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RESUMO

A bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) é uma espécie endémica do sul do Brasil, de
importéncia social e florestal. E uma espécie pioneira, de desenvolvimento ripido e pouco
exigente em condigdes fisicas e quimicas do solo. Sua madeira € utilizada para a producao de
lenha e carvdo, e a arvore em pé pode ser utilizada para a producdo de mel de melato de
bracatinga, além de auxiliar na deposi¢do de nutrientes ao solo. Esta dltima caracteristica faz a
espécie se destacar como agente ecoldgico e restaurador de ecossistemas, pois facilita o
desenvolvimento de outras espécies nativas, além de possuir a capacidade de realizar ligacao
simbidtica com algumas espécies bacterianas. Alguns géneros bacterianos possuem
mecanismos que promovem o crescimento, auxiliando no desenvolvimento da planta, maior
absorcdo de nutrientes e protecdo contra patégenos. Entre esses estd a producdo de édcido-
indolacético (AIA), um fitormonio responsavel pelo desenvolvimento de raizes, aumento de
seu nimero e comprimento, massa seca, densidade de pelos radiculares e crescimento de caules,
através do alongamento das células recém-formadas nos meristemas. Este trabalho teve como
objetivo caracterizar fenotipicamente dezessete isolados bacterianos retirados de nédulos de
bracatinga, no ano de 2015, no municipio de Curitibanos-SC. Além disto, verificar e quantificar
a capacidade em produzir AIA e avaliar sua habilidade em promover o crescimento vegetal.
Essa caracterizacao foi feita in vitro, através da morfologia de colonias, teste de Gram, tempo
de crescimento e mudanca de pH em meio semi-seletivo. Para a andlise de producdo de AIA
foi utilizada a espectrofotometria, com quatro repeti¢cdes por isolado. Com relagdo a promog¢ao
de crescimento vegetal in vivo foi realizada a avaliacdo de seis isolados selecionados e uma
testemunha, em duas progénies de bracatinga. Foram utilizados sete tratamentos com vinte
repeticOes cada. As sementes foram inoculadas em suspensdes bacterianas e levadas a casa de
vegetacdo onde permaneceram por 180 DAS (Dias Apds a Semeadura), até a avaliacdo de
crescimento em altura, didmetro a altura do colo, massa total e massas verde e seca de parte
aérea e deraiz. A analise estatistica foi realizada através a ANOVA, emnivel de 5%, as médias
comparadas por Scott-Knott, em nivel de 5%, no software RStudio. A andlise in vitro
demonstrou que todas as bactérias apresentaram colonias circulares, de borda lisa, aspecto
gomoso, com elevagdo do tipo cipula, de coloragdes rosa difusas, opacas. Essas eram Gram-
negativas, de crescimento rdpido, pois desenvolveram-se em 48 h, possuiam o formato celular
tipo bastonete. Comrelagdo a mudanga depH do meio YMA com azul de bromotimol, 86,47%
nao modificaram o pH. Todos os isolados se mostraram positivos para a producdo de AIA,
apresentando média de 54,32 ug.mL!, sem diferenca significativa entre esses. Observou-se que
nao houve a formacgdo de nédulos com a inocula¢io dos isolados. Com relacdo ao crescimento
vegetal, observou-se que apenas o isolado B18 induziu o crescimento da progénie A em altura.
Concluindo que os isolados possuem caracteristicas fenotipicas de rizobactérias, mas
possivelmente perderam a capacidade de nodular. Porem sdo produtores de AIA, e um dos
isolados estimulou o crescimento da progénie A.

Palavras-chave: Bracatinga. Isolados. Acido-indolacético. Caracterizagdo. Estimulo.



ABSTRACT

The bracatinga (Mimosa scabrella Benth.) is an endemic species from southern Brazil, of social
and forestry importance. It is a pioneer species, fast-growing, and not very demanding in terms
of the physical and chemical conditions of the soil. Its wood is used for firewood and charcoal
production, and the standing tree can be used for the production of bracatinga honeydew honey,
as well as aiding in the deposition of nutrients to the soil. This latter characteristic makes the
species stand out as an ecological agent and ecosystem restorer, as it facilitates the development
of other native species and has the ability to form a symbiotic relationship with certain bacterial
species. Some bacterial genera have mechanisms that promote growth, assisting in plant
development, greater nutrient absorption, and protection against pathogens. Among these is the
production of indoleacetic acid (IAA), a phytohormone responsible for root development,
increasing their number and length, dry mass, root hair density, and stem growth through the
elongation of newly formed cells in the meristems. This study aimed to phenotypically
characterize seventeen bacterial isolates taken from bracatinga nodules in 2015 in the
municipality of Curitibanos-SC. Additionally, it aimed to verify and quantify their ability to
produce IA A and evaluate their ability to promote plant growth. This characterization was done
in vitro through colony morphology, Gram staining, growth time, and pH change in a semi-
selective medium. Spectrophotometry was used for the IAA production analysis, with four
repetitions per isolate. Regarding in vivo plant growth promotion, the evaluation was performed
on six selected isolates and a control, in two bracatinga progenies. Seven treatments with twenty
repetitions each were used. The seeds were inoculated in bacterial suspensions and taken to a
greenhouse where they remained for 180 days after sowing (DAS), until the evaluation of
growth in height, stem diameter at ground level, total mass, and fresh and dry masses of the
aerial part and root. Statistical analysis was performed using ANOVA at a 5% level, and the
means were compared by the Scott-Knott test at a 5% level, using the RStudio software. The in
vitro analysis showed that all bacteria presented circular colonies, with smooth edges, gummy
appearance, dome-shaped elevation, and diffuse pink, opaque colors. They were Gram-
negative, fast-growing, as they developed within 48 hours, and had rod -shaped cells. Regarding
the pH change of the YMA medium with bromothymol blue, 86.47% did not modify the pH.
All isolates were positive for IAA production, presenting an average of 54.32 ug.mL-1, with
no significant difference among them. It was observed that there was no nodule formation with
the inoculation of theisolates. Regarding plant growth, it was observed that only the B18 isolate
induced height growthin progeny A. In conclusion, the isolates have phenotypic characteristics
of rhizobacteria but possibly lost the ability to nodulate. However, they are IA A producers, and
one of the isolates stimulated the growth of progeny A.

Keywords: Bracatinga. Isolated. Indole-acetic acid. Description. Stimulus.
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1 INTRODUCAO

O Planalto Catarinense € palco de um grande movimento econdmico, proporcionado
pelo agronegécio (Simioni; Hoeflich, 2010; Virtuoso et al, 2017). A regidao se destaca pelo
clima, solo, bioma e aspectos ecolégicos (Simioni; Hoeflich, 2010; Virtuoso et al, 2017). Esse
territério € predominado pela Floresta Ombrofila Mista cuja fitoecologia apresenta elementos
das floras tropicais (Meyer et al., 2013; Virtuoso et al, 2017).

Entre as espécies de maior evidéncia neste tipo floristico estd a Mimosa scabrella
Benth.,comumente conhecida como bracatinga (Steenbock et al., 2011). Essa espécie endémica
€ muito popular na regido sul do Brasil, possui ciclo de vida curto e crescimento rapido. Sua
matéria-prima pode ser utilizada no setor madeireiro, ecoldgico e social (Steenbock et al., 2011;
Arruda, 2015; Dutra; Morim, 2017).

A bracatinga é um importante agente ecoldgico, pois cresce em terrenos irregulares,
possui a habilidade de incorporar matéria organica ao solo, facilitando o desenvolvimento de
outras espécies nativas (STCP ENGENHARIA DE PROJETOS LTDA., 2011; Steenbock et
al., 2011; Gerber, 2021). Possui a capacidade de realizar ligacdo simbidtica com
microrganismos, que podem auxiliar na recuperagdo de solos por meio de biomassa microbiana
e fixacdo de nutrientes (Wadt, 2003; Steenbock et al., 2011; Gerber, 2021). Devido a essas
caracteristicas, a cultura € muito utilizada na restauragdo de ecossistemas que foram alterados
por meio da alta manipulacio rural, mudando as fungdes fisicas, quimicas e bioldgicas do solo,
diminuindo sua qualidade e produtividade (Carvalho, 2002; Lopes et al., 2010).

Para o total desempenho da espécie, assim como todas as espécies vegetais, necessita
de nutrientes, primdrios e secundarios. A disponibilidade desses nutrientes essenciais para vida
vegetal pode ser feita por meio da adubagdo quimica e organica ou através do auxilio de
microrganismos (Batista, 2012; Chaparro, 2015; Balbinot; Rodrigues; Botelho, 2020).

Para diminuir os custos impostos em projetos de restauracdo ambiental, com relagdo ao
uso de adubos, e para o aumentar a eficiéncia dos projetos, 0os microrganismos surgem como
uma alternativa, que além de suprir estas fungdes, podem estimular o crescimento vegetal,
auxiliando assim, plantas como a bracatinga a recuperar ambientes degradados (Oliveira Junior
et al,2010).

