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Bacillus subtilis as a vegetable growth promoter inoculant in soybean
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ABSTRACT

Thus, the objective of this study was to evaluate the efficiency of Bacillus subtilis as a soybean plant
growth promoter inoculant. Seven isolates of B. subtilis (BsO1; Bs02; Bs03; Bs04; Bs05; Bs06 and
Bs10) were evaluated for their ability to solubilize phosphate and synthesis of indole acetic acid, in
vitro, and in the production of biomass of soybean plants in vegetation House. All isolates were able
to solubilize phosphate and produce indole acetic acid (IAA). For the evaluated characteristic of shoot
and root biomass, the treatment with inoculation of the Bs10 strain was superior (p<0.05) to the
others, in the first evaluation at 30 days after sowing (DAS) and at 52 DAS the treatments with the
inoculations with strains Bs05, Bs06 and Bs10 were significantly higher (p<0.05). The B. subtilis strains
showed efficiency in the variables analyzed in relation to the control without inoculation. The
efficiency of the use of B. subtilis in plant growth is related to the biological characteristics of this
microorganism, which expresses facilities for maintaining its viability in bioformulates and, therefore,
its potential to promote plant growth.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de Bacillus subtilis como inoculante promotor de
crescimento vegetal de soja. Sete isolados de B. subtilis (Bs01; Bs02; Bs03; Bs04; Bs05; Bs06 ¢ Bs10)
foram avaliados quanto a capacidade de solubilizacio de fosfato e sintese de 4cido indol acético, in
vitro, e na produgio de biomassa de plantas de soja em casa de vegetacao. Todos os isolados foram
capazes de solubilizar fosfato e produzir acido indol acético (AIA). Para a caracteristica avaliada de
biomassa da parte aérea e radicular o tratamento com inoculagdo da estirpe Bs10 foi superior (p<0,05)
a0s demais, na primeira avaliagio aos 30 dias apds a semeadura (DAS) e aos 52 DAS os tratamentos
com as inoculagdes com as estirpes Bs05, Bs06 e Bs10 foram significativamente superior (p<0,05). As
estirpes de B. subtilis mostraram-se eficiéncia nas variaveis analisadas em relagdo a testemunha sem
inoculagdo. A eficiéncia do uso de B. subtilis no crescimento de plantas estd relacionado com as
caracteristicas biologicas deste microrganismo, que expressa facilidades para a manutengio de sua
viabilidade em bioformulados e com isso a potencialidade para promover o crescimento vegetal.
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Introdugao

A soja (Ghycine max (L.) Merrill) ¢ uma das mais importantes culturas na economia
mundial. Sua importancia na economia brasileira, deve-se ao fato de o Brasil ser o maior
exportador do complexo graos, farelo e dleo, e o segundo maior produtor mundial safra
2018/2019 (SOUZA; BITTENCOURT, 2020). A alta produtividade de culturas como a soja
geralmente esta associada com a utilizagdo, entre outros fatores, de doses elevadas de
fertilizantes. Estes por sua vez representam significativa parcela nos custos de produgio da
cultura, além de serem industrialmente obtidos de fontes nao-renovaveis, ¢ potencialmente
poluentes ambientais.

A utiliza¢ao de micro-organismos promotores de crescimento de plantas para o aumento
da produgio agricola sera provavelmente uma das taticas mais importantes para a atualidade no
mundo. Isso se deve a demanda emergente para a diminui¢ao da dependéncia de fertilizantes
quimicos e a necessidade de desenvolvimento da agricultura sustentavel (MACHADO et al,,
2012). A producao de inoculantes de baixo custo com microrganismos promotores de
crescimento de plantas ¢ uma alternativa para diminuir os riscos ambientais causados pela
utilizagdo inadequada, e as vezes excessiva, de insumos e agrotoxicos. Os promotores de
crescimento das plantas também contribuem para aumentar a produ¢ido agricola, tornar o
produto mais competitivo e diferenciado e, ainda, diminuir os custos para o produtor (BRAGA
JUNIOR et al.,, 2018; DIAZ et al., 2019).

