the nitrogen
availability and absorption by the plant. The phosphorus content in the roots was higher
in seedlings treated with the isolate 001 of B. amyloliquefaciens, what demonstrates that
this isolate favors its uptake by the plant. The isolate 248 provided the highest amount of
soluble phosphorus available in the soil, which shows that B. subtilis acts positively on
phosphorus solubilization. The molecular analysis of 16S Ribosomal DNA from isolates
obtained from reisolation from the soil and roots of cotton seedlings confirms the identity
of the strains used at the experiment. Finally, isolates 248 and 290 of B. subtilis are able
to increase nitrogen and chlorophyll contents in the plants, high and dry matter, and also
solubilize phosphorus, which make them potential agents for use as bioinoculants in
cotton plants.

Key words: BPCP, nitrogen fixation, phosphorus solubilization, chlorophyll content, shoot
and root dry matter, height, fertilization efficiency.
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1. INTRODUCAO

O uso continuo de fertilizantes minerais na agricultura tornou-se um problema
alarmante no mundo, pois a maioria dos agroquimicos aplicados permanece persistente
no solo durante muito tempo. Além disso, 75-90% dos fertilizantes fosfatados aplicados
no solo no primeiro ano de cultivo (plantio) ndo e devidamente aproveitados pelas plantas.
Essa situacao leva ao uso e aplicacao excessiva de fertilizantes minerais nos campos de
cultivo, causando efeito deletério sobre o solo e sua microbiota, trazendo como
consequéncia, solos improdutivos, além de problemas sociais e ambientais (TRIPTI et
al., 2017).

A utilizacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) é uma
alternativa que se difunde cada vez mais. Essas bactérias, encontradas principalmente
na regiao da rizosfera, podem atuar como agentes protetores contra patégenos, sintetizar
fitormdnios, atuar na melhoria do aporte de nutrientes pelas plantas e induzir mudancas
na fisiologia, permitindo melhores processos de floracdo, germinacéo e estabelecimento
das plantas (EGAMBERDIYEVA; HOFLICH, 2004, KENNEDY; CHOUDHURY;
KECSKES, 2004; COMPANT et al., 2005; HAYAT et al., 2010). O uso desses
microrganismos como bioinoculantes aumenta a eficiéncia da obtencdo de nutrientes
pelas plantas, diminuindo assim os custos de producdo e o0s impactos ambientais

causados pelo uso indiscriminado de fertilizantes no campo (PEDRAZA et al., 2010).

O género Bacillus inclui mais de 60 espécies e estd conformado por
microrganismos bacilares Gram positivos, formadores de enddsporos resistentes a
fatores fisicos nocivos, como elevada temperatura, radiacdo e desidratacdo, além de
diversos fatores quimicos, o que favorece o uso como biofertilizantes agricolas
(BERGEY; JOHN G. HOLT, 2000; TEJERA-HERNANDEZ; ROJAS-BADIA; HEYDRICH-
PEREZ, 2011).

A fibra do algodéo é o téxtil natural mais utilizado no mundo sendo o Brasil o quinto
maior produtor e quarto maior exportador de algoddo (CARVALHO, 1996; CONAB, 2017).



A cultura € muito exigente com respeito a nutrientes e, além disso, é uma das que mais
defensivos agricolas utiliza, devido a sua suscetibilidade a variedades de pragas e
doencas (ARAUJO, 2008). Entretanto, estudos desenvolvidos por Reva et al. (2004) e
Borris (2011) demonstraram que o uso de Bacillus subtilis no algodoeiro promove o

desenvolvimento da planta e reduz a incidéncia de doengas.

No presente trabalho, as bactérias B. subtilis, B. velenzensis e B.
amyloliquefaciens foram testadas para determinar a capacidade desses microrganismos
na promocao do crescimento e a possibilidade que tem esses isolados em aumentar a
eficiéncia e assimilacdo de nutrientes. Assim como também selecionar por meio de
andlise de componentes principais, os isolados mais eficientes de acordo com as

necessidades da cultura de algodéo.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.Algodéo

O algodao Gossypium hirsutum L., 1763 pertence a familia das malvaceas e é
cultivado no Brasil, em trés macrorregides, a Norte—Nordeste (Tocantins, Maranh&o,
Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Bahia), a Centro-
Oeste (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias) e a Sul-Sudeste (Sao Paulo, Parana
e Minas Gerais). Nas trés macrorregides, encontram-se diferentes sistemas de producéo
desde pequenas glebas, de agricultura familiar, até culturas empresariais, de alto nivel
tecnolégico (CONAB, 2017).

As pesquisas indicam que a planta tem a origem na india. Na América pré-
colombiana, o algodado j4 era conhecido pelos nativos que ndo somente plantavam
algumas espécies de algodoeiro, mas sabiam extrair a fibra, fiar e tecer. Porém, foi no
século XVIII, com a invencdo da maquina de fiar e do tear mecéanico por Sir Richard
Arkwright e Edmond Cartwright, respectivamente, e do descascador mecanico, por Eli
Whitney, que a utilizacdo do algodao na industria téxtil ganhou impulso (BUENO; COSTA,
FERREIRA, 2004).

Os portugueses encontraram a planta sendo cultivada no Brasil na regido do
Nordeste, e depois foi disseminada para as demais regiées como Centro-Oeste e Sul.
Com o algodéo os indios fabricavam redes e algumas pecas de roupa, empregando-o,
também, em tochas incendiarias presas as flechas (SANTO; MORAES; RODRIGUES,
2001).

Carvalho (1996) indica que o algodoeiro é uma planta muito exigente quanto a
qualidade do solo. As areas acentuadamente acidas ou pobres em nutrientes, as
excessivamente umidas ou sujeitas a encharcamento e os solos rasos ou compactados

sdo desfavoraveis para o cultivo.



O algod&@o é uma das culturas mais importantes do Brasil sendo este um dos
maiores produtores mundiais. A colheita é feita com 140 a 200 dias de idade, conforme
a cultivar e as condicbes ambientais. Quando o capulho (ou macd) do algodoeiro
amadurece, conforme a variedade, mostra a matéria fibrosa que envolve as sementes.
Depois de colhido, o algodéo é levado as algodoeiras, onde se separa a fibra do caroco.
A fibra € matéria-prima para a industria téxtil e de fiagdo (NEVES; PINTO, 2012).

A cotonicultura vem crescendo no Brasil, O bom rendimento obtido da safra
passada incentiva o produtor brasileiro a aumentar area de algoddo. As estimativas
iniciais apontam para um crescimento de 15% e para a safra 2017/18 a producéo esta
estimada em quase 1,7 milhdes de toneladas de pluma, quantidade que garante ao pais
lugar privilegiado no cenario internacional, como um dos cinco maiores produtores
mundiais, ao lado de China, india, Estados Unidos e Paquistdo (CONAB, 2017). Brasil e
Estados Unidos disputam uma fatia do mercado de algodao desde o século XVIII quando
a fibra adquiriu enorme importancia econémica com o advento da revolucao industrial e
o notavel desenvolvimento da manufatura téxtil inglesa (SANTO; MORAES;
RODRIGUES, 2001).

A participacdo da cultura no consumo de fertilizantes e defensivos se justifica pelo
fato da producéo estar concentrada nas regides do Cerrado, onde as condi¢cdes do solo
exigem adubacéo com a finalidade de fornecer a planta os elementos essenciais que o
substrato ndo fornece, gerando maiores custos de producdo (BUENO; COSTA;
FERREIRA, 2004). No Brasil, existem 20 pragas de importancia econdmica e cinco
pragas ocasionais, além de 15 doencas causadas por fungos, bactérias, virus e
nematoides que, aliadas a outros fatores socioecondmicos e ambientais, afetam as

lavouras algodoeiras causando grande prejuizo econémico (NEVES; PINTO, 2012).
2.2.Produtos da cotonicultura

Em termos econdmicos, a pluma é o principal produto priméario do algodao. Trata-

se das fibras mais longas do algodédo em carogo. Atualmente, toda pluma produzida se



destina a fabricacdo de fios, os quais sdo usados quase que exclusivamente pela
industria téxtil. Outro tipo de fibra com grande aceitacdo no mercado € o linter, um
conjunto de fibras curtas que envolvem o caro¢o. Apés o processo de descarocamento,
o linter pode ter diversas destinacdes na industria, como na fabricacdo do algodéo de
farméacia, também conhecido como algodao hidrdfilo, tecidos rusticos, estofamentos,
filtros e mesmo pavios de polvora (BELTRAO et al., 2011).

