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RESUMO

O barbatiméo [Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville] planta pertencente a familia
Fabaceae, possui ampla distribuicdo geogréfica no Brasil, possuindo grande importancia
econdémica e medicinal. No entanto, as sementes da espécie apresentam dorméncia
tegumentar, o que tém dificultado sua propagacdo natural. Como alternativa para a
propagacao da espécie, temos as técnicas da cultura de tecidos vegetais, que possibilitam a
producdo de mudas com alta qualidade genética. Todavia, as plantulas propagadas séo
isentas de sua microbiota natural. Desta forma, temos a possibilidade de reintroducéo de
microrganismos benéficos capazes de auxiliar no desenvolvimento das plantulas em
condicdes in vitro. Dentre os microrganismos benéficos, tém-se as bactérias promotoras de
crescimento em plantas (BPCPs), que promovem a producédo de fitohormémios, aumento da
resisténcia as condicdes de estresse bidtico e abidtico e mudangas nas propriedades
fisioldgicas, entre outros beneficios. Assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar os
efeitos de BPCPs na promocéo de crescimento de plantulas de S. adstringens in vitro como
alternativa para a adicdo de reguladores de crescimento aos meios de cultura. O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos: T1: MSY%2
(aplicacbes de 4&gua destilada esterilizada, T2: aplicacbes de MSY¥%+ Bacillus
methylotrophicus, T3: aplicacbes de, MS%2+ Serratia marcensces, T4: aplicacdes de MSYz +
Bacillus + Serratia e T5: MS% +21,48 UM ANA - 4cido naftalenoacético (aplicacdes de
agua destilada esterilizada) e mantidas em sala de crescimento em condicGes controladas de
cultivo in vitro. Foram utilizadas sementes de barbatimé&o (Stryphnodendron adstringens), e
apos 15 dias de cultivo in vitro, foram realizadas aplicacGes de BPCPs as plantulas. As cepas
utilizadas foram diluidas a 108 (Bacillus methylotrophicus e Serratia marcescens) e
aplicadas duas vezes nas plantulas, aos 15 e 30 dias. Aos 45 dias de cultivo in vitro foram
avaliadas nimero de folhas, area foliar (cm?), altura das plantas (cm), matéria fresca da raiz
(9), matéria fresca da parte aérea (g), matéria seca da raiz (g), matéria seca da parte aérea
(9), porcentagem de sobrevivéncia (%), relacdo raiz parte aérea, rendimento quantico
méaximo do fotossistema I, indice fotossintético e a densidade de centros de reacdo ativos
do fotossistema Il por unidade de fétons absorvidos (RC/ABS). As plantulas inoculadas com
as BPCPs apresentaram incremento em altura, porcao radicular, niumero de folhas, massa
fresca das folhas e raizes e massa seca das folhas e raizes, indice fotossintético, densidade
de centros de reacdo ativos do fotossistema Il por unidade de fotons absorvidos, rendimento
quantico maximo do fotossistema Il e aumento na taxa de sobrevivéncia das plantulas na
aclimatizacdo ex vitro. Foi possivel observar que a bactéria Serratia proporcionou efeitos
positivos nos parametros de crescimento e desenvolvimento in vitro das plantulas de
barbatiméo, e aumentou a taxa de sobrevivéncia das plantulas no ambiente ex vitro. Desta
forma, o uso da bactéria Serratia marcensces € um método viavel para a produgdo de mudas
de Stryphnodendron adstringens.

Palavras-chave: Barbatiméo, propagacdo in vitro, crescimento vegetal, aclimatizacdo ex
vitro.



ABSTRACT

The barbatimon [Stryphnodendron astringens (Mart.) Coville], a plant belonging to the
Fabaceae family, has a wide geographical distribution in Brazil. This species has great
economic and medicinal importance. However, the seeds of the species present tegumentary
dormancy, which has hindered its natural propagation. As an alternative for the propagation
of the species we have the techniques of plant tissue culture that allow the production of
seedlings with high genetic quality. However, the propagated seedlings are free of its natural
microbiota. Thus, we have the possibility of reintroducing beneficial microorganisms
capable of helping the development of the seedlings under in vitro conditions. Among the
beneficial microorganisms are the plant growth promoting bacteria (BPCPs), which promote
the production of phytohormones, increased resistance to biotic and abiotic stress conditions,
and changes in physiological properties, among other benefits. Thus, this work aimed to
evaluate the effects of BPCPs in promoting the growth of S. astringens seedlings in vitro as
an alternative to the addition of growth regulators to culture media. The experiment was
conducted in an entirely randomized design, with five treatments: T1: MS¥% (applications of
autoclaved distilled water), T2: applications of MS'2+ Bacillus, T3: applications of, MS¥2+
Serratia, T4: applications of MSY2 + Bacillus + Serratia and T5: MSY2 +21.48 uM ANA -
naphthaleneacetic acid (applications of autoclaved distilled water) and maintained in growth
room under controlled in vitro culture conditions. Barbatimon (Stryphnodendron astringens)
seeds were used, and after 15 days of in vitro cultivation, applications of BPCPs were made
to the seedlings. The strains used were diluted to 10® (Bacillus methylotrophicus and
Serratia marcescens) and applied twice to the seedlings, at 15 and 30 days. At 45 days of in
vitro cultivation, leaf number, leaf area (cm?), plant height (cm), root fresh matter (g),
aboveground fresh matter (g), root dry matter (g), aboveground dry matter (g), survival
percentage (%), root to aboveground ratio, maximum quantum vyield of photosystem 11,
photosynthetic index and the density of photosystem Il active reaction centers per unit of
absorbed photons (RC/ABS) were evaluated. The seedlings inoculated with BPCPs showed
an increase in height, root portion, number of leaves, fresh mass of leaves and roots and dry
mass of leaves and roots, photosynthetic index, density of photosystem Il active reaction
centers per unit of absorbed photons, maximum quantum yield of photosystem Il and
increase in the survival rate of seedlings in the ex vitro acclimatization. It was possible to
observe that Serratia bacteria provided positive effects on the in vitro growth and
development parameters of barbatimé&o seedlings and increased the rate of s

Keywords: Barbatimon, in vitro propagation, plant growth, ex vitro acclimatization.
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INTRODUCAO

O barbatiméo [Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville] é uma planta pertencente
a familia Fabaceae e subfamilia Mimosoidae, possui ampla distribui¢do no Brasil e ocorréncia,
no Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, e é especialmente frequente nos biomas
Cerrado e Floresta Amazonica (LIMA et al., 2022). Essa espécie possui grande importancia
econbmica, e apresenta potencial medicinal, a qual demonstra ser um valioso recurso biolégico.
A madeira do barbatiméo pode ser empregada na construcao civil, e ainda, pode ser empregada
para a recuperacgdo de areas degradadas e (LORENZI, 1992). Contudo, sua exploragdo ainda é
desenvolvida por meio do extrativismo (MEIRA, 2012), e tem como principal produto a casca
do seu caule, muito utilizada na medicina tradicional (PING et al., 2012).

As pesquisas cientificas sobre a producdo de mudas dessa espécie tém utilizagdo
limitada, devido a dorméncia tegumentar das sementes, o que tém dificultado sua propagacédo
sexual, surgindo a necessidade de estudos voltados para a sua conservacdo, e producdo de
espécies arboreas nativas do bioma Cerrado (MARCUZZO; ARAUJO; GASPARIN, 2014).
Portanto, as técnicas de cultura de tecidos vegetais podem contribuir diretamente na propagacao
de espécies florestais nativas do Brasil (OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013).

Dentre as técnicas da cultura de tecidos vegetais, destaca-se a propagacao in vitro, que
possibilita a producéo de elevada taxa de mudas, em curto espaco de tempo e com alta qualidade
genética (ALMEIDA et al., 2017). No entanto, na propagacao in vitro, as plantulas propagadas
sdo isentas de sua microbiota natural, 0 que as torna mais susceptiveis aos estresses ambientais
e ataques de fitopatogenos (MARIANO et al., 2013), quando as mesmas sdo submetidas as
condicdes ex vitro. Todavia, a possibilidade de reintroducdo de microrganismos benéficos pode
auxiliar no desenvolvimento e fisiologia das plantas em condig¢des in vitro, e pode ainda
proporcionar a protecdo contra doencas, facilitando seu crescimento (CHAPARRO; BADRI;
VIVANCO, 2014; TRINH et al., 2018; ANDRADE et al., 2023), tornando a técnica uma
estratégia promissora na producdo de plantas, desenvolvimento e aclimatizacdo ex vitro
(MARIANO et al., 2013; PACE et al., 2020; FERREIRA et al., 2021).