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP) colonizam as raizes de
plantas e induzem um aumento no crescimento vegetal. Entre os mecanismos pelo qual RPCP
podem exercer efeitos benéficos nas plantas estao a absor¢do de nutrientes, principalmente o
fosforo, através da solubilizaciao de fosfatos, sintese de fitohormonios tal como o acido indol
acético (AIA), fixagdo assimbidtica do nitrogénio (CONTRERAS-CORNEJO et al.,, 2016;
ZEILINGER et al., 2016), assim como o controle dos efeitos deletérios de patégenos pela
producao de substancias inibitérias produzidas, excluindo-os das raizes pela concorréncia ou
por indugdo de resisténcia sistémica (SARAVANAKUMAR et al., 2016).

As bactérias do género Bacillus podem ser consideradas RPCP, pois apresentam
habilidade de colonizar a rizosfera e promover o crescimento vegetal (KUNDAN et al., 2015),
sao essenciais para a reciclagem de nutrientes e possuem potencial como biofertilizantes para
incremento da produtividade, além de poder beneficiar a planta durante periodos de estresses
(KAVAMURA et al., 2013; BRAGA JUNIOR et al., 2018; DIAZ et al., 2019).

Estudos realizados por Jain et al. (2016) mostraram que isolados de Bacillus podem

incrementar, em soja, o peso fresco da parte aérea e da raiz, além de aumentar o numero de
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raizes laterais. Clemente et al. (2016) notou um expressivo aumento na produtividade em lavoura
de cenoura apds a aplicagao de composto fermentado com linhagens selecionadas de Baci/lus sp.

A utilizacdo de espécies de Bacillus como promotoras de crescimento e agente de
controle biolégico para diversas culturas agricolas proporciona um método atrativo, eficiente e
ambientalmente menos agressivo que defensivos e fertilizantes quimicos, o que torna a pratica
da utilizacio de bioagentes uma alternativa mais sustentavel nos ambitos economicos e
ambiental (SHAFT et al., 2017).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia de sete isolados de Bacillus subtilis

como inoculante para promogao de crescimento vegetal em soja.

Procedimentos Metodoldgicos

Local dos experimentos

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia e casa de vegetagao da
Universidade Federal do Tocantins - UFT, Cazpus Universitario de Gurupi, localizado na regiao
sul do estado do Tocantins. As coordenadas geograficas da estagao experimental correspondem
a 11°43°45” S e 49°04°07” W. A caracterizagao climatica local é de clima tropical umido com
classificagiao do tipo pequena deficiéncia hidrica (B1wA’a’) / vegetacio de cerrado ou Savana

Tropical segundo Koppen- Geiger (PEEL et al., 2007).

Isolados de B. subtilis

Foram utilizados nos experimentos sete isolados de Bacillus subtilis (Bs01; Bs02; Bs03;
Bs04; Bs05; Bs06 e Bs10). Esses isolados foram obtidos de solos de cerrado em areas de cultivos
no estado do Tocantins e classificados como Bacillus subtilis pelos testes morfologicos, estruturais
e bioquimicos seguindo a metodologia do Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey
(JAMES et al., 2005; SLEPECKY; HEMPHILL, 2006; RABINOVITCH; OLIVEIRA, 2015).
Os isolados foram mantidos e preservados em refrigerador com repicagens periddicas em meio

Luria-Bertani (LB).

Solubilizagao de fosfato

Para o ensaio de solubilizacao de fosfato 7z vitro os isolados de B. subtilis foram cultivados
inicialmente em meio Luria-Bertani (LB) e levado para crescimento em estufa para cultura
bacteriolégica a 25 + 2 °C, por trés dias. A partir dessas culturas, foram retiradas estrias e
colonias da bactéria e transferidos para frascos (250 ml), onde foram testados quanto ao

potencial de solubilizagao de fosfato iz vitro em meio LB, contendo os seguintes ingredientes (g
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L): Triptona, 10,0; Extrato de levedura, 5,0; NaCl, 5,0. Foram adicionados a0 meio, 50 ml de
KHPO, (10%) e 100 ml de CaCl; (10%), para formacao de precipitado insolavel de fosfato de
calcio (CaHPO,) (HARA; OLIVERIA, 2004), e pH ajustado para 7,0.