Além dos diferentes tipos de fibra, o caro¢o do algodoeiro fornece um produto cujo
valor tem sido cada vez mais reconhecido pelo mercado e que também apresenta uma
diversificada gama de aplicagbes. O caro¢co pode ser utilizado como suplemento na
alimentacdo humana e animal ou mesmo para a fabricacéo de biodiesel (NEVES; PINTO,
2012). A parte que € destinada a indastria segue para as esmagadoras onde séo obtidos
0 Oleo, a torta e o farelo. Quando refinado, o 6leo se torna comestivel, podendo ser
utiizado como O6leo de cozinha ou aplicado na elaboracdo de outros produtos
alimentares, como a margarina e a maionese, 0 que torna o 6leo o segundo principal

produto do algodoeiro, atrds somente da pluma (CARVALHO, 1996).
2.3.Necessidades nutricionais do algodoeiro

O algodoeiro é uma cultura exigente quanto a qualidade fisica do solo, a cultura
tem preferéncia por solos com textura média a solos argilosos, favoraveis no conteudo
de nutrientes naturais, matéria organica. Enquanto a fatores quimicos e bioldgicos e
importante conhecer o grau de acidez, e cobertura vegetal para em caso de ser
necessario fazer as correcdes previas ao plantio favoraveis para a cultura. (EPSTEIN;
BLOOM, 2006).

O uso intensivo do solo e o aumento da produtividade agricola esgotam o0s
nutrientes do solo (GWATHMEY, 2005). Portanto, é necessario a reposicdo desses
nutrientes. O nitrogénio (N), depois do carbono, oxigénio e hidrogénio é o quarto elemento
mais abundante nas plantas e um dos nutrientes fundamentais na formacao de proteinas,

acidos nucléicos, clorofila e horménios exigidos pela cultura. Este nutriente influencia



diretamente no metabolismo, produtividade e qualidade da fibra do algodao (WILD;
RUSSELL, 1992).

A absorcao do N se intensifica a partir dos 20 dias de idade das plantas e continua
assim até o pleno florescimento, regularizando o ciclo da planta, incentivando o
florescimento, a frutificacdo e a producédo, aumentando os niveis de clorofila a e b (que
tem em seu nucleo quatro moléculas de nitrogénio), além de melhorar o comprimento e
a resisténcia da fibra (VAN RAIJ; DA SILVA, 1997).

Outro macronutriente essencial para a planta de algodé&o é o fosforo (P), este faz
parte de todo o metabolismo energético, e sua absorcdo também se intensifica a partir
dos 20 dias de idade. Ele participa de importantes processos como a fotossintese, a
sintese de proteinas e as atividades enzimaticas sendo especialmente abundante no
ndcleo das células e o principal composto de reserva nas sementes, embora sua
absorcdo seja baixa por se encontrar de forma insolivel no solo. Portanto, é
recomendavel o uso de fontes sollaveis de P e de formula¢gdes de N-P-K que além desses
nutrientes também fornecam enxofre (AMES, 1966; KPOMBLEKOU-A; TABATABAI,
1994; RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

O algodao também precisa de potassio (K), este nutriente age indiretamente na
respiracdo, no metabolismo de carboidratos, na sintese de proteinas, no transporte, na
fotossintese e no balanco de agua. Encontra-se nas sementes e na casca dos capulhos
e ajuda na produtividade e qualidade de fibra (maturidade e micronaire) (EPSTEIN;
BLOOM, 2006; SANTI; BOGUSZ; FRANCHE, 2013). O enxofre (S) também forma parte
dos elementos necessarios pela cultura do algodao, faz parte de proteinas e aminoacidos
que interveem em processos fotossintéticos da planta (WILD; RUSSELL, 1992).

De acordo com Plazas e Garcia (2011) dentre os nutrientes secundarios,
necessarios para a cultura do algodéo destacam-se o calcio (Ca), magnésio (Mg), zinco
(Zn) e boro (B); o Ca aparece como constituinte da parede celular, o Mg na clorofila e na

translocacdo de acuUcares dentro da planta, o B evita o nanismo fomentado pelo



desenvolvimento de meristemas de raizes e folhas, auxilia na formacéo do tubo polinico,
além de participar na sintese de proteinas e formacgéo da parede celular. O Zn evita o
acumulo de nitrato nas folhas. Estes ndo sdo problemas sérios para a adubacéo, uma
vez que séao fornecidos tanto na correcdo dos solos como em aplicacdes foliares (VAN
RAIJ; DA SILVA, 1997).

2.4.Bactérias promotoras de crescimento em plantas

As bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) sdo aquelas capazes
de colonizar as raizes das plantas e estimular o crescimento e rendimento dos cultivos
(CHANWAY et al., 1989).

Os microrganismos presentes na rizosfera possuem uma diversidade genética que
0s permite se adaptarem nos diferentes habitats, cumprindo processos nos ecossistemas
terrestres, agem como simbiontes com as plantas e contribuem no aporte de nutrientes
limitantes, e na produtividade ao regular processos importantes de mineralizac&o, no ciclo
do nitrogénio, no ciclo do carbono e na solubilizacdo de fosfatos (BHATTACHARYYA;
JHA, 2012).

O estudo de microrganismos promotores de crescimento de plantas tem como
objetivo identificar in6culos microbianos que permitam melhorar o crescimento das
plantas e reduzir a dependéncia dos fertilizantes e defensivos agricolas (ADESEMOYE;
TORBERT; KLOEPPER, 2009).

O N é um dos principais nutrientes que as plantas precisam para seu
desenvolvimento e € um fator limitante em seu crescimento. Segundo estudos realizados
por Oberson et al. (2013), pode-se classificar as linhagens bacterianas em diazoétrofos,
gue sédo bactérias simbidticas associadas as leguminosas que infectam a raiz produzindo
nodulos e as bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre que inclui espécies dos
géneros Azospirillum, entre outras. Estas bactérias de vida livre ndo invadem a planta e

fixam o nitrogénio atmosférico através das enzimas nitrogenase alterando o subministro



de nutrientes transformando o nitrogénio atmosférico em amoénia-N (SPRENT;
PARSONS, 2000; MERRICK, 2004; SANTI; BOGUSZ; FRANCHE, 2013).

Depois do N, o P € o nutriente mais limitante nas plantas. No Brasil, os solos
podem conter grandes reservas de fésforo total, mas a quantidade disponivel para as
plantas é muito pequena porque a maior porcdo deste elemento se encontra em formas
insolUveis, as quais as plantas séo incapazes de absorver. Os microrganismos utilizam
0s acucares dos exsudados das raizes das plantas e o metabolizam liberando acidos
organicos como acido butirico, malico, acético, lactico, citrico entre outros, e estes agem
como quelantes de cations promovendo a liberacdo de fosfatos sollveis para a planta
(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; FREITAS; BANERJEE; GERMIDA, 1997).

As plantas somente podem absorver o P em duas formas iénicas soluveis, a
monobésica (H2POs) e a dibasica (HPO4*) (GLASS, 1989). Porém, as BPCP sdo
capazes de solubilizar o fosfato, tornando-o disponivel para a planta, seja mediante a
secrecdo de acidos ou mediante enzimas produzidas pelas bactérias conhecidas como
fosfatases. Estas enzimas sé@o capazes de solubilizar o P orgénico procedente da matéria
organica mediante hidrolises (ALEXANDER, 1978; JHA; SARAF, 2015).