Os microrganismos encontrados na regido rizosférica dos solos tém sido foco de muitos
estudos, com grande relevancia na agricultura, pois desencadeiam acdes que favorecem os
plantios agricolas e florestais (Sottero, 2003; Breda; Alves; Reis, 2016; Rashid, 2016). Estes

sdo denominadas rizobactérias promotoras de crescimento vegetal, dentro deste grupo estdo os
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géneros Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Allorhizobium e Bradyrhizobium (Vargas et al.,
1994; Wadt, 2003; Vargas, 2013; Alves; Aguila, 2020).). Um dos géneros mais conhecidos e
estudados, € o Rhizobium pois podem se associar simbioticamente as plantas da familia
Fabaceae e fixar o N atmosférico, disponibilizando para o vegetal (Ferreira, 2007; Vargas et
al., 1994; Vargas, 2013; Figueira, 2024).

Além da FBN, a sintese de fitormdnios tem sido bastante estudada como mecanismo de
promocgdo do crescimento de plantas (Coatti et al.; 2010). Dentre os hormonios, as auxinas sao
metabolizadas por 80% das rizobactérias. Sendo o &cido-indolacético (AIA) uma das
substancias mais produzidas por este grupo, que tem como finalidade auxiliar no crescimento
vegetal, através da divisdo vegetal, induzindo a producdo e alongamento de raizes (Coatti et al.;
2010, Figueiredo, 2024). Esta inducdo também auxilia na redug@o de custo de adubacio e o
bom desenvolvimento das plantas em projetos de restauracdo, pois a ampliando da captacdo de
agua e nutrientes (Cassel et al, 2021).

Com a implementacdo do Plano ABC (Agricultura de Baixo Carbono) e com os
compromissos ecoldgicos que o Brasil assumiu ao decorrer desses anos (Soares Filho er al,
2014). A recuperacdo ambiental vem sendo o foco do desenvolvimento sécio-econdmico, e
como principal agente restaurador, as plantas do grupo leguminosas se destacam, pela
associacdo com bactérias promotoras de crescimento (Oliveira Junior et al, 2010; Oliveira et
al, 2017; Fontes et al, 2020). Esta associacdo pode favorecer o desenvolvimento de mudas em
viveiros e o estabelecimento a campo.

Com isso, este estudo espera caracterizar as bactérias isoladas de nédulos encontrados
em bracatinga, verificando sua capacidade de producdo de AIA e sua capacidade em estimular

o crescimento vegetal.

1.1  OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o estimulo ao crescimento de bracatinga por isolados bacterianos de nédulos.
1.1.2 Objetivos especificos

Caracterizar fen6tipicamente dos isolados bacterianos
Avaliar a capacidade de producgado de AIA in vitro

Avaliar a capacidade de promover o crescimento in planta.
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2REFERENCIAL TEORICO
2.1 A FAMILIA FABACEAE E A FIXACAO BIOLOGICA do N (FBN).

A Fabaceae possui ampla diversidade e abundancia entre as angiospermas (Souza;
Lorenzi, 2008). As leguminosas estdo distribuidas mundialmente, contando com 770 géneros
e cerca de 19.500 espécies (LPWG, 2017), representando, uma das maiores familias de
angiospermas, por este motivo, sdo importantes do ponto de vista econdmico (Souza;
Lorenzi, 2008).

Suas espécies estdao distribuidas em seis subfamilias: Cercidoideae, Detarioideae,
Duparquetioideae, Dialioideae, Caesalpinioideae e Papilionoidea que (LPWG, 2017).
Possuem, aproximadamente, 188 gé€neros e 2.100 espécies catalogadas no Brasil (Escobar et
al., 2014). Essas ocorrem desde picos de montanhas a costas arenosas, de florestas tropicais
a desertos, inclusive em ambientes aqudticos (Lewis, 1987). Suas plantas herbdceas sio
perenes, eretas, rasteiras, difusas, lianas, subarbustivas, arbustivas e arbéreas de pequeno,
médio ou grande porte (Lewis, 1987). Sdo monofiléticos com folhas compostas, alternas,
occipitais, pétalas frontais diferenciadas e um tnico ovério de carpelo (Carvalho, 2002). As
espécies apresentam frutos, geralmente, do tipo legume, mas apresentam variagoes: legume
bacoide, nucoide e, samaroide e lomento, foliculo, simara e drupa (Guerra et al., 2007).

A espécies foco deste trabalho, bracatinga, pertence a da subfamilia
Caesalpinioideae e ao clado mimosoide (LPWG, 2017). Ea segunda maior subfamilia entre
as Leguminosae, com cerca de 4.400 espécies, 148 géneros. Essas estdo distribuidas nas
regides tropicais, subtropicais e nas regides temperadas, (Lewis et al., 2005)

Este clado assim como outras leguminosa, encontradas em diversas as regides do
globo, associam-se a microrganismo promotores de crescimento (Lopes et al., 2010; Meyer
et al., 2015; Santos, 2020). Estes microrganismos sdo encontrados em ndédulos presentes nas
raizes ou na rizosfera (Meyer et al, 2015; Santos, 2020). Os microrganismos presentes nos
nédulos sdo em maioria rizobios, bactérias capazes de se associar simbioticamente com as
leguminosas (Lopes et al., 2010). Mas segundo Muresu et al. (2019), hd a presenca de outros
microrganismos nesta regido, isto pode estar relacionada a exigéncia da planta em hospedar
uma série diversa de microrganismos, para suportar os desafios mais severos.

A associagdo simbidOntica com rizobios, emprega a capacidade de adquirir nitrogénio,
as leguminosas, através da fixacdo bioldgica (Lopes et al., 2010). Suprindo de 60 a 100 por
cento das necessidades de nitrogénio de uma planta (Lopes et al., 2010). Essa relacdo comeca

com a libera¢do de flavondides pelas plantas, como sinais para a secre¢do bacteriana de fatores
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Nod, que sdo detectados nos pélos radiculares e induzem a nodulagdo radicular (Kiriachek et
al., 2009).

Os nédulos permitem que os rizébios sobrevivam como bacteroides no hospedeiro que
fornece o ambiente anaerdbio necessdrio para a acao da nitrogenase, enzima responsavel pela
transformacao do nitrogénio atmosférico (N2) em amodnia (NH3) (Sampaio, 2013). tornando-o

disponivel para o metabolismo da planta hospedeira que, por sua vez, fornece varios nutrientes

2.2 AS BRACATINGAS: TAXONOMIA, DESENVOLVIMENTO E USO

A bracatinga, Mimosa scabrella Benth., tem seu nome popular derivado de uma
palavra da lingua Guarani,Abaracatinga, que significa “arvore branca” (ou floresta), com
muitas penas (Hoehne, 1930). Essa € uma das poucas espécies do género Mimosa, classificada
como arbéreo (Steenbock et al., 2011). E uma espécie nativa da regido de clima subtropical, do
Sul do Brasil. Pode ser encontrada nos Estados de Sao Paulo, Paran4, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (Dutra; Morim, 2017; Silva et al., 2021).

E considerada uma espécie precursora que ocorre, principalmente, em estratos
secundarios de florestas mistas, onde, as vezes, formam nicleos densos e puros, conhecidos
como bracatingais (Steenbock et al., 2011). Quandoinserida em estratos secundarios, apresenta
menor densidade e menor ndmero de individuos (Steenbock et al., 2011), afetando diretamente
seu crescimento. As plantas dessa espécie encontradas em nucleos puros sao mais
desenvolvidas em altura do tronco, diferentemente, das encontradas em estratos secundarios
(Bartoszeck et al., 2004).

Por ser uma 4rvore pouco exigente em condigdes fisicas e quimicas do solo, pode
cobrir, rapidamente, dreas alteradas ou degradadas. Além disso, ao longo de seu
desenvolvimento, € capaz de estimular a vida microbiana no solo, devido a deposicdo de
serapilheira, enriquecida pela quantidade de nitrogénio absorvida e fixada por bactérias, as
quais se associam simbioticamente (Ferreira ef al., 2019).

Em decorréncia das suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, seu uso € limitado
a producdo de melado, mel, carvdo, lenha, aderecos para construg¢do civil e tutores para
tomateiro (Dias, 2020). O Mel de Melato de bracatinga é um atributo de Indicagdao Geogréfica
na categoria Denomina¢do de Origem (DO) do Planalto Sul brasileiro (Dias, 2021). Esse
produto é utilizado e produzido em 134 municipios, sendo 107 de Santa Catarina, 12 do Parand
e 15 do Rio Grande do Sul. Essa mercadoria € unica, singular, que s6 ocorre em condi¢des

especificas de clima, altitude e condicdo geografica das regides citadas anteriormente. Por
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possuir alta qualidade, impulsiona o mercado nacional, sendo objeto de renda de muitos
produtores e € utilizado na alimentacdo didria da populacdo do Planalto Sul brasileiro (Dias,
2021).

A madeira da bracatinga é muito utilizada para a produc@o de lenha e carvao, tanto
pela industria, quanto pela populagao rural, sua madeira, por possuir grande potencial calorifico,
€ tao utilizada para esses fins, como a madeira de pinus e eucalipto no Brasil (Fabrowskl et al.,
2015). Além disso, tem potencial para produzir pisos e parquetes pois, sua madeira €&
relativamente densa (Dias, 2020).