A estimativa quantitativa de solubilizacdo de fosfato foi realizada em triplicata em
delineamento inteiramente ao acaso. A incubacio foi realizada a 25 + 2 °C em agitador orbital
a 140 rpm durante seis dias. Foram feitas avaliagdes ao terceiro e sexto dia apds a repicagem.
Para a determina¢ao da concentracao de fosforo (P) soluvel utilizou-se o método colorimétrico
de Murphy, Riley (1962), subtraindo-se o P soluvel contido nos tratamentos pelo contido na
amostra controle (meio de cultura com fosfato e sem indculo). Para as avaliagbes foram
utilizados 1,0 ml do reagente, 0,5 ml da amostra filtrada e completado o volume final para 5 ml
com agua ultra pura (Biosystem) para cada amostra. Apds 20 minutos de rea¢ao o P soluvel foi
quantificado em espectrofotometro (modelo Biospectro SP-22) no comprimento de onda de
725 nm de absorbancia. A curva padriao para quantificacio de P foi feita a partir do fosfato de
potassio monobisico e as concentracdes calculadas em pg ml™" (Nautyal, 1999). Determinou-se
ainda a percentagem de solubilizacdo, calculado em relagdio a testemunha (%Solub. =
(quantidade de fosfato solubilizado com B. subtilis / quantidade de fosfato solubilizado sem
inoculagao de B. subtilis) x 100. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC),

com quatro repetigoes.

Sintese de acido indol acético (AIA)

Para o ensaio de quantificacao de de AIA, 7 vitro, inicialmente os isolados foram
previamente cultivados em placa de Petri em meio LB em estufa bacterioldgica, por trés dias a
25 * 2 °C. Os isolados foram transferidos para frascos (250 ml) contendo 50 ml com meio de
cultura liquido LB, na auséncia e presenca de L-triptofano. A concentra¢ao de L-triptofano
utilizada foi de 100 mg L' (GORDON; WEBER, 1951).

Ap0s trés e seis dias de crescimento sob agitador orbital a 140 rpm, a 25F 2 °C, a massa
bacteriana foi separada por centrifugacio a 12.000 rpm por 15 minutos. Para a analise
colorimétrica de AIA foram utilizados uma parte (1 ml) do reagente de Salkowski [FeCls 0,5 mol
L + HCIO;4 (35%)] e duas partes (2 ml) do sobrenadante obtido de cada isolado, e completado
o volume final para 5 mL. com 4gua destilada. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em triplicata.

Apbs a comprovagao qualitativa da presenca de AIA (coloracao rosa apds 25 minutos
de reacio a temperatura de 28 °C no escuro), o fitohormonio foi quantificado em
espectrofotometro (modelo Biospectro SP-22) no comprimento de onda de 530 nm de

absorbancia. As concentragdes, em ug ml.", foram calculadas a partir de uma curva padrio com
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concentracdes conhecidas da forma sintética do horménio (0 a 100 pg m1.™"), cujas leituras foram
a base para calcular a concentracdo de AIA nas amostras (referéncia). Foi utilizado o

delineamento inteiramente casualizado (DIC), em triplicata.

Ensaio em casa de vegetagio

O solo utilizado foi obtido de area de cultivo da estagao experimental da UFT campus
de Gurupi, posteriormente realizado analise de quimica e fisica do solo de acordo com Embrapa
(2011), apresentando as seguintes caracteristicas: Ca+Mg 1,68 cmol dm?; Ca 1,15 cmol dm?;
Mg 0,73 cmol dm™; Al 0,24 cmol dm™; H+Al 5,58 cmol dm?; K 0,05 cmol dm?; CTC (T) 7,51
cmol dm?; SB 2,17 cmol dm?; K 18,76 mg dm™ (ppm); P (Mel) 3,60 mg dm™ (PP); V 25,69%;
M 11,07%; Mat. Org. 2,22%, 22,15 ¢ dm?; pH Cacl, 4,76, H.O 5,34. Textura: 57,35, 9,77 e
32,88% de areia, silte e argila, respectivamente. O solo da area experimental foi classificado
como latossolo vermelho amarelo distréfico de textura média (EMBRAPA, 2011).

Foram utilizados vasos de plastico com volume de 3,8 I, que foram preenchidos até a
supetficie com solo e posteriormente foi feito adubacio de 0,7 g vaso™ do formulado 5-25-15.
Uma hora antes do plantio foi feita inoculagao de todas as sementes com Bradyrhizobium japonicum
(estirpe SEMIA 5079 e SEMIA 5080) na recomendagao de 200 ml para cada 50 kg de sementes,
visando o suprimento de nitrogénio necessario para a cultura. Foram semeadas sete sementes
por vaso da cultivar de soja M 8210 IPRO