O ferro é um nutriente essencial no metabolismo das mitocdndrias, cloroplastos e
€ absorvido principalmente da rizosfera das plantas. No solo, o ferro se encontra
distribuido em grandes guantidades no ion Fe®*, forma que reage formando 6xidos e
hidroxidos que sao insollveis e, portanto, indisponiveis para as plantas e os
microrganismos (ROUT; SAHOO, 2015). As BPCP geram maneiras para melhorar a
absorcao do ferro, mediante a liberacdo de compostos organicos capazes de reduzi-lo
até ficar soluvel para que seja absorvido por enzimas presentes na membrana celular da
planta. O ferro sollvel atua numa série de processos como a respiragéo, fixacdo de
nitrogénio e a fotossintese (MORRISSEY; GUERINOT, 2009).

O uso potencial que tem as BPCP como inoculantes em plantas, pelos seus

diversos mecanismos responsaveis na resposta de crescimento e a competéncia pelos



nutrientes, tem uma enorme variagdo entre os microrganismos do solo, incluindo os
patbgenos microbianos que sao o0s responsaveis pela dindmica da comunidade vegetal
e a diversidade das plantas, o que indica a importancia dos microrganismos como
reguladores da riqueza de espécies vegetais na terra (VAN DER HEIJDEN; BARDGETT;
VAN STRAALEN, 2008).

Para o processo de desenvolvimento de inoculantes, é necessario levar em
consideracédo fatores como a selecdo das BPCP adequadas baseando-se na planta
hospedeira, alvo, tipo de solo, comunidades microbianas selvagens (autéctones) e
condi¢cdes ambientais, pois a maioria dos microrganismos estao influenciados pelas
interacdes entre as raizes das plantas e o solo circundante (BIRCH; KAMOUN, 2000;
BERG; SMALLA, 2009).

A capacidade de producdo de horménios vegetais (fitoestimulacao) pelas BPCP é
considerada um dos mecanismos mais importantes pelo qual muitas bactérias promovem
o crescimento das plantas, a divisdo celular e a extensdo das raizes (MARTINEZ-
VIVEROS et al., 2010). Os principais fitormbnios sao as auxinas, citocininas e giberelinas.
As auxinas sdo produzidas como resultado do metabolismo das BPCP e que sao
responsaveis pela influéncia no crescimento vegetal, divisdo, expansao e diferenciacao
de células e tecidos vegetais, além do alongamento da raiz (TSAVKELOVA et al., 2006;
LAVENUS et al., 2013). As citocininas sdo derivados de purinas que promovem e
participam na divisao celular das plantas e no crescimento primario da raiz sendo Bacillus,
Pseudomonas e Azospirillum os principais géneros que as produzem. As giberelinas sao
um amplo grupo de horménios sintetizados pelas bactérias que estimulam o sistema
radicular melhorando a aquisi¢cao de nutrientes para facilitar o crescimento da parte aérea
(GLICK, 2014; WONG et al., 2015).

Outro dos hormdnios que participam no crescimento e desenvolvimento das
plantas e fazem parte da colecdo estrutural das BPCP é o etileno, implicado como
mediador nas vias de sinalizagdo hormonal. Estudos recentes confirmam que o etileno

estd envolvido em diversos processos dentro do desenvolvimento da planta, como a
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germinacao de sementes, crescimento de pelos radiculares, nodulagdo, maturagéo dos
frutos e senescéncia (SANTNER; ESTELLE, 2009).

Outra forma de atuacdo das BPCP é a producéo de antibioticos e enzimas que
excretam como metabolitos secundarios. Espécies do género Bacillus e Pseudomonas
possuem esta caracteristica que permite sua rapida colonizagéo na rizosfera deslocando
outras bactérias prejudiciais e auxiliando no biocontrole de patogenos (HILLEL;
HATFIELD, 2005; LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009).

Na atualidade, o uso de BPCP nos solos agricolas € uma influéncia para as
interacdes e processos microbianos no solo. As BPCP podem agir como biofertilizantes,
biocontroladores e fitoestimulantes (BERG; SMALLA, 2009; BENEDUZI; AMBROSINI;
PASSAGLIA, 2012). Varias linhagens bacterianas estédo disponiveis comercialmente em
forma de produtos que sdo usados como biofertilizantes e agentes de controle bioldgico
(JHA; SARAF, 2015). Nos sistemas de producdo de algoddo a necessidade de se
conseguir um rendimento alto e uma producao favoravel aponta para a necessidade de
novos estudos que procurem novas linhagens que estabelecam uma interacao planta-
microrganismo favoravel, baseando-se em enfoques moleculares e biotecnolégicos que
permitam gerar novos conhecimentos da biologia da rizosfera para atingir o0 manejo
integrado das populacdes microbianas do solo (NADEEM et al., 2013; PAJUELO et al.,
2014).

Dentro dos géneros de BPCP estudados por apresentarem potencial na agricultura
estdo Pseudomonas, Bacillus (KIM et al., 2003), Agrobacterium, Arthrobacter,
Azospirillum, Azotobacter, Staphylococcus, Burkholderia e Flavobacterium. As bactérias
do género Bacillus pertencem a familia Bacilliaceae, atualmente inclui mais de 60
espécies, sdo Gram-positivas, formadores de enddsporos, quimioheterétrofos, moveis,
rodeados de flagelos, podem ser anaerbbias ou aerdbias facultativas. As células
bacterianas deste género apresentam um tamanho que varia 0,5 a 2,5 pum x 1,2-10 um,
e podem ser isolados comumente de solos e plantas (BERGEY; JOHN G. HOLT, 2000;
ANDERSON, 2003).
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Bacillus subtilis se caracteriza por ser Gram-positivo, produtor de enddésporos
resistentes a fatores fisicos e quimicos prejudiciais como altas temperaturas, radiacao,
desinfetantes, entre outros. Produz enzimas hidrofilicas extracelulares que degradam
polissacarideos; produz antibiéticos lipopeptidicos, da familia surfactina, bacitracina e
polimixina; sobrevive de 55-77 °C, e é considerado como um agente de controle bioldgico
por promover o desenvolvimento de plantas e prevenir doencas no solo (RAGAZZO-
SANCHEZ et al., 2011).

A promocéo de crescimento ocasionada por B. subtilis € consequéncia do aumento
da fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de nutrientes, sintese de fitormonios e melhoria
das condi¢cdes do solo. Estudos realizados em feijdo inoculados com esta bactéria
mostraram que a sintese de auxina, citocinina e giberelina levou a semente a uma rapida
germinacao, emergéncia e aumento (29 a 33%) do peso seco das plantulas (MANJULA;
PODILE, 2005). Além disso, Araujo (2008) mostra que sementes de algodao, milho e soja
expostas a inoculagdo com B. subtilis tiveram incremento na emergéncia das plantulas.
Desta maneira, a rapida emergéncia das plantas diminui o tempo no campo e favorece
um menor contato com patégenos presentes no solo e no ambiente externo nos primeiros
estagios da planta (LANNA FILHO; FERRO; DE PINHO, 2010).

Outras espécies de Bacillus que estdo sendo estudadas como possiveis
bioinoculantes sdo B. velezensis e B. amyloliquefaciens gerando bons resultados na

agricultura pela importancia na promocao de crescimento (FERNANDEZ et al., 2004).

7

A espécie B. velezensis € comumente encontrada no solo, e por apresentar
metabolismo aerdbio é capaz de produzir antibiéticos com alta atividade antifingica
comprovada por bioensaios in vitro. Também, comprovou-se a capacidade de solubilizar
fosfatos, produzir 4cido-3-indol acético e sideréforos que promovem o crescimento da
planta (FERNANDEZ et al., 2004). Outros estudos mostraram que B. velezensis poderia
ajudar a restabelecer o funcionamento da microflora benéfica no solo (RUIZ-GARCIA,
2005).
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A espécie B. amyloliquefaciens possui atividade fungicida que foi demostrada a
partir da producgéo de antifingicos gerando um composto ativo que inibe o crescimento
de hifas de Rhizoctonia solani (YU et al., 2002). Seu genoma esta constituido por um
grupo de genes implicados nas sinteses de lipopeptideos e policétidos com atividade
antifangica, antibacteriana e nematicida. Esta bactéria tem a capacidade de se associar
as raizes da planta estimulando seu crescimento e favorecendo a supressao de
patogenos, melhorando os ciclos naturais dos materiais minerais e organicos, permitindo
assim criar condicbes ideais para as plantas, capaz de produzir uma variedade de
metabolitos secundarios que evitam o crescimento de outras bactérias competitivas
dentro da rizosfera da planta (CHEN et al., 2009).