A bracatinga € uma espécie arborea pouco utilizada para fins moveleiros. O cerne e
seu alburno nio possuem diferenciacdo pela coloracdo, sendo que sua cor varia do marrom-
acinzentado ao rosa e o brilho nio € proeminente. A densidade da madeira € moderada, com
resisténcia limitada a compressdo axial e flexdo estética, dificil de cortar, mas fécil aplainar e
lixar, e de superficie lisa (Fabrowskl et al., 2005). E considerada de baixa durabilidade, mas é
permedvel aos compostos conservantes, o que auxilia na resisténcia da madeira (Carvalho,
2002). Essas caracteristicas mostram que sua madeira tem potencial para ser utilizada no ramo

de movelaria, necessitando de mais estudos (Fabrowskl et al., 2005).

2.3 BACTERIAS E SUA CAPACIDADE DE PROMOVER CRESCIMENTO VEGETAL

Os microrganismos estdo presentes em todo o globo e sdo de suma importancia para
0os processos ecoldgicos. Esses participam da ciclagem de nutrientes, dos processos
biogeoquimicos, dafotossintese, da geracdo de oxigénio, da manutencio estrutural e fertilidade
dos solos (Santoyo et al., 2016; Kumar, 2016). A fracdo conhecida desses seres nao representa
toda a sua biodiversidade, significando apenas uma pequena parte dessa comunidade. As
bactérias sdo cerca de 95% da comunidade microbiana encontradas nos solos, € dentro dessa
comunidade diversa estdo as bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) (Oliveira;
Urquiaga; Baldani, 2003; Santos, 2020).

As BPVC habitam a rizosfera, estando presentes na regido do solo préxima as raizes,
e podem ter interacdo positiva, neutra ou negativa ao crescimento vegetal (Nehl ef al., 1996).
Essas podem ser classificadas como bactérias de vida livre, rizosférica e endofiticas. As
bactérias endofiticas sdo capazes de se associar intimamente aos tecidos vegetais (Nehl et al.,
1996). Com relacdo ao estimulo ao crescimento, os seres endofiticos detém caracteristicas mais

adequadas as expressdoes dos mecanismos de a¢do, ja que no tecido onde estdo presentes, ha
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baixa competicdo com outras espécies bacterianas e uma alta disponibilidade energética
(Oliveira; Urquiaga; Baldani, 2003).

O modo de agdo para promog¢do decrescimento por BPCP, sdo diretos ou indiretos. Os
mecanismos de acdo direta sdo a fixac@o de nitrogénio, a solubilizacao de fésforo e a sintese de
fitormonios. J4 os de a¢do indireta, como o controle biolégico, ocorre através da competicdo
por nutrientes com o patégeno (Kloepper, 1993; Nehl et al., 1996; Whipps, 2001; Sottero,2003).

A grande maioria das BPCV € capaz de sintetizar reguladores de crescimento vegetal,
como os fitormonios, dentre as quais as auxinas, giberelinas, citocininas e, em alguns casos, o
etileno (Oliveira et al., 2014; Oliveira; Urquiaga; Baldani, 2003). A sintese de alguns destes
fitormonios, como as auxinas, estd relacionada a capacidade de estimular o crescimento vegetal,
através dadivisdo celular e indugdo deraizes, ou mesmo a patogenicidade, aumentando as taxas
respiratéria e de transpiracdo, inibindo a lignificacdo (Oliveira; Urquiaga; Baldani, 2003;
Agrios, 2005). Esteé um hormonio responsavel por estimular o crescimento deraizes, aumento
do ndmero e comprimento das raizes laterais, massa seca radicular e nimero, densidade dos
pelos radiculares e crescimento de caules através do alongamento das células recém-formadas
nos meristemas (Marchioro, 2005; Santos,2020).

Dentre as auxinas, a mais estudada é o dcido-indolacético (AIA), pois cerca de 80%
das BCPV sdo capazes de sintetizar esse fitormonio (Loper; Schroth,1986; Glick, 2012). Ele
pode ser biossintetizado por vias dependentes do L-triptofano ou por vias independentes que
acontecem a partir de outros precursores (3-indol acetamida, dcido 3-indol pirtdvico e 3-indol
acetonitrila) (Oliveira; Urquiaga; Baldani, 2003). Essa substincia também ¢ utilizada como
percurso para a sintese de AIA in vitro por bactérias isoladas darizosfera (Khalid ez al., 2004).
Esse aminodcido € encontrado de forma natural nos exsudatos radiculares das plantas e isso

facilita a sintese da auxina na rizosfera (Lum; Hirsch, 2002).

2.4 RIZOSFERA, RIZOBIOS E RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO
VEGETAL

Romagnoli et al. (2016) definem a rizosfera como o ambiente do solo influenciado

pelo sistema radicular das plantas. Por possuir propriedades que permitem acumular mais

matéria organica, essa regido € capaz de atrair mais microrganismos. Isso ocorre devido a

grande disponibilidade de nutrientes que favorece o seu crescimento vegetal (Romagnoli,

2016).
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Na rizosfera estao localizados microrganismos que desempenham importantes papéis
nos sistemas naturais e agricolas, participando dos ciclos biogeoquimicos e das transformagdes
da matéria organica (Cardoso et al, 1992). Essa se divide em trés regides: ectorrizosfera que
compreende ao solo proximo as raizes; a endorrizosfera que compreende aos tecidos corticais
e o rizoplano, a superficie da raiz, regido na qual varios grupos de microrganismos interagem
entre si (Cardoso et al., 2016).

Fungos e bactérias colonizam a rizosfera pela transformacdo do ambiente do solo
circundante, servindo como substrato para crescimento seletivo de microrganismos, capazes de
utilizar eficientemente determinado substrato (Silveira et al., 2007). Esses microrganismos
influenciam na composi¢cdo e na quantidade de vérios componentes dos exsudatos radiculares,
interferindo no estado nutricional das raizes das plantas (Silveira et al., 2007).

Dentre esses microrganismos do solo estdo as rizobactérias. Esse grupo € composto
por quaisquer bactérias que vivem na rizosfera e afetam, beneficamente, o crescimento de
espécies vegetais (Botelho; Brasil, 2023). Para Silveira ef al. (2007), os rizobios nao estdo
inseridos neste grupo, embora tenha uma atividade benéfica para as plantas, esses ndo se
encaixam no grupo de Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas, por possuirem uma
relacdo simbidtica com as leguminosas. Porém, outros autores, em contraponto, declaram que
as bactérias do grupo de RPCP (Rizobactérias Promotoras do Crescimento de Plantas) sdo todas
as que promovem crescimento ou induzem resisténcia a patdgenos, como a capacidade de
fixacdo de nitrogénio com ou sem simbiose, solubilizacdo de fosfatos, producdo de fosfatases,
producdo de compostos complexos que transformam nutrientes no solo, producido de
fitormonios e biorremediagdo (Botelho et al., 2019; Grange et al., 2007).

Gray; Smith (2005) dividiram esta comunidade em dois grupos, iRPCPs e eRPCPs. O
grupo iRPCPs sao individuos que vivem no interior das células radiculares, enquanto eRPCPs
que sdo bactérias que residem extracelularmente nos tecidos das raizes. Ambos os grupos
promovem o crescimento vegetal. Os pertencentes a iRPCPs, através daindugao de nédulos,
estrutura responsadvel pela fixacdo bioldgica de nitrogénio, nesta categoria estdao incluidos os
rizébios, como o0s géneros bacterianos: Rhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium,
Bradyrhizobium e Ensifer. Ja os pertencentes a eRPCPs promovem crescimento vegetal, através
desintese de sinais ou substincias especificas e dentrodesse grupo estdo os géneros bacterianos
como Pseudomonas, Bacillus e Serratia.

A fixagdo do nitrogénio feita pelos rizobios € realizada a partir da conversdo do

nitrogénio gasoso (N2) em amonia (NH3) (Coelho, 2021). As bactérias desse grupo sdo
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utilizadas como inoculantes para culturas agricolas e florestais, gerando estudose possibilidade
para favorecer esses meios (Botelho et al., 2019; Santos et al., 2018; Wibbelt, 2019). Nas
espécies da subfamilia Mimosa os rizébios que colonizam suas raizes, fazem a nodulagdo e
fixacdo de nitrogénio pertencem aos beta-rizobios, como o género Paraburkholderia,
encontrados mais frequentemente em zonas tropicais (Silva, 2018).

Os rizébios podem influenciar no crescimento e desenvolvimento de plantas, ndo
apenas pela FBN, mas também, contribuindo com a produ¢do de fitormdnios, como as auxinas,
comum em diversas rizobactérias (Coatti ef al., 2010). A auxina mais comum a ser produzida
€ o 4cido-indolacético (AIA), capaz de promove o crescimento vegetal por meio da estimulacio
da mitose (Loper; Schroth,1986; Glick, 2012). A sintese de AIA e a fixacdo bioldgica do
nitrogénio por bactérias, contribuem efetivamente para o crescimento de plantas leguminosas e

ndo-leguminosas (Coatti et al., 2010).
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3MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados no Laborat6rio de Microrganismos Promotores de Crescimento de
Plantas (LMPCP) da Universidade Federal de Santa Catarina campus Curitibanos, o qual
trabalha com colecdes de rizobios e outras rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
como Pseudomonas fluorescente, Bacillus e outras isoladas de diferentes espécies vegetais. A
colecdo alvo deste estudo, refere-se a bactérias isoladas de ndédulos de bracatinga no ano de
2015, referente a trabalhos de iniciacdo cientifica de alguns estudantes. Essa colecdo foi

avaliada para determinar algumas de suas caracteristicas.