Os isolados de B. subtilis foram inoculadas aplicando diretamente nas sementes no
momento do plantio em uma quantidade de 200 ml para 50 kg de sementes, em uma suspensao
bacteriana do meio LB liquido com trés dias de crescimento apresentando concentra¢ao minima
de 1 x 10° UFC ml. A irrigacdo foi feita manualmente, fornecendo 4gua para as plantas até a
capacidade de campo do solo. Aos sete dias apoés o plantio foi realizado o desbaste deixando
apenas duas plantas por vaso.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com oito tratamentos e quatro
repeti¢oes. Os tratamentos foram as sete estirpes de B. sub#i/is mais uma testemunha absoluta
(sem inoculagao de B. subtilis) e oito repeticoes, onde foram avaliados em duas épocas, sendo
utilizadas quatro repeti¢des para cada avaliagao. As épocas de avaliacGes foram aos 30 dias apos
a semeadura (DAS), no estadio V3, e aos 52 DAS, no florescimento.

Foi determinada a altura de plantas, posteriormente separou-se o sistema radicular da
parte aérea das plantas e as raizes e foram lavadas em agua corrente para remog¢ao do solo
aderido. Os nédulos foram retirados das raizes e contados. Em seguida, o material foi colocado
para secagem em estufa com aeragao forcada a 75 °C até obten¢ao de massa constante. Em

seguida o material foi pesado para obter a massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca de raiz
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(MSR), massa seca total (MST), bem como a massa seca dos nédulos (MSN). Com os dados de
MSPA, MSR e MST determinou-se a eficiéncia relativa de cada tratamento, calculada segundo
a férmula: ER = (MS inoculada com B. subtilis/ MS sem inoculacao de B. subtilis) x 100
(Bergensen et al. 1971).

Os dados foram submetidos a analise de variancia com teste F, e as médias dos
tratamentos agrupados pelo teste de Skott-Knott a 5% de probabilidade utilizando o programa

estatistico Sisvar (FERREIRA, 2019).

Resultados e Discussio

Solubilizagao de fosfato

Na primeira avaliagdao ao terceiro dia de crescimento, a concentragao de fosfato variou
de 0,3 2 4,8 ug ml" entre os isolados de B. subtilis. Os isolados Bs01, Bs02 e Bs04 apresentaram
concentragoes de fosfato superiores aos demais isolados e a testemunha (p<0,05), com destaque
para o isolado Bs02 que se mostrou superior aos demais isolados (p<0,05). A percentagem de
solubilizacao dos isolados variou de 50 a 2300% a mais em relacao a testemunha (tabela 1).

Ao sexto dia de crescimento a concentracao de fosfato solubilizado variou de 0,9 a 14,4
ug ml" nos filtrados, onde os isolados Bs01, Bs02, Bs05 e Bs06 foram superiores a testemunha
(p<0,05), com o isolado Bs05 sendo superior aos demais isolados. A percentagem de
solubilizacao dos isolados variou de 350 a 7100% em relacao a testemunha (tabela 1). A
concentraciao de fosfato solubilizado aumentou, na maioria dos isolados, do terceiro ao sexto
dia de crescimento. Cinco dos sete isolados testados no presente experimento reduziram o valor
do pH em relagao ao pH inicial do meio, variando entre 6,9 a 5,2 ap6s seis dias de crescimento.
Todos os isolados de B. subtilis estudados apresentaram potencial de solubilizacao de fosfato,
sendo os isolados Bs01, Bs02, Bs05 e Bs06 os maiores solubilizadores de fosfato (tabela 1).

Os mecanismos e formas pelos quais as rizobactérias realizam a solubilizagao de fosfatos
sao pela secrec¢do e produgao de acidos organicos, tais como, acidos mono, di, e tri-carboxilicos,
onde esses acidos sio de um grupo que atuam na quelagao dos cations (Al, Fe e Ca), acido
gluconico, keto-gluconico, cetogluconico, acido latico, acido acético e também pela agao da
glucose desidrogenase. Outras enzimas que atuam na solubiliza¢ao de fésforo, que também
pode ser chamada de mineraliza¢ao, sio as fosfatases (ZHONG et al., 2014; CHAUHAN et al,,
2017). Assim, as rizobactérias sao capazes de solubilizar o fésforo pela acidificagao, quelagao ou
por meio de processos enzimaticos (PEREZ-MONTANO et al., 2014; MENDES et al., 2014).
Sugere-se que a solubilizagdao de fosfato pelos isolados de B. subtilis em meio LB, no presente

estudo (tabela 1) se deve a esses mecanismos de acio.
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Tabela 1. Médias de concentracdo de fosfato solubilizado em meio LB por isolados de Bacillus
subtilis.!