A introducdo de microrganismos benéficos no cultivo in vitro de plantas tem sido uma
realidade nos ultimos anos, pois diversos pesquisadores tém buscado alternativas de inoculagdo
destes, com o intuito de melhorar o crescimento e desenvolvimento das plantas (JUNIOR et al.,
2020; PACE et al., 2020; LEITE et al., 2021; BELINCANTA et al., 2022), e ainda, contribuir
em uma melhora na aclimatizacdo, pois é uma etapa delicada, em que as plantas podem

apresentar grande taxa de mortalidade. Dentre os microrganismos com elevado potencial para
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melhorar o desempenho das plantas cultivadas in vitro, tém-se as bactérias promotoras de
crescimento em plantas (BPCPs), que tém demonstrado beneficios em diferentes culturas, tais
como a melhoria do sistema de defesa vegetal, aumento da resisténcia as condicOes de estresse
bidtico e abidtico, mudancas nas propriedades fisiologicas, e ainda, pode beneficiar a
disponibilidade de &4gua e nutrientes as plantas (AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015; PEREIRA
etal., 2019; SOUZA).

Algumas bactérias dos géneros Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas,
Enterobacter, Rhizobium, Serratia, dentre outros (PAGNANI et al., 2018; SOUZA et al., 2019)
conseguem fornecer hormoénios vegetais (auxinas, giberelinas e citocininas), capazes de
estimular o crescimento vegetal, com o aumento da altura, comprimento de parte aérea e
radicular, peso seco da parte aérea e da raiz, entre outros (PICAZEVICZ et al., 2019; ZAREI
etal., 2019; MACHADO et al., 2020).

Dentre as espécies de Bacillus temos as cepas de Bacillus methylotrophicus com grande
potencial na promocdo de crescimento, devido sua interacdo benéfica com as plantas,
auxiliando o seu crescimento (MONNERAT et al., 2020) e produzindo bacteriocinas,
substancias com capacidade de agir no controle de doencas fitopatoldgicas (TUMBARSKI et
al., 2016). Outra espécie de bactéria com potencial promotor de crescimento é a Serratia
marcences, com efeito positivo na producdo de ACC desaminase, solubilizacdo de fosfato,
producdo de sideroforo, producgdo de acido indolacético, fixacdo de nitrogénio e producédo de
amonia (SING et al., 2016).

Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de BPCPs no
crescimento de plantulas de S. adstringens in vitro como alternativa para a adicdo de

reguladores quimicos aos meios de cultura.
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1. CAPITULO 1:
REVISAO DE LITERATURA

1.1 Stryphnodendron adstringens (MART.) COVILLE

O barbatimdo, Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, tem como nome cientifico
Stryphnodendron barbadetiman (Vell.) Mart. O género Stryphnodendron foi descrito pela
primeira vez em 1837 por Von Martius (1837). O nome Stryphnodendron vem de stryphnos -
(adstringente) e dendron - (arvore) e é uma referéncia as propriedades adstringentes e sua casca
rica em taninos (LIMA et al., 2022).

A espécie recebe diversos nomes populares conforme a regido em que ocorre, como
barbatimdo, barba-de-timdo, bordozinho-roxo, casca-da-virgindade, casca-da-mocidade,
faveiro, entre outros (LIMA et al., 2016), é encontrada em campo rupestre e cerrado (LIMA et
al., 2022). O barbatimdo € uma espécie arborea e endémica do Brasil, pertencente a familia
Fabaceae, tem vasta distribuicdo no Brasil, e principal ocorréncia, no Norte (Tocantins),
Nordeste (Bahia e Maranhdo), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso), Sudeste (Minas Gerais, Sdo Paulo) e Sul (Parand). Ocorre em diversos tipos de
vegetacdo, especialmente em biomas como Cerrado e Floresta Amazénica (LIMA et al., 2022).

Botanicamente, o barbatiméo é considerado uma espécie perene que mantém as folhas
durante todo o ano, com folhas bipinadas, e com presenca de foliolos, pode ter altura de dois a
oito metros, de tronco curto e tortuoso de 20 a 30 cm de didmetro, coberto com casca rugosa
com parte interna de coloracdo avermelhada (FELFILI et al., 1999; SOARES et al., 2008). O
florescimento das arvores ocorre entre 0s meses de setembro a novembro, e 0 processo de
frutificacdo ocorre nos meses de novembro a junho. A maturagéo dos frutos ocorre no final da
estacdo seca, entre agosto e setembro e da-se em formato de vagem com textura grossa, de
aproximadamente 9 cm de comprimento, a obtencéo das sementes é feita diretamente da arvore
quando iniciam a queda espontanea (LORENZI; DE ABREU MATOS, 2002).

A especie Stryphnodendron adstringens possui importancia econdmica e apresenta
grande potencial medicinal, o que a torna um valioso recurso biologico. Contudo, sua
exploracdo é desenvolvida por meio do extrativismo (MEIRA, 2012), onde sdo utilizadas na
medicina tradicional, como matéria-prima, a casca do caule, pois apresenta uma variedade
compostos como: alcaloides, terpenos, flavonoides e taninos, este ultimo um dos componentes
mais dominantes desta espéecie (PING et al., 2012; SARTORI et al., 2018).
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Na medicina tradicional, a infusdo das cascas do caule do barbatimdo é bastante
empregada para diversas finalidades medicinais (SANTANA; VOEKS; FUNCH, 2016), e
podem ser utilizadas para infec¢Bes fungicas, diabetes, problemas de prostata, inflamacéo,
gastrite, doencas do figado. Ulcera, corrimento, dor de barriga, tumores, adstringente,
inflamacdo do Gtero e ovario (ALBUQUERQUE et al., 2007; SOUZA; FERNANDES; PASA,
2011; FERRAO et al., 2014; LOPES, 2010; PEREIRA et al., 2019).

A espécie Stryphnodendron adstringens é indicada também para a recuperacao de areas
degradadas, pois apresenta boa capacidade de adaptacdo, e alta taxa de sobrevivéncia em
programas de revegetacdo (LINS et al., 2002; PARRON et al., 2000). Além disso, possui a
capacidade de fixacdo biologica de nitrogénio, que pode proporcionar mecanismos de sucessao
vegetal e renovacdo do solo, tornando-se uma alternativa sustentavel na economia do uso de
fertilizantes (RESENDE; KONDO, 2001). A madeira costuma ser utilizada na construcéo civil,
na industria para fabricacdo de tintas (GOULART et al., 2012) e para trabalhos de marcenaria,
por ser considerada uma madeira resistente com cerne bem lignificado (LORENZI, 2016).

A propagacéo da espécie ocorre de maneira bastante irregular, em consequéncia da
dorméncia tegumentar que as sementes possuem, dificultando sua propagacao natural, além
disso, as mudas a campo possuem o desenvolvimento lento, e sofrem ataques de pragas, este
tipo de propagacdo geram plantas de baixa qualidade fitossanitarias (LORENZI, 1992). Dentre
as estratégias de propagacdo da espécie, a cultura de tecidos vegetais, surge como uma
ferramenta poderosa capaz de contribuir para a obtencdo de plantas com alta qualidade
fitossanitaria desta espécie, e fornecer material vegetal para uso econdmico e medicinal.

Apesar da vasta aplicacdo cientifica, existem poucos estudos recentes relatando o
desenvolvimento de protocolos de propagacdo in vitro da espécie, os existentes enfatizam a
germinacdo de sementes in vitro (FRANCA et al., 1995; CASTRO et al., 2007), proliferacédo
de brotos in vitro (PASQUAL e BARROS, 1992), inducao de brotacdes (NICIOLI et al., 2008),
calogénese e teores de fenois e taninos totais (CASTRO et al., 2009), producéo de fendis totais
e producdo de biomassa em calos in vitro (PORTO et al., 2014) da espécie, aplicando as técnicas
de culturas de tecidos.