3. MATERIAL E METODOS

3.1.Localizag&o do experimento

O experimento foi desenvolvido de fevereiro a abril de 2017 (60 dias) em casa de
vegetacdo no Departamento de Producao Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, FCAV/UNESP
em Jaboticabal-SP (21° 14' 05" S, 48° 17' 09" W e 615,01 m de altitude). Todas as
analises quimicas e microbioldgicas foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia do

Solo.
3.2.Preparacgéo do solo

O solo utilizado no experimento foi Latossolo vermelho eutréfico (EMBRAPA.,
2006). Foi realizado analise quimica prévia a semeadura apresentando as caracteristicas

indicadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Analise quimica do solo.

pH MO P(resina) K Ca Mg H+Al SB CTC V

CaClz gdm® mgdm3 ..., mmolc dms...........cceeeee %

6,5 11 20 0,7 19 5 17 244 428 64

O solo foi peneirado e utilizado para preencher vasos com capacidade de 5 litros.
A adubacdo foi realizada de acordo com a analise de solo e as recomendacdes
nutricionais da cultura do algoddo. Foram acrescentados nitrogénio (N: 3,34 g ureia),
fésforo (P: 81,67 g Super Simples), potassio (K: 0,3379 g KCI), zinco (Zn: 1,94 g
ZnS047H20, e boro (B: 0.0070 g H3BOs3) em cada vaso antes da semeadura para
disponibilizar nutrientes para as plantas. A umidade foi mantida em torno de 70% da
capacidade de campo com irrigacdes diarias. As temperaturas minimas e maximas

ficaram na média de 28,6 e 38,0 °C, respectivamente.
3.3.Semeadura

Quatro sementes de algoddo (Gossypium hirsutum - IMA15675 B2RF) foram
semeadas por vaso, e quinze dias ap0s a emergéncia foi realizado o desbaste, deixando-

se uma planta por vaso.
3.4.Microrganismos e preparo dos in6culos

Os microrganismos utilizados foram previamente isolados da cultura do milho
(MILANI, 2017) e pertencem ao acervo de microrganismos do Laboratério de
Microbiologia do Solo do Departamento de Producao Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Jaboticabal-SP. Foram utilizados 10 isolados bacterianos, conforme descrito

na Tabela 2.
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Tabela 2. Descricéo dos isolados usados no estudo.

Espécie Isolado bacteriano
Bacillus amyloliquefaciens 001
Bacillus velezensis 188
Bacillus subtilis 248
Bacillus subtilis 263
Bacillus subtilis 274
Bacillus subtilis 287
Bacillus subtilis 290
Bacillus subtilis 291
Bacillus subtilis 309
Bacillus subtilis 320

Controle -

Estas bactérias foram selecionadas por apresentarem caracteristicas para a
promocao do crescimento de plantas como a capacidade de solubilizacdo de fosforo,
fixagdo de nitrogénio e producdo de AIA (Acido Indol Acético) de acordo com Milani
(2017).

Cada isolado bacteriano foi cultivado em frasco erlenmeyer com capacidade para
125 mL, contendo 60 mL de meio caldo nutriente estéril e incubado a 30 °C por 24 horas
em estufa bacteriolégica. Apés esse periodo, as amostras foram padronizadas e a leitura
no espectrofotdmetro foi realizada a 630 nm para determinar a concentracdo do inéculo
(KLOEPPER; LIFSHITZ; ZABLOTOWICZ, 1989). As suspensdes foram inoculadas em
meio solido e incubadas por 24 horas para realizacdo de contagem e verificacdo da
pureza dos isolados. Em seguida a concentracdo foi ajustada para 7x108 unidades

formadoras de col6nia por mL (UFC.mL™1).
3.5.Inoculacéo do algodéo

As sementes de algodao IMA 15675 B2RF foram inoculadas por meio de imerséo
nas suspencdes bacterianas, que foram mantidas sob agitacdo em plataforma agitadora

a 130 rpm por 30 minutos. Apds esse periodo, as sementes foram retiradas das
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suspensdes e semeadas nos vasos mantidos em casa de vegetacao.

Apés a emergéncia, as plantulas foram inoculadas utilizando as mesmas
concentracfes e metodologia para inoculacdo das sementes. Foram realizadas oito
inoculagbes sendo feitas a cada 7 dias, desde o dia 03 de margo até 21 de abril com o
auxilio de uma pipeta adicionando 10 mL da suspengdo contendo 108 UFC.mL* do
indculo. A inoculacéo foi realizada na base e na parte aérea da planta para avaliar a
eficiéncia da colonizacdo e a promoc¢ao do crescimento vegetal. Com o controle, foram

utilizadas plantas sem nenhum tipo de inoculo.
3.6.Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com 11 tratamentos e cinco
repeticdes, totalizando 55 vasos. Prévio a andlise de variancia, a normalidade dos dados
(teste de Shapiro-Wilk) e a homogeneidade de variancias (teste de Levene) foram
realizadas para cada parametro avaliado. Os dados da altura foram submetidos a anélise
de regressao néo linear para estimar o crescimento das plantas através do tempo usando
o software livre R 3.4.1 para Windows. Os resultados calculados pelo programa foram o
valor de cada uma das constantes com 95% de confiabilidade, o valor do coeficiente de
correlacdo (r?) e o erro padrdo. As comparacées das médias foram realizadas utilizando
o teste de Duncan (a<0.05). A analise de componentes principais foi empregada para
examinar as variacbes nos parametros avaliados e verificar quais parametros
contribuiram na separacdo dos tratamentos. Finalmente, as andlises univariada e

multivariada foram executadas utilizando o software livre R 3.4.1 para Windows.
3.7.Parametros avaliados

3.7.1. Altura

hY

A altura foi avaliada com o auxilio de uma régua graduada em centimetros a
distancia entre o colo e o apice da planta. As medidas foram realizadas semanalmente,

totalizando oito medicdes ao longo do experimento. A altura do caule principal € uma das
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medi¢c6es mais comuns feitas na planta do algod&o e sao Uteis para a tomada de decisfes
de manejo (RAMIREZ-LUNA et al., 2005).

3.7.2. Determinacdo de massa seca

No final do experimento, as plantas foram lavadas em agua corrente, separadas
em raiz e parte aérea, e colocadas em sacos de papel. A secagem foi realizada para
obter a massa seca de raizes (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca
total (MST). Para o calculo da MST foram somadas MSR e MSPA. As amostras foram
mantidas em estufa com circulacao de ar a 65°C por 72 horas, até peso constante, sendo

em seguida, determinada a massa utilizando-se balanca analitica.
3.7.3. Teor de clorofila na folha e teor de nitrogénio na parte aérea e raiz

A determinacao do teor de clorofila foi realizada utilizando-se dimetilformamida e
posterior leitura em espectrofotdmetro a 480, 647 e 664 nm para determinacdo das
clorofilas a, b e c, respectivamente, conforme método proposto por (Wellburn, 1994).
Foram escolhidas aleatoriamente trés plantas por tratamento para realizar a medicéo da
clorofila. Foi amostrado 1 cm? de folha extraida a partir de dois tercos de sua base e a 1
cm de sua margem, nas terceiras folhas das plantas escolhidas. O material vegetal foi
retirado com auxilio de uma tesoura, cortado e transferido a tubos eppendorf ambar de 5
mL com dimetilformamida. As amostras foram armazenadas durante 48 horas em

geladeira. ApGs esse periodo, as leituras foram realizadas.