3° dia de crescimento 6° dia de crescimento
Tratamentos (ng mL)! % Solub.3 (ng mL™Y) % Solub. pH
Bs01 2,7b 1350 9,4b 4700 7,0
Bs02 48a 2400 45 ¢ 2250 5,2
Bs03 0,5d 250 09d 450 6,5
Bs04 1,0c 500 1,2d 600 6,2
Bs05 0,4d 200 14,4 a 7200 6,2
Bs06 0,3d 150 28¢ 1400 6,9
Bs10 0,5d 250 1,6 d 800 7,0
Testemunha 0,2d 100 0,2d 100 8,0
CV (%)? 16,1 - 24.6 - -

! Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Scott Knott
a 5% significancia.? Coeficiente de Variacdo. ? Percentual de solubilizacio de fosfato em relacio a
testemunha sem inoculacao de Bacillus subtilis.

Fonte: Dados da Pesquisa, 2021.

Observa-se que o isolado Bs01 foi capaz de solubilizar fosfato e manteve seu pH em 7,0
indicando que a acidifica¢ao dos meios de cultura nao ¢ necessariamente um indicador eficaz de
solubilizagao de fosfato. Segundo Stamford, Nahas (2010) mesmo com a capacidade de
solubilizacao de fosfato esteja relacionada com a producao de acidos e diminui¢ao de pH, nem
sempre esses fatores se correlacionam com a quantidade de fosfato soluvel produzida.

Ahmad et al. (2018) verificam em seu trabalho a capacidade do isolado Q3, identificado
como B. subtilis, em solubilizar fosfato em meio liquido, como observado nos resultados
encontrados neste estudo. Outros autores verificaram também a capacidade de solubilizagao de
fosfato por B. subtilis in vitro em meio de cultura liquido e sélido como relatado por Abhijith et

al. (2017), Milani (2017), Abreu et al. (2017) e Mohamed et al. (2018).

Acido indol acético (ATA)

Todos os isolados de B. subtilis utilizados foram capazes de produzir quantidades de ATA
em meio de cultura liquido LB suplementado ou nao com L-triptofano (tabela 2). A maioria dos
isolados (Bs2, Bs4, Bs5, Bs6 e Bs10) proporcionaram maior producao de AIA na presenca do
aminodcido indutor triptofano. Na primeira avaliagao ao terceiro dia de incubagao na auséncia
do indutor em meio LB a produgido de AIA entre os isolados vatiou entre 0,19 a 1,20 ug mL™",

com destaque para o isolado Bs06 que foi superior (p<<0,05) aos demais isolados e a testemunha

(tabela 2).
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Ja na presen¢a do aminoacido os isolados foram capazes de sintetizar uma quantidade
de ATA que variou em 0,25 a 1,95 pg ml”, os isolados apresentaram, em média, producio de
AIA com variagao de 150 a 1850% superiores em relagao a testemunha. Os isolados Bs06 e
Bs10 foram capazes de produzir maior quantidade de AIA na presenca de triptofano, sendo

superiores aos demais isolados e a testemunha (p<0,05) (tabela 2).

Tabela 2. Producao de AIA (ug mL-1) por isolados de Bacillus subtilis em meio LB na auséncia
(A'T) e presenca (P T) de L-triptofano.'

Tratamentos 3° dia de crescimento 6° dia de crescimento
AT PT % ATA3 AT PT % AIA

Bs 01 0,30 cA 0,25 cA 250 0,34 cA  035cA 350
Bs 02 0,55bB 1,16 bA 1160 0,95bB 1,60 bA 1600
Bs 03 0,55bA 0,38 cA 380 0,55cA  055cA 550
Bs 04 0,19 cA 0,59 cA 590 0,35cA  0,71cA 710
Bs 05 028 cA 0,77 cA 770 0,51 cA  093cA 930
Bs 06 1,20aB 1,95 aA 1950 1,35aB  2,462A 2460
Bs 10 0,32cB 191 aA 1910 0,50cB  225aA 2250
Testemunha 0,10dA 0,10 dA 100 0,J0dA 0,10dA 100
CV (%)? 18,7 242 - 242 231 -

! Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha, nio diferem
entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de significincia. 2 Coeficiente de Vatiagdo. *
Percentual de produgio de AIA dos isolados cultivados em meio de cultura na presenca
de L-Triptofano em relacio a testemunha sem inoculagiao de Bacillus subtilis.