1.2 PROPAGAGAO in vitro DE ESPECIES ARBOREAS
Nos ultimos anos, a cultura de tecidos vegetais em espécies florestais vem ganhado

grande impulso, se mostrado uma alternativa promissora para a producdo de mudas com alto
padrdo de qualidade (OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013). A cultura de tecidos é utilizada
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como uma ferramenta para propagar, conservar células, tecidos, e 6rgaos vegetais em condigdes
assépticas e ambiente controlado (GUPTA et al., 2020). Dentre as técnicas de cultura de tecidos
vegetais, destaca-se a propagacéao in vitro, técnica eficiente e viavel para producéo de plantas
em larga escala, curto espaco de tempo e com alta qualidade fitossanitaria (PACHECO;
RODRIGUES, 2021; PEREIRA et al., 2021). Além disso, tém sido empregada para a
propagacao de espécies que apresentam dificil manejo, especialmente aquelas cujas sementes
possuem elevado indice de dorméncia, dificultando sua propagacdo (WENDLING;
FERREIRA; GROSSI, 2006).

No cultivo in vitro existem alguns fatores limitantes envolvidos, tais como: assepsia do
material, escolha do gendtipo ideal, fonte de explante, condi¢bes de cultivo, interferéncia de
contaminantes, oxidacdo dos explantes (principalmente por compostos fendlicos), baixa
multiplicagdo, baixo crescimento das plantulas, sensibilidade as trocas gasosas e acumulo de
etileno nos frascos de cultivo (FIGUEIREDO, 2019; RODRIGUES et al., 2012). De modo a
melhorar o desempenho das culturas in vitro, nos ultimos anos, diversos pesquisadores tém
buscado alternativas de inoculacdo de microrganismos in vitro e ex vitro, para acelerar o
crescimento e desenvolvimento das plantas (BURYGIN et al., 2019; PACE et al., 2020;
CANTABELLA etal., 2021a; BELINCANTA et al., 2022).

1.3 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO EM PLANTAS (BPCPs)

Diversos pesquisadores tém buscado alternativas para melhor a producdo de mudas in
vitro e ex vitro, para isso, algumas espécies de microrganismos estdo sendo amplamente
estudados com o objetivo de auxiliar o desempenho vegetal, e melhorar a nutricdo das plantas,
contribuindo como controle biolégico de patégenos ou producdo de fitohormdnios que
promovem o crescimento e desenvolvimento das plantas (PACE et al., 2020; FARIA et al.,
2021; FERREIRA et al., 2021; LEITE et al., 2021; PACE et al., 2020; BELINCANTA et al.,
2022). Dentre os fitohormonios produzidos por microrganismos, destaca-se 0 &cido
indolacético (AIA), principal hormonio de crescimento vegetal, sendo que o fornecimento
desses hormonios pelas BPCPs estimula o crescimento vegetal (WANI, KHAN E ZAIDI,
2008; BIANCO E DEFEZ, 2009).

Associadas a produgéo de AIA, as BPCPs apresentam-se como um grupo com alto
potencial para crescimento vegetal, varios beneficios podem ser observados em plantas
propagadas in vitro e in vivo, como aumento de area foliar, altura da planta, didmetro do caule,

numero de folhas, reducéo do tempo de aclimatizacdo, maior sobrevivéncia e crescimento das
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mudas apos o transplante (RODRIGUES et al., 2012). Alguns géneros dessas BPCPs ja sao
conhecidos por contribuirem para o crescimento vegetal, e estimular a producdo do AIA, como
cepas do género Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Rhizobium,
Serratia, dentre outros ainda desconhecidos (PAGNANI et al., 2018; SOUZA et al., 2019).

As bactérias do género Bacillus sdo gram-positivas, aerdbicas e normalmente
encontradas na raiz, empregadas na agricultura para promoc¢do de crescimento e controle
bioldgico em plantas (MONNERAT et al., 2020). A espécie Bacillus methylotrophicus destaca-
se devido sua interacdo benéfica com as plantas, auxiliando o seu crescimento, ademais, produz
bacteriocinas, com capacidade de agir no controle de doencas (TUMBARSKI et al., 2016).

Pérez-Flores et al. (2017), caracterizaram os efeitos de volateis de B. methylotrophicus
isolados de rizomas de milho (Zea mays) no desenvolvimento de raizes e partes aéreas e na
homeostase de auxinas na cultura Arabidopsis thaliana, e constataram aumento no acimulo de
biomassa da parte aérea e radicular, além de induzir o surgimento de novas folhas e raizes
laterais, sem comprometer o crescimento da raiz primaria.

Outra espécie que auxilia no crescimento vegetal é a Serratia marcences, bactéria em
forma de bastonete, Gram-negativa, anaerobica facultativa, presente na agua, no solo e nas
superficies das plantas (GONZALEZ-JUARBE et al., 2015). Em experimento com inoculacio
de S. marcescens na cultura do trigo (Triticum aestivum L.) sob estresse salino, Sing et al.,
(2016), observaram que houve aumento no crescimento das plantas, minimizagdo dos danos
oxidativos, supressdo de patdgenos fungicos e consequente aumento da resisténcia sistémica
induzida para lidar com as respostas bidticas ao estresse, além demonstrar efeito positivo para
producdo de ACC desaminase, solubilizacdo de fosfato, producéo de sideréforo, producdo de
acido indolacético, fixacdo de nitrogénio e producdo de amonia.

Diversos estudos buscam avaliar o crescimento de plantas na fase do cultivo in vitro sob
a inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento, como o trabalho realizado por Baldotto
et al. (2010), que observaram melhoria no crescimento de abacaxizeiro cv. Vitoria in vitro, e
superior adaptagdo ao ambiente ex vitro. Almaghrabi et al. (2014) verificaram que as plantulas
de sementes de milho (Zea mays) pré-tratadas com Serratia marcences apresentaram melhores
resultados de crescimento e desenvolvimento, como maior altura das plantulas e massa seca da
parte aérea, aumento do teor de clorofila, maior comprimento e peso da raiz. Outro estudo com
0 bambuzeiro (Bambusa oldhamii) realizado por Belincanta et al. (2022), foi relatado que ao
utilizar Brevibacillus parabrevis (isolado Ba24) houve estimulo no crescimento do sistema

radicular induzindo maior nimero de raizes.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2018.00405/full#B50
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1.4 ACLIMATIZACAO ex vitro

A aclimatizacao ex vitro é considerada a etapa mais critica da propagacéo, visto que é
neste processo as plantas sofrem o impacto da mudancga do ambiente in vitro para o ex vitro,
todavia, diversas alternativas tém sido estudadas para superar esse entrave, dentre essas, temos
0 uso de bactérias promotoras de crescimento.

Na etapa de aclimatizacgdo, as plantas séo retiradas da condigédo estabelecida in vitro para
0 ambiente ex vitro, normalmente para condic¢do de casa de vegetacao, para ocorrer adaptagéo
climética ao novo ambiente fornecido, essa etapa do transplantio é considerada importante da
propagacao in vitro (ROZALI; RASHID, 2015), pois, na maioria dos casos, ha perdas no cultivo
in vitro de muitas espécies (COUTO; ARAUJO, 2018).

A etapa de mudanca do ambiente in vitro para o ex vitro € um passo importante na
formacéo de plantas de qualidade, pois o material transita da condi¢do fotomixotréfica para a
autotrofica (XIAO et al., 2011; ROZALI; RASHID, 2015). No método de cultivo in vitro
convencional, a sacarose é fornecida como fonte de carbono para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, pois a concentracdo de CO2 nos frascos de cultivo diminui, o que
limita a desenvolvimento das plantas (XIAO et al., 2011).

Além disso, devido as condi¢des de cultivo, as plantas podem apresentar alteracoes
anatbmicas e metabdlicas, e essas alteracbes podem impedir que a maquinaria fotossintética
funcione normalmente no cultivo in vitro (XIAO e KOZAI, 2004; FUENTES et al., 2007). No
método de cultivo fotomixotréfico in vitro, ocorre a diminuicdo do carboidrato no meio de
cultivo, baseado no aumento das trocas gasosas entre os frascos de cultivo e o ambiente externo,
0 que estimula a capacidade fotossintética das plantas na condicdo in vitro, e desta forma
produzir plantulas mais resistentes e com melhor adaptacdo e aumento da taxa de sobrevivéncia
das plantulas as condicfes ex vitro (XIAO et al., 2011; BATISTA et al., 2017; WALTER,
2019).