3.1 CARACTERIZACAO E AVALIACAO DOS ISOLADOS DE BRACATINGA in
vitro

3.1.1 Repicagens e Purificacao

Inicialmente, como os isolados foram retirados de nddulos de bracatinga e estavam em
estoque, o procedimento foi voltado para a caracterizacdo de rizobios. No qual foi realizado
repicagem de dezessete isolados, em meio Yeast Mannitol (YM) liquido (Fred; Waksman,
1928) em erlenmeyers contendo 5 mL das amostras do nimero um a trinta da colecdo. Esses
foram levados a incubadora rotativa (Figura 1 A e B) a 27°C e observado o tempo de
crescimento, pelo turvamento ou mudanga de coloracao do meio de cultivo.

Em seguida, foi realizada a repicagem dos isolados em meio (YMA) Yeast Mannitol
Agar (Fred; Waksman, 1928) acrescido de Vermelho Congo 2,5% (Figura 1 C), no qual foi
feita a identificacdo das colonias, ap0s, aproximadamente, 48h de crescimento (Figura 1 D). O
corante Vermelho Congo possui propriedades fungicidas que s@o utilizadas para facilitar a
distin¢do entre as possiveis rizobios e contaminantes (Martins et al., 1997). Os rizébios sdo
incapazes de absorver o corante aparecendo com uma coloracdo rosa difusa, brancas,

translicidas, brilhantes e elevadas, com margens inteiras (Grange et al., 2007; Martins et al.,
1997).
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Figura 1- Repicagem e purificacdo dos isolados de bracatinga. A- Incubadora rotativa
(Shaker); B-Frascos contendo meio inoculado com os isolados; C- Meio YMA em placas de
Petri para repicagem; D- Isolados purificados em placa.

\

Fonte: Autora, 2024.

3.1.2 Caracterizaciao e Analise da Producio de AIA

Os isolados foram caracterizados, quanto ao tempo de crescimento e modificacio do
pH de meio YMA com azul de bromotimol a 5% (Ddbereiner; Andrade; Baldani, 1999), ao
formato da colonia (Hungria; Araujo, 1994) e ao teste de Gram (Hucker 1921). Os isolados
foram repicados separadamente em placas de YMA Azul de bromotimol. Quanto ao tempo de
crescimento, foram considerados de crescimento rapido, aqueles que crescerem em até trés dias;
crescimento intermedidrio, os que crescerem entre trés a cinco dias; e crescimento lento, aqueles
que em tempo superior a cinco dias (Hungria; Araujo, 1994).

Quanto a mudanca de pH, os isolados acidulantes foram aqueles que tornaram o meio
amarelado e alcalinizantes tornaram o meio azulado (Figura 2). Aqueles que nao alteraram o

pH, foram considerados neutros (Hungria; Araujo, 1994).
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Figura 2- Alteracdo de pH de meio YMA com azul de bromotimol. A- Bactérias
acidulantes; B- Bactérias alcalinizantes.

Fonte: Autora, 2024.

A andlise de producdo de AIA foi feita através das metodologias utilizadas por
Marchioro (2005). Os isolados foram levados a crescer em meio LB (Luria Bertani) liquido
(Dobereiner; Andrade;Baldani, 1999) por 72h a 27°C. Apds este periodo de crescimento, foram
transferidos 10 pL de cada suspensdo bacteriana para tubos contendo meio LB com a adicao de
L-triptofano (0,005g/mL). Os tubos foram mantidos sob a 27 °C durante 72h.

Para a anélise qualitativa de producdo de AIA, 500 pL de cada suspensao recebeu 500
puL do reagente de Salkowski (0,5 mol/L solugdo de FeCl3 em 7,9 mol/LL de H2SO4) (Figura 3
A), que permaneceram no escuro por 30 minutos (Figura 3 D). As amostras que apresentaram

coloracdo rosa, indicaram a produ¢do de AIA (Marchioro, 2005).
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Figura 3- Analise de producdo de AIA. A- Preparo dos Reagentes; B- Solu¢des de
AIA padrao; C- Pontos da Curva; D- Aplicacdo do teste de AIA.

Fonte: Autora, 2024.

Para andlise quantitativo de AIA, os isolados que mostraram reag@o positiva no teste
anterior, foram submetidos a espectrofotometria a 540 nm. Foi executada curva padrao (Figura
4), em que se determinou as absorbancias de solugdes conhecidas de AIA (de 0,5 ug mL!, 5
pug mL', 10 ug mL!, 20 ug mL!,40 ug mL-!, 50 ug mL") (Figura 3 B e C ) (Marchioro, 2005).

Para a analise de sintese de AIA, o delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado (DIC) com quatro repeti¢cdes por isolado amostrado. Os dados foram submetidos a
ANOVA, teste F, em nivel de 5% de significancia, as médias comparadas por Scott-Knott, em

nivel de 5%, no software RStudio.
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Figura 4- Curva padrio de AIA.
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3.2 COLETA DAS SEMENTES DE BRACATINGA PARA ANALISE DE NODULACAO
E ESTIMULO AO CRESCIMENTO VEGETAL

A coleta das sementes de bracatinga foi feita no campus de Curitibanos da
Universidade Federal de Santa Catarina. Para estas andlises foram utilizadas duas plantas
matrizes, progénie A e B de bracatinga, observou-se a fitossanidade das drvores selecionadas,
se produziram maior nimero de sementes perante as outras drvores do local, (Figura 5 e Figura
6 A), além de apresentarem distancia minima de 50 metros. A progé€nie A apresentou maior
desenvolvimento em didmetro, enquanto a progénie B apresentou maior desenvolvimento em
altura. Suas sementes foram inoculadas com cada um dos isolados. Para a coleta das sementes

foi utilizado podao de dois metros de altura ou serra com cabo extensor (Figura 6 B).



27

Figura 5- Mapa de localizagdo das drvores matrizes.
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Fonte: Autora, 2024.

As sementes foram beneficiadas, separadas e armazenamento em embalagem pléstica
impermedvel (Figura 6 C e D), com teor de umidade de 10% a 11% no ambiente. As sementes
se mantém vidveis por 12 meses com perdas de 12 a 15% de germinac¢do (Carpanezzi et al.,

1988).
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Figura 6- Beneficiamento das sementes de bracatinga. A- Arvore matriz; B- Matérias de
coleta; C- Separacdo das vagens; D- Retiradas das sementes das vagens.

Fonte: Autora. 2024.

3.3 SUPERACAO DE DORMENCIA E DESINFESTACAO DE SEMENTES

As sementes da bracatinga possuem dorméncia, que consiste em dificuldade para
germinar, mesmo em condicdes ideais de umidade e temperatura, assim como algumas
leguminosas (Carpanezzi et al.,1988). Para ser realizada a quebra da dorméncia das sementes
foi realizada a a separacdo de 60 sementes por tratamento por progénie (Figura 7 A), sua
imersao em agua a 80°C e deixados por 24 horas (Figura 7 B, C e D), antes da inoculacdo
e plantio. Posteriormente, foi feita a sua desinfestacio, em imersdo a dlcool 92 GL por 1 minuto
com agitacdo, em 3 minutos no hipoclorito de sédio a 2,5%, e seis a dez lavagens com 4gua

destilada esterilizada. As sementes foram colocadas para secar em fluxo laminar para secagem.
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Figura 7- Superagio de dorméncia. A- Separagdo de 60 sementes por tratamento; B: Agua a
80°C; C- Separacdo das sementes em Erlenmeyer para submersdo em dgua; D- Superagdo de
dorméncia por 24h.

Fonte: Autora, 2024,

3.4 SELECAO, PREPARO DOS INOCULOS DE ISOLADOS E APLICACAO NAS
SEMENTES

Foram selecionados de maneira aleatéria segundo a produgdo de AIA seis isolados que
produziram AIA (BO7, BO8, B10, B13, B17, B18), para o preparo do inoculante foram
utilizados tubos de ensaios, contendo 5 mL de meio LB liquido, nos quais os seis isolados serdo
inoculados separadamente. Os frascos foram incubados a 27° C, por 48 h. Depois deste periodo,
em fluxo laminar, foram colocadas 60 sementes por progénie em cada frasco, para a semeadura
do experimento, no qual permaneceram por 30 minutos. Em seguida, foi feito o descarte da
suspensdo e as sementes foram transferidas para placas de Petri, até a secagem. O mesmo
procedimento foi repetido para os frascos com meio sem inoculacdo que foram utilizados como

testemunha.
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3.4.1 Quantificacdo do niimero Unidades Formadoras de Colonias (UFC) dos isolados
bacterianos

Para a inoculagdo, foi necessdria a quantificagdo do nimero de bactérias introduzidas
nas sementes de bracatinga , entdo antes da inoculacdo das sementes na suspensio bacteriana,
foi retirado 1 mL da suspensdo para realizar a quantificagdo das UFC através de dilui¢ao
seriada, para cada tratamento (isolados B07, BO8, B10, B13, B17, B18 e testemunha). A
diluicdo seriada foi realizada em tubos com 9 mL de solucdo salina 0,9 %, aos quais 1 mL de
cada suspensdo bacteriana foi acrescentado. A dilui¢do foi realizada até 10-°. Posteriormente
foram 100 pL das dilui¢goes 104, 10 e 10-® foram adicionados em placas com YMA com
vermelho congo (2,5 %) e espalhados com auxilio dealgca Drigalski. As placas inoculadas foram
incubadas a 27° C, por 48 h. Apds este periodo foi realizada a contagem das (UFC), através da

média de trés repeticdes de cada isolado.