Fonte: Dados da Pesquisa, 2021.

Na quantificagao ao sexto dia de crescimento pode-se observar que houve aumento na
producao de AIA pela maioria dos isolados comparados com a primeira avaliagao. Na auséncia
do percursor L-Triptofano as concentracdes de AIA produzidas pelos isolados ficaram entre
0,34 a 1,35 ug ml™. J4 na presenca de triptofano a produgio de AIA variou de 0,35 a 2,46 ug
ml.", superiores 250 a 2360% a testemunha na auséncia de triptofano, sendo o isolado Bs01
que obteve a menor produgdao de AIA, e os isolados Bs06 e Bs10 os que foram capazes de
produzir AIA na maior quantidade na presenca de triptofano, sendo superior aos demais
isolados e a testemunha (p<0,05) (tabela 2).

Cerqueira et al. (2015) avaliaram a capacidade de isolados de Baci//us em produzir AIA,
onde todos os isolados se mostraram produtores de AIA na presenca de triptofano encontrando
concentracdes de até 1,60 ug ml”, valor inferior a0 encontrado no presente estudo, que foi de
até 2,46 ug mL" (tabela 2). A biossintese do AIA por bactérias acontece por diferentes rotas
metabdlicas, sendo o aminoacido triptofano o principal percursor para a sintese de AIA (TAIZ
etal., 2017). Porém também existem vias independentes do triptofano, o que explica os isolados
de B. subtilis produzirem AIA na auséncia de tripitofano no presente estudo.

A sintese de compostos inddlicos em bactérias depende da presenca de precursores nos

exsudatos radiculares. Entre os varios exsudatos, L-triptofano foi identificado como o principal
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precursor para a rota de biossintese de compostos inddlicos em bactérias (SOUZA et al., 2015).
A caracterizagdao de compostos intermediarios levou a identificacao de diferentes vias que usam
L-triptofano como o precursor principal. As diferentes vias de sintese de AIA em bactérias
mostram um alto grau de semelhanc¢a com as vias de biossintese de AIA em plantas (SPAEPEN
et al., 2007). Bactérias benéficas sintetizam predominantemente IAA através da via do 4cido
indol-3-piravico, uma via alternativa dependente do L-triptofano. Em bactérias fitopatogénicas,
o IAA ¢ produzido a partir do L-triptofano pela via indol-acetoamida. Em A. brasilense, pelo
menos trés vias de biossintese foram descritas para a producgdo de IAA: dois dependentes de -
triptofano (acido indol-3-pirdvico e vias indol-acetoamida) e um L-triptofano independente
(PRINSEN et al., 1993), como a via acida indol-3-piravico como a mais importante entre elas
(SPAEPEN et al., 2008).

Araujo e Guerreiro (2010), avaliando a promogao de crescimento de Baci//us no milho,
observaram a producio de AIA variando de 0,75 a 21,35 pg ml". Muitos estudos evidenciam a
capacidade de producao de AIA por B. subtilis in vitro BOTELHO; LEONCIO; 2017; KUMARI
et al., 2018; RIBEIRO et al., 2018). Sicuia et al. (2016), relataram em seu trabalho que B. subtilis
foi capaz de produzir AIA e aumentar a porcentagem de germinagao e vigor de plantulas de

tomateiro, e por Reetha et al. (2014) em plantas de cebola.

Ensaio casa de vegetagio

Para a massa seca da parte aérea (MSPA) aos 30 DAS o tratamento com inoculagao do
isolado Bs10 foi superior aos demais (p<<0,05) (tabela 3). Aos 52 DAS os tratamentos com as
inoculagoes com as estirpes Bs05 e Bs10 foram significativamente superiores (p<0,05). Para a
massa seca da raiz (MSR) aos 30 DAS nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Aos
52 DAS as estirpes Bs05, Bs06 e Bs10 foram superiores as demais estirpes (p<<0,05) e a
testemunha (tabela 3). Para a massa seca total (MST) na primeira avaliagao, aos 30 DAS, a estirpe
Bs10 foi superior aos demais tratamentos. Na segunda avaliagao, aos 52 DAS, as estirpes Bs05,
Bs06 e Bs10 foram superiores aos demais tratamentos (p<0,05) (tabela 3).