No trabalho de Maciel et al. (2020), na aclimatizagdo de amoreira preta (Rubus spp.)
com rizogénese in vitro e ex vitro sob inoculagdo de microrganismos promotores do
crescimento, observaram melhorias na eficiéncia fotossintética favorecidas pelas inoculacgdes.
Essa melhoria no aparato fotossintético pode ser explicada pelo aumento da absor¢do de
nutrientes, maior exigéncia e captacdo de carbono em razdo da colonizagéo das raizes, e entre
outros fatores (ZHU et al., 2012; TAIZ et al., 2017).

Outro fator importante no cultivo in vitro é a formacdo de raizes durante a condi¢éo in

vitro, segundo Diaz-Pérez et al. (1995), as raizes formadas durante o cultivo in vitro podem ser
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importantes na aclimatizacdo de plantas micropropagadas, visto que influenciam no suprimento
de 4gua para a planta, e desenvolvem mecanismos para controlar a transpiracdo e condutancia
estomatica. Além disso, ativam mecanismos para controlar a perda de agua pela célula vegetal
e aumentam a taxa de fotossintese em ambiente rico em CO, (SUTTER, 1988; VANTELGEN
et al., 1992). A perda de vigor e morte das plantulas séo os principais desafios enfrentado
durante a aclimatizacdo (BANDEIRA et al., 2007).

O sucesso da aclimatizacéo esta ligado a capacidade da planta de passar da condicdo in
vitro para ex vitro, na maioria das vezes dependente de fatores abidticos como: a umidade
relativa, a temperatura, a radiacdo fotossintética ativa, a qualidade do substrato, e de fatores
bidticos como: pragas e doengas; e da presenca das raizes, bem como a capacidade das mudas
de produzirem novas raizes (HAZARIKA, 2006). A etapa de enraizamento in vitro pode ser
substituido pelo enraizamento ex vitro quando os explantes séo inoculados com Rhizoglomus
clarun, esta simbiose produz plantas com boa morfologia e boa sobrevivéncia (HAZARIKA,
2006).

No estudo de Dantas (2019), foram utilizadas mudas micropropagadas de bananeira
(Musa spp.) inoculadas com Bacillus spp e mudas adubadas com adubo de liberacdo lenta NPK
(Osmocote®), os dois tipos de mudas apresentaram resultados semelhantes, possibilitando o uso
de bactérias promotoras de crescimento com uma alternativa na fase de aclimatizacéo ex vitro
de mudas micropropagadas. Em estudo semelhante, Baldotto et al. (2010), observaram que o
abacaxizeiro cv. Vitoria inoculados com bactérias promotoras de crescimento in vitro melhorou
0 crescimento e adaptacdo das plantulas ao ambiente ex vitro, o que reduziu o periodo de

aclimatizacéo.
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2. CAPITULO?2

Bactérias promotoras de crescimento melhoram o crescimento in vitro e a
sobrevivéncia na aclimatizacéo ex vitro de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Growth-promoting bacteria enhance in vitro growth and ex vitro acclimatization
survival of Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville plants

Ildeane Silva de Oliveira ! (ildeane1212@gmail.com), Marcos Vinicius Marques Pinheiro !, Givago Lopes Alves !, Antonia
Alice Costa Rodrigues 2, Erlen Keila Candido e Silva 2, Rita de Cassia Mendonca de Miranda 3, Thais Roseli Corréat

Programa de Pds-Graduagdo em Agricultura e Ambiente,
Universidade Estadual do Maranhdo, Sdo Luis, Maranhdo-Brasil
2Programa de Pds-Graduagio em Agricultura e Ambiente,
Universidade Estadual do Maranhdo, Sdo Luis, Maranhdo-Brasil
3 Programa de P6s-Graduagdo em Meio Ambiente,
Universidade Ceuma, Sao Luis, Maranhao-Brasil

Resumo

As bactérias promotoras de crescimento em plantas é uma alternativa para auxiliar no
desenvolvimento vegetal in vitro e garantir maior sobrevivéncia ao ambiente externo. Assim
esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de BPCPs na promocgdo de crescimento de
plantulas de barbatimao (S. adstringens) in vitro como alternativa para a adi¢ao de reguladores
de crescimento aos meios de cultura. Para isso, foram utilizadas plantulas previamente
germinadas e com 15 dias de cultivo in vitro, com aplicacbes de diluicbes de BPCPs a 108
(Bacillus methylotrophicus e Serratia marcescens) e aplicadas duas vezes, aos 15 e 30 dias. O
experimento foi conduzido em delineamento casualizado, com cinco tratamentos, seis
repeticdes e 30 unidades experimentais (T1: MSY: (aplicacGes de agua destilada autoclavada),
T2: aplicacbes de MSY. + Bacillus methylotrophicus, T3: aplicacdes de, MS%+ Serratia
marcensces, T4: aplicacdes de MSY2 + Bacillus + Serratia e T5: MSY%2 +21,48 uM ANA - &cido
naftalenoacético (aplicacGes de dgua destilada autoclavada) e mantidas em sala de crescimento
em condicdes controladas de cultivo in vitro. Aos 45 dias de cultivo in vitro foram avaliados 0s
parametros de crescimento e fisioldgicos. Para avaliar a taxa de sobrevivéncia cinco plantulas
de cada tratamento foram transplantadas para tubetes de polietileno de 10 cm de altura e
didmetro de 5 cm, preenchidos 250g de substrato comercial autoclavado Carolina Soil® e
mantidos por 20 dias em casa de vegetacdo. A utilizacdo da bactéria Serratia marcensces
associada as plantulas de barbatimdo, resultou em maior altura de planta, massa radicular,
numero de folhas, massa fresca e seca das folhas e raizes, indice fotossintético, densidade de
centros de reacdo do fotossistema I, rendimento quantico maximo do fotossistema Il, e maior

taxa de sobrevivéncia das plantulas na aclimatizagdo ex vitro. Portanto, a bactéria Serratia
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marcensces beneficiou o crescimento e desenvolvimento das plantulas de barbatiméo

cultivadas in vitro.

Palavras-chave: Propagacdo in vitro, analises fisioldgicas, indice fotossintético, aclimatizagéo

ex vitro.

Abstract

The growth promoting bacteria in plants is an alternative to help plant development in vitro and
ensure greater survival to external environment. Thus, this work aimed to evaluate the effects
of BPCPs on growth promotion of barbatimao (S. astringens) seedlings in vitro as an alternative
to the addition of growth regulators to culture media. For this, seedlings previously germinated
and with 15 days of in vitro culture were used, with applications of dilutions of BPCPs to 108
(Bacillus methylotrophicus and Serratia marcescens) and applied twice, at 15 and 30 days. The
experiment was conducted in a randomized design with five treatments, six repetitions and 30
experimental units (T1: MS¥%: (applications of autoclaved distilled water), T2: applications of
MSY2 + Bacillus methylotrophicus, T3: applications of, MSY%+ Serratia marcensces, T4:
applications of MS% + Bacillus + Serratia and T5: MS% +21.48 uM ANA - naphthaleneacetic
acid (autoclaved distilled water applications) and kept in a growth room under controlled in
vitro culture conditions. At 45 days of in vitro cultivation, growth and physiological parameters
were evaluated. To evaluate the survival rate five seedlings from each treatment were
transplanted into polyethylene tubs of 10 cm height and 5 cm diameter, filled with 2509 of
commercial autoclaved Carolina Soil® substrate and kept for 20 days in the greenhouse. The
use of Serratia marcensces bacteria associated with barbatimédo seedlings resulted in greater
plant height, root mass, number of leaves, fresh and dry mass of leaves and roots, photosynthetic
index, density of photosystem Il reaction centers, maximum quantum yield of photosystem I,
and higher survival rate of seedlings in ex vitro acclimatization. Therefore, Serratia marcensces

bacteria benefited the growth and development of barbatimon seedlings grown in vitro.

