SEI-SICITE

2023

Promocgao de crescimento em milho (Zea mays L.) utilizando
rizobactérias nao autéctones

Growth promotion in corn (Zea mays L.) using non autochthonous
rhizobacteria
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RESUMO

A utilizagdo de rizobactérias é alternativa aos insumos agricolas tradicionais como fertilizantes e
agrotéxicos, devido aos seus mecanismos de promogao de crescimento vegetal e protegdo contra estresses
bidticos e abidticos. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inoculagdo de rizobactérias
previamente isoladas da rizosfera de Urucum e de pitanga no crescimento de milho. As linhagens
selecionadas foram inoculadas de duas formas: via microbiolizacdo ou diretamente no solo. Apds o
crescimento da planta, avaliou-se o comprimento do epicétilo, o peso fresco da parte aérea e da raiz, em
comparacao com plantas controle sem bactéria. Ainda, definiu-se o tempo ideal de cultivo da bactéria
utilizando como critério a producdo de auxina pela mesma. A quantificagdo de produgéo de auxina ocorreu
ao longo de 72 horas, em células cultivadas na presenga ou auséncia de triptofano. O tratamento utilizando
a linhagem LB02 pelo método da microbiolizagdo obteve valores significativamente superiores de peso
fresco da parte aérea e da raiz em comparacao a inoculagdo no solo e controle. O cultivo da bactéria por 48
horas na presenga de ftriptofano leva ao acumulo maior de auxina. Assim, obteve-se resultados
promissores, indicando que € possivel utilizar linhagens ndo autéctones ao incremento do desenvolvimento
vegetal.
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ABSTRACT

The use of rhizobacteria is an alternative to traditional agricultural inputs such as fertilizers and pesticides,
due to their mechanisms for promoting plant growth and protecting against biotic and abiotic stresses. Thus,
the objective of this study was to evaluate the effect of inoculating rhizobacteria previously isolated from the
rhizosphere of Urucum and pitanga on corn growth. The selected strains were inoculated in two ways: via
microbiolization or directly into the soil. After plant growth, the length of the epicotyl and the fresh weight of
the shoot and root were evaluated in comparison with control plants without bacteria. Furthermore, the ideal
time for culturing the bacteria was defined using auxin production as a criterion. Quantification of auxin
production occurred over 72 hours, in cells cultured in the presence or absence of tryptophan. The treatment
using the LBO02 strain by the microbiolization method obtained significantly higher values of fresh weight of
the shoot and root compared to inoculation in the soil and control. Cultivating the bacteria for 48 hours in the
presence of tryptophan leads to greater accumulation of auxin. Thus, promising results were obtained,
indicating that it is possible to use non-indigenous strains to increase plant development.
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INTRODUGAO

Estudos apontam que até o ano de 2050, a populagdo mundial tera um
crescimento de 35%; em consequéncia, a produg¢do agricola devera crescer em cerca de
60% quando comparada a produgao atual. Nas ultimas quatro décadas, a producgéo
agricola brasileira se desenvolveu e transformou o Brasil em uma das principais poténcias
mundiais do setor. O agronegdcio é responsavel por cerca da metade das exportagcdes
brasileiras, com destaque a produc¢do e comercializagédo de milho, café, agucar, soja em
grao e algoddo (GAZZONI, 2017). Em 2022, o agronegdcio obteve retorno de US$ 159,09
bilhbes, o que correspondeu a 47,6% do total das exportacbes brasileiras
(BRASIL, 2023). Apesar do evidente desenvolvimento da agricultura nacional, muitos
desses resultados foram obtidos mediante ao emprego de agrotoxicos para controle de
fitopatégenos e pragas, como também de fertilizantes quimicos para promogao de
crescimento vegetal (CASTRO, 2019).

Tendo em vista esse cenario, a utilizacdo de Rizobactérias Promotoras de
Crescimento em Plantas (RPCPs) tém se tornado uma importante alternativa aos insumos
agricolas tradicionais. As RPCPs podem atuar por meio de mecanismos que influenciam
diretamente a fixagdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, produgdo de
sideréforos e de fitohormbnios como citocininas, giberelinas, etileno e acido indol
acético (VELLOSO et. al., 2019). Também podem agir por mecanismos indiretos como
anabiose, competicao, promocao de resisténcia (SILVA et al., 2022).