Para o numero de nédulos (NN) e massa seca dos ndédulos (MSN) nao houve diferencas
entre os tratamentos nas duas avaliacdes, aos 30 e 52 DAS (tabela 3), nao havendo efeito
negativo da inoculacao com B. subtilis UFT-Bs10 na nodulagao. Para a altura de plantas (Alt),

também nao houve diferenca significativa entre os tratamentos para as duas avaliagoes (tabela

3).
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Tabela 3. Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST),
numero de nédulos (NN), massa seca de nédulos (MSN) e altura (Alt) de soja cultivar M 8210
ipro inoculada com diferentes isolados de Bacillus subtilis."

Tratamentos MSPA MSR MST NN MSN Alt

© © © (mg) (cm)
30 DAS
Bs01 1,26 ¢ 0,83 a 2,09 b 13,3 a 32a 26,6 a
Bs02 1,68 b 0,80 a 2,49 b 14,3 a 34 a 27.6a
Bs03 1,71 b 0,78 a 2,49 b 13,0 a 34 a 250a
Bs04 1,63 b 1,03 a 2,66 b 13,32 30 a 273 a
Bs05 1,71 b 0,83 a 2,54 b 13,32 34 a 26,0 a
Bs06 1,60 b 0,82 a 2,42 b 14,3 a 38 a 250a
Bs10 2,54 a 0,98 a 3,62 a 15,0 a 40 a 286 a
Testemunha® 1,69b 0,69 ab 2,38 b 133a 34 a 27,0 a
CV3 (%) 15,6 15,1 12,9 21,6 . 12,3
52 DAS

Bs01 4,07 b 2,85 b 6,92 b 4332 92 a 37,6 a
Bs02 4,65b 2,20 ¢ 6,86 b 53,3 a 93 a 413a
Bs03 5,06 a 2,38 ¢ 7,44 b 480 a 97 a 480 a
Bs04 3,30 ¢ 2,57 b 587 c 240 a 93 a 38,6a
Bs05 5,79 a 3,68 a 9,47 a 59,3 a 107a  433a
Bs06 446 b 3,79 a 8,252 52,6 a 1072 443a
Bs10 5,67 a 3,96 a 9,63 a 51,0 a 111 a 41,3 a
Testemunha 3,47 ¢ 2,39 ¢ 6,86 b 443 a 91 a 46,6 a

CVZ= (%) 11,3 13,2 10,1 20,4 234 8,7

I Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Skott-Knott
a 1% de probabilidade. 2 Testemunha sem inoculagdo de B. subtilis.> CV: Coeficiente de Variagio.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2021.

Quanto a eficiéncia relativa (ER) para a parte aérea (figura 1), que relaciona a biomassa
da parte aérea dos tratamentos inoculados com isolado de B. su#btilis a0 tratamento testemunha,
aos 30 e 52 DAS a estirpe Bs10 foi superior aos demais tratamentos, com aumento acima de

100 e 80%, respectivamente, em relagdo a testemunha (figura 1).
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Figura 1. Eficiéncia relativa, para a massa seca da parte aérea, da soja cv. M 8210 ipro,

inoculados com estirpes de Bacillus subtilis em relagao a testemunha (sem inoculagio), aos 30 (A)
e 52 (B) dias apds a semeadura.
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*Médias seguidas da mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Skott-Knott a 5%.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2021.

Quanto a eficiéncia relativa (ER) para a raiz, aos 30 DAS as estirpes Bs04, Bs05, Bs06 e
Bs10 foram superiores aos demais tratamentos (p<<0,05), com aumento da ER acima de 40%
em relagao a testemunha. Aos 52 DAS a estirpe Bs10 foram superiores (p<<0,05) as demais, com

aumento acima de 100% superiores em relacdo a testemunha (figura 2).

Figura 2. Eficiéncia relativa, para a massa seca da raiz, da soja M 8210 ipro inoculados com

estirpes de Bacillus subtilis em relagao a testemunha (sem inoculagao), aos 30 (A) e 52 (B) dias
apos a semeadura.
180
160
140
120
100
80
60
40
20
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2021.