Keywords: In vitro propagation, physiological analysis, photosynthetic index, ex vitro

acclimatization.
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Introducéo

O Stryphnodendron adstringens (Mart.) € uma planta arborea e nativa do cerrado
brasileiro com ampla distribui¢do geografica no Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sul (Lima et
al., 2022). Tem se mostrado uma cultura com alto valor econdmico de interesse mundial devido
a sua ampla gama de propriedades medicinais, como antibacterianas, anti-inflamatoria,
antioxidante e cicatrizantes (Junior et al., 2020).

A propagacgdo do S. adstringens é realizada de forma sexuada, e ocorre por meio de
sementes, as quais apresentam irregularidades na germinacao, devido a dorméncia tegumentar
que limitam a producdo de mudas. Deste modo, um dos métodos para producdo de mudas € a
propagacao in vitro surge como uma estratégia para maximizar a taxa de germinacdo, e
obtencdo de plantulas com maior qualidade genética e fitossanitaria adequadas (Silva, Vieira e
Panobianco, 2014; Aradujo et al., 2020). No entanto, as plantulas sdo isentas de sua microbiota
natural, tornando-as mais suscetiveis aos estresses ambientais, como o ataques de fitopatdgenos
no ambiente externo (Mariano et al., 2013). Contudo, o sucesso da propagacao in vitro depende
de estratégias de aclimatizacdo ex vitro eficazes, que garantam a sobrevivéncia das mudas
durante a transferéncia das condiges in vitro para ex vitro.

Como alternativas promissoras para 0 melhor desenvolvimenro de plantas, as bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) tém sido relatadas com resultados positivos
no crescimento dos explantes, e desenvolvimento vegetal in vitro, aumentando o crescimento
vegetal, e garantindo melhor sobrevivéncia ao ambiente externo (Trinh et al., 2018), e ainda,
podem auxiliar na producéo de fitohormonios que contribuem para o crescimento da planta.
Os beneficios conferidos ao desenvolvimento das culturas vegetais por estes microrganismos,
estdo relacionados a producdo direta desses fitohorménios, como auxinas, bem como a
solubilizacdo e assimilacdo de nutrientes e indireta por meio da producdo de metabdlitos
secundarios (Dutta e Thahur, 2017; Khan et al., 2016; Oteino et al., 2015).

A producéo direta de fitohormoénios, como o acido indolacético (AlA), uma auxina
capaz promover o crescimento vegetal, atua estimulando o comprimento e o nimero de pelos
radiculares para possibilitar a absorcdo radicular (Park et al., 2017). A solubilizagédo e
assimilacdo de nutrientes, relacionam-se aos principais nutrientes importantes para as plantas,
como o fosforo, ocorre por meio da secrecéo de &cidos organicos, que dissolve o fosforo e o
libera para a planta e por meio da sintese de enzimas fosfatases (Oteino et al., 2015; Brader
etal., 2014; Behera et al., 2014).

Nos ultimos anos, numerosos estudos tém empregado BPCPs para potencializar o

crescimento e desenvolvimento vegetal de diferentes culturas, essas por sua vez, apresentam
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potenciais efeitos de promocao de crescimento radicular e caulinar em plantulas in vitro como
Pyrus e Prunus (Cantabella et al., 2021a), Prunus aviun L. (Quambusch et al., 2014) e
Arabidopsis thaliana (Asari et al., 2017). Dentre os principais géneros bacteriano relatados
com potencial promotor de crescimento, destacam-se Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter,
Rhizobium, Serratia, entre outros (Lyngwi et al., 2016; Rohini et al., 2018).

Entre as espécies de BPCPs com grande potencial temos Bacillus methylotrophicus e
Serratia marcences. B. methylotrophicus além de auxiliar o crescimento de plantas, produz
bactericionas, substancia com capacidade de agir no controle de doencas (Tumbarski et al.,
2016). Enquanto S. marcences possui efeito positivo na producdo de ACC desaminase,
solubilizacédo de fosfato, producéo de sideréforo, producédo de acido indolacético, como o AlA,
fixacdo de nitrogénio e producdo de aménia (Sing et al., 2016).

De forma geral, a producdo de mudas micropropagadas aliada a inoculacdo pode
constituir uma ferramenta biotecnoldgica de interesse para o cultivo de espécies medicinais,
além de servir de modelo para estudos basicos relacionados ao crescimento e desenvolvimento
in vitro de espécies vegetais,

Assim, o objetivo do estudo foi avaliar o uso das BPCPs (Bacillus methylotrophicus e
Serratia marcescens) no crescimento e desenvolvimento de plantulas de S. adstringens
propagadas in vitro, como alternativa para a adicdo de reguladores de crescimento aos meios

de cultura.

Material e  métodos
Coleta do material vegetal

As sementes de S. adstringens foram coletadas no municipio de Estreito, no Estado do
Maranhdo (MA), na area do Viveiro Florestal do Consdércio Estreito Energia (CESTE), no ano
de 2021, localizado nas coordenadas geogréficas, latitude -5,78333 e longitude -43,25, 5° 46’
60" Sul, 43° 15" 0" Oeste (Fig. 1), sendo mantidas em embalagens de papel, e entdo foram
enviadas para o Laboratorio de Cultura de Tecidos, da Universidade Estadual do Maranhdo,

localizado em Séo Luis.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501320304687#bib0175
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501320304687#bib0250
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Fig. 1 Mapa de localizacéo da coleta de sementes de S. adstringens no municipio de Estreito,
Estado do Maranhdo - Brasil, na area do Viveiro Florestal do Consorcio Estreito Energia
(CESTE), no ano de 2021.

Germinacao e estabelecimento in vitro de S. adstringens

O estudo foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da Universidade Estadual
do Maranhdo (LCT/UEMA), localizado em S&o Luis (MA). As sementes foram previamente
germinadas e estabelecidas in vitro, e com auxilio de alicate, foi realizado um pequeno corte no
tegumento das sementes de S. adstringens ao lado oposto do hilo, para acelerar o processo
germinativo (Soares et al., 2022).

Em camara de fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas, e permaneceram por 1
min em alcool 70% (v/v), seguida a uma imersdo em solucdo de hipoclorito de sodio
comercial (YPE® Ltda, Quimica Amparo Ltda, Passos, Minas Gerais, Brasil) a 2,5% de cloro
ativo, com adicio de duas gotas de Tween (Isofar® Ltda, Duque de Caxias, Rio de Janeiro,
Brasil) a cada 100 mL, mantidos sob agitacdo por 15 minutos, seguido de trés lavagens em agua
destilada autoclavada por trés minutos, cada. Apds este procedimento, as sementes
foram inoculadas em tubos de ensaio de vidro (25x150mm) contendo 10 mL de metade dos
macro e micronutrientes de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) (Sigma-Aldrich® Ltda, St.
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Louis, Missouri, USA), suplementado com 15 g L™ de sacarose (Isofar®), 100 mgL™ de mio-
inositol (Sigma-Aldrich®), solidificado com 3,25 g L™ de agar (Agargel® Ltda, Sao Paulo, SP,
Brasil), pH ajustado para 5,7 + 0,1 e previamente autoclavados a 121 °C e 108 kPa por 15
minutos (Soares et al., 2022).

Os tubos foram mantidos durante 15 dias em sala de crescimento com condig¢des
controladas de temperatura a 25 + 2°C, nos primeiros 7 dias mantidas no escuro, e ap0s esse
periodo as sementes foram mantidas em fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de luminosa
40 umol m2s! provenientes de duas lampadas de diodos emissores de luz (LED tubular T8 Led,
10w, Avant, Brasil).

Preparo de inéculos bacterianos

Foram utilizadas bactérias promotoras de crescimento Bacillus methylotrophicus,
cedidas da cole¢do da Micoteca pelo Professor Dr. Gilson Soares da Silva, da UEMA, e bactéria
Serratia marcescens, cedida pelo Laboratério de Microbiologia (LACAM) da Universidade
Ceuma (UNICEUMA). As culturas bacterianas foram cultivadas em placas de Petri (90x15
mm) (Firstlab, S&o José dos Pinhais — PR) descartaveis com 20 mL de meio de cultura TSA
(10%) - Tryptic Soy Agar (Sigma-Aldrich®) e mantidas em incubadora BOD (Demanda
Bioguimica do Oxigénio- SPlabor, Sdo Paulo, SP, Brasil), a 30°C por 24 h. Ap6s ensaios
prévios com as espécies em estudo, nds adotamos culturas bacterianas com a dilui¢do 10 em

solucéo salina (0,85%).