A determinacao do N foi feita pelo método de Kjeldahl proposta por Bremner (1996)
e Mulvaney (1996) modificado por Bezerra Neto e Barreto (2011). Foi realizada em trés
etapas: digestéo, destilacdo e titulacdo. Foram pesados 100 mg das amostras vegetais
moidas e transferidas para tubos digestores, adicionando nesses tubos 7 mL da mistura
digestora. Os tubos foram adaptados em blocos digestores localizados em uma capela e
colocados para aquecer em sequéncia de tempo e temperatura (1 h a 100°C, 1 h a 200°C
e 1 ha300°C).
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ApoGs resfriamento, o digerido foi dissolvido com 10 mL de &gua destilada
acoplando o tubo digestor ao destilador de Kjeldahl. Posteriormente, foi destilado com 25
mL de NaOH (50%) e recolhido o destilado em um erlenmeyer contendo 10 mL de acido
borico com indicador misto. Apos obter 20 mL de destilado, a amoénia destilada foi titulada
usando uma solucéo padrdo de H2SO4 0,05 N. O ponto final da titulagdo corresponde a
mudanca de cor de verde para vermelho ou rosa claro. Os valores obtidos correspondem

ao teor de nitrogénio total.
3.7.4. Teor de fosforo sollvel na parte aérea e raiz

As concentracfes de P nas plantas e nas raizes foram determinadas segundo a
metodologia proposta por Haag et al. (1975) com a digestao sulfarica do material vegetal
e seguida pela metodologia proposta por Bezerra Neto e Barreto (2011). Foi pesado 0,5
g do material vegetal moido e transferido para tubo digestor, foi adicionado 5 mL de acido
nitrico concentrado e 1mL de acido perclorico concentrado e foi deixado em repouso de
um dia para outro. Os tubos foram colocados para aguecer em bloco digestor localizado
em uma capela, na sequéncia de tempo e temperatura (1h a 80°C, 1h a 120°C, 1h a
150°C e 1h a 180°C). Apés esfriar, foi transferido quantitativamente o digerido para um
baldo volumétrico de 50 mL, com o auxilio de agua deionizada e um bastdo. O tubo
digestor foi lavado pelo menos trés vezes, transferindo o liquido de lavagem para o balédo
volumétrico e completando o volume; o extrato foi transferido para frascos. Para sua
analise por método colorimétrico, foi adicionado reagente especifico (molibdato de
amonio mais vanadato de amoénio), o qual reage com o fésforo formando um complexo
de cor amarelada. Foi preciso fazer uma curva padrao com concentracdes de fosforo

conhecidas para correlacionar com as amostras.
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3.8.Anédlise quimica do solo
3.8.1. Preparacédo das amostras do solo

As amostras do solo foram separadas em duas partes de aproximadamente 100
gramas cada uma. Uma parte foi peneirada e seca a temperatura ambiente para a
realizacdo das analises quimicas e a outra foi conservada em geladeira para a realizacao

das analises microbioldgicas.
3.8.2. Fosforo soluvel em bicarbonato

Para a determinag&o do P soluvel foi utilizado o método proposto por Murphy e
Riley (1962) modificado por Watanabe e Olsen (1965). As amostras de solo seco ao ar a
temperatura ambiente foram peneiradas com malha de 2 mm. Foram pesadas 0,6 g de
terra fina seca ao ar (TFSA) em erlenmeyers de 250 mL, contendo 12 mL de solucéo de
bicarbonato de sédio 0,5M pH 8,5. Posteriormente, as amostras foram levadas ao
agitador horizontal onde permaneceram por 30 minutos e foram filtradas em papel
Whatman n°® 40. Em tubos de ensaio, foram adicionados 2 mL do filtrado, 0,2 mL de
solugao de acido sulfurico 2,5 N, 0,8 mL de “Reagente B” em tubos de ensaio 13x150
mm, foi agitado vigorosamente e incubado em banho-maria por 20 minutos a 45 °C e foi
feita a leitura em absorbancia no espectrofotdmetro em comprimento de onda de 820 nm
utilizando um branco, com 2 mL de bicarbonato de sédio 0,5 M, pH 8,5, no lugar do extrato
de solo. Foi preparada uma curva padrdo com solugdo KH2POa4 contendo 100 pug P/mL™.

Os calculos foram feitos de acordo com a correlacao dos valores da curva.

Reagente B: Preparado imediatamente antes de ser utilizado dissolvendo 1,056 g de

acido ascorbico em 200 mL do reagente A.

Reagente A: Dissolver 12 g de molibdato de aménio e 0,2908 g de tartarato de antiménio
e potassio em 250 e 100 mL de agua destilada, respectivamente. Juntou-se as duas
solugcdes em 1000 mL de solucéo de acido sulfarico 2,5 M e completou-se volume com

agua destilada para 2000 mL.
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3.8.3. Isolamento e contagem de Bacillus em solo e raiz

As amostras coletadas foram mantidas a 4 °C em geladeira até o processamento
no laboratério para estimar o nimero de unidades formadoras de colénias (UFC). Foi
utilizada a metodologia de diluicdo em série de 10' a 10 segundo Wollum (1982). Os
isolamentos de Bacillus foram obtidos conforme metodologia seletiva de choque térmico
proposta por Rothfuss; Bender e Conrad (1997) e Vieira e Nahas (2000). Foram
adicionados 10 g de solo de cada tratamento em um erlenmeyer contendo 95 mL de uma
solucéo de pirofosfato de sodio 0,1% (p/v) e levadas a agitacdo horizontal por 30 minutos,
em seguida, aliquotas de 1 mL foram transferidas para tubos de ensaio contendo 9 mL
de pirofosfato e agitadas em vortex para homogeneizacdo das amostras. Para
reisolamento de Bacillus, os tubos com as diluicbes foram submetidos a um choque
térmico a temperatura de 80°C por 10 minutos, resfriando-o em seguida por 5 minutos na
adgua gelada (ROTHFUSS; BENDER; CONRAD, 1997). Em seguida, 0,1 mL de cada
diluicdo foram transferidas a placa de Petri contendo meio de cultura Tryptic Soy Agar
(TSA) e incubadas em BOD, com temperatura de 25°C a 30°C permitido o crescimento
de colbnias isoladas de Bacillus resistentes ao choque por possuirem enddosporos
resistentes, comprovando sua morfologia com coloragdo de Gram. As contagens foram
feitas a cada 24 horas em um contador de colénias com 6x de aumento, até ndo se
constatar nenhum aumento do numero de colbnias. Foram consideradas apenas as
contagens que variaram de 30 a 300 col6nias (BLACK, 1965; SCHORTEMEYER et al.,
1996).

3.8.4. Solubilizacéo de fosfato insoltvel em meio de cultura liquido

A determinacédo do P solavel foi feita utilizando a metodologia descrita por Ames
(1966) e Nahas (1996) onde a atividade de solubilizagcdo de fosfato de célcio por
microrganismos do género Bacillus foi determinada em frasco de erlenmeyer de 125 mL
contendo 60 mL de meio liquido com pH 7,0 contendo por litro 0,1 g de NaCl, 1 g de
NH4CI, 2 g de KCI, 1 g de CaClI2.2H20, 1,2 g de MgS04.7 H20, 10g de glicose, 0,5 g de

extrato de levedura, suplementado com 5 g.L! de fosfato de célcio (NAHAS, 1996). A
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inoculacao de cada isolado foi realizada pela transferéncia de 0,2 mL de uma suspensao
obtida a partir de colonias crescidas por 24 horas em caldo nutriente na concentragéo de
1x108 UFC.mL*. Ap6s a inoculagéo, as culturas foram incubadas, sem agitacéo, a 28°C
por 7 dias. Diariamente, foram retirados quatro frascos de cada cultura bacteriana.
Posteriormente, as solu¢cbes foram centrifugadas a 9000 rpm por 15 minutos e, no
sobrenadante, foi determinado o teor de fosfato.