3.5 AVALIACAODO ESTIMULO AO CRESCIMENTO VEGETAL PELOS ISOLADOS

O experimento foi instalado em casa de vegetagdo em abril de 2023, em tubetes de 180
cm3, previamente, lavados e desinfetados por imersdo em solu¢do de hipoclorito (2,5%) e,
posteriormente secos. Subsequentemente, esses foram preenchidos com substrato composto de
casca de pinus, vermiculita, calcério, supersimples, previamente, lavado, esterilizado e seco
(Figura 8).

No dia da semeadura, cada tubete recebeu trés sementes referente a um dos
tratamentos, conforme descrito no item 3.4. As plantas foram regadas com &agua destilada
esterilizada, de acordo com a necessidade da planta (Figura 8). Quinze dias apds a semeadura
foi realizado raleio, deixando apenas a plantula mais vigorosa por tubete. Apds a queda dos
cotilédones, foi aplicada semanalmente a solu¢do nutritiva de Norris (20 mL/planta) esterilizada

(Hungria; Araujo, 1994) contendo metade da composicdo original e sem a adi¢do de N.
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Figura 8- Instalagao do experimento em casa de vegetacdo. A- Retirada das sementes do
processo de superacdo de dorméncia; B- Desinfestagdo das sementes; C- Inoculagio das
sementes; D- Sementes submersas em solucdo de inoculantes; E- Sorteio dos tratamentos e
instalacdo; F- Aplicacdo de trés sementes por tubete.

Fonte: Autora, 2024.

Ao final dos 180 DAS (Dias Apds a Semeadura), foram analisadas a presenca de
nédulos, altura da muda (medida da superficie até a inser¢cdo da dltima folha, com régua
milimetrada), didmetro de colo (medido através de paquimetro), massas verde e seca (apds a
secagem em estufa de ventilacdo forcada) de raiz, parte aérea e total (com balanca semi-
analitica).

Os dadosserdo submetidos a ANOV A, bifatorial 2 x 7 (progénies e isolados), em nivel

de 5%, no software RStudio, as médias comparadas por Scott-Knott, em nivel de 5%.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO FENOTIPICAS E PRODUCAO DE AIA DE ISOLADOS DE
BRACATINGA

4.1.1 Caracterizacao fenotipica dos isolados de nédulos de bracatinga.
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A caracterizacdo fenotipica de bactérias, por meio de andlise de colonias e testes

fisiolégicos ndo € suficiente para identificd-las, mas pode auxiliar neste processo € no

entendimento de seu comportamento para futuras aplicagdes. Esses microrganismos sdo uma

alternativa promissora e de baixo impacto ambiental para aumentar a eficiéncia de uso da

adubacdo (Spolaor et al, 2016).

Dezessete isolados bacterianos estocados foram analisados. Esses possuiam formato de
colonia circular, de borda lisa, aspecto gomoso, com elevacdo do tipo cipula, coloragdo rosa

difusa, opacas de acordo com classificagao obtida em Hungria; Araujo (1994) (Tabela 1).

Tabela 1- Caracterizagdo dos isolados de bracatiga.

Isolados Aspecto da pH Tempo de Teste Formato
colonia crescimento Gram _ bacteriano
B04 Gomoso Neutra 48h Negativa Bastonete
BO05 Gomoso Neutra 48h Negativa Bastonete
BO7 Gomoso Acidificante 48h Negativa Bastonete
BO0O8 Gomoso Neutra 48h Negativa Bastonete
B09 Gomoso Neutra 48h Negativa Bastonete
B10 Gomoso Alcalinizante 48h Negativa Bastonete
Bl11 Gomoso Neutra 48h Negativa Bastonete
B12 Gomoso Neutra 48h Negativa Bastonete
B13 Gomoso Neutra 48h Negativa Bastonete
B14 Gomoso Neutra 48h Negativa Bastonete
BI15 Gomoso Neutra 48h Negativa Bastonete
B16 Gomoso Acidificante 48h Negativa Bastonete
B17 Gomoso Neutra 48h Negativa Bastonete
B18 Gomoso Neutra 48h Negativa Bastonete
B19 Gomoso Neutra 48h Negativa Bastonete
B20 Gomoso Neutra 48h Negativa Bastonete
B21 Gomoso Acidificante 48h Negativa Bastonete

De acordo com o teste de Gram, todos os isolados foram classificados como Gram-

negativos, com formato celular tipo bastonete. Quanto a taxade crescimento, os isolados foram

considerados de crescimento rdpido, desenvolvendo-se em até 48 h (Hungria; Aradjo, 1994).

Com relacdo a mudanga de pH domeio YMA acrescido de azul de bromotimol, 76,47 % (13)
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dos isolados nao modificaram o pH, 17,65% (3) foram acidificante e 5,88% (1) foram
alcalinizante (Tabela 1). Os isolados capazes de acidificar o meio foram B07, B16 e B21. O
isolado B10 foi capaz de tornar o meio bésico, sendo o tnico a apresentar esta caracteristica
(Tabela 1).

Pinheiro et al. (2023) caracterizaram vinte e trés isolados retirados da Calliandra
fasciculata Benth, uma leguminosa retirada do municipio de Concei¢do do Mato Dentro (MG).
Os 1solados foram avaliados a partir da modificacdo do pH do meio de cultura, tempo de
formagdo de colOnias e caracteristicas das colonias (coloracdo das colonias, didmetro das
colonias, borda, forma e elevagdo). Os resultados encontrados pelos autores sdo semelhantes
aos obtidos neste trabalho, levando-se em consideracio caracteristicas de formato de colonia,
producdo de muco e taxa de crescimento, que apresentaram formato circular, com muco
gomoso e crescimento rapido. Entretanto, diferenciam-se pela coloracdo e mudanga de pH do
meio, ja que os encontrados pelos autores foram de coloracio creme e branca, com mudanga de
pH em maioria acidificante e no presente estudo, todos os isolados demonstraram coloracao
rosada e que, em maioria, ndo modificam o pH.

Ja os resultados demonstrados por Ferreira et al. (2021), que realizaram a
caracterizacdo deisolados obtidos de mistura de solos de diferentes dreas daregido de Maraba
(PA), corroboraram com os resultados encontrados no presente estudo. Apresentando como
caracteristicas dosisolados coldnias circulares, sendo a maioria de elevacdo plana, com bordas
inteiras, de crescimento rdpido e em grande parte ndo alterando o pH do meio, assim como o
presente estudo

Ehrhardt-Brocardo (2015) caracterizou bactérias retiradas de nédulos de bracatinga,
de sete locais distintos das regides do Vale do Itajai, Planalto Sul e Meio-Oeste do Estado de
Santa Catarina. Os autores apresentaram resultados que diferem dos encontrados no presente
trabalhos, pois os isolados analisados eram deelevacdo dotipo cipula, opacos e em sua maioria
nao modificaram o pH do meio.

Segundo as caracterizagcdes descritas por Hungria; Aradjo (1994), os isolados obtidos
podem pertencer ao grupo rizobio, pois observou-se reagdo negativa ao teste de Gram, com
formato de células tipo bastonete, formato da coldnia conico e de clipula, aspecto gomoso e de
coloracdo rosada, sendo esta ultima caracteristica incomum, mas pode ser observada em alguns
componentes deste grupo (Hungria; Aradjo, 1994). Entretanto, dentro dos nédulos, pode haver
a presenca de outras bactérias, além dos rizobios, que podem ter uma interacao positiva com as

plantas (Muresu et al, 2019).



34

4.1.2 Producao de AIA por isolados de bracatinga

As auxinas sdo importantes, pois auxiliam na indugdo de raizes (Taiz; Zeiger, 2013;
Kerbauy, 2012). As RPCP possuem a capacidade de produzir ATA, uma molécula pertencente
ao grupo das auxinas (Coatti et al., 2010), sendo este um mecanismo de inducdo e
alongamento de crescimento radicular, aumentando indiferentemente a drea de captacdo de
agua e nutrientes (Cassel et al, 2021).

A andlise de produg¢do de AIA realizada nos isolados demonstrou que todos
sintetizaram esta auxina. A andlise quantitativa demonstrou que a producdo média foi 54,32

pug/mL, ndo havendo diferenca significativa entre os isolados (Tabela 2).