Nesse sentido, as RPCPs podem ser usadas em diversas atividades, tais como:
biofertilizantes, fitoestimuladoras, rizomediadoras e biopesticidas. Também podem ser
aplicadas para tratamento de sementes, mudas micropropagadas; bem como na
incorporagao direta ao substrato de cultivo; no tratamento de tubérculos, raizes e estacas;
na pulverizagbes de partes aéreas como folhagem, flores e frutos; em pds-colheita
(MARIANO et. al., 2004).

Rizosfera € a regido no qual as RPCPs sao encontradas. Trata-se de uma fracéo
do solo que circunda a raiz com 1 a 3 mm de didmetro e que se encontra sob influéncia
direta do sistema radicular, onde ha grande numero de atividades relacionadas com
microrganismos. Neste microambiente, as raizes das plantas absorvem nutrientes, agua e
liberam metabdlitos vegetais, conhecidos como exsudatos. Essas condi¢gées propiciam
ambiente favoravel as interagdes entre plantas e microrganismos, recrutando-os a regiao,
de modo que os compostos exsudatos sao usados como fonte de energia e nutrientes por
eles. Em consequéncia, quando comparada com solo a granel, a rizosfera apresenta uma
grande diversidade de microrganismos, das quais destacam-se as RPCPs
(PEREIRA et. al., 2020; HERMANN-BANDERA et. al., 2022; SILVA et. al., 2022).

Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo inocular suspensdes bacterianas
de isolados da rizosfera em sementes de milho para posterior anadlise de parametros
relacionados a promogéao de crescimento em plantas.

MATERIAIS E METODOS

As linhagens microbianas utilizadas foram Bacillus sp. LB02, isolado da rizosfera
de Bixa orellana (urucum) e Bacillus sp. 32, isolado da rizosfera de Eugenia uniflora L.
(pitanga). Ambos pertencem a colegdo de microrganismos da UTFPR-TD. Essas
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linhagens foram selecionadas pois obtiveram resultados promissores em analises
bioquimicas realizadas in vitro (BIET, 2021; SERATTI, 2021).

Para preparo do pré indculo, transferiu-se, isoladamente, as linhagens LB02 e 32
para 10 ml de meio de cultivo TBS (Triptona Soy Broth), acrescido de triptofano (100
mg/mL), incubando-se no escuro a 35° C, 150 rpm por 24 horas. Para preparo do indculo,
utilizou-se 10% v/v do pré-inéculo no mesmo meio de cultivo e condi¢des de cultivo. Apos
a incubacdo, mediu-se a densidade O6ptica (ODgy) da suspensao bacteriana em
espectrofotometro. O isolado 32 obteve OD600=1,8+0,04 e o isolado LB02 obteve
OD600=1,7+0,03.

Foram utilizados dois métodos de aplicacdo das bactérias para avaliagcido do seu
efeito no crescimento de milho hibrido: 1) microbiolizagdo de sementes pré-germinadas e
2) diretamente no solo. Na microbiolizagédo, as sementes foram submersas por 30 minutos
nos respectivos indculos e semeadas em vasos contendo 300 gramas de substrato da
marca Humusférti. Na segunda metodologia, 1 mL da suspensdo bacteriana foi
adicionada sob as sementes pré-germinadas colocadas previamente nos vasos no
primeiro dia e no sétimo dia de semeadura. Em seguida, completou-se o volume do vaso
com substrato. As plantas foram mantidas em fotoperiodo 16/8 por 14 dias com regas
periddicas.

Apds os 14 dias, foram realizadas as seguintes analises: tamanho da epicétilo
(cm), massa fresca (g) da parte aérea e raiz e massa seca (g) da parte aérea e raiz. Para
determinagdo da massa seca, as plantas foram mantidas em estufa a 50° C até que se
atingisse massa seca constante.