Seguindo a metodologia de descrita por Ames (1966), foram adicionados 0,1 mL
do sobrenadante em tubos de ensaio, adicionando a estes 1,5 mL de 4gua destilada e
1,4 mL da soluc¢éo R. Todos os tubos foram agitados e incubados em banho-maria, a 45
°C, por 20 minutos. Apdés a incubacéo, foi feita uma curva padrao com solucédo de KH2PO4
0,0002 mol.L1. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotdmetro a 820 nm

correlacionando o valor das leituras para fazer os célculos.
Solucéo A: Dissolver 10 g de acido ascoérbico em 100 mL de agua deionizada.

Solucédo B: Dissolver 1,25 g de molibidato de amoénio em 30 mL de agua deionizada,

acrescentar 7,3 mL de acido sulfurico concentrado e completar o volume para 300 mL.

Solucéo R: Mistura da solucéo A e a solucdo B na proporcéo de uma parte de solucao
A para seis partes de solucao B (preparar no momento da determinacao).

3.8.5. Amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sequenciamento e

analise daregidao 16S do rDNA bacteriano

As 10 linhagens utilizadas nesse trabalho tiveram a caracterizacdo molecular
realizada previamente por Milani (2017). A fim de realizar a confirmagcdo de que os
resultados obtidos se deram em virtude da acdo da linhagem inoculada, as culturas
obtidas do isolamento realizado apos o experimento foram novamente caracterizadas. O
DNA genbmico bacteriano foi extraido com o kit Quick-DNA Universal (Zymo Research)

seguindo as orientacdes do fabricante.
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Para a identificacdo, foi amplificada e sequenciada a regido 16S do DNA
ribossomal. A amplificacdo foi realizada utilizando-se os primers P027F e 1378R. As
condi¢cOes da reacdo seguiram segundo o programa de amplificacéo: 95 °C/2 min seguido
de 25 ciclos de desnaturacao a 95 °C/30s, anelamento a 63 °C/1 min e extensado da fita

de DNA a 72 °C/1 min; seguido por uma extenséo final a 72 °C/7min.

A reacdo de sequenciamento foi realizada com 0sS mesmos primers em
sequenciador automatico. As sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas utilizando-
se o software BioEdit, versdo 7.0.5.3 (HALL, 1999) e comparadas as sequéncias
depositadas Genbank, banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information). A analise filogenética da regido 16S do DNA ribossomal do isolado obtido
do solo apds novo isolamento ao final do teste foi utilizado para construgdo da arvore
elaborada pelo método de Maxima Verossimilhanga utilizando-se o parametro Kimura-2
para o calculo das distancias evolutivas. Valores de bootstrap foram obtidos a partir de

1000 repeticdes, sendo exibidos em forma de porcentagem (%).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Massa seca do algodao

O tratamento contendo o isolado 248 de B. subtilis apresentou maior massa seca
da parte aérea (MSPA) das plantas de algodéo, diferenciando-se significativamente do
controle (Figura 1A). O tratamento com o isolado 263 de B. subtilis foi superior na
guantidade de massa seca da raiz (MSR) (Figura 1B) quando comparadas com o
controle. No caso da massa seca total (MST) (Figura 1C), os tratamentos com os isolados

248 e 290 superaram significativamente o controle.

Segundo Saharan e Nehra (2011), a inoculagdo com bactérias promotoras de
crescimento pode beneficiar as plantas no estagio vegetativo potencializando a
emergéncia, vigor, altura, peso da planta, disponibilizacdo de nutrientes e aumento na
clorofila. Por outro lado, cada cultura dependendo das necessidades seleciona os

microrganismos através da raiz (exsudatos) e, posteriormente, esses microrganismos
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colonizam o solo e tecidos internos da planta (HALLMANN et al., 1997; HARDOIM; VAN
OVERBEEK; ELSAS, 2008).
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Figura 1 Médias (tEP) da massa seca da parte aérea (A), massa seca da raiz (B), massa
seca total (C) do algoddo inoculado com 10 isolados de bactérias promotoras de
crescimento.
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Andreote et al. (2010) indicam que a microbiota € uma estrutura dinamica
influenciada pelos fatores bidticos e abibticos que permitem uma constante interacao
entre a planta e as bactérias inoculadas formando associa¢cdes que proporcionam uma
troca de beneficios no solo e dentre esses beneficios pode-se mencionar o aumento da
massa seca da planta. Pesquisas relacionadas com bactérias do género Azotobacter e
Azospirillum inoculadas no algodao e arroz indicam que o uso desses microrganismos
favorece o crescimento e a formacéo de massa seca na planta (GUZMAN et al., 2012;
MANTILLA; ALVAREZ; OVIEDO, 2015)

Portanto, sugere-se que os isolados 248, 263 e 290 de B. subtilis inoculados nas
sementes e, posteriormente no solo, colonizaram a rizosfera das plantas de algodéao
favorecendo a maior formacdo de massa seca interagindo positivamente com a

microbiota prépria do solo, uma vez que o solo utilizado nao foi esterilizado.
4.2.Altura da planta

Os tratamentos apresentaram alturas similares entre as plantas quando
comparadas com o controle (Figura 2). Entretanto, um dado interessante foi constatado
no padrdo de crescimento do isolado 248. Apesar de nédo ter sido encontrada uma
diferenca significativa entre a altura das plantas tratadas e o controle ao final do
experimento (35,44 cm de altura, 21,36% a mais que o controle, enquanto o controle
atingiu 29,20 cm aos 60 dias apds a emergéncia das plantas), as medidas tomadas ao
longo do teste demonstram que as plantas tratadas com o isolado 248 de B. subtilis
atingiram a altura maxima em um periodo menor de tempo do que o controle, como pode

ser observado na analise de regresséo nao linear apresentada na (Figura 3).
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Figura 2 Média (xEP) da altura da planta de algod&o inoculado com 10 isolados de
bactérias endofiticas do género Bacillus aos 60 dias apds a emergéncia.
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Figura 3 Andlise de regressdo nao linear da variavel altura de planta no algodao
inoculado com o isolado 248 de Bacillus subtilis.

Em estudo de campo, Yao et al. (2006) constataram que a inoculagdo com B.
subtilis promoveu um aumento no crescimento e na produtividade das plantas de
algodao. Silva et al. (2008) demonstram que a altura de plantas de tomateiro foi
influenciada pela inoculacdo de B. amyloliquefaciens e Acinetobacter johnsonii que

promoveram o crescimento das plantas em 9,5% e 20,2% ap0s 21 dias.
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No caso do experimento, foi constatado que o isolado 248 promoveu um aumento
de 21,36% a mais na altura das plantas do que o controle, entretanto esse valor néo foi
considerado significativo mediante as analises estatisticas. Provavelmente, isso seja
devido ao periodo experimental de 60 dias, sugerindo que um tempo maior poderia
evidenciar de maneira significativa a influéncia positiva no crescimento da planta que

pode ser obtida com a aplicagao do isolado bacteriano.

4.3.Teor de clorofila nas folhas e nitrogénio na planta

A clorofila inicial aos 21 dias ap6s a emergéncia ndo apresentou diferencas
significativas comparadas com o controle (Figura 4A). Para a clorofila final aos 60 dias

apresentou diferencas significativas no tratamento com o isolado 290 (Figura 4B).

O teor de N da parte aérea nos tratamentos 248, 263, 274, 290 e 320 foi
significativamente superior ao controle (Figura 5A). No caso da raiz, o teor de nitrogénio
foi significativamente superior ao controle nos tratamentos com os isolados 248, 263 e
290 (Figura 5B).