Tabela 2- Produc¢do quantitativa de AIA.
Isolados  AIA (ug mL-1)

B04 84,21
BOS 71,892
BO7 48,69¢
BO8 71,96*
B09 40,79%
B10 169,582
B11 38,922
B12 37,522
B13 66,534
B14 25,644
B15 26,932
B16 36,882
B17 37,40°
B18 56,30%
B19 42,80%
B20 37,542
B21 29,902
Média 54,32
CV % 12,66

*Valores seguidos de letras iguais nao se diferem estatisticamente pelo Teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade de erro.
Observou-se (Tabela 2) que o isolado B10 e B04 apresentaram maior producdo de
AIA,de 169,58 ug mL-!' e 84,21 ug mL-!, respectivamente. Os menores valores daauxina foram
obtidos pelos isolados B14 € B21, com 25,64 ug mL! € 29,90 pg mL-!, respectivamente.
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O estudo de Lisot (2017) caracterizou isolados da regido de Horizolandia, no
municipio de Curitibanos (SC). A autoraisolou trinta e seis e realizou a caracterizagcdo desses
isolados e a produ¢dode ATA. Cinquenta porcento dos isolados produziram de AIA, variando
entre 80 pg.mL"" a 1000 pg.mL-!, sendoessas produgdes superiores as obtidas neste trabalho.
Todos os isolados de bracatinga produziram AIA, com varia¢do entre 25,64 ug.mL-!a 169,58
pug.mL-l,

Salienta-se que as auxinas sdo importantes, pois auxiliam na indugdo de raizes (Taiz;
Zeiger, 2013; Kerbauy, 2012). As RPCP possuem a capacidade de produzir AIA, uma molécula
pertencente ao grupo das auxinas (Coatti et al., 2010), sendo este um mecanismo de indugao e
alongamento de crescimento radicular, aumentando indiferentemente a drea de captacdo de
agua e nutrientes (Cassel et al, 2021).

Rodrigues (2019) que analisou vinte e sete isolados de Bacillus spp., da colecdo de
rizobactérias da Universidade Federal de Santa Catarina campus Curitibanos, retirados do solo
e rizosfera de alho coletados da fazenda Dias, localizada no municipio de Curitibanos (SC).
Demonstra que todos os isolados caracterizados assim como os isolados do presente estudo sdo
produtores de AIA. Mas apresentam valores de produgdo inferiores, que variam entre 3,05
pug.mL-!' e 34,28 ug.mL"!, e os isolados analisados neste trabalho possuiam capacidade de
produg¢do maior, sendo obtidos da mesma regido, variando entre 25,64 ug.mL"!' a 169,58 ug.mL-
1.

Ao comparar os resultados encontrado no presente estudo aos encontrados por Silva
(2022), que fez a caracterizacdo de bactérias retiradas de solo rizosférico de Acacia mearnsii,
de duas areas de plantio, localizadas nas cidades de Cristal e Jaguardo (RS). Observa-se que
apenas 14,84% dos isolados testados pelo autor possuem a capacidade producdo de AIA, se
diferenciando desse estudo, no qual 100% dos isolados apresentam esta caracteristica. Com
relacdo a producdo do fitormonio os resultados demostrados por Silva (2022) variam entre 23,3
pg.mL'a 1674 ug.mL"!, sendo semelhante aos encontrados pelos isolados de bracatinga que
apresentaram valores entre 25,64 pg.mL-' a 169,58 ug.mL-!. Observou-se semelhanca na
producdo de AIA de isolados retirados da mesma familia, ja que a Acacia mearnsii, também
pertence a familia Fabaceae. Enquanto, para Bacillus (Rodrigues, 2019) este valores nao

passaram de 34,28 ug.mL!, indicando uma produgdo menor.

4.2  ESTIMULO AO CRESCIMENTO VEGETAL PELOS ISOLADOS DEBRACATINGA
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4.2.1 Quantificacio de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) dos isolados
bacterianos nos inoculos

ApoOs a caracterizagdo dos isolados, seis isolados bacterianos foram selecionados
para as andlises in planta. Para a inoculacdo, foi necessdria a quantificacdo do nimero de
bactérias introduzidas nas sementes de bracatinga. A contagem de colonias ¢ um método
muito importante, com a finalidade de quantificar e controlar o nimero de microrganismos
inoculados nas plantas, pois em altas concentracdes podem competir com as plantas,
causando a sua morte ou diminuindo seu desenvolvimento (Acea; Carballas 1990).

A Tabela 3 apresenta os resultados de UFC.mL"! de cada isolado testado. Na
testemunha, ndo se detectou presenga bacteriana, como o esperado. Para os isolados foram
encontrados valores que variavam entre 10°a 10° UFC.mL"!. Observou-se ampla variagdo no
nimero de UFC formada pelos isolados, sendo o isolado BO7 aquele que obteve a maior
populagio (1,4x10° UFC.mL"1).

Os resultados encontrados estdo de acordo com os obtidos em trabalhos anteriores
com as cole¢des do LMPCP (Faquin, 2022; Schwinden, 2021)

Tabela 3- Quantificacio UFC.mL"! dos isolados.

Isolado UFC.mL"!
Testemunha -
BO7 1,4.10°
BO0O8 6,0.10°
B10 1,72.108
B13 5,75.10°
B17 5,02.108
B18 1,81.107

A contagem de colonias € um método muito importante, com a finalidade de quantificar e
controlar o nimero de microrganismos inoculados nas plantas, pois em altas concentragdes
podem competir com as plantas, causando a sua morte ou diminuindo seu desenvolvimento

(Acea; Carballas 1990).

4.2.2 Analise do estimulo ao crescimento vegetal pelos isolados
4.2.2.1 Andlise de nodulacdo dos isolados

Nao foram observados nédulos nas plantas em todos os tratamentos avaliados.
Entretanto, ndo se pode afirmar que os isolados ndo sejam rizébios, pois alguns fatores podem

limitar a formagao de nédulos, como a perda desta capacidade apds isolamento e estocagem,
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pois os genes da simbiose se encontram em plasmideos, que podem ser degradados durante
estes processo (Santos; Brom; Romero, 1996). Este € um fator que modifica ou limita a
capacidade nodulante de rizébios, como aqueles pertencentes a espécie Rhizobium
leguminosarum (Santos; Brom; Romero, 1996)

Um dos isolados selecionados apresentou efeito contrdrio ao esperado, na progénie A.
O isolado B0O7 dizimou 80% das plantas inoculadas. Este fator pode ter ocorrido pela interagdao
microrganismo/planta, que pode ser benéfica ou deletéria como mostra Lopes (2023). O autor
ao analisar diferentes cepas bacterianas em Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber
ex Ducke) Barneby, observou efeito parasitdrio com relacdo a uma das cepas estudadas. Nesse
mesmo sentido, Silva (2022) exp0s que, ao testar bactérias produtorasde AIA, para a promocao
de crescimento da Acacia mearnsii, houve efeito nocivo dos isolados nas plantas, inibindo seu
enraizamento. Isto pode ocorrer porque a quantidade de auxina necessdria para o enraizamento,
€ variavel de acordo com a fase organogenética em que a planta se encontra (Kerbauy, 2019).
Entretanto, a quantidade de AIA produzida parece ndo estar relacionada com a inibi¢do ao
crescimento da progénie, visto que os isolados B08, B10, B13 e B18 produziram mais da
substancia, enquanto o isolado B17 apresentou menor quantidade.

Outro fator que pode interferir no desenvolvimento da planta, € populagdo bacteriana
inoculada nas plantas. Como jd relatado anteriormente, em elevado nimero de UFC. mL! de
microrganismos pode competir com as plantas por dgua e nutrientes, causando a sua morte ou
diminuindo seu desenvolvimento (Acea; Carballas, 1990).

Tabela 4 - Efeito da inoculacdo dos isolados, em duas progénies de bracatinga.

Altura(cm) DA C(mm) MVR(g) MSR(g)

Tratamento A B A B A B A B
Testemunha 13,98Ab 16,33Aa 1,40Aa 1,36Aa 4,56Aa 2,96Ba 0,60Aa 0,29Ba

B0O7 1,54Bd 15,70Aa 0,23Bc  1,56Aa 0,60Bc 2,58Aa 0,07Bc 0,28Aa

BO0O8 7,56Bc  15,51Aa 0,81Bb 1,62Aa 2,39Ab 2,90Aa 0,27Ab 0,30Aa

B10 10,17Bc  15,81Aa 0,96Bb 1,66Aa 2,39Ab 2,92Aa 0,23Ab 0,30Aa

B13 15,03Ab 18,76Aa 1,66Aa 142Aa 3,26Aa 2,67Aa 0,34Ab 0,30Aa

B17 20,21Aa 14,17Ba 1,70Aa 1,28Aa 3,73Aa 2,21Ba 0,36Ab 0,25Aa

B18 16,49Ab 16,49Aa 1,65Aa 1,33Aa 443Aa 2,82Ba 0,62Aa 0,29Ba

Média 13,95 14,43 1,33 1,36 2,87 2,92 0,33 0,33

CV % 34,84 21,28 31,74 14,14

Onde: DCA= Didmetro a altura do colo; MVR-Massa verde de raiz; MSR=Massa seca de raiz. Letras
mindsculas iguais ndo diferem entre si entre isolados. Letras maitsculas iguais ndo diferem entre si entre

progénies.
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4.2.2.2 Andlise avaliativa do estimulo em altura

A altura € um importante parametro avaliativo para a determinacdo da qualidade da
muda, captacdo de luminosidade, sendo fundamental para a fotossintese, desenvolvimento e
competicdo com outras plantas (Rudek; Garcia; Peres, 2013).