Quanto a eficiéncia relativa (ER) para a massa seca total, aos 30 DAS as estirpes Bs04,
Bs05, Bs06 e Bs10 foram superiores aos demais tratamentos (p<0,05), com aumentos acima de
50% em relagao a testemunha. Aos 52 DAS a estirpe Bs10 foi superior as demais(p<0,05), com

aumento de 180% em relagao a testemunha (figura 3).
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Figura 3. Eficiéncia relativa, para a massa seca total, da soja cv. M 8210 ipro inoculados com
estitpes de Bacillus subtilis em relacdo a testemunha (sem inoculagao), aos 30 (A) e 52 (B) dias

apos a semeadura.
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Médias seguidas da mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Skott-Knott.
Fonte: Dados da Pesquisa, 2021.

Os isolados de B. subtilis mostraram capacidade de proporcionar um maior incremento
de biomassa em plantas de soja. Esse aumento pode estar ligado aos varios mecanismos pelos
quais essa bactéria atua, como a producio de acido cianidrico, fitohormoénios, enzimas e na
disponibilizacio de nutrientes (P e N) (BRAGA JUNIOR, 2019; GUIMARAES et al., 2021;
SANTOS et al., 2021).

Um fator pelo qual os isolados de B. s#btilis em teste podem ter atuado para aumento no
incremento da biomassa ¢ na disponibilidade e solubilizacao de nutrientes como o fésforo e o
nitrogénio. Além disso, outros mecanismos que estimulam o crescimento das plantas estao
também relacionados com o metabolismo microbiano no solo (KALAM et al., 2020). Cerqueira
et al. (2015) em seu trabalho utilizando quatro isolados de Bacillus spp. realizou testes in vitro
onde confirmou a produgao de AIA, ARA (reducio de acetileno) e ACC-deaminase por esses
isolados. Saharan, Nehra (2011) em seu trabalho observaram que espécies de Bacillus
contribuiram para melhoria de diferentes parametros de raiz, tal como o enraizamento,
comprimento de raizes e teor de matéria seca, e que a inoculagdo com isolados produtores de
ATIA aumentou a absorc¢ao de alguns nutrientes, promovendo o crescimento da batata doce e
maior enraizamento de mudas de eucalipto.

O efeito in vivo pela exposicao de células vivas de B. subtilis pode ocasionar a promogao
de crescimento e/ou o biocontrole (ZOHORA et al.,, 2016; MARDANOVA et al., 2017,
MOHAMED et al., 2018; GUIMARAES et al., 2021). Araujo et al. (2012) reportaram em seu
trabalho utilizando o feijao caupi cultivar BRS Guariba, que a inoculagao de B. subtilis (PRBS-1)
proporcionou o maior aumento no crescimento da planta, maior fixagao de N e nio afetou a
nodulagao, aos 40 e 55 dias ap6s a semeadura. Araujo et al. (2010) em experimento com feijao

caupi avaliando a co-inoculacao de B. subtilis e Bradyrhizobinm mostrou que nos tratamentos
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inoculados, houve um aumento na nodulagao do feijao-caupi com a co-inoculagao, sugerindo
uma influéncia do B. subtilis na promogao de nodulagao pelo Bradyrbizobium inoculado.

Resultados semelhantes também foram reportados por Mohamed et al. (2018) e Kalam
et al. (2020) para o tomate, Guimaraes et al. (2021) para a cultura do milho, Santos et al. (2021)
para a cultura da aveia branca e Rezende et al. (2021) para o feijao.

O isolado de B. subtilis Bs10 mostrou-se eficiente nas variaveis analisadas em relacio ao
demais isolados e a testemunha sem inoculagao. A eficiéncia do uso de B. subtilis no crescimento
de plantas esta relacionado com as caracteristicas biologicas deste micro-organismo que expressa
facilidades para a manutencdo de sua viabilidade em bioformulados e com isso a potencialidade
para promover o crescimento vegetal.

A utilizagao de bactérias que possuam capacidade de solubilizagiao de fésforo e produgao
de AIA, em meio liquido em um intervalo de tempo reduzido, ¢ uma caracteristica essencial
para a selecao de isolados para a producao de inoculantes, mostrando a capacidade dos isolados
testados no presente estudo como possiveis microrganismos de bioprodutos como promotor

de crescimento vegetal de plantas.

Conclusio

Todos os isolados foram capazes de solubilizar fosfato e produzir acido indol acético
(AIA). Os isolados de B. subtilis mostraram-se eficiéncia nas variaveis de biomassa da parte aérea
e radicular de plantas de soja, com destaque para o isolado B. subtilis Bs10.

O uso destes isolados de B. subtilis nao interferiu na nodulagao da soja, contribuindo

ainda para o aumento do numero e peso dos nédulos.
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