Segundo Loépez et al. (2014) o conteudo de clorofila nas folhas esta diretamente
relacionado com a concentragao de nitrogénio na planta. De acordo com Pindi, Sultana
e Vootla (2014), as bactérias promotoras de crescimento podem potencializar o aumento
da clorofila nas folhas. O resultado obtido no experimento sugere que as inoculacdes
periodicas dos isolados 248 e 290 nas fases iniciais da planta de algod&o contribuiram
para o aumento da atividade fotossintética das plantas que se reflete no teor de clorofila.
Além disso, os dados apresentados corroboram com a existéncia da relacdo direta entre
o teor de clorofila e a concentracdo de N na planta, uma vez que a maior concentracao

de N na planta foi obtida para os mesmos isolados (Figura 5).
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bactérias promotoras de crescimento.
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Figura 5 Médias (xEP) do teor de nitrogénio na parte aérea (A) e na raiz (B) em plantas
de algodao inoculadas com 10 isolados de Bacillus.

Nesse sentido, sugere-se que o aumento no teor de clorofila indica maior absorcéao
de nutrientes, principalmente o N pela planta de algoddo o que também fica evidente pela
maior massa ou cumprimento radicular o que permitiu aumento na absorcéo de N, como
foi evidenciado por Wood et al. (1992); Castillo e Ligarreto (2010) em estudo com milho

e algodao.

Dobbelaere, Vanderleyden e Okon (2003) e Loon (2007) demonstraram que
bactérias do género Bacillus foram capazes de melhorar a condi¢ao nutricional da planta,
pois disponibilizaram o N no solo para a absorcao pelas mesmas. Manjula e Podile (2005)
determinaram que a inoculagdo com B. subtilis contribuiu na promoc¢ao de crescimento e
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aumento da nodulacdo em plantas de gandu, e como consequéncia houve aumento da

fixacdo de nitrogénio.

Os resultados obtidos indicam que os isolados 290, 320, 248, e 274 interagiram
com a microbiota do solo e que, posteriormente, colonizaram a rizosfera disponibilizando
metabolitos para a planta, o que foi evidenciado no maior teor de nitrogénio na parte
aérea. Segundo Van Raij e Da Silva (1997) os intervalos de teores de N na cultura do
algodao com 60 dias apos a emergéncia (DAE), variam de 18,9 a 23,2 g/Kg. Os teores
maximos encontrados para os isolados 290 e 248, no presente trabalho foram 30 g/Kg e
19,0 g/kg, respectivamente. Apesar da diversidade entre as bactérias diazotroficas e os
hospedeiros, é necesséaria uma forte interacao entre os microrganismos e a planta para
se conseguir uma associacdo bem-sucedida (SANTI; BOGUSZ; FRANCHE, 2013).
Outros estudos relacionados também constataram que a inoculacdo de Bacillus spp.,
Azotobacter e Azospirilum em algoddo e dendezeiro contribuiram para o aumento
significativo no teor de N (AMIR et al., 2003; GUZMAN et al., 2012).

Os resultados obtidos permitem inferir que a planta de algodao foi capaz de
hospedar as linhagens de B. subtilis, as quais obtiveram éxito na associacdo com a
microbiota propria do solo e a raiz da planta o que permitiu que utilizassem no beneficio
0s exsudatos da raiz e em troca disponibilizaram o N para ser absorvido. Nesse sentido,
€ importante mencionar que a selecao de rizobactérias promotoras de crescimento é
bastante critica, porque a resposta da planta € variavel dependendo do isolado

bacteriano, genoétipo da planta e as condi¢des do experimento (KHALID et al., 2009).
4.4.Solubilizacao de fésforo

O isolado 290 solubilizou a maior quantidade de P em meio de cultura liquido em

relacdo aos demais isolados do género Bacillus (Figura 6).
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Figura 6 Solubilizac&@o de fosforo in vitro dos dez isolados de Bacillus em tubos de ensaio
na presenca de fosfato de célcio.

Portanto, acredita-se que as linhagens em estudo tém comportamentos diferentes
em condicdes de laboratorio, visto que tem as condicbes adequadas de temperatura,
nutricdo e aclcares para a sintese de acidos organicos, sendo que a quantidade de P

liberado no meio de cultura depende da fonte de P segundo Nahas (1996).

Os teores de P na parte aérea (FPA) ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas em comparagdo com o controle (Figura 7A). Por outro lado, houve diferenca
significativa no teor de P na raiz com o isolado 001 de B. amyloliquefaciens (Figura 7B).
Provavelmente, os isolados promoveram uma solubilizacdo de P maior do que as
necessidades da planta. Segundo Van Raij e Da Silva (1997) os intervalos de teores de
fésforo na cultura do algoddao com 60 DAE variam de 1,3 a 2,0 g/Kg. Os teores
encontrados para os isolados 290 e 001 no presente trabalho foram 1,1 g/Kg e 1,3 g/kg,

respectivamente.

Estudos similares com inoculacdo de bactérias do género Bacillus demonstraram
gue estes microrganismos séo solubilizadores de fosfato e aumentam a disponibilidade
desse nutriente para serem absorvidos pelas plantas. Diversos genes envolvidos na
solubilizacdo de fosfatos foram descritos para espécies de Bacillus (RODRIGUEZ;
FRAGA, 1999).
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Figura 7 Teor de fésforo na parte aérea (A) e raiz (B) em plantas de algodao inoculadas
com 10 isolados de bactérias promotoras de crescimento.

As bactérias do género Bacillus tém a capacidade de solubilizar o P através da
producéo e liberacdo de acidos organicos e de enzimas fosfatases que séo secretadas
no solo (HARIPRASAD; NIRANJANA, 2009; PATINO-TORRES; SANCLEMENTE-
REYES, 2014). Essas substancias transformam formas organicas e inorganicas de
fosfato indisponiveis para a planta, em formas quimicas assimilaveis que uma vez dentro
da raiz podem ser armazenadas (KPOMBLEKOU-A e TABATABAI, 1994) e quando
necessario o P pode ser transportado até a parte superior onde fica disponivel para
reacOes metabdlicas da planta.
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O resultado do experimento sugere que o isolado 001 de B. amyloliquefaciens
interagiu com as bactérias da rizosfera, colonizando as raizes e disponibilizando fontes
insoltveis de P (Figura 7B). As plantas de algoddo nao apresentaram deficiéncia de P
durante o experimento, o que sugere que as bactérias inoculadas tém a habilidade de
solubilizar o P ndo disponivel para a planta de forma suficiente para suprir a demanda

desse nutriente na fase inicial de seu desenvolvimento vegetativo.

O teor de P soluvel no solo foi significativamente superior nos tratamentos
inoculados com os isolados 188, 248, 263 e 274 quando comparado com o controle
(Figura 8). Interessantemente, esses mesmos isolados n&do foram os que apresentaram
0s maiores valores de solubilizacdo de fosforo em condicdes de laboratério e, além disso,
o isolado 290 que apresentou o maior valor de solubilizacdo de P em condi¢cdes de
laboratério ndo promoveu a maior disponibilizacdo de P no solo. Esses resultados
sugerem que os dados preliminares de laboratério para 0s microrganismos
solubilizadores de P sé@o importantes, mas precisam ser confrontados com as condicdes
de vasos. Isto porque, fatores como o tipo de solo, idade da planta e cultura vegetal e

espécie microbiana afetam o processo de solubilizagéo do P.

Considerando que o experimento foi realizado em vasos contendo latossolo
vermelho, no qual a disponibilidade de P e o acesso do mesmo pela microbiota sédo
favorecidos, pode-se inferir que as diferencas apresentadas séo resultado de que as
raizes ndo precisaram explorar um maior espaco no vaso, o que pode ser relacionado a

massa seca da parte aérea e raiz durante o experimento.
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Figura 8 Média (zEP) do contetdo de fosforo solavel em bicarbonato no solo.

Os resultados de pesquisas da area sdo bastante diversos até o momento,
variando de acordo com as espécies de microrganismos e as culturas. No trabalho
realizado por Ramirez et al. (2014), Bacillus sp. é considerado como bom solubilizador
de fosfato que contribui na disponibilidade de nutrientes no solo, sendo que o P é
considerado um elemento limitado na agricultura, o que poderia ser explicado pela

especificidade entre a bactéria e os exsudatos da planta (VIVAS et al., 2003).