Para o estimulo ao crescimento em altura ndo houve diferenga significativa dos
isolados em relacdo a progénie B com a inoculacdo dos isolados, em que o isolado B13
apresentou o maior valor (Tabela 4). Em contraponto, houve diferenca significativa na progénie
A com ainoculac¢do dos isolados em que se observou quatro agrupamentos. O primeiro grupo
foi formado apenas pelo isolado B17 que apresentou 20,21 cm de altura, diferenciando-se da
testemunha. O segundo agrupamento foi formado pela testemunha (13,92 cm), B13 (15,03cm)
e 0 B18 (16,49 cm), o terceiro por BO8 (7,79 cm) e B10 (10,17cm), e o quarto agrupamento
pelo isolado BO7 (1,54cm).

Comparando-se o efeito de cada isolado nas respectivas progénies, observou-se que
para progénie B, os isolados BO7, BO8 e B10 apresentaram diferenca estatistica em relagcdo a
progénie A, sugerindo interagdo positiva. (Tabela 4). Na literatura, ndo foram detectados
trabalhos semelhantes. Entretanto, o tamanho do indculo e a produgdo de AIA parece ndo ter
relevancia neste parametro. Porém, o tamanho dapopulagcdo de BO7 pode estar relacionado com
a interagc@o deletéria com a progénie A.

Com relag@o ao efeito da inoculacio de bactérias na altura de plantas, Teixeira (2021)
encontrou valores que se diferenciam, parcialmente, do presente trabalho. O autor caracterizou
e selecionou bactérias nodulantes retiradas de raizes de Acacia mangium, para testar o estimulo
ao crescimento vegetal de Eucalyptus urograndis. em experimento conduzido no municipio de
Itatinga (SP). O autor relatou que os trés isolados selecionados pela producdo AIA interagiram
com o eucalipto, mas que estatisticamente ndo foi detectada diferenca em relacdo a altura.

Ja Santos (2024) analisou a interacdo de cepas bacterianas com a aplica¢do de calagem
em solos, seguida de aplicacdes de fosfato e calagem, para duas espécies arboreas, Hevea
brasiliensis e Bertholletia excelsa, na regiao de Humaitd (AM). Os resultados encontrados pelo
autor sdo semelhantes ao encontrado no presente estudo, demostrando interacao positiva entre
bactérias e as plantas, aumentando significativamente a altura das plantas.

Lopes (2023) utilizou trés cepas de rizobactérias, para verificar o estimulo ao
crescimento a Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby. no
municipio de Belém (PA). Demonstrou interagdo positiva ao estimulo de crescimento em autora

assim como os presentes estudo. Mas ao comparar os resultados encontrados pelo autor com o
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presente estudo € possivel observar que as cepas analisadas demostram incremento superior em
altura, apresentando incremento de aproximadamente 10cm, e no presente estudo observou

incremente em altura de 6,23 cm, obtido pelo isolado B17 na progénie A (Tabela 4).

4.2.2.3 Andlise avaliativa do estimulo em didmetro

O diametro é uma medida fisica de grande relevancia para avaliar o crescimento e
desenvolvimento das plantas, pois esta relacionada a capacidade de sustentagdo e transporte de
nutrientes (Rudek; Garcia; Peres, 2013).

O parametro de didmetro a altura do colo analisado neste estudo demonstrou que ndo
foi observada diferenca significativa em relagdo a progénie B com a inoculagdo dos isolados
em relacdo a testemunha (Tabela 4). Porém, observou-se que o isolado B 10 apresentou maior
valor para este parametro 1,62 mm.

Observou-se que em relag@o a progénie A com os isolados inoculados, houve diferenca
significativo com a formacgao de trés grupos (Tabela 4). Um desses foi formado pelos isolados
B17, B18, B13 e a testemunha, que apresentaram 1,70 mm, 1,65mm, 1,66mm e 1,40mm,
respectivamente. Apesar de ndo haver diferenca significativa, observou-se que o isolado B17
mcrementou em 21,4% o DAC. O segundo foi formado pelos isolados B10 e BO8 e o terceiro
pelo isolado BO7.

Comparando-se o efeito de cada isolado com as respectivas progénies, observou-se
que os isolados B0O7, BO8 e B10 se destacaram quando inoculados na progénie B (Tabela 4)

Santos (2024) demonstrou em seu trabalho, citado anteriormente, o aumento
significativo do DAC de Hevea brasiliensis e Bertholletia excelsa quando inoculado com cepas
bacterianas associadas a tratamentos de calagem e adubacdo. Esses resultados corroboram com
os observados no presente trabalho, que também foram positivos para o desenvolvimento em
DAC das plantas.

Teixeira (2021) ao comparar o estimulo de crescimento causado por rizobactérias a
Eucalyptus urograndis, em relacdo a DAC, observou que ndo ocorreu diferenca significativa
entre os tratamentos e a testemunham. Assim como observado neste estudo o autor observou
incremento no DAC nas plantas inoculadas com as rizobactérias, mesmo sem a observaciao da

diferenca significativa dos tratamentos.
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4.2.2.4 Andlise avaliativa do estimulo em massa de raiz

A mensuracdo de massa de raiz e parte aérea é importante para compreender a
formacdo das mudas florestais de qualidade. Essa estd diretamente relacionada com
caracteristicas que definem o nivel deefici€éncia dos experimentos (Gongalves; Poggiani, 1996;
Caldeira; Schumacher; Tedesco, 2000).

Com relagdo ao parametro avaliativo massa de raiz, o MVR e a MSR nio
demonstraram diferencga significativa em relacdo a progénie B inoculada com os isolados
(Tabela 4).

J4 a interacdo entre progé€nie A e isolados, com relacio a MVR e MSR, demonstrou
diferenca significativa. Para a MVR, houve a formacdo de trés grupos, sendo o primeiro
composto pela testemunha (4,56g e 0,60g), o isolado B18 (4,43g e 0,62¢g), B17 (3,73g e 0,36g)
e B13 (3,26g e 0,34). O segundo foi composto pelos isolados BO8 e B10 e o terceiro pelo B17.
Para MRS, também houve a formacado de trés agrupamentos, sendo: o primeiro, a testemunha e
o isolado B18; o segundo, os isolados B8, B10, B13 e B17 e o terceiro pelo isolado BO7.

Com relacio ao efeito de cada isolado nas progénies, considerando-se MVR e MSR,
observou-se significancia para os isolados B17, B18 e testemunha quando inoculadas na
progénie A (Tabela 4). O isolado BO7 diferiu significativamente quando inoculado na progénie
B.

Oliveira et al (2021) analisaram estirpes bacterianas para a inoculagdo de Mimosa
caesalpiniifolia Benth., utilizaram 21 isolados bacterianos, um tratamento com adubacdo
nitrogenada e outro sem adubagdo, no municipio de Seropédica (RJ). Os valores de MSR
encontrados pelos autores variaram de 58 g para 1943 g, e o presente estudo obteve valores
entre0,25g a 0,62g. Ao comparar estes valores, observa-se que os encontrados pelos autores
foram superiores.

Comparando-se os resultados encontrados por Lisot (2017), que estudou bactérias
encontradas na mesma regidao em feijao, a autora observou diferenga entre os isolados e a
testemunha para a MVR. Porém, para MSR ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos com os isolados inoculados. Os resultados de Lisot (2017), assim como os
observados no presente demonstraram semelhancas com relacio a MVR, mas diferiram em
relacdo ao MSR.

Rodrigues (2016) avaliou microrganismos da Colecdo de Micro-organismos de
Interesse Agricola da Embrapa Semidrido (CMISA), no municipio de Petrolina (PE). O autor

inoculou 102 isolados bacterianos (40 isolados de jurema-preta, 44 de angico e 18 de mulungu)
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nas trés espécies florestais, um controle nitrogenado e uma testemunha. O autor ndo observou
diferenca significativa entre os tratamentos e a testemunha para MSR. A auséncia de diferenga
entre os tratamentos inoculados e a testemunha também foi observada neste trabalho. Isso pode
ter acontecido pelo fato do volume do tubete limitar o desenvolvimento radicular (Vargas et al,

2011; Teixeira, 2021).

4.2.2.5 Andlise avaliativa do estimulo em massa de parte aérea
A massa verde da parte aérea (MVPA) e a massa seca da parte aérea (MSPA) ndo
demonstraram diferenca significativa a progénie B com a inoculag¢@o dos isolados (Tabela 5).