Delineamento experimental e condicdes de cultivo

Aos 15 dias de germinagdo in vitro as plantulas com cerca de 2 cm foram transferidas
para frascos de vidro transparentes com capacidade de 350 mL, contendo 70 mL de meio de
cultura liquido MS (%), com metade dos macro e micronutrientes, suplementado com 15 gL
de sacarose (Isofar®), 100 mgL ™ de mio-inositol (Sigma-Aldrich®) (Fig. 2b), foi utilizado como
agente de suporte a vermiculita 70:100 (v/v) (Cantabella et al., 2021b). Os frascos foram
vedados com tampas transparentes de polipropileno, com dois orificios de 10 mm de diametro
cada, os quais foram cobertos por uma membrana composta por duas camadas de fita
microporosa (Missner® Ltda, Blumenau, Santa Catarina, Brasil) e um PTFE
(politetrafluoroetileno) (Poly® Ltda, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) de 0,05 + 0,01 mm de
espessura (Saldanha et al., 2012) e vedados com papel filme PVC (AlpaFilm® Ltda, S&o Paulo,

Sao Paulo, Brasil).
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@ Germinagao ¢ estabelecimento in vitro @ 1° inoculag¢do das BPCPs aos 15 dias
Ea F2 = ;
i , , )
MS%+ MSy+ MSx%+ MSwu+Bacillus ~ MSy+
agua Bacillus Serratia +Serratia ANA
@ Aclimatizac@o ex vitro @ 2° inoculagdo das BPCPs aos 30 dias

s Ul
e

MSy+ MSu+ MS¥+ MS%+Bacillus ~ MSy%+
agua Bacillus Serratia +Serratia ANA

Fig. 2 Esquema experimental da propagacéo in vitro de S. adstringens sob aplicacdes de
bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCPs). Germinacdo e estabelecimento in
vitro de S. adstringens (a); Experimento com 15 dias de germinacgdo in vitro com a 1°
inoculacao das BPCPs (B. methylotrophicus e S. marcescens) (b); Experimento com 30 dias de
germinacao in vitro com a 2° inoculacdo das BPCPs (B. methylotrophicus e S. marcescens) (c);

Aclimatizacdo das plantas de S. adstringens ex vitro (d).

Apos 15 dias nestas condigdes, foram realizadas aplicagcdes, com auxilio de pipeta
automatica, 50 pL da diluicdo de BPCPs (10®) na parte basal e 50 pL na regifo do sistema
radicular das plantulas aos 15 e 30 dias de cultivo (Tabela 1, Figura 2b, 2c). A inoculacdo seguiu
a metodologia adaptada de Belincanta et al. (2022). A fim de comparagdo com os tratamentos
com BPCPs, foram utilizados dois controles, 0 MS¥%2, no qual houve aplica¢fes de 50 pL de
agua destilada autoclavada na parte basal, e 50 pL na regido do sistema radicular das plantulas
(aos 15 e 30 dias de cultivo, 0 mesmo realizado para o controle MS¥2 ANA, no qual foram
aplicados 21,48 uM de &cido naftalenoacético (ANA) divididos em duas aplicacdes nas mesmas
regides das plantulas (aos 15 e 30 dias) (Tabelal, Fig. 2b, 2c). Para a concentragdo de ANA,
seguiu-se a metodologia de (Nicioli et al., 2008). Assim, a primeira inoculacao foi realizada aos
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15 dias (Fig. 2b), e a segunda aplicagéo foi realizada aos 30 dias de cultivo in vitro (Fig. 2c)

ambas seguindo a mesma metodologia relatada anteriormente.

Tabela 1. Tratamentos para promocao do crescimento de plantulas de S. adstringens in vitro.

Cod. Tratamentos

MSY Duas aplicacdes (15 e 30 dias de cultivo) de agua destilada
2
autoclavada (100 pL, controle)

_ Duas aplicacbes (15 e 30 dias de cultivo) de Bacillus
MSY2+ Bacillus ] o
methylotrophicus 100 pL da diluigdo de 1078

Duas aplicagdes (15 e 30 dias de cultivo) de Serratia marcescens 100

MSY2+ Serratia o
uL da diluicdo de 108

) Duas aplicacdes (15 e 30 dias de cultivo) de Bacillus
MSY2 + Bacillus +

) methylotrophicus + Serratia marcescens (50 pL da diluigio de 1078,
Serratia

de cada bactéria)

Duas aplicacdes (15 e 30 dias de cultivo) de 21,48 uM de acido
MSY% + ANA .
naftalenoacético (ANA, 100 pL, controle)

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
seis tratamentos, sendo: MSY2, MSY%+ Bacillus, MS%2+ Serratia, MSY2 + Bacillus + Serratia e
MSY2 + ANA (Tabelal), com seis repeti¢Oes cada, e a unidade experimental composta por uma
planta por frasco de cultivo.

Os frascos foram mantidos em sala de crescimento por 45 dias, com condigdes
controladas de temperatura a 25 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas e irradiancia luminosa de 40

pumol m2st provenientes de duas lampadas LEDs de cor branca.

Avaliacéo da sintese de acido indolacético (AlA)

A sintese de AlA foi avaliada pelo método colorimétrico descrito por Gordon e Weber
(1951) com modificagcbes. Em cémara de fluxo laminar, os isolados bacterianos foram
incubados tubos de ensaio de vidro (25 x 150mm) contendo 10 mL de meio de cultura TSA
(10%) enriquecido com triptofano (Sigma-Aldrich®), por 48 h a 28 °C sob agitacdo constante
de 175 rpm, em agitador rotativo (Laborglas, LGI-SK- 0330, Sado Paulo, SP). Apds esse
periodo, as culturas foram transferidas para novos tubos de ensaios centrifugados por

10 minutos a velocidade de 10.000 rpm.
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Em triplicata, na proporgdo de 2:1 (v/v) do sobrenadante de cada isolado, foram
transferidas para tubos de ensaio e adicionados a solugdo Salkowski (0,45% FeCls (p/v) em
10,2 M H,S04 (Sigma-Aldrich®) e mantidas no escuro por 30 minutos & temperatura ambiente
(25 £ 2°C). Quialitativamente, a producao de AlA foi verificada pela intensidade colorimétrica
da mistura (coloracdo rosa — producéo positiva de AlA).

Para a quantificacdo de AlA, realizou-se a leitura da absorbancia em espectrofotometro
digital (Biospectro, SP220, Sao Paulo), no comprimento de onda de 540 nm. A concentragao
dos compostos inddlicos verificou-se pela curva padrdo estimada de AlA, previamente obtida,
com valores conhecidos, seguindo metodologia de Radwan, Mohamed e Reis (2005). Para
ajuste da curva, realizou-se alteragdes nas concentracdes de AlIA sintético (Sigma-Aldrich®) na
construcao da curva, aumentando o nimero de pontos em um intervalo menor de valores, com
as concentrag@es: 10; 20; 40; 80; 100 pg mL™ de AIA.

Aclimatizacao ex vitro

Ao final dos 45 dias de cultivo in vitro, cinco plantulas de cada tratamento foram
aclimatizadas em casa de vegetacdo (Fig. 2d). As plantulas provenientes dos diferentes
tratamentos foram retiradas dos frascos, e lavadas em agua corrente para a remocao dos residuos
de meio de cultura e transplantadas para tubetes de polietileno de 10 cm de altura e diametro de
5 cm, preenchidos 2509 de substrato comercial autoclavado Carolina Soil® Ltda (Santa Cruz
do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil), contendo turfa, vermiculita, calcario, gesso agricola e
fertilizante NPK.

Em condi¢bes de casa de vegetacdo e temperatura ambiente, as plantulas foram
submetidas ao sistema de irrigacdo por microaspersédo, acionado a cada 4 horas com duracéo de
5 minutos, das 6:00 as 18:00 horas. Aos 20 dias de aclimatizacéo ex vitro, foi avaliada a taxa

de sobrevivéncia das plantulas.