A fim de analisar o melhor tempo de crescimento do in6culo bacteriano, foi
realizada a quantificagao de auxina ao longo do tempo para o isolado LB02. A linhagem
foi multiplicada em meio TBS para obtengédo do pré-inéculo por 24 horas a 35°C e 150
rom. O indculo foi preparado usando 10% v/v do pré-indculo, em meio TBS suplementado
com triptofano (100 mg/mL), mantido no escuro, a 35°C, a 150 rpm por 72 horas. A cada
24 horas foram retiradas aliquotas para quantificagao de auxina utilizando o Reagente de
Salkowski em espectrofotdmetro a 520 nm. A concentragdo de AlA foi determinada por
meio da comparagdo com a curva padrao de concentragbes conhecidas (5, 10, 25, 50,
100 pg/mL) do hormdnio sintetizado (Sigma).

Todos os dados coletados foram obtidos em triplicata, e submetidos a analise de
variancia (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia com auxilio do software OriginPro versao 2019.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise da promogao de crescimento em plantas de milho, pode-se observar
diferencas significativas (p<0.05) na altura da parte aérea das plantas inoculadas,
independente da linhagem utilizada ou do método de inoculagdo (Figura 1, Grafico 1),
sendo que a técnica de microbiolizagao utilizando a linhagem Bacillus sp. LB02 obteve
melhores resultados.
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Figura 1 - Comparativo visual entre os tratamentos: a) Solo inoculado com Bacillus sp. LB02;
b) Solo inoculado com Bacillus sp. 32; c) Microbiolizagdo com a linhagem Bacillus sp. LB02; d)
Microbiolizagao com a linhagem Bacillus sp. 32; e) Controle.

Fonte: Autoria prépria (2023).

Grafico 1 - Altura das plantas inoculadas (l); Peso fresco da raiz e da parte aérea (ll e lll,
respectivamente); e peso seco da raiz e da parte aérea (IV e V respectivamente) com bactérias
promotoras de crescimento Bacillus sp. LB02 e Bacillus sp. 32 utilizando diferentes métodos. As
letras indicam médias estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: Autoria propria (2023).

Em relacdo ao peso fresco (Grafico 1: Il e Ill) e seco (Grafico 1: IV e V) tanto da
parte aérea quanto da raiz, os tratamentos que receberam a linhagem Bacillus sp. 32 nao
diferiram significativamente do controle, em nenhum dos métodos de inoculagao
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utilizados. Por outro lado, a linhagem Bacillus sp. LB02 obteve, pelo método da
microbiolizagdo, valores significativamente mais elevados (p<0,05) de peso fresco tanto
da parte aérea quanto da raiz (1,15 g e 0,71 g, respectivamente), em comparagao com o
tratamento por inoculagédo no solo (0,91 g e 0,5 g) e controle (0,88 g e 0,47 g). Com isso,
obteve-se resultados promissores, o que indica ser possivel utilizar linhagens nao
autoctones ao desenvolvimento vegetal.

O melhor desempenho do método da microbiolizagdo quando comparado ao
meétodo de inoculacdo no solo pode ser explicado porque a microbiolizagado das sementes
promove resisténcia a semente, o que culmina no vigor da plantula; também estimula
emergéncia rapida em razdo da produgao de fitormbnios como auxinas, giberelinas e
citocininas (IBANHES NETO et al., 2021; JUNGES et al., 2016).

A avaliacdo em triplicata da produgao de auxina no tempo de 24, 48 e 72 horas de
incubacéao possibilitou determinar o melhor tempo de sintetizagado da auxina pela bactéria
LB02, que apresentou melhores efeitos no crescimento vegetal. Conforme observado no
Grafico 2, o tempo de 48 horas apresentou melhor média para produgado de auxina com
suplementagdo de triptofano (682,32 mg/mL), portanto, essas condigbes devem ser
utilizadas para o preparo de inoculantes utilizando esta linhagem.

Grafico 2 - Quantificagdo da producdo de auxina pela linhagem Bacillus sp. LB02 em 24, 48 e
72 horas de crescimento em meio TSB com e sem suplementagao de triptofano.
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Fonte: Autoria propria (2023).

CONCLUSAO

As linhagens microbianas apresentam potencial de promo¢ao do crescimento
microbiano em ensaios in vivo, sendo que o0 método de microbiolizagcdo mostrou-se mais
eficiente. Para preparo dos microrganismos para inoculagao sugere-se utilizar o periodo
de crescimento por 48 horas, utilizando o triptofano como indutor, a fim de maximizar o
conteudo da auxina, proporcionando um melhor desenvolvimento radicular.
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