Tabela 5- Efeito da inoculacdo de isolados bacterianos de nédulos em duas progénies de

bracatinga.
Tratamento MVPA(g) MSPA(g) MVT(g) MST(g)
A B A B A B A B
Testemunha 0,60Aa 0,52Aa 0,17Aa 0,12Aa 5,17Aa 3,48Ba 0,79Aa 0,42Ba
B0O7 0,12Bc  0,60Aa 0,03Bc 0,16Aa 0,71Bc 3,18Aa 0,10Bd 0,44Aa
BOS8 0,33Bb  0,58Aa 0,09Ab 0,14Aa 2,72Ab 3,38Aa 0,37Ac 0,44Aa
B10 0,41Bb 0,75Aa 0,10Bb 0,19Aa 2,80Ab 3,67Aa 0,34Ac 0,49Aa
B13 0,61Aa 0,69Aa 0,16Aa 0,18Aa 3,87Aa 3,67Aa 0,50Ab 0,47Aa
B17 0,76Aa  0,53Aa 0,18Aa 0,13Aa 4,50Aa 2,74Ba 0,54Ab 0,38Aa
B18 0,69Aa 0,48Aa 0,19Aa 0,12Aa 5,13Aa 3,31Ba 0,82Aa 0,41Ba
Média 0,55 0,56 0,14 0,14 3,43 3,48 0,47 0,47
CV % 17,43 7,8 32,02 16,51

Onde: MVPA= Massa verde de parte aérea; MSPA= Massa seca de parte aérea; MVT=Massa verde total; MST
= Massa seca total. Letras mindsculas iguais ndo diferem entre sientre isolados. Letras maitisculas iguais nao

diferem entre si entre progénies.
JA MVPA e MSPA na progénie A inoculada com os isolados demonstraram diferenga,
agrupando-se em trés grupos, sendo o primeiro composto pelos isolados B17 (0,76g e 0,18g),
B18 (0,69¢g e 0,19g), B13 (0,61g e 0,16) e testemunha (0,60g e 0,17g) (Tabela 5). O segundo
composto pelos isolados BO8 e B10 e o terceiro pelo isolado BO7.
Comparando-se efeito de cada isolados nas progénies para MVPA, observou-se que
os isolados BO7, BO8 e B10 foram, significativamente, superiores para a progénie B (Tabela 5).
Para MSPA, os isolados BO7 e B10 também apresentaram significancia na progénie B.
Oliveira et al. (2021) estudaram 21 estirpes bacterianas em Mimosa caesalpiniifolia
Benth., para avaliar seu efeito no crescimento da espécie. Os isolados foram obtidos denddulos
da espécie na regido de Seropédica (RJ). Os autores demonstraram que houve interacao

significativa entre a maioria dos isolados e a cultura, mas ndo houve diferenca significativa
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entre as estirpes e a testemunha nitrogenada. Esses resultados foram semelhantes aos obtidos
neste trabalho, pois o isolado B 18 ndo se diferenciou datestemunha, mas com valores inferiores
aos observados pelos autores (Tabela 5).

Fontes et al. (2020) analisaram 56 estirpes retiradas de espécies florestais, como
género Inga, em Seropédica (RJ). Os autores obtiveram valores de MSPA entre 0,48g e 5,13g,
sendo o mais alto referente ao tratamento com adubacdo nitrogenada, seguido daquele com uma
estirpe. Os resultados obtidos pelos autores, referente a MSPA, foram superiores aos
encontrados neste trabalho, mesmo havendo a utilizacdo de estirpes de diferentes espécies. [sso
pode estar relacionado com o tamanho do recipiente utilizado pelos autores, j4 que com um
recipiente de volume maior permite que a planta encontre mais espaco para se desenvolver. Os
autores utilizaram vasos do tipo “Leonard” para desenvolver o experimento e no presente

trabalho, foram utilizados tubetes.

4.2.2.6  Andlise avaliativa do estimulo em massa total das plantas

Foram avaliadas a massa verde total MTV) e seca (MST). Paraas MVT e MST nio
houve diferenca significativa quando a progénie B foi inoculada com isolados (Tabela 5). Para
a progénie A, observou-se a formagao de trés grupos para a MVT e quatro grupos para a MST.
Para MVT, os grupos formados foram: I- testemunha, isolados B13, B17 e B18; II- isolados
B08 e B10; III-isolado BO7. Para o MST, os grupos foram I- isolado B18 e testemunha; I1-
isolados B17 € B13; I1I- isolados BO8 € B10; I'V- isolado B0O7.

Apesar de ndo diferir estatisticamente da testemunha, para a MST, observou-se que o
isolado B18, quandoinoculado na progénie A, acumulou mais biomassa (aproximadamente 4%
a mais), sugerindo potencial de estimulo ao crescimento das plantas (Tabela 5).

Ao se comparar a acdo de cada isolado nas diferentes progénies, observou-se que
houve diferenca significativa. Para a MVT, o isolado B7 foi mais efetivo na progénie B,
enquanto o isolado B17 foi mais eficiente na progénie A (Tabela 5). Houve diferenca entre as
testemunhas nas duas progénies. Isso pode estar relacionado com a heterogeneidade das
amostras de semente de bracatinga que demonstram variabilidade genética entre as progénies,
mesmo que sejam da mesma espécie e coletadas na mesma regido, pois podem ser de diferentes
cruzamentos, oriundos de alogamia ou de fecundacio cruzada (Fonseca, 1982).

Fontes et al (2020) analisaram 56 estirpes isoladas de nddulos de espécies do género
Inga e de outras espécies florestais. No trabalho, os autores obtiveram valores de massa total

de plantas que variaram entre 8,43g a 10,1g, valores superiores ao encontrados nesse estudo



43

que variaram entre 0,10 g a 0,82g, para a progénie A e de 0,38g a 0,49 g para a progénie B
(Tabela 5). Essa variagdo superior pode estar relacionada com o tamanho do tubete, o
desenvolvimento da espécie e com a associacdo com as bactérias selecionadas pelos autores.

Oliveira et al (2021) apresentaram valores de massa seca para a espécies de Mimosa
caesalpiniifolia Benth. em associacdo com 21 isolados, de 140g a 4104g, sendo o maior valor
obtido no tratamento nitrogenado, seguido da estirpe BR 13975. Os valores apresentados pelos
autores descritos foram superiores ao encontrados neste estudo.

A inoculagdo de plantas com bactérias produtoras de AIA € capaz de estimular o
crescimento radicular, modificar a arquitetura das raizes, aumentar a biomassa e
consequentemente, aumentar a produtividade (Arkhipova et al., 2019; Santos et al., 2019;
Santos et al., 2020). Abreu (2021) demonstrou que bactérias com capacidade de sintetizar AIA
incrementaram o desenvolvimento da espécie Hymenaea courbaril. Entretanto, a interagdo das
bactérias com essa capacidade pode apresentar algumas limita¢des. Teixeira (2021) mostrou
que apesar da inoculacdo com isolados produtores de AIA, alguns fatores podem limitar o
desenvolvimento da planta, como seu crescimento em tubetes. A planta pode ser estimulada a
desenvolver raizes, mas devido ao espago limitado, esse estimulo pode, na verdade, se tornar
limitante ao seu crescimento. Observou-se no estudo apresentado por Teixeira (2021), em que
o tubete pode ter sido um limitador dodesenvolvimento de raizes, ja que os isolados inoculados
sintetizaram quantidades significativas de AIA, algo que possivelmente tenha ocorrido de
maneira semelhante neste estudo. O isolado B17 utilizado no experimento in planta, produziu
menor quantidade de AIA (Tabela 2) e na progénie A estimulou seu crescimento em altura
(Tabela 4), a MRS foi inferior a testemunha (Tabela 4), produzindo menor volume de raizes,
suficiente para se desenvolver no tubete, sugerindo a influéncia desse mecanismo.

Relatos de Silva (2020) demonstraram que ao testar bactérias sintetizadoras de AIA,
os resultados encontrados foram contrarios aos esperados, pois houve inibi¢do ao enraizamento
e crescimento das plantas. Isto pode ocorrer pela quantidade de auxina liberada, ja que cada
planta possui concentracdo especifica necessdria ao seu crescimento. Segundo esse autor, 0s
isolados que mais inibiram as plantas foram aqueles que possuiam capacidade produtora mais
elevada. A observagdo do autor se diferencia deste trabalho, ja que o isolado BO7 que inibiu o
crescimento da progénie A, apresentou uma das menores capacidade produtoraentre os isolados
testados (Tabela 2).

Diante dos resultados, serdo necessdrios mais estudos sobre promog¢do de crescimento

em bracatinga, com estes isolados, para comprovar seu potencial de inducdo de crescimento e
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correlacionando com a producdo de AIA ou mecanismos que possam estimuld-lo. A

identificacdo genética dos isolados também € importante.
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5 CONCLUSAO

A caracterizagcdo fenotipica dos dezessete isolados in vitro demonstrou que todas as
bactérias apresentaram colOnias circulares, deborda lisa, aspecto gomoso, com elevag¢do dotipo
ctiipula, com coloracdes rosa difusas, opacas. Todos os isolados eram Gram-negativos e com
células de formato tipo bastonete, de crescimento rdpido, desenvolvendo-se em 48 h. Nao
modificaram pH do meio YMA com azul de bromotimol 76,47% do isolado, 17,65% foram
acidificante e 5,88% foram alcalinizante. Essas caracteristicas sdo descritas para rizobios.

Os dezessete isolados produziram AIA, em concentragdes iguais estatisticamente.

Porém, observou-se que os isolados B10 e B04 apresentaram producdo superior, sendo
169,58 ug.mL-! e 84,21 ug.mL-!, respectivamente.

A inoculacdo dos seis isolados selecionados (BO7, BO8, B10, B13, B17 e B18) nas
duas progénies de bracatinga ndo apresentou nodulacdo. Entretanto, seu efeito foi diferente
entre essas. Na progénie B, ndo se observou estimulo ao crescimento com a inoculagdo. Para a
progénie A, a inoculag@o do isolado B17 estimulou seu crescimento em altura.

Os resultados apresentados sugerem quem os isolados sdo potenciais promotores de

crescimento para a bracatinga, necessitando de mais estudos.
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