A utilizacdo de linhagens de B. subtilis como bioinoculantes n&o substituem a
adubacao, mas os resultados do experimento sugerem que o uso do isolado 248 aumenta
a eficiéncia da absorcao da adubagéo com o P que no futuro poderia contribuir para uma

menor perda de fertilizantes na cultura de algodao.
4.5.Anélise microbioldgica do solo e raiz

Na raiz, os tratamentos inoculados com os isolados 290 e 291 apresentaram maior
namero de unidades formadoras de colénias (UFC) (Figura 9A), enquanto no solo os
vasos inoculados com os isolados 263 e 291 apresentaram maior nimero de UFC
comparadas com o controle (Figura 9B).
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Os resultados podem ser atribuidos ao sucesso dos isolados de B. subtilis (263,
290 e 291) em conseguir se associar com a microbiota propria do solo e da raiz, o que
permitiu maior associagcado com a cultura do algodao. Estudos demostraram que B. subtilis
ajuda na promocao de crescimento da raiz e da planta, além de auxiliar no controle
biolégico por ser capaz de colonizar todos os 6rgdos vegetativos da planta, sendo
encontrada como epifiticas, endofiticas e na rizosfera, confirmando o seu amplo espectro
para o uso agronémico (LANNA FILHO; FERRO; DE PINHO, 2010).
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Figura 9 Contagem de Bacillus presentes na raiz (A) e no solo (B) dos 11 tratamentos
realizados no experimento com a cultura de algodao.
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4.6.Anélise de componentes principais

As variaveis que mais contribuiram para a diferenciacédo dos tratamentos (Tabela
3) no primeiro componente principal (CP1) foram massa seca da parte aérea, raiz e total,
e 0 nitrogénio da parte da raiz. No segundo componente principal (CP2), as variaveis
foram altura, clorofila inicial, nitrogénio na parte aérea, fosforo solivel em bicarbonato,

unidades formadoras de colénias no solo e raiz.

Tabela 3 Autovetores de analise de componentes principais para 10 tratamentos e seus
respectivos autovalores e porcentagens de explicacao.

CP1 CP2
Altura (H) -0.23235761 -0.392630183
Clordfila final (FCI) -0.22670329 0.063317793
Clorofila inicial (ICI) -0.20219689 0.332379924
Massa seca parte aérea (DMa) -0.34341870 -0.137772700
Massa seca parte raiz (DMr) -0.37753094 0.181156029
Massa seca total (DM) -0.39179947 -0.050373953
Nitrogénio parte aérea (Na) -0.25080940 -0.353812973
Nitrogénio parte raiz (Nr) -0.33705573 -0.266763170
Fosforo parte aérea (Pa) -0.29882045 0.006167524
Fosforo parte raiz (Pr) 0.17893642 -0.072818333
Foésforo soluvel em bicarbonato (P bicarbonate) -0.08228186 -0.322613524
Fosforo in vitro (P in vitro) -0.19347397 0.088226013
Unidade formadoras de col6nia na raiz (UFCr) -0.20905964 0.508520674
Unidade formadoras de col6énia no solo (UFCs)  -0.23243687 0.323846068
Autovalor 0.33208 0.18248
Porcentagem 33.21 18.25

No primeiro componente principal, a projecdo dos ‘scores’ dos tratamentos e
loadings das variaveis indicam que valores baixos de massa seca da parte aérea, raiz,
total e nitrogénio na raiz estdo associados a valores altos nos tratamentos 248, 290, 263
e 291. No segundo componente principal, valores baixos de altura, nitrogénio na parte
aérea e fosforo soluvel em bicarbonato estédo associados a valores nos tratamentos 248,

320, 188, 001 e 274, e valores altos de clorofila total inicial, unidades formadores de
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coldnia em raiz e solo estdo associados a valores altos nos tratamentos 290, 263, 291,
287 e 309. Portanto, as varidveis massa seca na parte aérea, raiz, total, nitrogénio na
raiz, altura, clorofila total inicial, nitrogénio na parte aera, fosforo solivel em bicarbonato,
unidades formadoras de col6nia no solo e raiz sdo variaveis que permitem a diferenciacao

dos tratamentos em grupos distintos.
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Figura 10 Projecao dos ‘scores’ dos tratamentos e loadings das variaveis.

4.7.Analise filogenética dos isolados

As sequéncias de DNA ribosomal 16S previamente obtidas dos isolados 001, 188,
248, 263, 274, 287, 290, 291, 309 e 320 por Milani (2017) foram alinhadas com as
sequéncias de linhagens da espécie Bacillus subtilis e espécies relacionadas obtidas do
banco de sequéncias (Genbank) do NCBI. Conjuntamente, foi inserida na analise a
sequéncia de DNA da bactéria isolada do solo ao final do experimento a partir do

tratamento que recebeu o isolado 290, aqui denominada como “REisol 290” (Figura 11).

A andlise filogenética ndo apenas permitiu a confirmacdo da identificagdo dos

isolados testados nesse estudo, como também forneceu a informacao de que o isolado
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290 de B. subtilis, que foi obtido a partir do reisolamento realizado ao fim do experimento,

trata-se do mesmo que foi inoculado, provando que o efeito positivo obtido na promoc¢ao

do crescimento das plantas de algoddo é decorrente da presenca das bactérias

inoculadas.

a3

98

79

0.005

Consensus isol 248

Consensus isol 263

Consensus isol 274

Consensus isol 287

Consensus isol 290

Consensus isol 291

Consensus isol 309

Consensus isol 320

Consensus REisol 290

KY886251.1 Bacillus subtilis

KY886248.1 Bacillus subtilis strain NCIB 3610
NR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744
NR 116017.1| Bacillus subtilis strain BCRC 10255

Consensus isol 188
FJ713021.1| Bacillus velezensis strain H3
EF433407.1| Bacillus velezensis strain BCRC 17467
Consensus isol 001
90 | EU689157.1 Bacillus amyloliquefaciens strain ATCC 23842
JF414757.1 Bacillus amyloliquefaciens strain BPRIST004
NR 112685.1 Bacillus amyloliquefaciens strain NBRC 15535
NR 116022.1 Bacillus amyloliquefaciens strain BCRC 11601
| NR 116191.1| Bacillus pumilus strain NRRL NRS-272
a5 | NR 043242.1| Bacillus pumilus strain ATCC 7061
99| NR 117473.1| Bacillus megaterium strain ATCC 1458
INR 043401.1| Bacillus megaterium strain IAM 13418

NR 114582.1| Bacillus cereus strain ATCC 14579
NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605
NR 115714.1]| Bacillus cereus strain CCM 2010

Figura 11 Analise filogenética da regido 16S do DNA ribossomal dos isolados utilizados
nos tratamentos com plantas de algodao em condi¢do de vaso e com o isolado obtido do
solo apds novo isolamento ao final do teste em casa de vegetacao. A arvore foi elaborada
pelo método de Maxima Verossimilhanca utilizando-se o parametro Kimura-2 para o
calculo das distancias evolutivas. Valores de bootstrap foram obtidos a partir de 1000
repeticdes, sendo exibidos em forma de porcentagem (%).
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5. CONCLUSOES

Pode-se concluir que os isolados 248 e 290 de B. subtilis apresentam uma possivel
alternativa como bactérias endofiticas promotoras de crescimento para a cultura do
algodao visto que destacaram-se nos parametros avaliados como massa seca da parte

aérea, raiz e total, nitrogénio na raiz e parte aérea, e fésforo no solo.

Por outro lado, alguns isolados de B. subtilis ndo promoveram o crescimento da
planta e se fossem tomados como bioinoculates n&do funcionariam. Esse resultado
ressalta a importancia de se conhecer de uma forma mais préxima o isolado que sera o

futuro bionoculante para se obter sucesso na promocao de crescimento de plantas.

A anadlise de PCA sugere que novos estudos devem ser realizados como um possivel
consorcio entre os isolados 290,248 e 188 para a criagdo de um novo produto biologico

para a promogao de crescimento da cultura do algodao.
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