Variaveis analisadas

Aos 45 dias de cultivo in vitro, foram avaliadas area foliar (cm?), comprimento das
plantas (cm), medida pela distancia compreendida entre o colo da planta e o apice foliar,
numero de folhas, comprimento da parte aérea (cm), comprimento da raiz (cm), massa fresca
da parte area (mg), massa fresca da raiz (g), massa seca da raiz (g), massa seca da parte aérea
(9), massa seca total (g), rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm), o indice

fotossintético (IF), e densidade de centros de reacdo ativos do fotossistema Il (RC/ABS).
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Para a obtencdo da area foliar (cm?), foi utilizado o software Image J® e para a obtengéo
da massa foliar especifica (mg cm?), foi utilizada a razio entre a massa seca da parte aérea e a
area foliar. Para as varidveis de massa seca, 0 material vegetal permaneceu em estufa de
circulacao forgcada de ar a 70 °C por 48 horas. Posteriormente, o material foi pesado em balanca
de precisdo para obtencdo dos valores de massa seca da parte aérea (g) e massa seca da raiz (g)
(Couto and Araujo, 2018).

Anélises fotossintéticas

Para obtencdo da eficiéncia fotoquimica foram avaliados rendimento quantico maximo
do fotossistema Il (Fv/ Fm), indice fotossintético (IF) e densidade de centros de reacdo ativos
do fotossistema Il por unidade de fétons absorvidos (RC/ABS). As varidveis foram
determinadas na folha mais expandida, em que foi utilizado o fluorémetro ndo-modulado
modelo Pocket PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech, UK). Antes das avaliacdes da
emissao da fluorescéncia da clorofila a, foi posicionada uma pinca nas folhas para a adaptacédo
ao escuro por 30 minutos. Essa adaptacdo foi realizada para que os centros de reagdes
estivessem completamente abertos com uma perda minima de calor. Procedido a adaptacéo, um
pulso de luz saturante de 3500 pmol m st foi aplicado por meio de trés diodos emissores de

luz de comprimento de onda de 650 nm (Gongalves et al., 2010)

Analises estatisticas

As variaveis coletadas foram analisadas quanto a normalidade pelo teste Shapiro - Wilk
e as médias dos tratamentos foram submetidas a analise de variancia e a média comparada
utilizando o teste de Skott-Knott (P £+ 0,05), utilizando o programa estatistico Sisvar (Ferreira,
2011).

Resultados
Producéo de acido indolacético (AlA)

Ap0s a avaliacao da sintese de AIA pelo método colorimétrico, as duas cepas de BPCPs
demonstraram conseguir produzir AIA no meio de cultivo TSA (10%), quando avaliadas pelo
método de espectrofotbmetro baseado no reagente de Salkowski, e apresentaram variagdo na
concentragéo de 175,3 pug mL™* para B. methylotrophicus e 118,81 pug mL* para S. marcescens
(Fig. 3b).
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Fig. 3 Producéo de 4cido indolacético (AIA, ng mL™) das BPCPs (Bacillus methylotrophicus e

Serratia marcescens).

Inoculacéo de bactérias no crescimento e desenvolvimento de plantas propagadas in vitro

Todas plantas mantidas nos tratamentos enraizaram aos 45 dias de cultivo in vitro,
mesmo em meio de cultura sem a adi¢éo de reguladores de crescimento. As plantulas cultivadas
em meio de cultura com a inoculacdo de BPCPs (MSYz + Bacillus, MS%+ Serratia e MSY% +
Bacillus + Serratia), ou sem inoculacao das BPCPs (MSY%2 e MSY%2 + ANA) tiveram crescimento

e desenvolvimento adequados (Tabela 1). As variaveis comprimento da parte aérea,
comprimento de raiz, area foliar e nimero de folhas apresentaram diferencas significativas (P
< 0,05). Para as plantulas cultivadas com a inoculacdo de BPCPs (MSYz + Bacillus e MSY2+
Serratia) apresentaram maior comprimento de parte aérea com (6,50 e 7,21 cm,

respectivamente) (Fig. 4f; 4g; Fig. 5a).



34

MSY2 MSVat Bacillus MSVa+ Serratia MSY2 + Bacillus + Serratia MSY2 + ANA

Fig. 4 Plantulas de S. adstringens aos 45 dias de cultivo in vitro. T1: MSY% (a-e), T2: MSY: +
Bacillus (b-f), T3: MS¥% + Serratia (c-g), T4: MS¥% + Bacillus+ Serratia (d-h) e T5: MS% +
ANA (e-i). Barras = 1cm

O comprimento da raiz apresentou maior incremento com a inoculagdo das bactérias
(MS¥%2 + Bacillus, MSY2 + Serratia e MS% + Bacillus+ Serratia) (7,28; 6,01; 6,86 cm,
respectivamente) (Fig. 4f; 4g, Fig. 5b). Entretanto, as plantulas que ndo receberam os inéculos
MSY2; MSY% + Bacillus; MSY + Serratia e MSY% + Bacillus + Serratia apresentaram maior
namero de folhas (6,50; 6,66; 5,0 e 6,16 cm, respectivamente) (Fig. 4e, f, g, h; Fig. 5c).
Enquanto, as plantulas submetidas ao tratamento MS% + Bacillus apresentaram maior area
foliar (35 cm?) (Fig. 5d).
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Fig. 5 Avaliacdo biométrica aos 45 dias de cultivo in vitro de Stryphnodendron adstringens em
funcéo dos tratamentos (MS%2, MS¥% + Bacillus, MS + Serratia marcescens, MSY2 + Bacillus
+ Serratia e MS%2 + ANA) no comprimento de parte aérea (a), comprimento da raiz (b), nimero
de folhas (c) e area foliar (d). *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre pelo teste

de Scott-Knott a 5% de significancia.

As variaveis de massa fresca da parte aérea/raiz e massa seca da parte aérea/raiz
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) (Fig. 6). As plantulas mantidas no tratamento
MSY2 + Bacillus, apresentaram maior quantidade de massa fresca da parte aérea (0,39 g) (Fig.
6a). Para massa fresca da raiz foram afetadas positivamente pela inoculacdo das bactérias dos
tratamentos MSY% + Bacillus e MSY%: + Serratia (0,73 e 0,75 g, respectivamente) (Fig. 6b).

Para a variavel massa seca da parte aérea as plantulas apresentaram melhor desempenho

inoculadas com MSY: + Bacillus e MS%2 + Serratia (0,11 e 0,10 g, respectivamente) (Fig. 6c).
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Enquanto, as plantulas inoculadas com MS¥%2 + Bacillus apresentaram maior peso de massa seca

daraiz (0,46 g) (Fig. 6d) diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.
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Fig. 6 Avaliacdo biométrica aos 45 dias de cultivo in vitro de S. adstringens em funcéo dos

tratamentos (MSY2, MS%2 + Bacillus, MS + Serratia marcescens, MS%z + Bacillus + Serratia e

MSY2 + ANA) na massa fresca da parte aérea (a), massa fresca da raiz (b), massa seca da parte

aerea (c) e massa seca da raiz (d). *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre pelo

teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

As varidveis Fv/Fm, Pl, RC/ABS apresentaram diferencas significativas (P <0,05) entre

os tratamentos com e sem adi¢do das bactérias, as plantulas que receberam as inoculagdes com

as bactérias de forma isolada ou em combinacéo. Para a relacdo Fv/Fm foram obtidos valores

na faixa ideal em plantulas inoculadas com MSY2 + Bacillus, MSYz + Serratia e MSY2 + Bacillus
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+ Serratia (0,78, 0,85 e 0,77, respectivamente) (Fig.7a). O indice fotossintético foi maior nas
plantulas inoculadas com MSY% + Serratia e MS%2 + ANA (Fig. 7b). Quanto a RC/ABS as
plantulas com uso de BPCPs MSYz + Bacillus, MSY2 + Serratia e MS%2 + ANA (0,8;0,9e 1,1,
respectivamente) tiveram melhor desempenhos (Fig.7c).
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Fig. 7 Avaliagdo fisiologica aos 45 dias de cultivo in vitro de Stryphnodendron adstringens em
fungéo dos tratamentos (MSY%2, MSY% + Bacillus, MS + Serratia marcescens, MS%2 + Bacillus
+ Serratia e MS%2 + ANA). *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

Plantulas de S. adstringens oriundas do cultivo in vitro apresentaram melhores taxas de
sobrevivéncia quando foram inoculados com as BPCPs, sendo os tratamentos: MSY2 + Bacillus
(100%), MS¥%, + Serratia (100%), MSY% + Bacillus + Serratia (100%). As menores taxas de
sobrevivéncia foram obtidas nos tratamentos, MSY% (60%) e MSY% + ANA (60%).
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Fig. 8 Porcentagem de sobrevivéncia de plantulas de S. adstringens nos tratamentos (MSY2,
MSY2 + Bacillus, MS¥% + Serratia marcescens, MSY2 + Bacillus + Serratia e MSY2 + ANA) na

aclimatizagéo ex vitro.

Discusséo

As BPCPs das espécies B. methylotrophicus e S. marcescens foram relatadas
anteriormente com potencial promotor de crescimento de plantas de Solanum lycopersicum L.
(Campos Neto et al., 2018) e Glycine max L. (Asaf et al., 2017), com efeito potencial no
desenvolvimento das plantas, pela capacidade de produzir AIA. De maneira semelhante, as
BPCPs também proporcionaram o aumento dessa auxina nas plantas S. adstringens, com
destaque para as aplicacdes de B. methylotrophicus e S. marcescens, que aumentaram e
beneficiaram os atributos de crescimento das mesmas, em comparacao aquelas submetidas aos
tratamentos controle. Além disso, o comportamento diretamente proporcional entre a
inoculacdo de BPCPs e o crescimento de porcdo radicular, acumulo de biomassa, area foliar,
avaliados no presente estudo, também podem estar relacionados a capacidade dessas bactérias
em produzirem AIA, hormonio que influencia diretamente nessas variaveis.

Para Sobral (2003), o nivel de AlA sintetizado pela planta é importante para determinar
se 0 AlA bacteriano estimula ou suprime o crescimento da planta. Nas raizes das plantas, o0 AIA
endogeno pode ser benéfico para o crescimento, e 0 AlA adicional retirado das BPCPs pode
resultar na promocao ou inibicdo do crescimento da planta, respectivamente (Pilet e Saugy,

1987). Ainda, as BPCPs tém potencial para proporcionar as plantas a superagdo ao estresse
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abidtico, pois o fornecimento de AlA para a planta estimula diretamente o crescimento, mesmo
na presenca de compostos inibitorios (Wani, Khan e Zaidi, 2008; Bianco e Defez, 2009). Dessa
forma, os resultados que encontramos sugerem que a producéo de AlA pode ter influenciado o
incremento de comprimento de parte aérea, comprimento de raiz e area foliar de plantulas de S.
adstringens.

Também sdo importantes que, além de avaliacdes dos efeitos das BPCPs nas variaveis
relacionadas a comprimento de parte aérea e raiz, também sejam estudadas outras variaveis
relacionadas a fisiologia das plantas produzidas in vitro, pois a diminui¢do ou eliminagéo da
sacarose no meio de cultivo e uso de membranas permeéaveis, facilita as trocas gasosas entre 0s
frascos de cultivo e 0 ambiente externo, alem disso, podem estimular a capacidade fotossintética
das plantas na condicdo in vitro, e desta forma produzir plantulas mais resistentes e com melhor
adaptacdo e aumento da taxa de sobrevivéncia das plantulas as condi¢des ex vitro (Xiao et al.,
2011; Batista et al., 2017; Walter, 2019).

No trabalho de Maciel et al. (2020), ao estudar a aclimatizacao de amoreira preta (Rubus
spp.) com rizogénese in vitro e ex vitro, sob inoculacdo de microrganismos promotores do
crescimento, observaram melhorias na eficiéncia fotossintética favorecidas pelas inoculagdes.
Contudo, respostas semelhantes foram obtidas neste presente trabalho com o barbatimao, com
melhoria do aparato fotossintético com uso das BPCPs. Essas melhorias no aparato
fotossintético podem ser explicadas pelo aumento da absor¢do de nutrientes, maior exigéncia e
captacdo de carbono em razdo da colonizacdo das raizes, e entre outros fatores (Zhu et al.,
2012).

Na literatura existem poucos trabalhos que avaliam os efeitos de BPCPs na
fluorescéncia da clorofila no cultivo in vitro. Dentre estes, no trabalho de Zhang et al. (2008),
0s autores testaram a inoculacdo de Bacillus subtilis em Arabidopsis, e verificaram que plantas
com aumento na eficiéncia do PSII, traduzidos pelo maior valor da relagdo Fv/Fm em plantulas
obtiveram valor 0,76 + 0,01 em relacdo as plantas sem a adi¢do de bactérias. Resultados
semelhantes foram obtidos no nosso estudo, com maiores valores em plantulas inoculadas
Bacillus, Serratia e combinacdo de Bacillus + Serratia (0,78, 0,85 e 0,77) (Fig.7a), porém os
valores foram menores nos tratamentos MS% e MSY% + ANA (0,72 e 0,72) (Fig.7a),
caracteristica esta que pode estar atrelada a auséncia da inoculacdo com as BPCPs. O uso de
BPCPs sd@o excelentes sistemas modelo que podem fornecer novas ferramentas da
biotecnologia, com novos constituintes genéticos e bioativos com diversos usos na agricultura
sustentavel, proporcionando controle de doencas que ndo podem ou sdo parcialmente

gerenciados por outras estratégias de controle (Glick, 2012).
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No trabalho de Couto et al. (2014), com abacaxizeiro Ananas comosus (L.) com dois
gendticos, 0 “Vitoria” apresentou valores de Fv/Fm superiores a “IAC Fantastico”, valores entre
0,75 - 0,76, portanto, esses valores estdo dentro da faixa considerada 6tima Fv/Fm de 0,80 *
0,5 por Bolhar-Nordenkampf et al. (1989). Desta maneira, os resultados obtidos no nosso estudo
evidenciam que, as inoculagdes com as BPCPs podem ter influenciado os valores que estdo
dentro da faixa considerada 6tima. Conforme os valores obtidos na relagdo Fv/Fm das plantulas
de barbatimdo, houve alta eficiéncia na maquinaria fotossintética provocada pela a inoculagéo
com as BPCPs.

Para a aclimatizacdo ex vitro, Kumar et al., (2021), testaram a bactéria Serratia
quinivorans em plantulas de Picrorhiza kurroa, em casa de vegetacdo, observaram aumento na
taxa de sobrevivéncia das plantulas ao ambiente externo. No trabalho de Rosier et al., (2018),
com bactérias do género Paenibacillus isoladas de tecido de Cymbidium eburneum
conseguiram aumentar a taxa de sobrevivéncia e promover o crescimento de mudas de Cattleya
sp. durante o processo de aclimatizacdo. Resultados semelhantes foram obtidos nessa pesquisa,
pois houve aumento na taxa de sobrevivéncia das plantulas inoculadas com Bacillus, Serratia
e combinagdo de Bacillus + Serratia. O efeito positivo na aclimatizagdo ex vitro pode estar
relacionado com a capacidade das bactérias produzirem &cido indolacético - AlIA, hormonio
vegetal no qual desempenha um papel importante no desenvolvimento de raizes laterais e
alongamento do caule em plantas.

Assim, nos concluimos que todas as plantulas de S. adstringens apresentaram efeitos
positivos no crescimento e desenvolvimento in vitro quando inoculadas com B.
methylotrophicus e S. marcescens com inoculacdo ao longo do tempo (15 e 30 dias), tiveram
rapido desenvolvimento vegetativo, superior ao controle, e em alguns casos superior ao
tratamento combinado das duas bactérias. Porém, as plantulas de barbatiméo inoculadas com a
bactéria Serratia apresentaram melhor desempenho quando avaliados os pardmetro de
crescimento e fisiologicos. As BPCPs ja estdo sendo usadas com sucesso por outros
pesquisadores, destacando-se como importante tecnologia sustentavel capaz de possibilitar
maior crescimento, desenvolvimento e maior taxa de sobrevivéncia das plantulas quando
expostas ao ambiente externo, com destaque a agricultura organica, sem a adocdo de
substancias quimicas. No entanto, mais estudos sdo necessarios para investigar 0s mecanismos

de sinalizagdo hormonal desencadeados por estas bactérias.
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